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Sintese e atividade biolégica do derivado 6-formil-oxamniquina
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A esquistossomose, uma importante doenca no Brasil, é causada
por trematodeo pertencente ao género Schistosoma, atingindo
milhées de pessoas, numa das maiores regioes endémicas dessa
doenca em todo globo. O principal objetivo desse trabalho foi
sintetizar o derivado 6-formil-oxamniquina e avaliar sua atividade
biologica. O derivado 6-formil- oxamniquina foi obtido por
oxidagdo da oxamniquina com dioxido de manganés empregando
diclorometano como solvente, a temperatura ambiente, por
24 horas. Sua obten¢do foi confirmada por espectrometria na
regido de infravermelho e espectroscopia de RMN °C e 'H,
apresentando atividade similar quando comparada a oxamniquina
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comercial (Mansil®).

INTRODUCAO

A esquistossomose, também chamada esquistos-
somiase ou bilharziose, ¢ uma doenca produzida por
trematddeos do género Schistosoma. Entre as 19 espécies
reconhecidas, cinco infectam primariamente o homem: S.
mansoni, S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum
e S. mekongi (Organizagdo Mundial de Saude, 1994;
Shekhar, 1991; World Health Organization, 2006).

Essa doenga originou-se na Africa Central, dissemi-
nando-se para o norte desse continente, com as correntes
migratorias ao longo do vale do Nilo. Sua transferéncia
para o Brasil teve origem no primeiro grande ciclo econd-
mico, as chamadas monoculturas de exportagdo, que neces-

sitavam de grandes contingentes de mao-de-obra com o
mais baixo custo possivel. Iniciava-se a escravatura no
Brasil com a comercializacdo de escravos trazidos de pa-
ises africanos, para a regido Nordeste brasileira. Esses
grandes contingentes populacionais migrantes encontraram
precarias condi¢des de vida e de trabalho, em diferentes re-
gides e areas, favorecendo a disseminag@o da enfermidade.
A existéncia de meio ambiente fisico propicio, com presen-
¢a do hospedeiro intermediario, e ineficazes programas de
controle permitiram que a esquistossomose se tornasse
endémica (Amaral, Porto, 1994; Carvalho et al., 1998).
No Brasil, € popularmente conhecida como “barriga-
d’agua” ou “mal do caramujo”, atingindo milhdes de pesso-
as, numa das maiores regides endémicas dessa doenga em todo
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globo (Rey, 2002). Acredita-se que cerca de 200 milhdes de
pessoas estejam infectadas no mundo todo e 600 milhdes es-
tejam sob o risco de contrair a doenga (Almeida et al., 2006;
CDC, 2006; World Health Organization, 2006).

Apenas dois farmacos estao disponiveis no pais para
o tratamento dessa enfermidade: oxamniquina e
praziquantel. Os efeitos adversos provocados pelo
praziquantel caracterizam-se por tonturas, nauseas,
cefaléias, dores abdominais, sonoléncia e exantema
urticariforme. O S. mansoni é altamente suscetivel a
oxamniquina, entretanto ¢ considerada o farmaco de 2°
escolha devido aos seus efeitos colaterais, principalmente
aqueles ligados ao SNC. Estes efeitos, associados a gran-
de incidéncia da parasitose em nosso pais e, ao risco do
aparecimento de resisténcia, sempre presente, demonstram
a grande importancia do desenvolvimento de novos agen-
tes esquistossomicidas (Barberato-Filho et al., 2002; CDC,
2006; El-Hamouly et al., 1988; Parise-Filho et al., 2004).

O mecanismo de acao da oxamniquina ainda nao esta
completamente elucidado. Alguns autores sugerem que a
oxamniquina é enzimaticamente convertida através de uma
quinase ou sulfotransferase para um éster, o qual pode
alquilar o DNA do Schistosoma (Cioli et al., 1993), sendo,
portanto o grupo meltilhidroxil (presente na posicdo 6)
essencial a atividade biologica (Figura 1).
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FIGURA 1 - Estrutura quimica da oxamniquina
(6-hidroximetil-2-isopropilaminometil-7-nitro-1,2,3,4-
tetraidroquinolina).
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No que se refere a introdugdo de novos farmacos, os pro-
cessos de modificacdo molecular (Bundgaard, 1991; Burger,
1995; Chung, Ferreira, 1999) sdo os mais promissores.

O presente trabalho teve como objetivo realizar a
modificagdo no grupo meltilhidroxila presente na posi¢ao
6 visando a obtencédo do derivado 6-formil-oxamniquina e
avaliar a sua atividade biologica.
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ESQUEMA 1 - Sintese do derivado 6-formil-oxamniquina.
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MATERIAL E METODOS
Material

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de
grau analitico e a oxamniquina foi gentilmente doada pelo
Centro de Pesquisa da Pfizer.

Equipamentos

Os dados de absor¢do na regido de infravermelho
foram obtidos em comprimento de onda de 4000-400 cm’!
em pastilhas de KBr, utilizando Espectrofotometro
Shimadzu FTIR-8300, a temperatura ambiente.

Os espectros de RMN *C, 'H foram obtidos em
Espectrometro BRUKER DRX400 (9,4 Tesla) com
tetrametilsilano como padréo interno e DMSO-d, como
solvente, a temperatura constante de 25 °C. Os deslocamen-
tos quimicos foram registrados em d (ppm).

As faixas de fusao foram determinadas em aparelhos
de ponto de fusdo capilar MEL-TEMP II.

Sintese do derivado 6-formil-oxamniquina

Em balao de fundo redondo foram solubilizados
3,6 mmol (1,0 g) oxamniquina em 100,0 mL de
diclorometano. Em seguida, foram colocados 34,5 mmol
(3,0 g) de didxido de manganés divididos em 2 porgdes e
adicionadas com 15 minutos de intervalo. O meio reacional
foi mantido a temperatura ambiente, sob agitacdo por
24 horas. Ap6s filtracdo, o solvente foi evaporado e o pre-
cipitado obtido foi seco. A reagdo ¢ apresentada no Esque-
ma 1, esta foi acompanhada por CCD utilizando-se como
eluente cloroformio/metanol/acido acético 95:5:3 (v:iv:iv),
empregando como revelador solucdo alcodlica de
2,4-dinitrofenilidrazina, revelador especifico para aldeido.

Avaliacao da atividade biolégica
O ensaio foi realizado no Laboratério de

Helmintologia do Departamento de Parasitologia -
UNICAMP. Foram utilizados camundongos Swiss fémeas

CHJCI 2 H,Cm
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H
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SPF com 30 dias de idade. Os animais foram infectados,
com 70 cercarias do Schistosoma mansoni, da linhagem
BH, por imersao caudal durante 2 horas com exposicao a
luz e calor de acordo com o método descrito por Olivier e

Stirewalt (1952). Apos 45 dias de infecgdo, os animais,

entdo apresentando ovos vidveis nas fezes, foram tratados.

A dose selecionada foi de 100 mg/kg de peso. Esta dose

representa a ED99 da oxamniquina e tem sido empregada

freqiientemente nos ensaios de atividade biologica. O vei-
culo utilizado foi agua destilada. Os camundongos foram
distribuidos em 3 grupos:

a)  Cinco (5) animais infectados receberam oxamniquina
comercial (OXAc) (Mansil®, Pfizer), na concentra-
¢do de 100 mg/kg, administrada por tubagem gastri-
ca, em dose Unica 0,3 mL.

b)  Cinco (5) animais infectados receberam o derivado
6-formil-oxamniquina (OXAf), na concentragao de
100 mg/kg, administrada por tubagem géastrica, em
dose tnica 0,3 mL.

¢)  Cinco (5) animais infectados receberam solu¢ao sa-
lina NaCl 0,9% por tubagem gastrica, em dose Uni-
ca 0,3 mL — grupo controle.

Todos os animais dos 3 grupos foram eutanaziados
por deslocamento cervical, quinze dias apds o tratamento.
Os vermes foram coletados por perfusdo do sistema porta-
hepatico (Yolles et al., 1947) e de cada camundongo foram
retirados fragmentos do intestino delgado para realizar o
método do oograma, para identificacdo dos estagios de
desenvolvimento dos ovos. O figado, intestino, bago e pul-
moes foram retirados e comprimidos entre duas placas de
vidro para a visualizacdo dos granulomas. As fezes dos
camundongos também foram analisadas, utilizando-se o
método quantitativo de Kato, modificado por Katz,
Pellegrino e Memoria (1972), visando a contagem de ovos.

Todos os procedimentos acima relatados foram tam-
bém realizados para os grupos de animais controle, ou seja,
aqueles que receberam somente a solucao de NaCl.

Os dados foram transformados em logaritmos e ana-
lisados estatisticamente por analise de variancia e compa-
ragao multipla de médias pelo teste de Tukey.

O protocolo experimental foi conduzido de acordo
com os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experi-
mentagdo Animal (COBEA) — protocolo n® 1117-1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtengdo do derivado desejado foi confirmada pe-
los dados de faixa de fusdo, IV e RMN 3C. A faixa de fu-
sao da oxamniquina encontrada na literatura ¢ 147-149°C
(Merck, 2006), enquanto que o derivado 6-formil-
oxamniquina apresentou 75-83,2°C.
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As bandas de absor¢do observadas no IV (KBr, cm™)
que contribuem para a caracterizagdo da oxamniquina sao:
3328 (V€ Vo livre), 2972 (v ., aromatico), 2900-2846
(Ve Ve € Vs Simétrico e assimetrico), 1620 (v aroma-
tico), 1517 (v,), 1332 (v, simétrico), 1292 (v, ), 1051
(V4 lcool primario € (v, ). Enquanto no derivado 6-formil-
oxamniquina foi observada a presenga em: 3352 (v, ), 2964
(Vg SIMEtrica e assimetrica), 3846 (v, aldeido conjuga-
do em efeito orto), 1666 (v, aldeido conjugado ligagao hidro-
génio intramolecular), 1596 (v._. anel aromatico), 1517 (v
assimétrico), 1336 (v, simétrico) e em 1051 (5. ).

Na analise por RMN !*C do derivado 6-formil-
oxamniquina foi observado um pico em 186,3 ppm,
correspondendo a presenca de aldeido. A comprovagao de
obtengdo ¢ verificada pela analise RMN 'H em que observa-
se o deslocamento quimico do hidrogénio aldeidico—COH
em 9,82 ppm. Como ele esta se correlacionando com os des-
locamentos quimicos do anel aromatico, com isso fica de-
monstrado que o radical aldeidico esta de fato ligado ao anel
e, portanto a oxidacao de alcool para aldeido funcionou, ou
seja, foi obtido o derivado 6-formil oxamniquina (Tabela I).

Resultados obtidos com a linhagem BH de S. mansoni
indicaram que com 45 dias de infec¢@o, a quantidade de ver-
mes encontrados nos camundongos foi menor no grupo tra-
tado com (OXAc) (5 machos, 7 fémeas, 6 casais), que no
grupo tratado com o (OXAf) (9 machos, 12 fémeas, 35 ca-
sais), porém essa diferenca nao foi estatisticamente signifi-
cativa (p>0,05). Ambos os tratamentos diferiram estatistica-
mente do controle (p<0,01) que apresentou maior quantidade
de vermes (46 machos, 49 fémeas e 42 casais. Quanto ao
numero total de vermes houve diferenca estatistica entre os
trés tratamentos (p<0,01), sendo que a oxamniquina e o0 seu
derivado nao diferiram entre si, mas em ambos, menos ver-
mes foram encontrados em relagao ao controle.

No oograma encontramos maior quantidade de ovos
imaturos de 1°,2°, 3° ¢ 4° estagios de desenvolvimento nos
animais tratados com o (OXAf) (Tabela II), mas em
contrapartida na contagem de ovos nas fezes, o tratamen-
to com o (OXAf) reduziu a oviposi¢ao sendo encontrados
686 ovos.g"' e 1100 ovos.g' para os tratados com (OXAc)
(Tabela III). O grupo controle apresentou 2384,5 ovos.g!
sendo que esse nimero corresponde ao dobro de ovos en-
contrados em OXAc e ao triplo dos ovos liberados apo6s tra-
tamento com OXAf. Em relagdo ao 5° estagio de desenvol-
vimento, ou seja, ovos maduros, o grupo tratado com o
(OXAYf), (OXAc) e controle apresentaram 88, 72 ¢ 61 ovos,
respectivamente. A analise de variancia apresentou diferen-
¢a entre os trés tratamentos (p=0,02). O controle ndo dife-
riu da (OXAc) (p>0,05) nem do seu derivado (p>0,05),
porém em seu derivado (OXAf) mais ovos foram encontra-
dos em relagdo a (OXAc) (p<0,05).

NO2
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Tabela I - Deslocamento quimico "(ppm) e constante de acoplamento J(Hz) para o derivado 6-formil oxamniquina em

DMSO-d6
1 4 5|
HO 6 3
12 NH4,<
ON7 9N N2 3
H \
4
No. "IH 13C gHMBC
2 3,34-345m 50,9 51,5e¢24,9
3 1,45-1,62ml1,85-1,97m 23,8 123.,4;50,9; 48,2 ¢ 24,9
4 2,69-2,79m 24,9 150,1; 130,8 ¢ 123,4
5 7,49 s 130,8 186,3; 150,1; 123,4; 115,5; 107,0 ¢ 24,9
6  eeaa- 115  aeaa-
7 eaaa- 1501 e
8 7,10 s 107,0 186,3; 150,1; 123,4; 115,5¢ 24,9
1 1502  eeaa-
110 1234
1’ 2,48 -2,59m2,59-2,72m 51,5 249 ¢ 23,8
3’ 2,69—-2,79m 48,2 150,2; 130,8; 123,4; 50,9; 23,7 ¢ 22,9
45 1,01 d J=6,57 22,9 48,2
>COH 9,82s 186,3 186,3; 150,1; 130,8; 123,4 ¢ 115,5

s —singleto; d — dubleto; m - multipleto.

TABELA 11 - Oograma (total de ovos nos diferentes estagios
encontrados para cada tratamento)

Estagio do Ovo NaCl0,9%  OXAc OXAf
1° 4 1 37

2° 13 3 19

3° 17 1 56

4° 3 3 3

5° 61 72 88
mortos 12 19 12
Total de ovos 110 (a) 99 (ab) 215 (ac)

encontrados™

* As mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas
na analise estatistica p> 0,05.

TABELA 111 - Numero de ovos de S. mansoni por grama de
fezes de camundongos infectados e tratados com OXAc e
OXATf (exame de fezes: Kato Katz)

Tratamento Ovos/grama de fezes
NaCl 0,9% 2384,5
OXAc 1100

OXAf 686

Em relagdo a formagdo de granulomas no figado,
intestino, baco e pulmdes todos os grupos apresentaram
granulomas em grande quantidade (+++) no figado. Nos
grupos tratados com (OXAc) e com seu derivado tiveram
formagao menor de granulomas no intestino, bago ¢ pul-
moes (+) (Tabela IV).

Em ntimeros absolutos, o tratamento com a
(OXAc) apresentou resultado levemente superior em
relagdo ao seu derivado quanto ao numero total de ver-
mes recuperados no intestino, ou seja, houve maior mor-
tandade, porém como estatisticamente ndo foi detectada
diferenga pode-se considerar que os dois apresentaram
similaridade quanto a esse parametro Em relagdo ao
oograma podemos inferir que ha interrup¢do na
oviposig¢ao feita pelas fémeas que permaneceram vivas
apo6s o tratamento, mas que se restabeleceu depois. Ob-
servamos este fato pela quantidade de ovos imaturos
existentes que ¢ maior para o grupo tratado com o
(OXAf) emrelagdo a (OXAc). Entretanto, verificamos
quantidade significativamente menor de ovos eliminados
nas fezes para este mesmo grupo em relagdo ao tratado
com (OXAc). Como ha maior quantidade de ovos ima-
turos no oograma, mas, também, menor quantidade de
ovos eliminados nas fezes, podemos supor que houve in-
terrupcdo na oviposi¢do e que se restabeleceu depois.
Pelos parametros analisados os dois tratamentos apre-
sentam perfil similar.
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TABELA IV - Resultados da contagem de granulomas ¢
presenca de vermes de S. mansoni nos 6rgaos dos
camundongos, excetuando as veias mesentéricas

Tratamento  Figado Intestino Baco  Pulmdes
NaCl 0,9% H++ + e e
2 vermes
OXAc +++ limpo + +
2 vermes
OXAf +++ limpo + +

+++ Orgdo com muitos granulomas; ++ 6rgdo com
quantidade intermediaria de granulomas e + 6rgdo com
poucos granulomas.

CONCLUSOES

O derivado 6-formil-oxamniquina foi obtido e a subs-
tituicdo do grupo meltilhidroxil pela fun¢ao aldeido nao
alterou a sua atividade. Pretende-se, em uma proxima eta-
pa, obter novos derivados na tentativa de elucidar a impor-
tancia do substituinte OH (hidroxila) no mecanismo de
acdo, uma vez que o derivado aldeidico obtido apresentou
equivalente atividade biologica.

ABSTRACT

Synthesis and biological activity of 6-formyl-
oxamniquine derivative

Schistosomiasis, an important disease in Brazil, is caused
by a trematode of the genus Schistosoma, reaching millions
of person in one of the most endemic region of this disease
in the whole globe. The main goal of this work was to
syntetize the 6-formyl- oxamniquine derivative and evaluate
its biological activity. The 6-formyl-oxamniquine derivative
was obtained by the oxidation of oxamniquine with MnO,,
applying CH,Cl, as solvent at room temperature for 24
hours. The obtaintion of 6-formyl-oxamniquine derivative
compound was confirmed by IR spectroscopy and *C NMR
and 'H NMR, presenting similar activity when compared to
the commercial oxamniquine (Mansil®).

UNITERMS: Schistosomiasis.
Schistosoma mansoni.

Ooxamniquine.
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