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RESUMO

SILVA, J. V. Estudo de sintese e estabilidades quimica e enzimatica de farmaco dirigido
dendrimérico potencialmente ativo em doenca de Chagas. 2018. 93p. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2018.

A doenca de Chagas representa um problema de salde pablica em muitos paises e regides. O
tratamento consiste em farmacos toxicos, com eficacia discutivel, principalmente, na fase
crbnica da doenca. Assim, faz-se necessario o planejamento de novos quimioterapicos, mais
seguros e eficazes. Os dendrimeros sdo novas arquiteturas moleculares formadas por um foco
central e ramificacdes partindo desse foco. Apresentam diversas aplica¢des bioldgicas como,
por exemplo, atuar como transportadores de farmacos. Face ao exposto, o objetivo deste
trabalho foi o estudo de condic@es para ligar o acido anacardico (AA) em derivado dendrimérico
com potencial a¢do na doenca de Chagas, o qual tem como foco central o &cido succinico (AS)
e ramificagdes compostas por arginina (Arg) e lisina (Lys). Sabe-se que a cruzaina, uma
cisteino-protease do T. cruzi, catalisa a hidrdlise de ligacdo peptidica entre lisina e arginina. A
sintese dos compostos em fase solida forneceu os derivados brutos: (1) pré-farmaco AA-K-R-
NH: e (2) G.05 AA-K(AS)-R-NH>, que foram purificados e caracterizados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia e espectrometria de massas. Os compostos purificados AA-K-R-
NH: e AA-K(AS)-R-NH: apresentaram rendimentos de 34% e 47%, com pureza de 88% e 98%,
respectivamente. Os resultados dos experimentos enzimaticos utilizando o AA-K-R-NH2 nao
foram conclusivos. Acredita-se que a baixa solubilidade e/ou baixa concentracdo podem ter
contribuido para tal. J& na estabilidade quimica em pH 7,4 (que simula pH sanguineo), pH 1,2
(que simula pH estomacal) e pH 8,5 (que simula pH intestinal), observou-se que 0 AA-K(AS)-
R-NH: foi estivel durante as 24 h de ensaio. Estes ultimos resultados s&o interessantes, pois
espera-se que o pré-farmaco dendrimérico alcance o T. cruzi estruturalmente integro, sofrendo

hidrolise e liberagcdo do composto ativo no interior do parasita.

Palavras-chave: doenca de Chagas, latenciacdo, pro-farmaco, dendrimero peptidico, acido
anacardico, estabilidade quimica e enzimatica.



ABSTRACT

SILVA, J. V. Synthesis, chemical and enzymatic stability studies of targeted dendrimer
potentially active in Chagas disease. 2018. 93p. Dissertation (Master degree) - Faculty of
Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Chagas disease is a public health problem in many countries and regions. The treatment consists
of toxic drugs, with debatable efficacy, mainly, in the chronic phase of the disease. Thus, it is
necessary to plan new chemotherapeutics, safer and more effective than those drugs.
Dendrimers are new molecular architectures composed by a central focus and branching from
that focus. They present several biological applications, such as acting as drug carriers.
Thereby, the goal of this work was the study of conditions to bind anacardic acid (AA) in a
dendrimeric derivative with potential action in Chagas disease, which was composed by a
central focus of succinic acid (AS) and branches of arginine (Arg) and lysine (Lys). Cruzain, a
T. cruzi cysteine protease, is known to catalyze the peptide-binding hydrolysis between lysine
and arginine. Synthesis of the solid phase compounds provided the crude derivatives: (1)
prodrug AA-KR-NH> and (2) G.05 AA-K(AS)-R-NH., which were purified and characterized
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and mass spectrometry. The purified
AA-K-R-NH: and AA-K(AS)-R-NH. compounds showed yields of 34% and 47%, with purity
of 88% and 98% respectively. The results of the enzymatic experiments using AA-K-R-NH>
were not conclusive. It is believed that the low solubility and/or low concentration may have
contributed for this. On the chemical stability at pH 7.4 (which simulates blood pH), pH 1.2
(which simulates stomach pH) and pH 8.5 (which simulates intestinal pH), it was observed that
AA-K(AS)R-NH2 was stable for 24 hours. These latter results are interesting because the
dendrimeric prodrug is expected to reach structurally integral T. cruzi, undergoing hydrolysis
and release of the active compound within the parasite.

Keywords: Chagas disease, latentiation, prodrug, peptide dendrimer, anacardic acid, chemical

and enzymatic stability.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1  DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas que foi descoberta pelo pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, € causada pelo parasita Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Trata-se de um
protozoario unicelular e parasita intracelular obrigatorio, com um unico flagelo e mitocondria.
Seu ciclo de vida inclui a passagem pelo hospedeiro vertebrado (mamifero) e hospedeiro
invertebrado (inseto triatomineo) (BRENER, 1973; COURA, 2002; CARDOSO, CUNHA,
BARTHOLOMEU, 2015, WHO, 2018). A infec¢do se inicia quando o vetor triatomineo,
durante o repasto sanguineo, deposita suas fezes e/ou urina na pele ou mucosa do hospedeiro
vertebrado, permitindo a entrada do parasita no organismo (Figura 1) (BRENER, 1973; BERN,
2015; WHO, 2018).

Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi no ser humano e no vetor triatomineo

Estagio
Vetor

Fonte: Bern (2015)
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Esta parasitose esta relacionada ao desenvolvimento econdmico e social de um pais,
ocorrendo, principalmente, em 21 areas endémicas da América Latina. No entanto, com a
migracao de individuos de areas endémicas para outras regides do mundo, a doenca passou de
seus limites tradicionais de distribui¢do, partindo para paises como Europa, Estados Unidos e
Australia (Figura 2) (BERN, 2015; WHO, 2018).

Figura 2 - Mapa global da distribuicdo da doenca de Chagas atualmente, representando lugares endémicos e ndo

endémicos

‘ Il Endémico v A2
: Nao endémico

Fonte: DNDi

Além da infeccdo pelo vetor, existem outras formas de infec¢do, por exemplo, por
transfusdo sanguinea, transplante de 6rgéos, através de alimentos contaminados com o parasita,
vertical (de mae para filho) e acidentes laboratoriais. No Brasil, a vigilancia epidemioldgica
tem detectado um alto nimero de casos na forma oral de transmissdo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015; WHO, 2018). No decorrer dos Gltimos anos, em diversos paises as transmissoes
vetoriais tém sido controladas, assim como as por transfusdes de sangue (WHO, 2018). Estima-
se que cerca 6 a 7 milhdes de individuos estdo infectados com o T. cruzi e que ocorram,
anualmente, cerca de 10 mil mortes (CUCUNUBA et al., 2016; WHO 2018). Acredita-se que
pelo menos um milhdo brasileiros estdo infectados, como pode ser observado na Figura 3, com
apenas cerca 0,5% recebendo o tratamento (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 2010;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017). O nimero de 6bitos foi de 53.930 no periodo de 1999 a
2007 (BARBOSA et al., 2015). Segundo boletim divulgado no ano de 2015 pela Secretaria de
Vigilancia em Salde, a regido Norte do Brasil foi responsavel por 75% do total de casos por

transmisséo oral no periodo de 2007 a 2013. Além disso, 50% apresentaram sintomas na mesma
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época da safra do acai, sendo o alimento, portanto, a provavel fonte de contaminacao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Figura 3 - Mapa global do nimero estimado de casos de infec¢do por T. cruzi

0000

Niamero estimado de casos de infecgao por T, cruzi
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@ 90000-899 999

. 2900000

Fonte: WHO (2015)

1.1.1 Quimioterapia

A busca por compostos ativos na doenca de Chagas iniciou no periodo de 1936 a 1960,
com a avaliacdo bioldgica de derivados de nitrofuranos, em especial a nitrofurazona. Estes
derivados, porém, mostraram-se tdxicos (DIAS et al., 2009; da CRUZ, 2013). Ap6s uma
década, surgiram dois compostos com melhorias em relacéo a eficacia e tolerancia, sendo ativos
na fase aguda da doenca: o nifurtimox (3-metil-4(5’-nitro-furfurilideneamino)-tetraidro-4H-
1,4-tiazina-1,1-dioxido), lampit® da Bayer, e o benznidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-1-
acetamida), rochagan® da Roche (Figura 4) (DIAS et al., 2009). O benznidazol deixou de ser
produzido pela Roche e tem sido produzido pelo Laboratdrio Farmacéutico do Estado de
Pernambuco Governador Miguel Arraes (LAFEPE) e o nifurtimox ndo € mais comercializado
no Brasil (PORTAL BRASIL, 2014).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas
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Fonte: Propria autoria (2018)

Por serem altamente reativos e ndo seletivos, metabolitos eletrofilicos resultantes do
nifurtimox e benznidazol podem atuar em diversos sistemas do organismo, causando toxicidade
caracteristica nos pacientes em tratamento (DIAS et al., 2009; da CRUZ, 2013). Existem,
portanto, limitacGes no uso desses farmacos, tais como efeitos adversos, inducgéo de resisténcia
ao parasita e longo periodo de tratamento (COURA, de CASTRO, 2002; da CRUZ, 2013).
Sonoléncia, nduseas, vémitos, colicas intestinais e perda de peso sdo os efeitos mais comumente
observados no tratamento com nifurtimox. Ja para o benznidazol, verificam-se | -
hipersensibilidade, edemas, febre, linfoadenopatia, dores musculares e articulares; 1l —
depressdo da medula 6ssea; e Il — polineuropatia periférica (CASTRO, MECA, BARTEL,
2006).

Apesar de todos esses anos entre a descoberta da doenca e até os dias atuais, existem
apenas esses dois farmacos disponiveis na terapéutica. I1sso, possivelmente, devido ao pouco
interesse da industria farmacéutica por se tratar de uma doenca extremamente negligenciada,

que atinge prevalentemente populagdes carentes (WHO, 2018).
1.2 PLANEJAMENTO DE NOVOS COMPOSTOS ANTICHAGASICOS
1.2.1 Alvos moleculares
Com o avanco tecnoldgico e cientifico, houve aumento no entendimento do perfil genético
e bioquimico do parasita. Assim, o sequenciamento do genoma do T. cruzi contribuiu para a

identificacdo de alvos promissores (DIAS, 2009). Alguns exemplos estdo descritos no Quadro
1.
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Quadro 1 - Alvos terapéuticos no planejamento de compostos antichagasicos

(continua)

Exemplos

Proteases

Enzimas responsaveis pela catalise da quebra
de ligagbes peptidicas. Possuem diversas
funcgdes no parasita, como as relacionadas com
a invasdo celular, escape do sistema imune do
outras. Proteases

hospedeiro, entre

amplamente estudadas sdo as cisteino-

proteases  (cruzaina), serino- proteases,
metaloproteinas e
(COURA, 2002; MCKERROW et al., 2009;

SANCHEZ-SANCHES et al., 2016).

treonino-proteases

Cruzaina com o ligante WRR-99, c6digo PDB
1EWL (BRINEN; GILLMOR;
FLETTERICK, a ser publicado).

Biossintese

de esterois

Esterdis sdo essenciais para as membranas
celulares, além de serem precursores na
biossintese de outros compostos. Sao,
também, fundamentais para o crescimento de
organismos unicelulares. O T. cruzi produz o
ergosterol. Algumas das enzimas mais
exploradas desta via sdo: esterol 14-alfa
dimetilase, lanosterol sintase, esqualeno
epoxidase e esqualeno sintase (COURA, 2002,
CRUZ, 2013; SANCHEZ-SANCHES et al.,

2016).

Lanosterol 14a-desmetilase com o ligante
LFS, cddigo PDB 4CKA (FRIGGERI et al.,
2014).

Via

glicolitica

O T. cruzi, em sua forma tripomastigota, ndo
possui o ciclo do acido tricarboxilico. Assim,
considera-se que dependa altamente da via
glicolitica para producdo de ATP. Exemplos
deste processo sdo as enzimas gliceraldeido-3-
(GAPDH), a
hexoquinase e a fosfofrutoquinase (URBINA,
CRESPO, 1984; SOUZA et al, 1998;
SANCHEZ-SANCHES et al., 2016). A via

glicolitica GAPDH tem sido explorada na

fosfato  desidrogenase

quimica medicinal, através de inibidores de
origem natural e sintética. Exemplos destes
inibidores sdo as cumarinas, flavonoides e
acidos anacérdicos (DIAS, 2009).

GAPDH com o ligante chapelina, cédigo PDB
1K3T (PAVAO et al., 2002).
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Quadro 2 - Alvos terapéuticos no planejamento de compostos antichagasicos

(continuacéo)

Para defesa contra estresse oxidativo, existe Tripanotiona redutase com o ligante
mecanismo que utiliza tidis antioxidantes | tripanotiona, codigo PDB 1BZL (BOND et
representados pela tripanotiona, al., 1999)
homotripanotiona, glutationa e ovotiol. Se
reduzidos os niveis de tidis antioxidantes, o
Grupo ti6is | parasita sera mais susceptivel ao estresse
oxidativo. As enzimas desta categoria mais
exploradas no planejamento de farmacos s&o:
tripanotiona redutase e tripanotiona sintetase
(COURA, 2002; SILVA et al, 2010;
SANCHEZ-SANCHES et al., 2016).

Visto isto, a escolha do alvo biolégico que desempenhe um papel essencial no
organismo invasor e ndo no hospedeiro € interessante, obtendo-se, desta forma, a seletividade
de acdo. A cruzaina, uma cisteino protease presente somente no T.cruzi, catalisa,
preferencialmente, a hidrolise de algumas ligagcBes peptidicas, tornando-a, portanto, um
importante alvo a ser explorado. A GAPDH, que desempenha um importante papel na via
glicolitica do parasita (PEREIRA et al., 2008), também pode ser considerada como promissora
no planejamento de farmacos. Sabendo da necessidade dessa Ultima enzima para a
sobrevivéncia do T. cruzi, é interessante utilizar compostos que a inibam, interferindo entéo,

em toda via energética do parasita.

1.2.2  Acido anacérdico (AA)

Em um estudo de Severino e colaboradores (2008) utilizando extrato da casca de
castanha de caju (Anacardium occidentale) brasileira, observou-se que a mistura de &cidos
anacardicos extraidos possuia atividade inibitéria para GAPDH. O AA ¢é um derivado do acido
salicilico, que possui cadeia lateral alquilica com 15 a&tomos de carbono, podendo ser saturada
ou conter de uma a trés insaturacfes (PEREIRA, 2007; PEREIRA et al., 2008).

Sabe-se que o AA saturado, com 15 carbonos na cadeia lateral (Figura 5) € o mais
potente dentre os AAs extraidos da casca da castanha de caju. Além disso, apresentam diversas
propriedades bioldgicas, por exemplo, atividades antissépticas, vermicidas e antioxidantes. Os
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achados mostram, ainda, o potencial antichagésico deste composto (PEREIRA, 2007;
PEREIRA et al., 2008; SEVERINO, 2008).

Figura 5 - Estrutura quimica do AA saturado, potente inibidor da enzima GAPDH do T. cruzi (ICsp 28 uM)
(PERERIRA et al., 2008).
OH O

OH

acido anacardico

Fonte: Propria autoria (2018)

1.2.3 Modificagdo molecular de farmacos

A modificagdo molecular de compostos ndo se restringe apenas a realizada em
laboratério. Desde o principio da vida no planeta, a natureza ja vem realizando esse processo
com extrema eficiéncia. Um exemplo classico € o dpio, latex extraido da papoula (Papaver
somniferum), que contém dois alcaloides a morfina e codeina (Figura 6), as quais tém pequenas
diferengas estruturais, por exemplo, a hidroxila fendlica metilada presente na codeina
(TISHLER, 1964; CHUNG et al., 2005; PARISE et al., 2010).

Figura 6 - Compostos naturais: modificacdo molecular de alcaloides encontrados no extrato da papoula.

~ X

HOY

>

Fonte: TISHLER (1964)

Com o intuito de melhorar problemas de um prototipo, tais como toxicidade e/ou
relacionados com a farmacocinética (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e eliminag&o), pode-
se utilizar, entdo, de estratégias de modificacdo molecular. Dentre estas, citam-se 0
biososterismo, a hibridacdo molecular e a latenciacdo (WERMUTH, 2008; CHUNG et al.,
2005, PARISE FILHO et al., 2010).
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1.2.3.1 Latenciacéo

A latenciacdo merece destaque como método de planejamento de novos farmacos. Nela
o farmaco é administrado na sua forma inativa de transporte ou menos ativa, o pro-farmaco, o
qual necessita ser ativado mediante reacdes quimicas ou enzimaticas no organismo, como
esquematizado na Figura 7 (CHUNG, FERREIRA, 1999; ETTMAYER et al., 2004; CHUNG
et al., 2005; NASA, 2014).

Figura 7 - Representacdo esquematica de farmacos e pro-farmacos frente a absorcéo celular. A)
Farmaco (representado por bolinhas coloridas), ndo consegue atravessar membrana celular por problemas
farmacocinéticos. B) Ocorre a adi¢do de um transportador ao farmaco, através de ligacdo labil (representado pela

caixa em vermelho, com a letra T). Posteriormente, ao atravessar a membrana, ocorre a liberagéo do farmaco

através de reacfes quimicas e/ou enziméticas no local, processo representado pela seta em vermelho.

Fonte: Propria autoria (2018)

Pro-farmacos, entdo, podem ser utilizados para melhorar propriedades farmacéuticas,
farmacocinéticas e, indiretamente, a farmacodinamica de um protétipo, pois quanto maior a
disponibilidade de farmaco no local de acdo, maior sera a interacdo com o receptor e,
consequentemente, a resposta biolégica (HARPER, 1959; NASA, 2014). Aproximadamente
10% dos farmacos disponiveis no mercado sdo classificados como prd-farmacos (ZAWILSKA,
WOICIESZAK, OLEJNICZAK, 2013; RAUTIO, KARKKAINEN, SLOAN, 2017). Segundo
Wermuth (1985), os pro-farmacos tém cinco classificacdes, as quais estdo descritas no Quadro

2 a sequir.
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Quadro 2 - Classificagdes de pré-farmacos e alguns exemplos

Exemplos
Possuem em sua estrutura quimica um transportador CL ‘n/\ 1o 8 m/\
_ comum, ou seja, que ndo possui atividade bioldgica e/ou oHon° 0on
Classicos - diriaid | e d .
irigi r m componen rganism
seja gido para algum componente do organismo
(CHUNG et al., 2005; PARISE FILHO et al., 2010) o o o . ) )
O pro-farmaco maleato de enalapril, éster de acido carboxilico (caixa pontilhada),
sofre hidrolise no organismo, convertendo-se em enalaprilato, forma ativa que inibe
a enzima conversora de angiotensina.
H
/| N;/I .
z - N © [ P q
Possuem em sua estrutura quimica um transportador com T M oH
i atividade bioldgica, levando a um sinergismo de a¢éo ou, o
Reciprocos acido ]
sulfapiridina aminosalicilico

até mesmo, acdo em outra regido do organismo (CHUNG et
al., 2005; PARISE FILHO et al., 2010)

sulfasalazina

O pro-farmaco sulfasalazina, que é utilizado no tratamento de colite ulcerosa, sofre

acdo das azo-redutases liberando sulfapiridina e 4cido aminosalissilico, ambas

farmacologicamente ativas.
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Quadro 2 — Classificagéo dos pro-farmacos e alguns exemplos

(continuacdo)

Bioprecursores

N&o possuem transportadores e, em geral, s&o
biotransformados em seus metabdlitos ativos pelo sistema
redox (CHUNG et al., 2005; PARISE FILHO et al., 2010;
DHANESHWA, JAIN, TEWARI, 2014; MISHRA et al.,

2016);

lovastatina

composto
ativo

Lovastatina é um bioprecursor que, ao ser ativado, inibe a enzima 3-hidroxi-3-

metilglutaril-coenzima-A redutase. A ativagdo ocorre pela biotransformacao através
da abertura da lactona.

Mistos

Possuem caracteristicas tanto de prd-farmacos classicos,
quanto as de bioprecursores. Em sua estrutura quimica,
possuem um transportador, mas, além de sua liberacdo
através de reagBes quimicas e/ou enzimaéticas, necessitam
sofrer biotransformacdes para que o metabdlito ativo seja
produzido (CHUNG et al., 2005; PARISE FILHO et al.,
2010; DHANESHWA, JAIN, TEWARI, 2014).

0=
N
A\ AZT-Q AZT-Q
/%
Sistema nervoso central
AZT-Q Barreira

A zidovudina (AZT) com o transportador 1,4-diidrotrigonelina (Q) é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica, ficando retida. Depois disso, 0 composto
sofre oxidagdo promovendo carga no nitrogénio do anel 1,4-diidrotrigonelina (Q™),
acumulando-se, entdo, no tecido cerebral. Em seguida, ocorre a quebra da ligacéo

labil, liberando o farmaco no local de acéo.
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Quadro 2 - Classificagdo dos pré-farmacos e alguns exemplos

(conclusdo)

Dirigidos

Possuem um grupo diretor, ou seja, o transportador
direciona o farmaco a um local especifico do organismo.
Esse grupo interage seletivamente com um alvo, ou possui
sensibilidade a mudangas de pH. Os alvos podem ser
enzimas, receptores, membranas e, at¢é mesmo,
compartimentos ou locais com diferengca de pH. A
seletividade é fator determinante nessa classe de pro-
farmacos. Ademais, é possivel diminuir a acdo inespecifica
do farmaco em outros locais no organismo,
consequentemente, aumentando a atividade e diminuindo os
efeitos adversos. As estruturas transportadoras podem ser
polimeros e substratos enzimaticos no geral, como
carboidratos e peptideos, antigenos e compostos quimicos
com seletividade por um dado alvo (CHUNG et al., 2005;
SUZUKI etal., 2007; PARISE et al., 2010; DHANESHWA,

JAIN, TEWARI, 2014).

inibidor de histona
desacetilase

acido félico

Sabe-se que tecidos tumorais expressam uma grande quantidade de receptores de
folato. Assim, utilizando-se um espacante, acoplou-se um inibidor de histona
desacetilase ao 4cido fdlico, substrato deste receptor, por meio de ligagdo labil
(ligacéo de dissulfeto) (SUZUKI et al., 2007). Conduzindo, entéo, o

direcionamento de ag&o.
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1.2.3.2 Dendrimeros como transportadores de farmacos

O termo dendrimero originou-se da palavra grega dendron = arvore, meros = parte
(KLAJNERT, BRYSZEWSKA, 2001), e significa novas arquiteturas moleculares, das quais
partem de um centro com subsequentes camadas de ligacdes (ZHONGWEI et al., 2010).
Apresentam excelentes propriedades, tais como boas caracteristicas de dispersdo, tamanho
nanoscopico, cavidade interna que pode alojar o composto ativo, além de possuir grupos
funcionais terminais, tornando-os Uteis como transportadores de farmacos em sistemas
bioldgicos (ZHONGWEI et al., 2010; SANTOS, FERREIRA, GIAROLLA, 2016).

Vogtle e colaboradores (1978) foram os primeiros a sintetizar estruturas em cascata. Os
primeiros dendrimeros foram obtidos por Tomalia e Newkome (1985), os chamados “starburst
dendrimers” ou dendrimeros estrelas (VOGTLE et al., 1978; NEWKOME et al., 1985;
TOMALIA, 1985; ZHONGWEI et al., 2010; ABBASI et al., 2014).

Os dendrimeros diferenciam-se de polimeros tradicionais por terem estruturas altamente
regulares e simétricas, ou entdo propositalmente assimétricas (CAMINADE, et al., 2012).
Podem ser divididos em trés por¢des: 1) o foco central, o qual deve possuir no minimo dois
grupos funcionais reativos para ligacdo com os dendrons (ramos); 2) os dendrons ou
ramificacdes, 0s quais se repetem pela extensdo do dendrimero, e 3) grupos de superficie,
onde estdo os sitios reativos (Figura 8) (SANTOS, FERREIRA, GIAROLLA, 2016).

Figura 8 - Representagdo esquemaética do dendrimero e suas camadas de repeti¢do (geracbes). Geragdo 1, 2 e 3,
denominadas de G1, G2 e G3.

\\
N /

/
G ~
N T~
/ e
= v ./’ \777_”*’**7$ Mondmeros

Fonte: Propria autoria (2018)

As caracteristicas estruturais dos dendrimeros levaram as suas varias aplicacGes na

biomedicina, como por exemplo, em biomateriais. Além disso, os dendrimeros vém sendo
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utilizados como transportadores de farmacos, por sua promissora capacidade de liberacao
especifica e controlada, aumento no tempo de meia-vida, da estabilidade, da solubilidade em
agua, diminuicdo da imugenicidade e da antigenicidade (ABBASI, 2014; MARKOWICZ-
PIASECKA, MIKICIUK-OLASIK, 2016). Dos dendrimeros estudados atualmente, destaca-se
0 de poli(amidoamina) PAMAM, que € considerado promissor para varias aplicacdes
bioldgicas, com nimero progressivo de publica¢bes na literatura (LABIENIEC-WATALA,
WATALA, 2015).

Os dendrimeros podem ser sintetizados por meio de dois métodos principais: 1)
convergente, onde o composto comeca a ser construido da periferia para o centro, e; 2)
divergente, onde a sintese parte do centro para a periferia (TOMALIA et al., 1985). Para serem
utilizados no desenvolvimento de novos farmacos é interessante que sejam atéxicos, ndo
imunogénicos e capazes de atravessar membranas biolégicas. Podem, também, orientar ao seu
local de destino os compostos que serdo transportados por eles, melhorando propriedades
indesejaveis de um prototipo (TOMALIA et al., 1985; SANTOS, FERREIRA, GIAROLLA,
2016).

1.2.3.3 Dendrimeros peptidicos

Os dendrimeros peptidicos sdo construidos com aminoacidos, naturais ou ndo, que, em
geral, levam a estruturas com massa de 2 kDa a 100 kDa. Possuem diversas aplicacdes,
especialmente em biotecnologia, da qual destaca-se o papel como transportadores de farmacos.
A boa estabilidade quimica e a similaridade que essas estruturas podem ter com
macromoléculas do organismo contribuem com este resultado (SANDLER, TAM, 2002;
NIEDERHAFNER, SEBESTIK, JEZEK, 2005; DARBRE, REYMOND, 2006; SANTOS et al.,
2017). Em uma busca na base de dados Web of Science com termo “peptide dendrimers”,
observa-se que o interesse pela comunidade cientifica por este assunto vem aumentando nos
ultimos anos, com 103 publica¢des em 2017, demonstrando a importancia deste tema (Figura
9).
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Figura 9 - Gréfico representativo do nimero de publicacGes cientificas com a palavra-chave "peptide

dendrimers".

—
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Fonte: Web of Science (2018)

J& a busca com a palavra-chave “peptide dendrimers drug delivery”, resultou no gréafico
da Figura 10, ressaltando a promissora acdo destes compostos como transportadores de
farmacos, com 51 publicacGes em 2017. Importante mencionar que estes graficos sao de carater
demonstrativo, e ndo analitico (estatistico), com a finalidade simplista de demonstracdo do
estado da arte de dendrimeros peptidicos nos Gltimos anos.

Figura 10 - Gréfico representativo do nimero de publicagdes cientificas com a palavra-chave "peptide

dendrimers drug delivery".

—
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Fonte: Web of Science (2018)

Por fim, os dendrimeros peptidicos podem ser classificados de acordo com os tipos de
ligacBes entre os aminoacidos em: a) covalentes e b) ndo covalentes. Podem, também, ser
sintetizados em solucdo ou em fase solida, assim como descrito para sintese de peptideos
(ZHONGWEI et al., 2010; SANTOS et al., 2017).



INTRODUCAO

1.2.4 Sintese em fase sélida

A sintese em fase sélida proposta por Merrifield em 1963 consiste na construcéo de uma
cadeia de peptideos através de um aminoacido inicial, o qual estara ancorado covalentemente a
uma resina atraves de ligacOes ésteres ou amidas. A resina € insolivel em todas as etapas
sintéticas, facilitando a lavagem e filtracdo, eliminando excesso de reagentes, bem como de
subprodutos gerados (MERRIFIELD, 1963; MACHADO et al., 2004; LOFREDO et al., 2009).

Essa estratégia sintética tem sido bastante utilizada na quimica combinatoria (sintese de
uma grande quantidade de compostos em curto periodo de tempo) devido sua capacidade de
remocao de subprodutos por meio de lavagens. Tornou-se, entdo, o método mais utilizado para
a obtencdo de peptideos e tem se difundido para obtencdo de outras classes de compostos.
Alguns aspectos, além dos acima citados, a tornam interessante, tais como a praticidade de
acoplamento e de remocéo dos grupos que protegem os grupos funcionais dos aminoacidos,
chamados de grupos protetores, e o rapido monitoramento de toda a etapa sintética. Em geral,
0 monitoramento se da pelo uso de um teste qualitativo muito sensivel, chamado teste de Kaiser,
ou também conhecido como teste de ninidrina (KAISER et al., 1970). Nele, através de reacdes
quimicas (Figura 11) que levam a coloracdo ao olho nu, é possivel observar a presenca ou
auséncia de aminas primarias durante toda etapa sintética. Trata-se, deste modo, um
instrumento muito Util na identificacdo, rapida e pratica, se houve ou ndo acoplamento
(MARQUARDT, LIMA, 2001; TARALP et al., 2002; LOFFREDO et al., 2009).



INTRODUCAO

Figura 11 - Esquema de série de reagdes entre a ninidrina e a amina primaria livre, que resultard em coloracéo

arroxeada.
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Fonte: Propria autoria (2018)

Em relacdo as resinas, que, no geral, possuem arcabouco de poliestireno, existem

diversos tipos, como apresentadas na Figura 12. Possuem ligantes de natureza quimica variada.

Figura 12 - Resinas para SOFS (Sintese Orgéanica em Fase Sélida). Esfera em cinza representa o arcabouco

polimérico da resina.
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Fonte: Propria autoria (2018)

Resumidamente, a sintese em fase sélida consiste em, 1) ligar a molécula inicial a resina,
obtendo-se um complexo resina-molécula; 2) desproteger a molécula que estd vinculada a
resina, deixando livre a porcdo que ird reagir na proxima etapa; 3) neutralizar o complexo; 4)
ligar novos derivados de aminoacido; 5) clivagem do produto final obtido; e, 6) purificacdo do
produto final (Figura 13) (MERRIFIELD, 1963).
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Figura 13 - Esquema geral de sintese em fase sdlida. A resina esta representada pela esfera com a letra R e 0s

aminoacidos com suas protecoes estdo representados pelas esferas brancas e pretas, respectivamente.

Fonte: Merrifield (1986)
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2 CONCLUSOES

Evidenciou-se que:

»= Pelo uso da sintese organica em fase sélida convencional e aparato apropriado,
obtiveram-se os intermediarios 0 Fmoc-Lys(Suc)-Arg-NH; e Fmoc-Lys-Arg-NH; que
precedem o dendrimero peptidico;

= O protocolo A-4 mostrou resultados interessantes, com formacdo de poucos
subprodutos e com bons rendimentos;

= O método P-1 de purificacdo dos intermediarios Fmoc-K-R-NHz e Fmoc-K(AS)-R-NH;
mostrou-se promissor, fornecendo excelentes graus de pureza (> 90%);.

= Apesar de ndo se avaliar por LC-MS os intermediarios IV e V, houve indicios da
formacdo do dendrimero peptidico de primeira geracdo. Faz-se necesséria, entretanto, a
exploracdo de outras rotas sintéticas para superar os problemas encontrados, como por
exemplo, os testes de Kaiser inconclusivos observados a partir da sintese do
intermediario I11-A;

= Elaborou-se um pedido de patente baseada em todas as possibilidades de rota sintética,
uma vez que, a mesma € promissora para obtencao de farmacos dirigidos dendriméricos
de primeira geragéo potencialmente ativos em doenca de Chagas.

= Os intermediarios com AA, 0 AA-K-R-NH: e 0 AA-K(AS)-R-NHa, foram obtidos, mas
com certa dificuldade de sintese. O impedimento estérico devido a grande cadeia
alquilica do AA pode ter contribuido para este resultado;

= No geral, o método de purificacdo mostrou-se eficiente. Porém, em algumas situacoes,
por exemplo na purificagdo do AA-K-R-NHj>, foi necessério repetir o procedimento;

= Como trabalhou-se com quantidade limitada de matéria prima (AA), ndo foi possivel
continuar as proximas etapas sintéticas, assim como realizar novos ensaios de liberacao
com o intermediario AA-K-R-NH;;

= No ensaio de estabilidade enzimatica, observou-se que a solubilidade pode ter sido o
responsavel pelo resultado inconclusivo, assim como a baixa concentragdo do material
de partida. E como mencionando acima, ndo se repetiu este experimento devido a
escassez de matéria prima. A limitacdo do figado de rato também deve ser considerada;

= Para o ensaio de estabilidade quimica em pH 7,4, 1,2 e 8,5, observou-se que 0 AA-

K(AS)-R-NH> manteve-se estavel em todo o periodo de ensaio, indicando,
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possivelmente, que ndo aconteceria hidrdlise quimica do composto durante o transito
do trato gastrointestinal,

= Assimulagfes computacionais demonstraram que os derivados ionizados, em cada pH
estudado, apresentaram uma cauda apolar e uma cabeca polar préximas, o que pode ter
contribuido com a estabilidade quimica experimental observada. Este resultado é
interessante, pois deseja-se que 0 composto ativo seja liberado apenas no T. cruzi, para

acdo na cruzaina.
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3 PERSPECTIVAS

O carater promissor da sintese do transportador dendrimérico peptidico ficou evidente.
O pro-farmaco dendrimérico puro, 0 AA-K(AS)-R-NH2, foi enviado para atividade bioldgica
in vitro frente ao T. cruzi. Nesta etapa, temos a colaboracdo da Dra. Carolina Borsoi, do
Laboratorio Phenotypic Screening Platform, ICB-USP. Adicionalmente, apos o periodo de
graca da patente em elaboracdo, pretende-se redigir os artigos relacionados.

Analisa-se, também, a possibilidade de se acoplar outros compostos ativos ou farmacos
potencialmente antichagésicos neste dendrimero. Ademais, estudos detalhados de estabilidade
quimica e enzimatica serdo necessarios. Aqui, pretende-se determinar, cuidadosamente, cada

ligacdo labil do dendrimero que pode estar sendo clivada.
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