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1. INTRODUCAO

Embora seja uma moléstia milenar, a malaria, continua a ser a doenca
infecciosa humana mundialmente devastadora, com 300 a 500 milh6es de casos
clinicos e cerca de 3 milhdes de mortes por ano (FRANCA C.C.T. et al) Esta doenca
€ causada por um protozoario do género Plasmodium, e quatro dentre outras
espécies tem recebido destaque devido a incidéncia em humanos: P. falciparum, P.
ovale, P. vivax e P. malarie. Dentre estas, a malaria causada pelo P. falciparum
normalmente se manifesta com maior gravidade por causar desordens neuroldgicas
além dos sintomas comuns podendo levar a morte.

Atualmente, 40% da populacdo mundial, principalmente aquelas que
vivem nos paises mais pobres, regides tropicais e subtropicais do mundo, estdo sob
o risco de contrair malaria (SILVA, T.H.A. et al ).

Durante a colonizacdo espanhola do Peru, em 1630, 0s jesuitas tomaram
conhecimento da utilizacdo pelos indios das cascas secas de espécies de Cinchona
para tratamento de alguns tipos de febre. Em 1820, Pelletier e Caventou isolaram a
quinina, que durante quase trezentos anos foi o Unico principio ativo eficaz contra a
malaria. Esta substancia é considerada a responsavel pelo desenvolvimento, apés a
Il Grande Guerra, dos antimalaricos sintéticos do grupo dos 4- e 8-
aminoquinolinicos, do qual fazem parte a cloroquina e a primaquina (Barreiro el al).

O surgimento de resisténcia aos antimalaricos dentre as cepas de
plasmodium (GAMA, B. E. et al) e a alta toxicidade de algumas moléculas tem
inviabilizado o tratamento e/ou profilaxia com os farmacos disponiveis (SILVA, M. C.
M., et al), sendo um dos principais motivos dos dados alarmantes que tém sido
registrados. O ultimo farmaco antimalarico lancado na literatura foi na década de 60,
o0 que também justifica o desenvolvimento de novos agentes antimalaricos, tanto
para alvos terapéuticos conhecidos, como para novos alvos terapéuticos.

A busca por solugfes contra a maléria tem sido constante, por um grande
namero de pesquisadores. Tais pesquisas tém dado indicios de que um grupo de
moléculas, as tiazolidinonas (CUNICO, W. et al), vem apresentando grande
potencial a farmaco, ndo apenas como antimalaricas, mas contra um vasto niumero
de microrganismos e com outras atividades farmacoldgicas.

Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo dar continuidade a
sintese da classe das tiazolidinonas, tendo como precursor a primaquina, farmaco
mais utilizado contra o P. vivax que é responsavel pela grande maioria dos casos de
malaria no Brasil (GAMA et al). Por seu efeito téxico aos eritrocitos e devido ao
aparecimento de cepas resistentes a primaquina, o presente estudo motiva-se a
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prosseguir o trabalho e dar continuidade aos testes da acgdo antimalarica das
primaquina-tiazolidinonas, figura 1.
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Figura 1: formula gera}l das primaquinas-tiazolidinonas.
2. METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

A metodologia de sintese de tiazolidinonas (derivadas da primaquina)
consiste na reacdo da primaquina com diferentes benzaldeidos, &cido
mercaptoacético e carbonato de potassio. Em um baldo de duas bocas de 50 mL,
foram adicionados 0,455 g (1 mmol) de primaquina na sua forma de sal difosfato, um
benzaldeido, 0,276 g de carbonato de potassio (K,CO3) e 35 mL de tolueno. O baldo
foi colocado sob aquecimento e refluxo com auxilio de um Dean-Stark e apos o inicio
do refluxo contou-se duas horas para, entdo adicionar o acido mercaptoacético que
reagiu por mais duas horas. Em seguida, a reacédo de extracao foi feita em um funil
de separacdo com acetato de etila e solucdo saturada de bicarbonato de sdédio
(NaHCO3) lavando a reacdo com a solugdo por trés vezes. A fase organica foi
separada e seca com sulfato de magnésio a (MgSQO,) anidro. Por fim, o filtrado foi
colocado em um baldo de 50 mL e levado ao evaporador rotativo para se retirar o
solvente.

O controle do processo reacional ocorreu realizando-se cromatografia em
comada fina (CCF), em silica e suporte de aluminio, utilizou-se como eluente uma
mistura de hexano e acetato de etila na proporcéo de 3:1. A revelacéo foi feita em
camara de iodo e/ou lampada UV.

Apés o isolamento do produto, 0 mesmo foi purificado através da técnica
de cromatografia em coluna, com silica gel 60 (0,2 & 0,5 mm) como fase estacionaria
e 0s eluentes hexano, acetato de etila em diferentes propor¢cées com polaridade
crescente até a obtencéo das frac6es de produto puro.

Os ensaios biologicos antimalaricos foram realizados no Departamento
de Maléaria do Centro de Pesquisa René Rachou da FIOCRUZ, sob a coordenacéo
da pés-doutora Antoniana U. Krettli.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds modificagbes no método reacional, de (DRAWANZ, B. B. et al),
sintetizou-se sete moléculas. Estas obtiveram melhores resultados de qualidade e
no rendimento na sintese de tiazolidinonas. Essas mudancas ocorreram no tempo
das reacdes onde se optou por adicionar o acido mercaptoacético apods duas horas
do inicio do refluxo, diferente de anteriormente que era adicionado no inicio da
reacdo. Outra variacao foi a substituicdo da base diisopropiletiiamina (DIPEA) para
carbonato de potassio K,COsz Comparando-se as duas bases, o carbonato de
potdssio possui algumas vantagens em relacdo a DIPEA. Por exemplo, maior
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solubilidade em &gua, que por isso é mais facilmente removida da fase orgéanica
tendo-se menor interferéncia na pureza dos produtos de acordo com o observado
apos a realizagdo de CCF. Com isso, o processo de purificagdo se tornou mais
simples, podendo-se empregar menos solvente. Posteriormente a realizacdo de
CCF, notou-se alteracbes na coloracdo do sinal de tiazolidinona na placa
cromatografica, que deixaram de ter um tom esverdeado e passaram a produzir um
amarelo mais uniforme, podendo ser este um indicio de maior pureza do produto.

A nova metodologia mostrou que em alguns casos 0s rendimentos
tiveram acréscimo acentuado, quando comparados com os rendimentos anteriores,
como pode ser observado na tabela 1. Apesar dos avancos observados ainda
verifica-se a necessidade de se realizar a purificagao por cromatografia em coluna.

Tabela 1: Obtencéo das tiazolidinonas derivadas da primaquina.

Composto Substituinte Rendimento’ Rendimento®
(%) (%)
3a 2-NO, 59 63,69
3b 3-NO; 37 97,08
3c 4-NO, 37 88,37
3d 2-F 44 89,11
3e 3-F 89 97,39
3f 3-OCHj3 88 66,15
39 4-CHs3 - 88,93

1: rendimento utilizando a metodologia, produto purificado em coluna;
2: rendimento apds modificagdes na metodologia, produto sem purificacéo.

Novos resultados bioldgicos apresentados na Tabela 2 mostram que
todas as moléculas testadas apresentaram menor toxicidade que a primaquina, pois
maiores quantidades de moléculas foram necessarias para causar a morte das
células (HepG2). Nos ensaios in vivo frente ao P. bergei, 3 das 8 moléculas testadas
apresentaram resultados promissores na reducdo da carga parasitaria, eliminando
em torno de 50% dos protozoarios — analise apds a picada em ratos com a posterior
dissecacdo dos mosquitos e contagem parasitaria - , 3 podem ser consideradas
ativas e 3 apresentaram maiores indices de seletividade do que a primaquina.

Tabela 2: Ensaios bioldgicos in vitro e in vivo com tiazolidinonas derivadas da primaquina.

Ensaios in vitro Ensaio in vivo
Atividade Farmacologica das Sl Parasitemia
Composto Tiazolidinonas (MDLso/ICs0) (Reducao%)
M) (média de 5 ratos)
Anti-HRPIl | HepG2 MDLsg 5° dia Atividade
Experimento 1
Primaguina 15 233+5 117 0 (100%) Sim
4-OCH3 11+2 > 664 >1328 1.7 (20%) Nao
4-NO, 19+2 > 6651 111 1.6 (27%) Nao
3-F 18+4.6 1302 + 108 72 1.2 (42%) Parcial
4-CHjs 30+4 > 6651 2512 1.4 (36%) Parcial
2-NO, 19+6 1463 + 105 162 0.9 (58%) Sim
Experimento 2
3-CN 10+2 > 2242 =560 1.9 (10%) Nao
3-NO, 1712 536 + 17 67 2.7 (0%) Nao
3-Cl 33+4 641+ 31 19 1.1 (47%) Parcial
Cloroquina 0.084+0.028 392 3.300 Nao testado Controle
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A primaquina foi usada na concentracao de 25 mg/kg (Exp. 1) e 15 mg/kg (Exp. 2)
Critério de atividade foi baseado no ICsy < 20 uM ativo; > 20 e < 50 uM parcialmente ativo; > 50 uM
inativo.

4. CONCLUSAO

O refinamento da metodologia reacional no processo de obtencdo das
tiazolidinonas proporcionou melhorias na qualidade das amostras como métodos de
purificacdo mais simples e, de modo geral, os rendimentos também melhoraram.
Além da geracdo de menos residuos quimicos, tornando a técnica mais proxima do
ecologicamente correto possivel.

Os resultados promissores dos estudos quimicos e biolégicos, até o
momento, justificam a continuidade da pesquisa na sintese da classe das
tiazolidinonas como provaveis moléculas precursoras de novos farmacos.
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