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RESUMO

Durante o planejamento estrutural de novos farmacos, é
possivel prever a influéncia de grupamentos especificos
na atividade farmacologica. Entre estes, encontra-
se 0 grupo nitro, que possui potencial atividade
antimicrobiana, estando presente em diversos farmacos
como o metronidazol, nitrofural, furazolidona,
oxamniquina, cloranfenicol, entre outros. Também,
a introdugdo do grupo nitro na molécula pode alterar
as propriedades fisico-quimicas e eletronicas da
substancia, estando presente em farmacos de outras
classes terapéuticas como  anti-Ulcera, ansiolitico,
antiinflamatério. Entretanto, restricbes tém sido
apontadas para o planejamento de novos farmacos
contendo este grupo, devido a toxicidade relacionada.
Este estudo trata-se da revisdo sobre a toxicidade
de compostos nitrofuranicos, bem como os possiveis
mecanismos e a utilizacdo do método de latenciacdo na
diminuicao desta toxicidade.

Palavras-chave: nitrofuranos; toxicidade; mecanismos;
pré-farmacos

INTRODUCAO

O planejamento de novas substidncias com
atividade terapéutica, envolve uma série de estratégias e
conhecimento da influéncia da introducdo de grupamentos
quimicos especificos nas propriedades fisico-quimicas
e eletrbnicas da molécula e conseqlientemente em sua
atividade biol6gica (Wermuth, 2006).

O grupo nitro estd presente em uma variedade
de substancias que apresentam atividade antimicrobiana
e antiparasitaria, como por exemplo: furazolidona (I)
metronidazol(I1)secnidazol (111),tinidazol (1V),cloranfenicol
(V), nitrofurantoina (\V/1), nitrofural (VI1, nitrofurazona, NF)
- (atividade antimicrobiana); oxamniquina (\V111) - atividade
esquistossomicida); benznidazol (IX, BZN), nifurtimox (X)
(atividade antichagasica), como também em outras diversas
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classes terapéuticas como: ranitidina (XI, anti-Ulcera,
anti-H,), nimesulida (X1, antiinflamatdrio), clonazepam
(X111, ansiolitico), conforme mostra a Figura 1.

A utilizacdo do grupo nitro na obtencdo de novas
moléculas apresenta uma restricdo devido ao aumento da
potencialidade de toxicidade do mesmo. No entanto, €
possivel diminuir esta toxicidade utilizando a estratégia de
latenciacao, na obtencéo de pro-farmacos conforme dados de
nosso laboratério (Chung et al., 2005; Silva et al., 2005).

Este estudo é umarevisao datoxicidade de compostos
nitrofuranicos, os provaveis mecanismos envolvidos, bem
como os resultados obtidos para o hidroximetilnitrofural,
um pro-farmaco de nitrofural, obtido pela estratégia de
latenciacdo, com toxicidade diminuida.

Compostos nitroheterociclicos

Os primeiros  compostos  nitroheterociclicos
utilizados na quimioterapia foram os nitrofuranos. Trés
deles, o nitrofural (nitrofurazona, NF), a furazolidona e a
nitrofurantoina, sdo utilizados no tratamento de varios tipos
de infecgdes bacterianas por mais de 50 anos.

Alguns derivados de 5-nitrofurano, além de possuirem
propriedades antibacterianas e antifingicas, apresentam
atividade antiprotozoaria, como é o caso do nifurtimox,
usado no tratamento da tripanossomiase e leishmaniose
(Capobianco-Perez & Cordero de Troconis, 2001).

Entre as varias substancias quimicas mutagénicas
existentes, os nitrocompostos sdo considerados um dos
grupos mais importantes. Estudo de nosso grupo mostra
que os compostos nitrofurnicos sdo potenciais agentes
mutagénicos devido ao grupo nitro presente na molécula
(Glido et al., 2001).

A mutagenicidade e a possivel carcinogenicidade
dos nitrofuranos devem-se, provavelmente, a presenca de
dois grupos potencialmente reativos: o nitro na posi¢do 5 e
o0s substituintes (R) na posicdo 2 do anel furanico, Figura
2 (McCalla, 1983; Kobierska-Szeliga & Czeczot, 1994;
Mecca et al., 2002; Hiraku et al., 2004).
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Figura 1. Estrutura quimica de farmacos que apresentam o grupo nitro. furazolidona (1) metronidazol (11)
secnidazol (1), tinidazol (1V), cloranfenicol (V), nitrofurantoina (V1), nitrofural (V11), oxamniquina
(VIHI), benznidazol (1X), nifurtimox (X), ranitidina (XI), nimesulida (X11), clonazepam (XI111).

O esquema apresentado na Figura 2 mostra 0s
mecanismos, propostos na literatura, de toxicidade e
mutagenicidade dos nitrofuranicos (McCalla, 1983; Mecca
et al., 2002; Hiraku et al., 2004). Em sistemas bacterianos,
0 requisito basico para a acdo mutagénica de compostos
nitrofuranicos é a reducdo promovida por, no minimo, trés
nitrorredutases. Estas reducdes resultam de reacBes em
cadeia, que levam a formacéo de espécies eletrofilicas que
podem reagir com o DNA.

Alguns estudos afirmam que a redugdo do nitro
é pré-requisito para a atividade bioldgica (Edwards,
1993; Kedderis & Miwa, 1988). A completa reducéo
envolve a adicdo de seis elétrons para formar a amina
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via o intermediario nitroso (2e-) e hidroxilaminico (4e-),
entretanto alguns fArmacos ndo procedem além da formacéo
da hidroxilamina. A Figura 3 mostra a reducdo desses
compostos (Tocher, 1997).

Estudo de relagBes quantitativas entre estrutura
e atividade (QSAR) sobre 2-nitrocompostos aromaticos
utilizados como agentes antibacterianos demonstraram
que o aumento da densidade eletrbnica no carbono da
posicdo 2 do anel aromético, aumenta o efeito mutagénico.
Possivelmente, a maior densidade eletronica neste carbono
deva estabilizar o anel furanico e aumentar a probabilidade
para a reacdo com o DNA (Debnath et al., 1993).
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Figura 2. Possiveis mecanismos de mutagenicidade dos nitrofuranicos.
Fonte: Adaptado de McCalla, 1983; Mecca et al., 2002; Hiraku et al., 2004.
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Figura 3. Ativacao por reducdo de compostos nitroaromaticos (Tocher, 1997).
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O alvo destes compostos é 0 DNA, a reducédo dos
mesmos causa quebra e desestabilizacdo da hélice (Edwards,
1993). O grau do dano é relacionado com a composicao da
fita, e € aumentado com a presenca de Adenina + Timina
no DNA. A identificacdo do agente causador do dano nédo
esta bem elucidada, ja que os produtos finais da reducédo
desses compostos sdo inativos, mas a reducdo dos mesmos
na presenca do DNA resulta em dano, sugerindo que esse
é causado pelos pequenos intermediarios formados pela
adicdo de ao menos 4 elétrons (Tocher, 1997).

O fato de estes compostos terem sido utilizados
largamente em animais para consumo humano, nos
ultimos anos, levou diferentes comités internacionalmente
reconhecidos, como o IARC (International Agency for
Research on Cancer), a JEFCA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives) e o SCAN (Scientific
Committee on Animal Nutrition) a realizar avaliaces a
cerca dos riscos oferecidos pelos compostos nitrofuranicos
(Ministério da Saude, 2003).

A JEFCA considerou que o NF é um cancerigeno
secundario e que a furazolidona possui efeitos
carcinogénicos e genotoxicos. O IARC considerou que
a furaltadona é um agente possivelmente carcinogénico
para humanos e que a nitrofurantoina nédo é classificavel
relativamente a sua carcinogenicidade para humanos
(Ministério da Saude, 2003).

Neste sentido, pressupde-se que o NF possui
atividade carcinogénica devido a alteragdio no DNA
(Figura 4). Adicionalmente, a atividade estrogénica do NF
pode contribuir também para a carcinogénese, sabendo que
0 estrogénio pode causar cancer em 6rgéos reprodutivos de
fémeas, tais como mamas e Utero (Hiraku et al., 2004).

E relatado que os metabdlitos do estrogénio
induzem ao dano oxidativo do DNA, considerando que
0 estrogénio causa proliferacdo celular por si prdprio.
Desta forma, o NF possui dois mecanismos distintos que
contribuem para carcinogénese: o dano ao DNA causado
pelos metabdlitos gerados e aumento da proliferagdo
celular (Hiraku et al., 2004).
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Figura 4. Mecanismo proposto de dano ao DNA e inducéo
de carcinogénese pelo nitrofural (Hiraku et al., 2004).
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Entretanto, apesar dos relatos de toxicidade destes
compostos, esforcos tem sido realizados no sentido
de diminuir este efeito deletério. Um destes exemplos
foi observado em nossos estudos com o pro-farmaco
hidroximetilnitrofural, NFOH (Figura 5) um candidato a
farmaco antichagéasico, por nos sintetizado, obtido através
da modificacdo molecular de nitrofural (Chung, 1996).
Outro estudo de nosso grupo mostrou que esta substancia,
era 0 intermediario de sintese para a obtencdo de pro-
farmacos reciprocos dipeptidicos derivados de primaquinae
nitrofural (Chung et al, 2003). Os resultados dos estudos de
atividade biologica em culturas do epitélio renal LLC-MK,
de macaco Rhesus infectadas com formas tripomastigotas
de T. cruzi, demonstraram atividade superior ao composto
inicialmente proposto e também superior ao nitrofural
(farmaco matriz) e ao benznidazol, farmaco utilizado na
terapéutica. Devido, ainda, a presenga do grupo nitro na
molécula, a toxicidade (genotoxicidade) provocada no
mesmo poderia ser impeditivo para o prosseguimento das
pesquisas.

ON MN/NH TNHVOH
0o

Figura 5. hidroximetilnitrofural

Estudo de genotoxicidade (mutagenicidade)

Aavaliacdo da genotoxicidade pode ser realizada nos
diferentes passos de interacdo do agente mutagénico com o
DNA ou de seus efeitos. A capacidade do composto se ligar
ao material genético pode ser avaliada pela observacéo de
adutos no DNA.. A capacidade de quebrar o DNA pode ser
estimada por elui¢do alcalina ou pelo teste de Cometa e
as mutagdes cromossémicas e/ou genémicas podem ser
quantificadas pelo testes do micronucleo ou aberracdes
cromossdmicas (van Goethem et al., 1997).

A funcdo primaria dos testes de toxicologia genética
é investigar, usando células ou organismos, o potencial de
agentes quimicos induzirem mutacoes nas células somaticas
ou que possam ser transmitidas as futuras geracdes (da
Silva et al., 2003).

Nacitogenéticaclassica, cromossomos sao estudados
diretamente por observacdo e contagem de aberragdes
cromossdmicas na metafase. Este estudo produz uma
analise mais detalhada, mas a complexidade de enumerar
aberracBes cromossdmicas na metéfase e a possivel
perda de cromossomos durante a preparacdo da metafase,
estimulou o desenvolvimento de um sistema mais simples
de mensuracédo de danos cromossdémicos (Fenech, 2000).
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Estudos de mutagenicidade de NFOH

Nosso grupo (Guido et al., 2001) avaliou a
mutagenicidade do NFOH, comparando-o com a molécula
matriz, nitrofural, empregando ensaios de indugdo de
mutacdes génicas reversas (Teste de Ames) nas linhagens
TA102 e TA98 de Salmonella typhimurium na auséncia
e presenca da fracdo S9 de figado de rato. Os resultados
mostraram que o processo de latenciacdo diminuiu em
quatro vezes a atividade mutagénica do NFOH, quando

comparado ao nitrofurnico matriz, NF, em testes com S.
typhimurium, cepas TA 98 e T 102, como mostrado nas
Figuras 6 e 7.

Entre os testes de avaliacdo de genotoxicidade
preconizados pelas agéncias internacionais e institui¢des
governamentais, o teste de microntcleo em sangue periférico
de roedores in vivo é amplamente aceito e recomendado
para a avaliacéo e o registro de novos produtos quimicos e
farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial
(Chay, 2001; Ribeiro et al., 2003).
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Figura 6. Atividade mutagénica (S. typhimurium cepa TA98) dos compostos NFOH
e NF em ensaios com (+S9) e sem (-S9) ativacdo metabolica. (Guido et al., 2001).
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Figura 7. Atividade mutagénica (S. Typhimurium cepa TA102) dos compostos NFOH
e NF em ensaios com (+S9) e sem (-S9) ativacdo metabdlica (Guido et al., 2001).
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O teste de microndcleo permite identificar um
aumento na freqiéncia de mutacdo em células, que séo
expostas a uma gama variada de agentes genotdxicos.

Segundo Surralles & Natarajan (1997), as principais
vantagens da analise de células micronucleadas sdo a
velocidade e a facilidade com que este tipo de estudo pode
ser efetuado, especialmente quando é aplicado em roedores
em estudos in vivo, além de permitir a interferéncia de
processos de aneugénese e clastogénese.

Os microndcleos foram primeiramente descritos por
Howell em 1891 com inclusdes citoplasmaticas em células
vermelhas do sangue de gatos anémicos e foram chamados
de “fragmentos do material nuclear”. Jolly observou essas
mesmas estruturas em 1901 em seus estudos com eritrocitos
de embrides de ratos e foram chamados de “corpusculos
intraglobulares” (Slesinski & Guzzie, 1988). Segundo
Heddle et al. (1991) diferentes mecanismos podem estar
envolvidos na formacdo dos microndcleos, incluindo
quebras cromossdmicas (clastogénese) e rompimento
das fibras do fuso mitético (aneuploidiogénese). Isso
ocasiona a formacao de um “pequeno nlcleo” envolto por
membrana (microndcleo) isolado do nucleo principal mais
corado similarmente a este devido ao seu contetdo de DNA
(Slesinski & Guzzie, 1988).

Os micronucleos aparecem nas células filhas, em
decorréncia de danos induzidos nas células parentais. Os
fragmentos cromossémicos que resultam de quebras podem
ndo ser incorporados no ndcleo principal das células filhas
apos a mitose. Uma membrana nuclear se formara em volta
do fragmento, o qual seré visivel como um pequeno nicleo
separado do nucleo principal da célula. Os micronicleos
podem, também, ser formados a partir de um cromossomo
inteiro, quando ocorre dano no aparelho mitético da

célula, ou no préprio cromossomo. Eles aparecem como
uma pequena estrutura arredondada e escura, idéntico em
aparéncia ao nucleo celular (Ribeiro et al , 2003).

Estudos de nosso grupo (Bosquesi et al., 2008)
tiveram como objetivo avaliar o potencial mutagénico
para os compostos NF e NFOH empregando-se o teste
de micronlcleo em células do sangue periférico de
camundongos. Os resultados demonstraram que ndo
houve significancia estatistica (P > 0,05) entre o controle
negativo, controle branco e os farmacos, sendo encontrado
um resultado estatisticamente significante (P< 0,001) entre
0 controle positivo, com o controle negativo, controle
branco e os farmacos NF, NFOH e benznidazol (Figura 8),
demonstrando que os compostos ndo foram genotdxicos
nas concentracdes utilizadas entretanto, a freqiéncia de
células micronucleadas nos animais tratados com NFOH
foi quatro vezes menor que nos animais tratados com NF
sendo que este indice é menor ainda quando comparado ao
BzD, farmaco utilizado atualmente na terapéutica.

Toxicidade Aguda de NFOH

Trabalho realizado em nosso laboratorio mostrou
que os resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda
(14, 28 e 60 dias) para o derivado hidroximetilado de
nitrofural com camundongos e ratos, sugeriram baixa
toxicidade deste, obtendo-se uma dose letal mediana (DL,)
maior em relacéo ao farmaco de partida, NF (556,3 mg/kg).
Por via oral os resultados caracterizaram o NFOH como
pouco toxico, segundo a OMS com um valor de DL, acima
de 2000mg/kg (Melo, 2006).

Os resultados obtidos em todos os testes de
toxicidade aguda com NF e NFOH em camundongos e
ratos estdo resumidos na Tabela 1.
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Figura 8. Freqliéncia média de reticuldcitos micronucleados (MNRET) e
desvio padréo para 1000 células obtidas de camundongos tratados com 100

mg/kg de BZD, NF e NFOH.
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Tabela 1 - Resultados do teste de toxicidade aguda dos farmacos NF e NFOH (Melo, 2006)

Animal Via Solvente Farmaco DL ., (mg/kg)
Camundongo i.p. DMSO/H,0 NF 197,1
Camundongo i.p. DMSO/H,0 NFOH 327,0

Rato V.0. Goma arébica NF 556,3
Rato V.0. Goma arabica NFOH >2000

CONSIDERACOES FINAIS

Desta forma, é possivel observar que apesar
da literatura demonstrar a toxicidade de compostos
nitrofuranicos, a utilizacao destes compostos na terapéutica
ainda é presente e importante, muitas vezes, sendo
eficaz em doencas negligenciadas, sem alternativas de
tratamentos. E, ao invés de descartar a substancia como
molécula promissora devido a presenca do grupo nitro
e potencialidade de toxicidade, é possivel, utilizando
estratégias de modificacdo molecular, a diminuicdo destes
efeitos, permitindo a sua utilizagdo.
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ABSTRACT
Toxicity of nitrofuran drugs

During the structural designing of new drugs, it is possible
predict the influence of specific chemical groups on
pharmacological activity. Among these, the nitro group
has potential antiparasitic activity, being present in many
antimicrobialdrugs,suchasmetronidazole, nitrofurazone,
furazolidone, oxamniquine and chloramphenicol. Also,
the introduction of the nitro group into a molecule can
modify the physicochemical and electronic properties of
the substance. Besides antimicrobial drugs, this group is
also found in other drug classes, such as antiulcer, anti-
inflamatory and anxiolytic. However, the use of the nitro
group in drug design has encountered restrictions, due
to the associated toxicity. This article is a review of the
toxicity of nitrofuran compounds, as well the possible
mechanisms involved and the strategy of latentiation by
molecular modification to decrease their toxicity.
Keywords: nitrofuran; toxicity; mechanism; prodrug
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