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RESUMO

A nitazoxanida é uma molécula aplicada na terapéutica como anti-helmintico,
antiparasitario de amplo espectro. Estudos bioldgicos com esta molécula buscam novos
alvos terapéuticos e obtém bons resultados. O objetivo do trabalho foi o planejamento e
desenvolvimento de novos derivados estaveis de nitazoxanida. Os célculos de
propriedades eletronicas — orbitais de fronteira (HOMO e LUMO), potencial de ionizagao
(PI) e afinidade eletrdnica (AE), mapa do potencial eletrostadtico (MPE) — foram
realizados usando os pacotes Gaussview e Gaussian. O estudo tedrico de nove derivados
amino-nitro-azolicos, grupamento, farmacéforo da nitazoxanida, foi realizado usando o
método DFT/ B3LYP/6-31G(d,p) e indicaram que modificacdes no anel tiofeno podem
reduzir o potencial redox do composto alterando reatividade e a toxicidade. Nossos
resultados confirmam que estes derivados se comportam como melhores eletrdéfilos,
destacando a presenca do grupo nitro. Estes resultados séo visualizados nos mapas de
potenciais eletrostaticos demonstrando regifes que indicam provaveis ataques
eletrofilicos. Parametros fisico-quimicos de analogos da nitazoxanida também foram
avaliado usando o método DFT/ B3LYP/6-31+G(d,p). Os resultados indicam um
aumento significativo na capacidade doadora de elétrons dessas novas moléculas a partir
dos valores de HOMO, LUMO e GAP. A adicdo de mais um grupo nitro nos derivados
indicaram maiores estabilidades e maior capacidade de acep¢do de elétrons, o que é
essencial para atividade biol6gica de nitrocompostos. Os mapas de potenciais
eletrostaticos da nitazoxanida e seus analogos evidenciam a densidade de carga negativa
sobre a regido que apresenta o grupo nitro de forma significativa, a qual se relaciona com
as moléculas derivadas do amino-nitro-azolicos. Além disso, foi realizada uma analise
conformacional da nitazoxanida, tizoxanida e um derivado nitazoxamida, obtendo as
menores conformagdes de energia em Kcal/mol obtidas por DFT/B3LYP/6-31G (d, p). O
confobmero de menor energia da nitazoxanida estar de acordo com a estrutura
experimental cristalografica. As estrutura mais estaveis dos derivados sdo compativeis
em termos de similaridade conformacional. A molécula nitazoxanida e mais trés
derivados foram sintetizados e sdo capazes de serem disponibilizados para avaliacdo
bioldgica para futuros trabalhos.

Palavras-chave: nitazoxanida, relacdo estrutura-atividade, nitrocompostos.



ABSTRACT

Nitazoxanide is a molecule applied in the antihelminthic therapy and has a broad spectrum
as antiparasitic agent. In biological studies by using this molecule, new therapeutic targets
and good results were found. Nevertheless, it still has some chemical and pharmaceuticals
problems which need improvements. The objective of the study is the design and
development of stable nitazoxanide derivatives using molecular modeling and organic
synthesis approaches. All calculations of electronic properties such as frontier orbital
(HOMO and LUMO), ionization potential (IP) and electronic affinity (AE), electrostatic
potential map (MPE) were performed using the Gaussview e Gaussian. The theoretical
study of nine amino-nitro-azolic derivatives, an essential moiety of nitazoxanide
pharmacophore, was performed using the DFT/B3LYP/6-31G (d,p) method and showed
that thiophene ring modifications can reduce the redox potential changing the reactivity
and toxicity. All derivatives have better electrophilic properties and depends on the
presence of nitro group. These results are confirmed by maps of electrostatic potentials
and can indicated the most reactive regions that probable act on electrophilic attacks.
Physicochemical parameters of nitazoxanide analogues were also evaluated using the
DFT/B3LYP/6-31+G (d,p) method. A significant increase in the electron donating
capacity for these new molecules from the HOMO, LUMO and GAP values was
observed. An additional nitro group on ring structure beget compounds that have great
stability and electron-accepting capacity. This electronic property is essential for
biological activity on nitro compounds. The electrostatic potentials for nitazoxanide and
its related analogues show the significant negative charge density on the nitro region. In
addition, a conformational analysis of nitazoxanide, tizoxanide and a nitazoxamide
derivatives was performed. The lower conformer of nitazoxanide agrees with the
crystallographic structure. The more stable structures of the derivatives are related to their
conformational similarity. The nitazoxanide molecule and three other derivatives have
been synthesized and are available for biological evaluation on future works.

Keywords: nitazoxanide, structure-activity relationship, nitrocompounds.
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1. INTRODUCAO

As doengas infecciosas geram graves problemas que acompanham o crescimento da
populacdo mundial, com énfase para as infec¢des intestinais de origem helmintica, protozoaria,
viral ou bacteriana (SCIOR et al. 2015). Novas drogas sdo desenvolvidas para o tratamento
destas doencas, no entanto, as resisténcias aos medicamentos torna-se um problema,
especialmente em infecgBes bacterianas, pois reduz a disponibilidade de farmacos eficazes
(HELPHILL et al.2006; FUJIWARA et al. 2018).

A era de descobertas de antibidticos reduziu mundialmente as taxas de morbidade e
mortalidade associadas a infec¢es bacterianas (ADEDEJI, 2016). A capacidade de bactérias
resistirem ao efeito do antibidtico para o qual foram inicialmente sensiveis tornam-se uma
ameaca diante desta conquista (MUNITA & ARIAS, 2016).

A resisténcia antibacteriana foi uma preocupacdo reconhecida por Alexander Fleming
ainda no inicio da era dos antibi6ticos e, atualmente, € uma questdo preocupante para agéncias
de saude, midia e lideres em nivel mundial (FLEMING, 1945; SHILLACI et al. 2017). Em
2016 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) solicitou uma lista prioritaria de bactérias
resistentes aos antibioticos para apoiar a pesquisa e 0 desenvolvimento de medicamentos
eficazes (TACCONELLI et al. 2018).

A nitazoxanida— NTZ (Figura 1) é um medicamento de amplo espectro, comercializada
nos Estados Unidos da América como um composto anti-infeccioso licenciado (Alinia®,
Romark Laboratories, Tampa, FL) para tratamento de enterite causada por Cryptosporidium
parvum e Giardia lambia em criancas e adultos (ROSSIGNOL et al. 2009a). No Brasil, é
comercializado sob o nome comercial de Annita® indicado como anti-helmintico,
antiparasitario de amplo espectro (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

CH,

O)\O @) I\/I\
NO
©* S
H
NTZ

Figura 1. Formula estrutural da nitazoxanida.
Apesar da NTZ conter grupamentos nitros, uma classe terapéutica caracterizada por sua
expressiva toxicidade, estudos relatam que ndo h& toxicidade relevante desta molécula

(BOSQUESI et al. 2008). De forma seletiva € capaz de bloquear a replicagdo do virus da
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hepatite C, assim, este mecanismo fornece uma alternativa para explicar a baixa taxa de
toxicidade desta molécula (ELAZAR et al. 2009; KHATTAB et al. 2009).

Outras questbes relativas da NTZ é sua capacidade de atuar como pré-farmaco,
liberando por reacdo de hidrélise enzimatica seu composto bioativo tizoxanida — TZX (Figura
2) bem como a influéncia do grupo acetil em suas propriedades de ADMETox (absorcao,

distribuicdo, metabolismo, excre¢éo e toxicidade) (STOCKIS et al. 1996).

CH,

O)\O O N \ OH O N i\
I NO / XNO
H H
NTZ TZX

Figura 2. Reacdo de hidrolise da nitazoxanida obtendo como produto a tizoxanida.

Entre os patdgenos prioritarios listados pela OMS para pesquisas e desenvolvimento de
novos antibidticos encontram agentes que se correlacionam com estudados de atividades
biologicas da NTZ. Na lista de prioridade de patégenos criticos encontram-se
Enterobacteriaceae, dentre estas a Escherichia coli, para a qual hé estudos que indicam a NTZ
como candidata a prevencao de infec¢bes causada por este patdogeno (SHAMIR et al. 2010;
BOLICK et al 2013). Pseudomonas aeroginosa resistente a meticilina (MRSA) faz parte da
lista de prioridades altas e a NTZ e seu metabdlito ativo, a TZX, inibiram crescimento in vitro
cepas de MRSA (TCHOUAFFI-NANA et al. 2010).

Ainda na lista de prioridades altas a bactéria Helicobacter pylori, resistente a
claritromicina, foi um importante patégeno estudado para determinar 0 mecanismo de acao da
molécula NTZ (SISSON et al. 2002; HOFFMAN et al. 2007), além de estudos que indicam
qgue a NTZ é uma molécula ndo-mutagénica, quando relacionada com o metronidazol,
demonstrando eficacia antibacteriana, desempenhando um papel fundamental na obtencédo de
avangos para a introdugcdo de drogas na terapéutica, podendo atuar no reposicionamento
farmacéutico (HEMPHILL et al. 2006; VENTOLA, 2015).

Diante de uma crise de produtividade na descoberta de novos farmacos, empresas
biofarmaceéuticas recorrem a farmacopeias existentes na intencdo de reposicionar
medicamentos para novos usos terapéuticos, buscando reduzir custos e tempo de inserir

medicamentos no mercado, apoiados na disponibilidade de dados farmacocinéticos,
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toxicologicos e de seguranca previamente verificados (ASHBURN & THOR, 2004; PADHY
& GUPTA, 2011). Ainda neste campo de reducdo de custos de desenvolvimento de farmacos,
a Quimica Medicinal que investiga farmacos seguros e potentes evoluiu de forma significativa
planejando,  sintetizando e avaliando  moléculas  candidatas a  farmacos
(SATYANARAYANAJOIS & HILL, 2011).

O planejamento de forma racionalizada, amparada por métodos que possibilitam
andlises prévias de moléculas bioativas, intensifica o0 processo de descobertas de drogas
contribuindo na triagem e identificacdo de parametros quimicos fundamentais, sendo

caracterizado como um processo rapido, integrado e altamente direcionado (OSAKWE, 2016).

Neste contexto, ha algum tempo o Nucleo de Estudo e Selecdo de Moléculas Bioativas
(NESBio) da Universidade Federal do Pard (UFPA) desenvolve moléculas bioativas com
elevado valor quimico, farmacéutico e medicinal. Os estudos incluem trabalhos envolvendo
nitrocompostos, dos quais obtiveram-se correlacbes dos célculos tedricos com analise
bioldgicas, investigando possiveis mecanismos de acdo de moléculas bioativas e seus derivados
(VALE et al. 2013; BORGES et al. 2015)

Assim, o principal objetivo deste estudo é o desenvolvimento de analogos da
nitazoxanida, através da aplicacdo de métodos tedricos para elucidacdo das propriedades fisico-
quimicas e reatividade da nitazoxanida e seus novos derivados, capazes de serem sintetizados

e disponibilizados para avaliacdo bioldgica.

2. OBJETIVOS
21 GERAL

Planejar e desenvolver novos derivados estaveis de nitazoxanida por meio de

modelagem molecular.

2.2 ESPECIFICOS
e Realizar uma anélise estrutural da nitazoxanida;
e Apresentar novos derivados da nitazoxanida com maior estabilidade quimica e
metabdlica;
e Descrever suas propriedades fisico-quimicas teoricas obtidas por modelagem
molecular;

e Propor sinteses para novos derivados da nitazoxanida.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 PLANEJAMENTO DE FARMACOS

De modo conceitual, a Quimica Medicinal preocupa-se com planejamentos,
identificacOes e preparacGes de compostos biologicamente ativos. De forma interdisciplinar
possui como foco racionalizar a acdo dos farmacos a nivel molecular (WERMUTH et al. 1998;
BARREIRO, 2009).

Ligadas as inovacdes cientificas e tecnoldgicas, o planejamento e o desenvolvimento de
farmacos sdo processos complexos, longos e de altos custos (GUIDO et al. 2008a). Os
planejamentos podem ser amparados por programas computacionais de quimica que permitem
analises teoricas de atividades bioldgicas e propriedades fisico-quimicas das moléculas, sendo
auxiliado por outras areas, como quimica organica, quimica quantica, fisico-quimica, quimica
inorganica, bioquimica, biologia molecular, a farmacologia e a toxicologia, as quais
conjuntamente definem a Quimica Medicinal (MONTANARI, 2000; CARVALHO et al.
2003).

Novos farmacos podem ser planejados por analise de dados teéricos de estrutura-
atividade de forma tradicional por meio da técnica de modelagem molecular, a qual investiga
estrutura e propriedades moleculares utilizando a quimica computacional e técnicas de
visualizacao grafica (SANT ANNA, 2002).

Por meio de célculos computacionais (mecanica molecular, métodos semi-impiricos,
calculos ab initio) € possivel prever propriedades, como: energia de formacdo, energia de
ativacdo, momento dipolo, caracteristicas de orbitais moleculares, polarizabilidades, carater
hidrofdbico, coeficiente de particdo (logP) (COHEN, 1996; SANT’ANNA, 2002).

Entre as ferramentas mais utilizadas de aplicacdo da mecénica quéantica para solucao de
problemas quimicos esta a Teoria do Funcional de Densidade (Density Functional Theory —
DFT), utilizada para a determinacao de propriedades de um sistema a partir de um funcional da
densidade eletrénica do sistema estudado (BURKE, 2012).

Para uma correlagdo mais precisa do funcional para a energia de troca e de correlacdo
pode-se aplicar o método DFT juntamente com o modelo do funcional de troca hibrido de trés
pardmetros de Becke e do funcional de correlacdo de Lee-Yang-Parr (B3LYP) (LEE et al.

1998). Esta relagdo e amplamente utilizada em literaturas aplicadas em calculos computacionais
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de quimica medicinal devido a qualidade de seus resultados (BARREIRO & FRAGA, 2008
KUMAR et al. 2012).

Diante destas propriedades podem-se atingir os objetivos mais especificos da
modelagem molecular, a saber: visualizacdo tridimensional e andlise conformacional de
farmacos; estudar o grupo farmacoforico; verificar a importancia da natureza e grau de
substituicdo de grupos funcionais; observar o0s aspectos estereoquimicos dos farmacos e sua
relacdo com a atividade bioldgica; relacionar a estrutura e as propriedades fisicas de uma mesma
série de farmacos; predizer os mecanismos moleculares envolvidos na a¢do dos farmacos
(CARVALHO et al. 2003).

Os aspectos teoricos das simulacdes computacionais, podem descrever resultados
experimentais, além de fornecer explicac@es e subsidios para preceder a execucao dos ensaios
biologicos (MONTANARI, 2000). Entre os estudos prévios que relacionam estrutura quimica
e atividade bioldgica, as propriedades de ADMETox devem ser consideradas para que as falhas
no final do processo de planejamentos e analises das moléculas sejam amenizadas e os calculos
computacionais possam predizer as atividades especuladas (VAN DE WATERBEEMD &
GIFFORD, 2003; SCOTTI et al. 2007).

3.2  NITROCOMPOSTOS

Ainda que o nimero de agentes terapéuticos disponiveis parar tratamentos diversos seja
significativo, estes sdo comprometidos por fatores essenciais, tais como: incidéncia de
resisténcia microbiana, efeitos colaterais e toxicos, baixa eficacia e seletividades (PAULA et
al. 2009).

O planejamento de novos derivados bioativos torna-se alternativa para a introducao de
terapias eficazes, sendo necessario o conhecimento e as estratégias da influéncia ao se introduzir
grupos quimicos especificos, atentando para as propriedades fisico-quimicas e eletronicas da
molécula, e, assim, sua eficécia bioldgica (WERMUTH, 2003).

Os nitrocompostos foram introduzidos na terapéutica na década de 40, testados em
diversas doencas, sendo os nitrofuranos os primeiros compostos nitroheterociclicos usados,
entre estes o nitrofural (nitrofurazona) (1), a furazolidona (2) e a nitrofuratoina (3) demonstrado
na Figura 3, sendo empregados por mais de 50 anos como antibacterianos (RAETHER &
HANEL, 2003; BOSQUESI et al. 2009).
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Figura 3. Formulas estruturais dos nitrofuranos: nitrofural (nitrofurazona) (1), nitrofuratoina (2) e
furazolidona (3).

Os grupos nitros sdo encontrados em potentes agentes terapéuticos, tais como em
farmacos antibacterianos como: metronidazol (4), secnidazol (5), tinizadol (6); anti-
inflamatorio: nimesulida (7); ansioliticos: nitrazepam (8), clonazepam (9) (Figura 4)
(BOSQUESI et al. 2008; PAULA et al. 2009).

N N 7 N
/é/;»\cm /@»\cm /(N»\CH3

e N
OH OH H3cv§=o ]
CH,
é H O H O

Figura 4. Estrutura de farmacos que apresentam o grupo nitro: metronidazol (6), scnidazol (7), tinizadol
(8), nimesulida (11), nitrazepam (11), clonazepam (12).

Os mecanismos de agdo destes nitroderivados ainda ndo estdo completamente
elucidados em nivel molecular, visto que depende das diferencas estruturais dos compostos. As
atividades biologicas destes compostos &, geralmente, dependente da presenca do grupo nitro,
resultando em mudangas na estabilidade da molécula intermediada por interacdes entre estes
nitrocompostos e seu alvo biolégico (TAMULIENE et al. 2017).

Compreende-se que o0 mecanismo de ac¢do dos nitrocompostos envolve, primeiramente,
uma ou mais reacoes de reducdo do grupo nitro, caracteristica resultante do carater intensamente
aceptor de elétrons, acompanhadas de inibicao de enzimas metabolicas essenciais as exigéncias
energéticas da célula de parasitas (VIODE et al. 1999; YAN et al. 2005; MAYA et al. 2007).
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Ainda que haja potentes farmacos que apresentam o grupo nitro em suas moléculas,
estes sdo alvos de inimeras discussdes que apontam elucidacdes de sua toxicidade. Bartel et al.
(2007) investigaram a acdo do antichagasico do nifurtimox, este demonstrou alteracfes
estruturais em tecido cardiaco de ratos alertando melhor atencdo quanto a dosagem para
pacientes com pré-disposicdo a doencas cardiacas. Bartel et al. (2010) relataram que a
administracdo de nifurtimox foi prejudicial para o tecido mamario de ratos e, assim, podendo

se relacionar com a toxicidade.

Ao se tratar da introdugcdo do grupamento nitro para elucidagdo de novos compostos
bioativos, a partir de modificacbes moleculares, baseadas nas propriedades fisico-quimicas
destes, € importante destacar que estas sejam fundamentadas em estruturas com bioatividades
comprovadas (PAULA et al. 2009).

Trabalhos que envolvem a modificacdo estrutural de compostos que contém o
grupamento nitro sdo amplamente empregados em estudos para o planejamento e
desenvolvimento de possiveis agentes terapéuticos. De La Fuente et al. (2006) verificaram que
moléculas que continham o grupo nitro demonstraram potentes atividades contra as bactérias

E. coli e P. aeruginosa com valores de ECsg de 0,42 pM.

Paraskevopoulos et al. (2015) relataram, em estudos in vitro, atividades em
Mycobacterium tuberculosis de derivados de salicilanilidas, que apresentavam grupos nitro na
sua parte salicilica, concentrages inibitdrias (MIC) que variam de 2 a 32 uM, demonstrando
significativa acdo contra a bactéria em questdo. Tumer et al. (2017) apresentaram, em estudos
in vitro, derivados nitrobenzamidas com potenciais atividades anti-inflamatérias e néo

apresentando citotoxicidade dependente de dose de ECsode 3,7 € 5,3 uUM.

O Ndcleo de Estudo e Selecdo de Moléculas Bioativas (NESBio) da Universidade
Federal do Parad (UFPA) utilizando métodos de Quimica Medicinal, planejamento, sintese e
avaliacdo de moléculas bioativas candidatas a farmacos, investiga moléculas a partir dos
métodos de modelagem molecular. Entre estes estudos ha trabalhos envolvendo
nitrocompostos, dos quais obtiveram-se correlacdes dos célculos tedricos com analise
biologicas, investigando possiveis mecanismos de acdo de moléculas bioativas e seus

derivados.

Estudos biologicos indicaram atividade anti-inflamatoria do 1-nitro-2-feniletano (NPE),

e para tanto, um estudo sistematico comparou propriedades eletrdnicas desta molécula com
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aspirina e paracetamol (anti-inflamatérios ndo-esteroides). A andlise tedrica confirma relagéo
do NPE com a aspirina e paracetamol, por possivel interacdo com inibidores seletivos de
prostaglandina endoperoxido estando relacionada com interacdes eletrofilicas, propriedade do

NPE, mostrando possivel relevancia do grupo nitro (VALE et al, 2013).

Investigacdes eletronicas da nimesulida e derivados desta foram determinados por
calculos de DFT, identificando o comportamento redox dos grupamentos nitros e dos derivados
com grupamentos amino sendo especulada a relagdo com o mecanismo anti-inflamatério da
nimesulida, e identificando que a por¢do nitro é essencial no metabolismo biol6gico e no
mecanismo da nimesulida (BORGES et al. 2015).

Nesta perspectiva, a utilizacdo de nitrocompostos na terapéutica é presente e relevante,
sendo eficazes em doencas negligenciadas com limitadas alternativas de tratamentos, em
especial a resisténcia de micro-organismos aos farmacos. Para as questdes de toxicidades de
farmacos que apresentam grupamentos nitros, tém-se como alternativa a utilizagcdo de métodos
da modelagem molecular, tal como a modificacdo da estrutura molecular para que possibilitem
melhores perfis e se apresentem novos farmacos promissores (PAULA et al. 2009; BOSQUESI
et al. 2008).

3.3 NITAZOXANIDA
3.3.1 Aspectos quimicos

A Nitazoxanida (NTZ) é um composto nitrotiazol benzamida, [2-acetiloxi-N-(5-nitro-
2-tiazolil) benzamida], sintetizado em 1974, de férmula molecular C12HoN3OsS, com massa
molecular 307,28 g/mol e ponto de fusdo de 202°C. O composto é insolivel em agua e pouco
soltvel em etanol (THE MERCK INDEX, 2013). A NTZ é rapidamente hidrolisada em sua
forma farmacologicamente ativa, a tizoxanida (TZX) e, posteriormente, em glicuronideo de
tizoxanida (GTZX) (Figura 5) (BROEKHUYSEN et al. 2000; GARGALA et al., 2000).
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Figura 5. Formulas estruturais da nitazoxanida e seus principais metabolitos: a tizoxanida e
glicuronideo de tizoxanida.
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Os farmacos séo incluidos em classes de estruturas privilegiadas havendo eficiéncia ao
interagir e modificar moléculas responsaveis pela vida, nesse contexto, a propriedade estrutural
das moléculas é essencial para o planejamento e desenvolvimento de analogos bioativos
(BORGES, 2017). Estudar a presenca de grupos funcionais € altamente relevante, uma vez que
estes determinam propriedades quimicas e fisicas das moléculas, sendo relacionado com a
reatividade destas (NOGRADY & WEAVER, 2005).

Na estrutura quimica da molécula NTZ se destacam o anel heterociclico, o grupo nitro

e 0 grupo éster (Figura 6).
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Figura 6. Formula estrutural da NTZ com destaque para grupamentos importantes para agao biologica

da molécula.

O grupo éster altamente reativo sofre hidrélise produzindo o principal metabolito ativo,
a TZX, tal como em outros farmacos representativos: procaina e aspirina (TANIGUCHI &
GUENGERICH, 2009). Em planejamento de medicamentos, principalmente de administragio
oral que entrardo em contato uma variedade de possiveis ataques a integridade de suas estruturas
quimicas, o grupamento éster chama atencdo por ser vulneravel, sob condicdes &cidas, as
reacOes de hidrolises (NOGRADY & WEAVER, 2005).

O composto heterociclico de cinco membros € marcado pela presenca do anel tiazol,
contendo atomo de enxofre e nitrogénio, sendo relevante para a quimica medicinal, presente
em medicamentos sintéticos importantes, pois séo amplamente destacados por suas atividades
bioldgicas significantes, geralmente sendo o grupo farmacoférico (ROUF & TANYELI, 2015).
Estudos de sistemas que possuem anel tiazol relatam baixa toxicidade e relevancia para a sintese
de fatores bioldgicos importantes (SAMADHIYA et al. 2013).

O anel tiazol compde a cadeia do grupamento 2-amino-5-nitrotiazol, o qual tem sido

alvo de estudos por estarem presente em outras moléculas que demonstram moderadas e boas
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atividades antibacteriana, antifungica, antituberculares e antitripanossomida (SAMADHIYA et
al. 2013; SAMADHIYA et al. 2013; PAPADOPOULOQU et al. 2016).

A presenca do grupo reativo nitro & basicamente essencial para reacdo redox,
frequentemente encontrado ligado a aneis heterociclicos, incluindo o tiazol, fazendo parte de
farmacos parasitoforos (KOROLKOVAS, 1977; ESPOSITO et al. 2005). Estes, geralmente,
estdo envolvidos em formagdes de compostos reativos de elevada toxicidade, sendo esta
dependente da proporcao e da posicéo de grupos nitros ligados a anéis aromaticos, no entanto,
n&o se encontram relatos de toxicidade da NTZ (XU et al. 2002; CARVALHO et al. 2003).

Dentre os efeitos do grupo nitro destaca-se um estudo da relacdo quantitativa entre
estrutura quimica e atividade mutagénica evidenciando a existéncia de correlacdes entre valores
altos de afinidade eletrbnica, juntamente com o nimero de nucleos heterociclicos presente na

estrutura dos nitrocompostos e sua atividade mutagénica (DEBNATH, 1991).
3.3.2 Farmacocinética

Apdbs a administracdo oral de NTZ, a droga é eficientemente absorvida pelo trato
gastrointestinal e rapidamente hidrolisada por esterases plasmaticas no metabolito desacetilado
TZX com niveis de pico dentro 1 a 4 h. Mais de 99% de TZX estd ligado as proteinas
plasmaticas, e o composto é entdo adicionalmente glucuronizado (STOCKIS et al. 2002;
HEMPHILL et al. 2006).

O processo metabdlico da NTZ foi investigado por Broekhuyse et al. (2000) os quais
determinaram os metabdlitos, a partir da droga radiomarcada, em voluntarios saudaveis com a
absorcdo oral sendo que, aproximadamente um terco (31,5%), foi excretada na urina. Na
radioatividade urinaria TZX e GTZX estavam presentes em 15% do total; metabdlitos
sulfoconjugados foram identificados, mas ndo quantificados. O principal metabdlito
identificado no plasma, urina e bile foi GTZX; outras espécies que ndo detectado nas fezes,
sugere que a desconjugacdo da parte de carboidratos ocorre por intermédio de enzimas

intestinais, e, isso pode ser altamente benéfico para a eficicia da droga no trato intestinal.

Huang et al. (2015) através de urina, plasma e amostras fecais de ratos, suinos e frangos
identificaram os metabolitos: fase I: tizoxanida (TZX); fase I1: glicose de tizoxanida (GSTZX),
glicuronideo de tizoxanida (GTZX), sulfato de tizoxanida (STZX) e sulfato de tizoxanida
hidrolizada (STXZH) (Figura 7).
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Com este estudo e GSTZX foram relatados pela primeira vez, sendo que TZX e GTZX

foram os principais metabdlitos em ratos e suinos, enquanto TZX e STZX foram predominantes

em frangos. A partir dos metabdlitos identificados vias metabdlicas foram propostas.
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Figura 7. Proposta de via metabdlica da NTZ (HUANG et al. 2015).

Estudos mostram que a NTZ e TZX exibem atividades cisticidas e a combinagéo de
TZX com sulféxido de albendazol produz um efeito aditivo. No entanto, verificacGes
farmacocinéticas indicaram que a TZX ndo permeia no liquido cérebro-espinhal e que a NTZ
ndo melhorou significativamente a farmacocinética do albendazol no plasma ou no liquido
cefalorraquidiano, demonstrando ineficiéncia diante tratamento da neurocisticercose (RUIZ-
OLMEDO et al. 2017).

3.3.3 Mecanismo de agéo

Apesar da atividade contra helmintos ainda n&o estar totalmente elucidada, se especula
que o potencial esteja ligado ao transporte de elétron nas enzimas desses anaerobios (GILLES
& HOFFMAN, 2002).
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Para tanto a NTZ age inibindo a enzima piruvato ferrodoxina oxidorredutase — PFOR
(Figura 8), a qual é essencial para 0 metabolismo energético anaerdbio em protozorios e em
bactérias anaerobias (CHABRIERE et al. 1999; MURRAY et al. 2014).
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Figura 8. Representacéo da estrutura PFOR determinada por Cristalografia de Raios-x (PDB: 1BOP).

Assim, neste mecanismo, o grupo nitro teria um papel essencial, semelhante ao que se
postulou para 0 medicamento relacionado, o metronidazol (MTZ). Em testes in vitro com H.
pylori, que possui a enzima PFOR de forma essencial, o farmaco foi mais ativo que o MTZ e
ndo sendo mutagénica para as estirpes de H. pylori, a inibicdo de PFOR se deu através da
nitrorredugdo do 5-nitro presente no anel tiazol (SISSON et al. 2002). No entanto, em estudos
posteriores deduziram que a NTZ inibiu a enzima PFOR interferindo com atividade de C2-a-
lactil-tiamina pirofosfato resultando no rearranjo do anel nitrotiazol causando dissociagédo do
complexo (Figura 9) (HOFFMAN et al. 2007).

Em contraste com o MTZ, sendo a NTZ ndo-mutagénica, colabora para que a
resisténcia contra esse farmaco seja insignificante, demonstrando eficacia antibacteriana,

desempenhando um papel fundamental na obtencdo de avancos para a introdugéo de drogas na
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terapéutica, podendo atuar no reposicionamento farmacéutico (HEMPHILL et al. 2006;
VENTOLA, 2015). A acdo da TZX na replicagdo do virus da hepatite C (VHC) em cultura de
células induziram seletivamente a fosforilacdo da proteina quinase R (PKR), o que elevou a
concentracdo em nivel intracelular do fator de iniciacéo eucariotico 2-fosforilado (elF-2a - P),

um mediador natural conhecido por bloquear a replicacéo viral (ELAZAR et al. 2009).
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Figura 9. Mecanismo de acdo da nitazoxanida em bactérias (HOFFMAN et al. 2007).

Este mecanismo fornece uma possivel explicacdo para a baixa taxa de toxicidade da
NTZ, uma vez que este e desencadeado apenas em células infectadas com o0 VHC (KHATTAB
et al. 2009).

3.3.4 Atividades bioldgicas

Ao ser sintetizada, a NTZ apresentou atividades antiparasitas contra Trichomonas
vaginalis, Entamoeba dysenteriae, Syphacia obvelata, Hymenolepis nana, além de agente

fungistatico e moluscicida (dosagem, em mg/kg, para testes bioldgicos de 25, 50, 100 e 200),
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assim, inicialmente descrita como anti-helmintico veterindrio (ROSSIGNOL & CAVIER,
1976).

A acdo antibacteriana da NTZ e seu metabdlito TZX em bactérias anaerdbicas gram-
positivas e gram-negativas foi avaliada, onde a NTZ mostrou-se altamente eficaz contra cepas
sensiveis e resistentes ao metronidazol (MTZ), com valores de concentracdo minima inibitdria
de 90% (MICgqo) para Bacteroides fragilis (0,5 mg/L para NTZ versus 1 mg/L para MTZ);
Bifidobacterium spp. (4 mg/L para NTZ versus 64 mg/L para MTZ); Propionibacterium spp.
(16 mg/L para NTZ versus 64 mg/L para MTZ); Eubacterium spp. (1 mg/L ambos compostos).
Os testes com TZX nao foram téo eficientes quanto a NTZ, no entanto ndo apresentou nenhum
tipo de antagonismo (DUBREUIL et al., 1996).

O tratamento da infeccdo causada por Helicobacter pylori é comprometido pela
resisténcia desta bactéria ao MTZ, no entanto, a NTZ e seu metabolito TZX indicaram
capacidade para o tratamento desta infeccdo, por clinicamente ndo apresentar resisténcia e a
falta de mutagenicidade deste agente, sendo ideal em terapias combinadas (MEGRAUD et al.
1998; YAMAMOTO et al. 1999, SISSON et al. 2002). Ainda com atividade antibacteriana a
NTZ possui acdo contra C. difficile em estudos in vivo (MIC: 3,0 mg/peso corporal) e clinicos
(comprimidos de 500 mg) demonstrando resultado que poderia ser usada no tratamento de
diarréias e colite, ambas causadas por C. difficile (McVAY & ROLFE, 2000; MUSHER et al.
2006).

Rossignol et al. (2001) demonstraram potencialidade da NTZ no tratamento de diarréia
causada por Cryptosporidium parvum através de estudos clinicos radomizados duplo-cego.
Com doses de 500 mg duas vezes ao dia durante 3 dias em adultos e adolescentes, doses de 200
mg duas vezes ao dia durante 3 dias em criancas de 4 a 11 anos e em doses de 100 mg duas
vezes ao dia durante 3 dias em criancas 1 a 3 anos. Desse modo, o tratamento foi eficaz, tal
como a seguranca e tolerancia que foram favoraveis, uma vez que eventos relatados por
pacientes no grupo de tratamento com NTZ eram identicos aos relatados por pacientes que

receberam placebo.

Em diarréia causada por G. intestinalis e E. histolytica a NTZ também demonstrou
aplicabilidade no tratamento. Sendo utilizado um comprimido de 500 mg duas vezes ao dia

durante 3 dias. Desse modo, a NTZ é amplamente capaz de tratar infec¢bes causadas por
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protozodrios entéricos a qual reduz a morbidade e custos associados a estas doencgas diarreicas
(ROSSIGNOL et al. 2001).

Além de atividades contra helmintos, bactérias e protozoarios, estudos apontam a NTZ
como um potente antiviral. Nessa perspectiva, Haffizulla et al. (2014) realizaram um ensaio
clinico de fase 2b/3 para avaliar o efeito da NTZ no tratamento de influenza aguda néo
complicada, relatando eficacia com NTZ 600 mg duas vezes ao dia por cinco dias,
procedimento que foi associado a redugéo dos sintomas. Investigagdes in vitro da acdo de NTZ
para sindrome respiratoria do Oriente Médio coronavirus (MERS-CoV), demonstraram inibir
MERS-CoV com ICs de 0,92 mg/mL, semelhante aos niveis observados para a gripe e outros
virus (ROSSIGNOL, 2014). Este ICso é realizavel em humanos ap6s administracdo duas vezes
por dia de comprimidos de liberagdo prolongada de nitazoxanida: pico e calha as concentragdes
plasméticas foram de 4,6 e 0,8 mg/mL, respectivamente. No entanto, se recomenda maior

aprofudamento acerca da atividade contra coronavirus (ROSSIGNOL, 2016).

Dentre as atividades antivirais da NTZ, Wang et al. (2016) relataram eficiéncia diante
do virus Chikungunya (CHIKV), estabeleceram um sistema de triagem de rendimento (HTS)
baseado em CHIKYV 26S mediando o ensaio de inibicdo de fusdo de células do mosquito. Na
investigacdo, células BHK-21 foram infectadas com CHIKV em um MOL de 0,01 e co-tratado
com NTZ (50, 25, 12,5 ou 6,25 mM) a 37 ° C, durante uma incubacdo de 1h. O in6culo foi
entdo removido e as células tratadas foram lavadas e cobertas com 1% de agarose sem drogas
para determinar os efeitos da nitazoxanida na entrada do virus. Verificou-se que compostos
inibe significativamente a entrada de CHIKV de forma dependente da dose. A NTZ foi capaz
de inibir a replicacdo do virus da hepatite C (VHC), sem induzir resistencia viral, sugerindo que

a barreira genética para o desenvolvimento da resistencia a NTZ € alta (KORBA et al. 2009).

Estudo realizado no Egito com 96 pacientes infectados pelo genotipo 4 do VHC,
conculuiu que a combinagdo da NTZ (500 mg duas vezes ao dia) com pegiterferon a-2a (180
Hg uma vez por semana e com base em peso) e ribavirina (1000-1200 mg por dia) elevou a
porcentagem de pacientes com respostas viroldgicas rapidas, sustentadas e sem aumento de
reacOes adversas, em comparagédo aos pacientes tratados apenas com peginterferon e ribavina
(ROSSIGNOL et al. 2009b). De modo generalizado, tiazolidos, como a NTZ, demostram
possuir atividades antivirais contra: hepatite B, hepatite C e rotavirus (ROSSIGNOL et al. 2006;
ROSSIGNOL & KEEFFE, 2008; ROSSIGNOL et al. 2009b).
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4. MATERIAL E METODOS
41  MODELAGEM MOLECULAR

Para otimizacao da geometria e obtencdo de pardmetros tedricos fez-se o uso do método
semi-impirico PM3 (Parametric Method 3 — Terceira Parametrizacdo) (STEWART, 1989).
Assim, as geometrias obtidas por este foram otimizadas pelo método DFT (Density Functional
Theory — Teoria do Funcional de Densidade) (PARR & YANG, 1989), usando o funcional
hibrido B3LYP (LEE et al. 1998), com a fungdo de base 6-31g (d,p) para derivados amino-
nitroazolicos e 6-31+(d,p) (BECKE, 1988) para analogos da nitazoxanida.

Apenas conformagdes mais estaveis para as moléculas estudadas foram utilizadas. Os
descritores moleculares calculados foram: Potencial de ionizagédo (PI) e Afinidade Eletrdnica
(AE) das moléculas neutras e ionizadas, energia dos orbitais de fronteira (HOMO, LUMO) e
GAP. Nesta etapa, os céalculos foram realizados utilizando os programas computacionais
Gaussview e Guassian 09 (FRISCH et al. 2009).

4.1.1 Potencial de lonizagdo (PI) e Afinidade eletronica (AE)

O potencial de ionizacdo (PI) foi calculado a partir das energias de retirada de um
elétron, realizado pela diferenca entre a molécula neutra e o respectivo cétion radical (Eq. 1).
A afinidade eletronica (AE) foi calculada como a diferenca da energia da molécula neutra e o

respectivo anion radical (Eq. 2).

Pl = [EMH"] - [EMH] (Eq. 1)
AE = [EMH"] - [EMH] (Eq. 2)
4.1.2 Energia dos Orbitais de Fronteira (HOMO e LUMO) e GAP

HOMO (highest occupied molecular orbital) é o orbital molecular ocupado de maior
energia e mede o carater elétron-doador de um composto, esta relacionado com o potencial de
ionizagdo e caracteriza o composto como nucleofilico de uma molécula, assim, a maior ou
menor nucleofilicidade estd relacionada com o menor ou maior valor em modulo,
respectivamente (SANTOS et al. 2014). LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) € o
orbital molecular desocupado de menor energia e indica o carater elétron-aceptor do composto,

relacionando-se com o potencial de ionizacdo e a capacidade de reagir como um eletrofilo
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(SANT’ANNA, 2002; ARROIO, 2010). Os valores de HOMO e LUMO séo expressos em
elétron-volt (eV).

O GAP é um relevante indicador de estabilidade molecular e reatividade quimica e pode
ser obtido pela diferenca de energia dos orbitais HOMO e LUMO, sendo gue quanto menor o
intervalo entre HOMO e LUMO mais reativa é a molécula, enquanto moléculas com alto valor
de GAP indicam alta estabilidade, no sentindo de baixa reatividade (ZANG &MUSGRAVE,
2007). Os parametros de orbitais de fronteira podem transmitir informacgdes Uteis sobre a
reatividade de farmacos com suas enzimas-alvo, fato que esté relacionado a uma variedade de
reacOes quimicas que ocorrem em uma posicao e direcdo, onde a sobreposicdo do HOMO e do
LUMO dos respectivos reagentes € maxima. (SANT’ANNA, 2002; BARREIRO & FRAGA,
2014).

4.1.3 Mapa do potencial eletrostatico

Os mapas dos potenciais eletrostaticos (MPE’s) permitem a visualizacao da distribuigéo
de carga em uma molécula, sendo o esquema de cores representacdo da escala de carga. As
cores tendendo ao vermelho indicam uma forte atracdo entre a superficie de densidade
eletronica naquela posicao, desse modo aumento da concentracdo da carga negativa. As regides
com cores que tendem ao azul indicam uma atracdo fraca entre a superficie e a carga de prova
positiva. Em sintese, a distribuicdo global da carga é indicada pela tendéncia ao azul (mais
positiva) para o verde e amarelo (neutra) para o vermelho (mais negativa) (CAREY &
GIULIANO, 2014).

Os MPE’s sdo uteis por demonstrarem de modo répido as regides ricas ou pobres em
elétrons na molécula e permitindo correlacionar a estrutura eletrbnica com a reatividade
quimica (McMURRY, 2016). As moléculas estudas foram otimizadas; e as superficies dos
MPE’s foram executadas e visualizadas através do programa Gaussian (2009).

42 COMPOSTOS ESTUDADOS

Derivados simplificados da parte amino-nitro-azolicos da molécula NTZ, denominadas
de NTZ-D1 até NTZ-D9 (Figura 10). As mudancgas ocorreram na estrutura farmacoforica da
NTZ nos anéis heterociclicos mantendo o grupamento nitro para observar a influéncia na

reatividade da molécula com mudancas na anéis heterociclicos.
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Figura 10. Derivados simplificados amino-nitro-azélicos da nitazoxanida.

A estrutura farmacoforica da nitazoxanida (NTZ) foi mantida nos derivados, sendo a
tizoxanida (TZX) o metabdlito ativo da molécula; nitro-tizoxanida (N-TZX) com a presenca
de um grupo nitro na porcdo benzamida; nitazoxamida (NTM) um derivado em que ocorreu a
troca do grupo acetil por um grupamento amida, visando melhorar a estabilidade quimica da
molécula; e nitro-nitazoxamida (N-NTM) com a presencga de mais um grupo nitro na molécula

nitazoxamida. Estruturas representadas na figura 11.

OH O N OH O N
/L NO, /L NO, /k NO,
H
N-TZX
CH3 NH,
CH, CH,
o//I\NH 0 1\/1 N O)\NH O N
NO
Ao, ALY
H H
NTM N-NTM
NO,

Figura 11. Nitazoxanida e analogos.

43  PROPOSTAS DE METODOLOGIA SINTETICA

A sintese da NTZ foi realizada a partir do reagente O-cloreto de acetilsaciciloilo com o
2-amino-5-nitrotiazol na presenca de uma cetona (CH3COCH?3) proporcionando uma reacéo fria
(ou endotérmica) para que a amina nao ataque o éster, o qual é muito reativo e carbonato de

sodio (Na2COs) para neutralizar a solucdo (Esquema 1).



28

CH, CH3
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i Lt HzN’kS_>\N02 N0, > t PN J\ NO,

Esquema 1: Metodologia sintética para a preparacdo da nitazoxanida

O

Uma reacdo de hidrolise foi realizada para obtencao da TZX, partindo da moléculaNTZ
na presenca de hidréxido de amdnio (NH4OH), sob agitacdo e aquecimento (100 °C).
CH3
O O N

f I /L NO, _NHOH | || /L NO,

Esquema 2: Metodologia sintética para obtencéo da tizoxanida

A sintese da NTM foi realizada utilizando como reagente de partida o &cido
acetilantranilico com &cido acético (CH3COOH) e &cido sulfarico (H2SO4), sob aquecimento
(150-180 °C) e agitacdo, sendo, posteriormente, adicionado o reagente 2-amino-5-nitrotiazol
(Esquema 3).

0]

OH  CH,COOH _
sto4 J\CH3

CH3
CH,

o

o) NH O N
/E& L/\>\N02
j)\ + HN"Ng7~NO, ——» NS
N”>cH,

Esquema 3: Metodologia sintética para a preparacao da nitazoxamida.
Uma reacdo de nitracdo foi realizada para a obtencdo do derivado N-NTM. Utilizando

o0 derivado NTM solubilizado em anidrido acético (Ac20) e, posteriormente, a adi¢do de acido
nitrico (HNO3).

CH, CH,
O)\ NH O N OJ\ NH O N
/k 0, AG0 o /k NO,
N HNO, N
NO,

Esquema 4: Metodologia sintética para a preparagdo do derivado N-TZM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
51 MODELAGEM MOLECULAR

5.1.1 Estudo tedrico de derivados amino-nitro-azolicos

As moléculas foram derivadas da parte amino-nitro-azolica, sendo elemento estrutural
farmacoforo da molécula da NTZ (COLIN-LOZANO et al. 2017). Estudos relatam que este
grupamento exibe baixa toxicidade sendo relevante para a sintese de fatores biol6gicos
importantes, expressando boas atividades antituberculares e antitripanossomida
(SAMADHIYA et al. 2013; PAPADOPOULOU et al. 2016).

Estrutura de menor energia do composto 2-amino-nitro-tiazol (NTZ-D1) foram
calculadas pelo método opt B3LYP/6-31g(d,p) e, assim, foram planejados os derivados amino-
nitro-azo6licos, os quais sdo apresentados da Figura 12. Este método tem mostrado boa
correlagdo com dados cristalograficos (STRENALYUK et al. 2008). Essas estruturas séo

relativamente simples e apresentam mudancas diretamente no anel heterociclico.

@<

NTZ-D1 NTZ-D2 NTZ-D3

NTZ-D4 NTZ-D5 NTZ-D6

NTZ-D7 NTZ-D8 NTZ-D9

Figura 12. Estruturas otimizadas pelo método B3LYP/6-31G (d,p) de an&logos da nitazoxanida.



30

Os valores de energia foram relacionados com a reatividade e a capacidade redox
usando os orbitais moleculares: HOMO, LUMO e os valores de GAP. Estes pardmetros foram
correlacionados com outros indices: potencial de ionizacdo (PI) e afinidade eletrénica (AE)
(Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades tedricas dos derivados amino-nitro-azélicos.

Pl AE
Compostos HOMO (eV) LUMO (eV) GAP (eV) (Kcalimol) (Kcalimol)

NTZ-D1 -7,16 -2,77 4,39 211,18 -17,75
NTZ-D2 -6,64 -2,49 4,14 197,90 -12,05
NTZ-D3 -7,27 -2,12 4,56 215,63 -13,34
NTZ-D4 -6,62 -2,37 4,25 199,19 -6,46
NTZ-D5 -6,50 -2,08 4,41 195,22 +0,73
NTZ-D6 -6,89 -2,38 4,51 205,33 -5,42
NTZ-D7 -7,00 -2,83 4,16 207,18 -18,45
NTZ-D8 -7,05 -2,78 4,28 210,61 -13,70
NTZ-D9 -6,91 -2,38 4,53 205,81 -4,18

Nossos resultados demonstraram que a molécula 2-amino-5-nitrotiazol (NTZ-D1)
apresentou o segundo menor valor de HOMO (- 7,16 eV) podendo ser classificado como um
nucledfilo fraco em relacdo aos outros derivados, uma vez que maiores valores de HOMO estédo
relacionados com maior nucleofilicidade da molécula. Em oposicao, o valor de LUMO (-2,77
eV), tal como os valores dos demais derivados, demonstram a relevancia da presenca do grupo
nitro, o qual se caracteriza como aceptor de elétrons. Assim, ndo apenas 0 NTZ-D1, como 0s
demais derivados tedem a ser melhores eletréfilos. Este parametro indica a facilidade em
receber elétrons e o potencial de reducdo do grupo nitro, um dos mecanismos para 0S
nitroderivados, o qual também possue uma importante atividade terapéutica (PAULA et al.
2009).

Nas representacdes dos orbitais de fronteira, HOMO e LUMO (Figura 13), analisamos
0s glébulos formados, sendo: em HOMO ha a contribui¢do dos aneis heterociclicos em todos
os derivados o que ocasionalmente demonstra facilidade para possiveis ataques nucleofilicos
com quantidade minima de energia necessaria para reacbes. Em LUMO percebemos a
contribuicdo do grupamento nitro mais representativa que em HOMO, sendo o esperado uma
vez que este grupo é um forte aceptor de elétrons (HADIGHEH-REZVAN & PILEVAR-
MALEKI, 2018) . Representando a afinidade eletronica ou a reatividade da molécula como
eletrofilo.



NTZ-D4

J
J
NTZ-D5

Figura 13. Orbitais de fronteira dos derivados amino-nitro-azélicos.
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NTZ-D7 NTZ-D7

NTZ-D8 NTZ-D8

Jd

NTZ-D9 NTZ-D9

Figura 13. Orbitais de fronteira dos derivados amino-nitro-azolicos (continuacao)

A molécula NTZ-D5 apresentou menor valor Pl (195,22 eV) e maior valor de AE
(+0,73 eV), assim, teoricamente, o derivado pode apresentar toxicidade mais baixa que o
normal, provavelmente pela presenca do grupo metila no composto, o qual seu potencial doador
de elétrons relaciona com a capacidade de diminuir a toxicidade (KOROKOLVAS, 1977).

Diante dos resultados de GAP os composto NTZ-D2 (4,14 eV) e NTZ-D7 (4,16 eV)
derivado tiofeno e tiazol, respectivamente, obtiveram os menores valores, este que é um

importante indicador de reatividade do composto, quanto menor é o0 GAP, mais reativa € a
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molécula (CARVALHO et al. 2003). ModificacBes no anel tiofeno podem reduzir o potencial
redox do composto alterando a reatividade e a toxicidade. Assim , os valores de HOMO e
LUMO sugerem que quanto maior o potencial doador de elétrons, maior a toxicidade e

atividade.

Os MPE’s auxiliam o entendimento das interacdes que destas moléculas, a influéncia
dos efeitos eletrénicos no comportamento molecular dos compostos (BHATTACHARJEE et
al. 2002). O potencial negativo localizado na posi¢do ocupada pelo grupo nitro representado
pela cor amarela tendendo ao vermelho, tal como no oxigénio ligado a parte amino da molécula.
Ambas regides indicam provaveis ataques eletrofilicos (PAULA et al. 2009). Na regido em que
as cores tendendo ao azul, cargas menos negativas, estdo localizados o0 atomo de nitrogénio e a

introducgdo das metilas ligadas ao nitrogénio do anel heterociclico (Figura 14).

NTZ-D4 NTZ-D5 NTZ-D6

NTZ-D7 NTZ-D8 NTZ-D9

Figura 14. Mapa do potencial eletrostatico dos derivados amino-nitro-azolicos.
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5.1.2 Estudo tedrico dos analogos da nitazoxanida

As estruturas de menor energia dos andlogos investigados foram calculadas pelo método
opt B3LYP/6-31+g (d,p) apresentadas da Figura 15. Os valores das propriedades fisico-
quimicas destes analogos obtidos a partir dos parametros HOMO, LUMO, GAP, potencial de
ionizacdo (PI) e afinidade eletrénica (AE) estdo descritos na tabela 2, utilizados para prever a

reatividade destas moléculas.

Os resultados mostram a formacéo de pontes de hidrogénios intramolecular da posi¢édo
orto e o grupo carbonila (NTZ, TZX e N-TZX), concordando com dados cristalograficos da
molécula NTZ (BRUNO et al. 2010); tal como o hidrogénio da amida da posi¢do orto com o

grupo carbonila.

NTZ

TZX N-TZX

NTM N-NTM

Figura 15. Estruturas otimizadas pelo método B3LYP/6-31+G(d,p) de analogos da nitazoxanida.
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Tabela 2. Propriedades tedricas dos analogos da nitazoxanida (NTZ).
Anédlogos HOMO (eV) LUMO (eV) GAP (eV) PI(Kcal/mol) AE (Kcal/mol)

NTZ -1.22 -3,21 4.00 197.42 -42.02
TZX -6.94 -3,35 3.59 194.09 -44.69
N-TZX -7.60 -3.51 4.09 205.92 -51.25
NTM -6.86 -3,36 3.50 189.20 -45.80
N-NTM -7.49 -3,58 3.91 201.13 -53.98

Os valores de HOMO, LUMO e GAP indicam um aumento significativo na capacidade
doadora de elétrons. Os valores de HOMO indicam que as moléculas TZX e NTM, por adi¢do
de grupos doadores de elétrons demonstram maior nucleofilicidade que a NTZ (Figura 16).

CH,
OH O N 0 O)\NH o N

\ S 0
©)LN/&S & ©)LN,QS\ N
H N 0

TZX NTM

Figura 16. Formulas estruturais das moléculas TZN e NTM.

A adicdo do grupamento nitro nas moléculas N-TZX e N-NTM (Figura 17) diminuiram
a nucleofilicidade uma vez que os compostos obtiveram menores valores HOMO e maiores
valores de GAP, indicando maior estabilidade, em relacdo a uma baixa reatividade em reagdes
quimicas. As moléculas que resultaram em baixos valores de LUMO, tendem a ser melhores
eletrofilos, assim, com melhor capacidade de acepcédo de elétrons se relacionando ao potencial
de reducdo do grupo nitro, o qual é essencial para atividade bioldgica de nitrocompostos
(PAULA et al. 2009).

CH,

o O)\

OH O N

[ NH O N 0
N™7S % N7ST oy
H H

NO,  N-TZX No, NNTM

Figura 17. Formulas estruturais das moléculas N-TZN e N-NTM.

A andlise da formag&o dos globulos dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO (Figura
18) indicam regides nucleofilicas e eletrofilicas, respectivamente. Para HOMO, houve
contribuicdo mais representativa do grupo amino-nitro-azolico. Em LUMO, observa-se a

contribuicdo dos grupamentos benzamida, e amino-nitro-azélico.
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Figura 18. Orbitais de fronteira dos analogos da nitazoxanida.
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A presenca do grupamento nitro nas moléculas N-TZX e N-NTM diminuiram valores
da afinidade eletronica, parametro relacionado com a capacidade de a molécula aceitar um
elétron tornando-as uma espécie i6nica (LEWARS, 2011). Nessas condi¢Ges as moléculas TZX
e NTM também apresentaram valores de afinidade eletrdnica menores que da NTZ. Estudos
mecanisticos apontam que a forma iénica da NTZ é biologicamente ativa (BALLARD et al.
2010).

Pesquisas com analogos da NTZ, visando atividade contra Mycobacterium tuberculosis
(in vitro), relataram que a presenca do grupo nitro é um pré-requisito para eficiente atividade
contra a bactéria em questao, assim, a retirada deste grupamento inativa a molécula (ODINGO
et al. 2017).

Os MPE’s das moléculas em questdo foram obtidos a partir das conformagdes de
menores energias (Figura 19). Estes resultados demostraram certas uniformidades indicando
menores diferencas de eletronegatividade. Os MPE’s da NTZ e seus analogos a densidade de
carga negativa sobre a regido que apresenta o grupo nitro é significativa e se relaciona com as
moléculas derivadas do amino-nitro-azolicos. Estudos relatam que a presenca do grupamento
nitro na molécula NTZ pode exercer estresse nitrosativo ou poderia ser convertido em um
radical livre, demonstrando efeito contra parasitas extracelulares (NAGULESWARAN et al.
2005). Atualmente é considerado que a atividade da NTZ é dependente da reducéo intracelular

do seu grupo nitro pelas nitro-redutases de maneira similar a da MTZ (SISSON et al. 2002).

Na molécula da NTZ a regido mais negativa é localizada no grupo carbonila. Nas
moléculas NTM e N-NTM, a carga negativa se localiza no oxigénio do grupamento amida
ligado ao anel aromaético, sendo esta mais intensa que nos grupamentos nitro presente nestas
moléculas. Atividades da NTZ contra parasitas intracelulares foram relatadas sem
envolvimento da presenca do grupamento nitro associado ao anel tiazol, e especula-se que
modificacdes no anel benzeno podem revogar a eficacia desta droga (ESPOSITO et al. 2005).
Os analogos que apresentam mesmo grau de similaridade a NTZ poderiam apresentar

atividades bioldgicas semelhante ou melhores.

Enquanto que valores menos negativos, caracterizados por uma relativa auséncia de
elétrons, estdo localizados proximos ao atomo de nitrogénio do grupamento amino ligado ao
anel heterociclico, e mais representativo na molécula NTZ préxima as metilas do grupamento

éster.
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TZX N-TZX

TZM N-TZM

Figura 19. Mapa do potencial eletrostatico da NTZ e analogos.

5.1.2 Analise conformacional da nitazoxanida e analagos

As menores conformacdes de energia em Kcal/mol para cada composto foram obtidas
por DFT/B3LYP/6-31G(d,p) e sdo mostradas na Figura 20. Primeiramente apenas das
moléculas NTZ, TZX e NTM.



39

NTZ

0.00 2.74
TZX

0.00
NTM

0.00 6.83

Figura 20. Estruturas utilizadas no estudo de analise conformacional.

A estrutura de menor energia da molécula NTZ destaca-se pela interacdo através da
ligagdo de hidrogénio N-H --- O (1,92A). A estrutura de cristalina relatada Bruno et al. (2010)
relata formagio de ligagdo de hidrogénio intramoleculares N-H - O (2,01 A), sendo estas
responsaveis por proporcionar estabilidade ao cristal. Analises energéticas podem prever quais

processos moleculares sdo provaveis e/ou capazes de ocorrer (YONG, 2001).

A estrutura de menor energia da TZX é compativel com a do derivado NTM, indicando
uma relacdo entre este derivado com o principal metabolito ativo da NTZ. O estudo de
modelagem destas moléculas identificaram a similaridade conformacional exitente, tal como a
similaridade quimica, na qual mesmo com diferenca na estruturas, mas com estruturas

eletronicas semelhantes indicam possiveis efeitos bioldgicos similares (BORGES, 2017).
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As conformagdes calculadas e obtidas com menores valores de energia sdo consideradas
aquelas de maior estabilidade, indicando que menor energia é necessaria para a transicao entre
as duas formas, dificultando a interacdo dos grupos funcionais com um possivel receptor no
processo de interacdo (RODRIGUES, 2001). Além da conformacdo em concordancia com a
TZX, o derivado NTM podera apresentar maior estabilidade devido a mudanca do grupo éster
por amida, bem como uma alteragdo na solubilidade da molécula. De fato, estas mudancas
podem ter impacto significativo nas propriedade fisico-quimica e farmacéuticas destas
moléculas. Resultados bioldgicos do NTM indicam atividade diante da bactéria Mycobacterium
tuberculosis (HOFFMAN et al. 2010; HOFFMAN et al. 2014).

5.2  PROPOSTAS DE SINTESES DA NITAZOXANIDA E ANALOGOS

A reacdo da NTZ ocorreu com rendimento inferior a 50,0%, sendo considerado baixo,
no entanto favoravel de forma qualitativa (Esquema 5). O composto se apresenta como cristais
amarelos e ponto de fusdo que varia entre 199-201,5 °C. Este resultado concorda com outros
estudos que seguem na faixa de 200 a 202 °C (THE MERCK INDEX, 2013; SURECH et al.
2016). Gupta e Kumar (2016) relataram sintese semelhante a partir do O- cloreto de
acetilsaciciloilo em uma condigdo de acoplamento anidro com 2-amino-5-nitrotiazol na

presenca de trietilamina (EtsN) em tetrahidrofurano (TFH).
N
0) O O
o\ CH;COCH;
_—
©/“\C1 ’ HZN/AS_XN% Na,CO, * NO:

Esquema 5: Sintese da nitazoxanida.

A partir da molécula NTZ foi realizada uma proposta de sintese do andlogo TZX, o
qual apresentou ser uma molécula escura, que ainda precisa de melhor purificacdo (Esquema
6).

CH3
O O N OH O N

f I /L NO, _NHOH _ | I /k NO,

Esquema 6: Sintese da tizoxanida.
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Estudos biologicos com esta molécula séo realizados demonstrando interesse, a qual
apresenta atividade igualada ou melhor que seu composto de origem (DUBREUIL et al. 1996;
NAVARRETE-VAZQUEZ et al. 2011). No entanto, ndo ha determinacdo do ponto de fusédo

para comparacdo com nosso estudo.

A sintese da NTM ocorreu com rendimento superior a 80,0% (Esquema 7). O composto
apresentou cor alaranjada e ponto de fuséo variando entre 203,1-205,0 °C. a partir de uma
metodologia semelhante esta molécula foi sintetizada e demonstrou atividade antituberculosa
(HOFFMAN et al. 2010; HOFFMAN et al. 2014). A partir de um conjunto de anéalogos
avaliados em estudos de estrutura-atividade identificou-se que a molécula NTM demonstrou
baixa atividade micromolar contra Mycobacterium tuberculosis (ODINGO et al. 2017). No
entanto, a elucidacdo do composto sintetizado para este estudo ndo foi varidvel, fazendo-se

necessario repetir com outras metodologias.

OH  CcHyCOOH
sto4 )\

CH3
CH3

0 NH o) /k
NO
©\)\j)\ + HZN/<_>\N02 — ©)L ?
N”~CH,

Esquema 7: Sintese da nitazoxamida.

O composto NTM foi nitrado para a obtencdo do analogo N-NTM. O composto estad em
fase de purificacdo (Esquema 8).

CH, CH,
O)\ NH O N OJ\ NH O N
/k 0, AG0 o /k NO,
N HNO, N
NO,

Esquema 8: Metodologia sintética para a preparagdo do derivado N-TZM.

Os compostos estdo em fase de purificacdo e caracterizacdo usando o metodo
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono. Os estudos prosseguirdo com trabalhos

complementados com testes farmacoldgicos.
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6. CONCLUSAO
Com nossos resultados obtidos, podemos concluir que:

Os derivados amino-nitro-azdlicos indicaram que modificacGes no anel tiofeno podem

reduzir o potencial redox do composto alterando reatividade e a toxicidade.

Todos os analogos da nitazoxanida propostos se comportam como melhores eletrofilos,
destacando a presenca do grupo nitro, demostrando possivel influéncia em atividades

bioldgicas.

A adicdo de mais um grupo nitro nos anédlogos da nitazoxanida indicaram maiores
estabilidades e maior capacidade de acepcdo de elétrons, o que é essencial para atividade

bioldgica de nitrocompostos.

A geometria de energia minima da nitazoxanida obtida pelo método DFT/B3LYP/6-

31G(d,p) € similar a estrutura experimental cristalogréfica.

As estruturas mais estaveis dos anélogos tizoxanida e nitazoxamida sdo compativeis em

termos de similaridade conformacional.

Uma rota sintetica para a nitazoxanida a partir de um derivado do &cido acetil-salicilico

foi realizada com sucesso e altos rendimentos.

Os compostos foram sintetizados e ap6s a elucidacdo estrutural por métodos de
ressonancia magnética nuclear estardo disponiveis para avaliacdo biolégica em futuros

trabalhos.
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