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Se te mostrares fraco no dia da angustia, a tua for¢a sera pequena.
Provérbios 24: 10

Da forca ao cansado, e multiplica as forcas ao que ndo tem nenhum vigor.
Os jovens se cansarado e se fatigardo, e os mogos certamente cairao;
Mas os que esperam no SENHOR renovarao as forgas, subirdo com asas como
aguias; correrdo, e ndo se cansarao, caminhardo, e nao se fatigarao.

Isaias 40: 29-31



RESUMO

DE ANDRADE, P. Planejamento, sintese e avaliacao da atividade biologica de
potenciais inibidores da enzima trans-sialidase de Trypanosoma cruzi. 2012. 183 f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade
de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2012.

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma das
doencgas tropicais mais devastadoras e é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. O
parasita expressa uma enzima de superficie, Trypanosoma cruzi trans-sialidase (TcTS),
responsavel pela transferéncia de acidos sidlicos de células do hospedeiro para moléculas
de B-galactose terminais presentes em glicoproteinas de sua superficie. As moléculas de
glicoproteina sialiladas estdo envolvidas na adesao e subsequente penetracao do parasita
em células hospedeiras. Logo, TcTS desempenha papel fundamental no reconhecimento e
na invasao de células do hospedeiro. Além disso, a auséncia de trans-sialidase em seres
humanos faz de TcTS um alvo potencial a ser explorado, no entanto nenhum inibidor desta
enzima (em concentragdo nanomolar) € conhecido até o momento. Considerando a
importancia da unidade de galactose e da funcao carboxila do acido sialico para interagoes
no sitio activo de TcTS, focamos na sintese de derivados de galactose com acido succinico
em diferentes posi¢cdes do anel de agucar e sua avaliagdo biolégica em TcTS. Além disso,
foi proposta uma busca por novos inibidores de TcTS através de técnicas de modelagem
molecular, como triagem virtual baseada no sitio ativo da enzima. p-D-galactose e B-D-
galactopiranosideo de metila, disponiveis comercialmente, foram tratados com reagentes
adequados para fornecer alguns intermediarios com apenas uma hidroxila livre em poucas
etapas. O tratamento destes compostos com anidrido succinico em piridina levou a
formacao dos respectivos derivados com &acido succinico em todas as posigées do anel
galactosidico. Apds etapa de desprotegao foi obtido apenas o derivado com acido succinico
na posicao 4 (85), que foi testado em TcTS por ensaio fluorimétrico in vitro para avaliagao
de sua atividade inibitria. Adicionalmente, 85 foi testado em ensaios in vitro para avaliagao
de sua atividade tripanocida e citotéxica. De acordo com os ensaios biolégicos, o composto
85 apresentou atividade inibitéria promissora (56%) na concentracdo de 1,0 mM. Esse
resultado preliminar foi importante para mostrar que esse tipo de derivado pode atuar como
inibidor de TcTS e para orientar a sintese de novos derivados de galactose. O valor da
atividade tripanocida foi inferior a 40% (0,5 mM) e nao foi observada citotoxicidade na
concentracdo de 0,5 mM. Os estudos de triagem virtual realizados neste trabalho através de
simulagbes de “docking” resultaram na selegdo das 50 melhores moléculas, baseada na
orientacdo de maior pontuacao, dentre 50.000 encontradas na base de dados diverset. O
préximo passo envolve novos estudos para filtrar as moléculas mais promissoras para
serem testadas em TcTS.

Palavras-chave: 1. Doenga de Chagas 2. Trypanosoma cruzi 3. trans-Sialidase 3. Sintese de
carboidratos 5. Modelagem molecular
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ABSTRACT

DE ANDRADE, P. Design, synthesis and biological activity evaluation of potential
inhibitors of the Trypanosoma cruzi trans-sialidase enzyme. 2012. 183 f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Chagas’ disease, also known as American trypanosomiasis, is one of the most
devastating tropical diseases and it is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. The
parasite expresses a cell surface enzyme, Trypanosoma cruzi trans-sialidase (TcTS),
responsible for the transference of sialic acids from host cells to terminal B-galactose
molecules present on its glycoprotein surface. The sialylated glycoprotein molecules are
involved in the attachment and subsequent penetration of the parasite into host cells. As a
result, TcTS plays a key role in the recognition and invasion of host cells. Moreover, the lack
of trans-sialidase in humans makes TcTS a potential drug target to be explored, however no
strong inhibitors (at nanomolar range) of this enzyme are known to date. Considering the
importance of galactose unit and the carboxyl function in sialic acid for interactions in the
active site of TcTS, we have focused on the synthesis of galactose derivatives containing
succinic acid in different positions of the sugar ring and on their biological evaluation against
TcTS. In addition, we have proposed the search for new TcTS inhibitors applying molecular
modeling techniques, like virtual screening based on the enzyme’s active site. Commercially
available a,B-D-galactose and methyl-B-D-galactopyranoside were treated with suitable
reagents to afford some intermediates with just one free hydroxyl group in few steps.
Treatment of these compounds with succinic anhydride in pyridine afforded derivatives
thereof with succinic acid in all galactosidic ring positions. After deprotection step it was only
obtained the derivative containing succinic acid at position 4 (85), which was tested in in vitro
TcTS fluorimetric assay for evaluation of its inhibitory activity. In Addition, 85 was tested in in
vitro assays for assessment of their trypanocidal activity and cytotoxic. According to the
biological assays, compound 85 showed promising inhibitory activity (56%) at 1.0 mM
concentration. This preliminary result was important both to show that this type of derivative
can act as an inhibitor of TcTS and to guide the synthesis of new derivatives of galactose.
The trypanocidal activity value was lower than 40% (0.5 mM) and there was no cytotoxicity at
0.5 mM concentration. The virtual screening studies performed in this work through docking
simulations resulted in the selection of the 50 top-ranked molecules, based in the highest
score orientation, among 50.000 found at diverset data base. The next step involves new
studies to filter the most promising molecules to be tested against TcTS.

Keywords: 1. Chagas’ disease 2. Trypanosoma cruzi 3. trans-Sialidase 4. Carbohydrate
synthesis 5. Molecular modeling
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

1.1.1 Aspectos gerais da doenca de Chagas e do parasita Trypanosoma cruzi

Em abril de 1909, Carlos Chagas (1878-1934) comunicou ao mundo cientifico a
descoberta de uma nova doenca, caracterizada como uma expressiva endemia rural em
varios paises latino-americanos (FIOCRUZ, 2009; AMATO NETO; PASTERNAK, 2009).
Apo6s 100 anos desde sua descoberta, a doengca de Chagas ainda representa um grande
desafio a saude publica na América Latina e durante décadas sua localizagdo em areas
restritas e pobres ajudou a torna-la negligenciada e nao atrativa para o desenvolvimento de
farmacos (RASSI et al., 2009; THE LANCET, 2009).

As doengas parasitarias tém sido obstaculo para o desenvolvimento social e
econbmico dos paises mais pobres, e sao frequentemente chamadas de doencas
negligenciadas, uma vez que afetam populacdes pobres e marginalizadas e para as quais
nao existe tratamento satisfatério (DIAS et al., 2009; VIK, 2009). A necessidade de novas
alternativas terapéuticas é evidente, mas os investimentos em pesquisa e desenvolvimento
de companhias farmacéuticas e de centros de pesquisas internacionais na busca de
farmacos sao insuficientes, por isso a doenga de Chagas € uma das principais doencas
negligenciadas do mundo (DIAS et al., 2009; KRAUS, 2009).

A doenca de Chagas é considerada a terceira doenca parasitaria tropical de maior
incidéncia no mundo, s6é superada pela malaria e esquistossomose, e seu agente causador
é o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (SANCHEZ-MORENO et al., 2011).
Sua transmissdao em seres humanos e em outros mamiferos ocorre, principalmente, através
das fezes contaminadas do inseto vetor Triatoma infestans, conhecido popularmente como
“barbeiro” (REMME et al., 2006). Gracas a medidas de controle sanitarias, a transmissao via

Triatoma infestans foi interrompida no Brasil em 2006 (MONCAYO; SILVEIRA, 2009).
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Atualmente, existem cerca de 10-12 milhdes de pessoas infectadas, com 15.000
mortes anuais, e cerca de 30 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de adquiri-la,
principalmente no continente sul-americano (OMS, 2010; CLAYTON, 2010). No entanto,
devido ao recente fluxo de imigrantes provenientes de paises endémicos, a doenga tem se
tornado problema de satde na América do Norte e em muitas partes da Europa, Asia e
Oceania, onde foi identificado nimero crescente de individuos infectados. Como resultado,
tem sido reconhecido o potencial de transmissdo da doenca por transfusdo de sangue,
transplante de érgaos e via congénita nos paises ndo endémicos e tem havido preocupacao
global em identificar e prestar assisténcia as pessoas ja infectadas (RASSI et al., 2009).

A doenga de Chagas é caracterizada pelas fases aguda e cronica. A fase aguda
pode passar despercebida como também pode se iniciar com febre, edemas localizados e
generalizados, miocardite aguda etc. Ja a fase crbnica é caracterizada pela destruicao de
tecidos musculares e nervosos, causando danos irreversiveis a diversos 6rgaos (coracao,
eso6fago, colon etc) (MONCAYO, 1999; DO CAMPO, 2001).

O ciclo de vida do T. cruzi é do tipo heteroxénico (Figura 1), no qual o parasita passa
por uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e outros
mamiferos) e extracelular no inseto vetor (triatomineos). O parasita tem um ciclo de vida
complexo tanto no inseto como no hospedeiro mamifero, podendo ser encontrado nas
formas amastigota, epimastigota, tripomastigota e tripomastigota metaciclica (NEVES et al,,

1995).
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http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/DoencadeChagas.php

Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi, mostrando sua passagem pelo hospedeiro
vertebrado (formas amastigota e tripomastigota) e inseto vetor
(formas epimastigota e tripomastigota metaciclica).

A forma tripomastigota metaciclica (A), proveniente do inseto vetor, flagelada e
altamente infecciosa, circula na corrente sanguinea e invade diversas células para escapar
de mecanismos de defesa do hospedeiro. Apds invaséo, o parasita se diferencia na forma
amastigota (B), aflagelada, que se prolifera por fissdo binaria e, eventualmente, se
rediferencia na forma tripomastigota (C), destruindo as células e alcancando novamente a
corrente circulatéria. As formas tripomastigotas podem invadir outros tecidos ou podem ser
ingeridas por um vetor. Neste Ultimo caso, sdo convertidas na forma epimastigota (D) ndo
infecciosa, completando o ciclo de vida entre o parasita e o vetor (BRENER et al., 1973;

BURLEIGH; ANDREWS, 1995).

1.1.2 Tratamento da doenca de Chagas

Desde a descoberta da doenca até os dias atuais, foram realizadas inimeras

tentativas de tratamento sem obter quimioterapia eficaz (MUELAS-SERRANO et al., 2002).
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O tratamento atual tem sido realizado com o uso do farmaco nitro-heterociclico benznidazol
(Rochagan®). O farmaco nifurtimox (Lampit®), também utilizado no tratamento por muito
tempo, teve sua produgcao descontinuada (Figura 2) (MUELAS et al., 2002; URBINA et al,,

2003).

O D

OZN\@A\N N ©A

NIFURTIMOX BENZNIDAZOL

Figura 2 - Estrutura quimica dos farmacos Nifurtimox e Benznidazol.

Ambos os farmacos sao usados na fase aguda da doenca, mas suas eficacias variam
de acordo com a area geografica, provavelmente como consequéncia de variacao de cepas
do parasita. Ambos apresentam baixa eficacia e graves efeitos colaterais, sendo capazes de
curar 60% das infecgbes recentes, o que pode ser observado pelo desaparecimento de
sintomas e diminuicdo da parasitemia (DIAS; SCHOFIELD, 1999). O mecanismo de acao
desses compostos esta relacionado com a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(anions radicalares), envolvidas no dano de componentes criticos celulares do parasita, a
partir da redugao do grupo nitroarilico (WILLIANS; LEMKE, 2002).

Algumas terapias alternativas a esses dois farmacos também tém sido testadas. O
alopurinol foi utilizado para tratar fase aguda e crénica de tripanossomiases americanas, em
regimes que variam consideravelmente em duragao e dose, sendo a eficacia variavel. Leon
e colaboradores investigaram o resultado do efeito do tratamento com captopril na infeccéo
com T. cruzi em ratos e concluiram que a administracdo de captopril reduziu de forma
significativa necrose cardiaca bem como fibrose. Posteriormente, Braga e colaboradores,
estudando os aspectos clinicos e terapéuticos da insuficiéncia cardiaca em decorréncia da
doenca de Chagas, descobriram que a dose de alguns medicamentos utilizados para tratar
insuficiéncia cardiaca era similar para pacientes com cardiomiopatia chagasica crénica

(TEMPONE et al., 2007).
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Recentemente, os inibidores da biossintese de ergosterol tais como cetoconazol,
itraconazol e terbinafina, que sdo importantes no tratamento de doencas fungicas, ndao foram
suficientemente potentes para eliminar T.cruzi a partir de animais cronicamente infectados
ou humanos. No entanto, na Gltima década, novos derivados triazélicos, tais como os
inibidores de esterdis C14-a-demetilase (CYP51): posaconazol (SCH 56592, Schering-Plough
Research Institute), TAK-187 (Takeda Chemical Company), e DO0870 (Zeneca
Farmacéutica), foram capazes de induzir cura parasitolégica da doenca de Chagas em
modelos, tanto na fase aguda como crbnica, sem efeitos colaterais toxicos para o0s
hospedeiros (GRAEBIN et al., 2009). E importante ressaltar que alguns desses compostos ja
estdo em fase clinica, tais como TAK-187 (fase | completa) e posaconazol (fase Il iniciada).
Outros dois candidatos em avaliagao clinica € o derivado azélico E12-24 (Eisai, Japao) (fase
| completa) e o derivado vinil sulfona K-777 (Sandler Center for Drug Discovery, USA) (fase |
em preparagao), capaz de inibir a enzima cruzipaina de T. cruzi (CLAYTON, 2010).

A utilizacdo de agente profilatico também é uma solugdo desejavel, devido a alta
incidéncia de sangue contaminado em bancos de sangue (5 a 20%), sendo este mecanismo
considerado como o segundo mais importante meio de transmissdao em areas endémicas
(COURA; De CASTRO, 2002). A Unica substancia usada como agente quimioprofilatico é a
violeta de genciana (cloreto de N-[4-bis-[[4-(dimetilamino)-fenilimetileno]-2,5-ciclo-hexadien-
1-ilideno]N-metilaménio) (Figura 3). Entretanto, seu uso é limitado devido aos efeitos
colaterais e a coloragao purpura transferida a pele e as mucosas dos pacientes que recebem

transfusdo de sangue (WENDEL; GONZAGA, 1993).

P

Figura 3 - Violeta de genciana: agente quimioprofilatico.
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1.1.3 Alvos terapéuticos

Os fatores atuais mais importantes na descoberta de novos farmacos envolvem o
isolamento, identificagdo, e caracterizagdo de novos compostos bem como de suas
propriedades moleculares e cinéticas. A validagdo de um novo alvo por método quimico ou
genético tem conduzido, frequentemente, ao estudo da otimizacdo das propriedades
farmacolégicas e toxicolégicas de possiveis inibidores para o tratamento da doenca de
Chagas (GUHL; LAZDINS-HELDS, 2007).

A descoberta de novos alvos depende, em grande parte, da interpretacdo de
informagdes contidas no genoma do T. cruzi. O sequenciamento e entendimento do genoma
do parasita devem conduzir ao conhecimento aprofundado da relagao estrutura-fungdo de
proteinas e exploracdo dos mecanismos de resisténcia a farmacos, diversidade antigénica,
interagao parasita-hospedeiro e patologia da doenga (COURA; De CASTRO, 2002).

O sequenciamento concluido recentemente mostra que mais da metade do genoma
do Trypanosoma cruzi (cepa CL Brener) é constituido por sequéncias repetidas. Estas
sequéncias incluem genes para uma grande familia de moléculas de superficie, incluindo
trans-sialidases, proteases gp 63 e proteinas de superficie associadas a mucina (MASPs).
Na superficie celular das formas tripomastigotas de T. cruzi sdo expressos varios grupos de
proteinas, sendo que as moléculas de mucina e a enzima trans-sialidase (TS) fazem parte
do grupo melhor caracterizado; as 223 unidades proteicas detectadas no genoma da TS séo
compostas de 15 genes capazes de codificar a enzima ativa (EL-SAYED, 2005).

Varios critérios devem ser considerados na selecao de inibidores potenciais. O alvo a
ser explorado deve ser encontrado unicamente no parasita e, portanto, ausente na célula do
hospedeiro; deve ser também essencial para o desenvolvimento do parasita em um dos
estagios de seu ciclo replicativo. O uso de enzimas e metabdlitos como alvos terapéuticos
permite melhor investigacdo em termos mecanisticos e estruturais, além de contribuir

significativamente para o planejamento racional de farmacos (FAIRLAMB, 1999).
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Os alvos identificados que tém sido explorados para o planejamento racional de

farmacos antichagasicos envolvem a inibicdo seletiva de enzimas fundamentais no

desenvolvimento do parasita, entre elas vale mencionar:

Tripanotiona redutase (KRAUTH-SIEGEL; COOMBS, 1999), relacionada ao
estresse oxidativo.

trans-Sialidase (PREVIATO et al., 1995; HARRISON et al., 2001), envolvida na
glicosilagdo de mucinas de ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) para
reconhecimento e adeséo do parasita na célula do hospedeiro.

C.sD**®-esterol metiltransferase (STTOPANI, 1999), essencial na biossintese de
ergosterol.

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (PAVAO et al., 2002), presente na via
glicolitica.

Cisteina proteases (Cruzipaina) (RAMOS et al.,, 2002; STEVERDING; TYLER,
2005), relacionadas a atividade proteolitica e penetracao do parasita na célula do
hospedeiro.

Diidrofolato redutase (ZUCCOTTO et al., 1999), responsavel pela geracdo de
cofator na sintese “de novo” de timidina.

Prolil endopeptidase (VENDEVILLE et al., 1999), envolvida na clivagem de
pequenos peptideos biologicamente ativos.

Hipoxantina-fosforibosiltransferase (STTOPANI, 1999), essencial na sintese de
nucleotideos purinicos.

DNA topoisomerases | e Il (MUELAS-SERRANO et al, 2002; STEVERDING;
TYLER, 2005), enzimas essenciais que catalisam alteragdes topolégicas na molécula
de DNA. Elas desempenham um papel fundamental no metabolismo do DNA,

incluindo replicacéo, transcricdo, recombinacédo e condensacao.
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e Farnesilpirofosfato sintase (MUELAS-SERRANO et al.,, 2002), envolvida na
biossintese de uma variedade de esteroides e poliisoprenoides a partir de

farnesilpirofosfato.

1.2 trans-Sialidase

1.2.1 Invasao celular

O parasita intracelular T. cruzi desenvolve uma enzima regulatoria de superficie,
denominada trans-sialidase, envolvida nas interagdes entre célula do hospedeiro e parasita;
etapa inicial no processo de infeccao (PREVIATO et al.,, 1995). T. cruzi é incapaz de
sintetizar acido sialico, presente em glicoconjugados das células do hospedeiro, e através
dessa enzima o parasita torna-se capaz de transferi-lo e incorpora-lo a moléculas de mucina,
que estdo ligadas a membrana parasitaria através de ancora GPI (COREY et al., 2002;
PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000).

As glicoproteinas de mucina das formas tripomastigotas infectantes de T. cruzi
possuem unidades terminais de a-galactose e (-galactose que funcionam como epitopos;
sendo reconhecidos por anticorpos liticos anti-a-galactose (anti-a-gal). Dessa forma, a
sialilacdo das moléculas de mucina pela acdo da enzima trans-sialidase protege o parasita
contra os mecanismos de defesa do hospedeiro, tornando-o resistente a agdao de anticorpos
liticos anti-a-gal e contribui, assim, para o tropismo tecidual exibido pelo parasita (PEREIRA-

CHIOCCOLA et al., 2000).

1.2.2 Acido sialico e mucinas

Dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de membrana destacam-se os

acidos sialicos, uma familia de carboidratos complexos de nove carbonos que ocorrem na

natureza em cerca de 50 tipos (ANGATA et al., 2002). O &cido sialico mais abundante
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existente em eucariontes € o acido N-acetilneuraminico (Neu-5-Ac), que foi isolado pela

primeira vez por Gottschalk e colaboradores (Figura 4) (DE NINNO, 1991).

4

Wﬁf‘

L

Figura 4 - Estruturas unidimensional e tridimensional do acido N-acetilneuraminico.

As dlicoproteinas de mucina s&o moléculas polianidnicas altamente glicosiladas,
contendo cerca de 60% de carboidratos, e constituem uma barreira protetora na superficie
parasitaria (ACOSTA-SERRANO et al., 2001).

As glicoproteinas de mucina sdo moléculas multigalactosiladas, cujas unidades de
galactose encontram-se ligadas, através de unidades de a-N-acetil-glicosamina (aGlcNAc),
a cadeia peptidica com sequéncia rica em aminoacidos de Thr e Pro, como Thr-Thr-Thr-Thr-
Thr-Thr-Thr-Thr-Ly-Pro-Pro (ThrgLysPro,) (Figuras 5 e 6). As moléculas de mucina
sialiladas, insensiveis a acao de proteases presentes na membrana plasmatica de T. cruzi
estdo envolvidas no processo de aderéncia e subsequente penetracdo do parasita nas

células do hospedeiro (AGRELLOS et al., 2003; PREVIATO et al., 1995).
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Figura 5 - Representacéo dos glicopeptideos de mucina, contendo unidades
multigalactosiladas ligadas a unidade repetitiva ThrgLysPro..

Oligossacarideos O-ligados Mucina
.01‘ 25
Gal o
................ i,
................. i"!og? .,
—SerThr T UN __ Protecéo parasitaria e
............. b W“\r adeséo celular

Acido sidlicode | 7 v{qn,

glicoconjugados
do hospedeiro

Figura 6 - Modelo estrutural de moléculas de mucina de T. cruzi.

As moléculas de mucina de T. cruzi assemelham-se as de mamiferos, embora as
unidades oligossacaridicas estejam ligadas a cadeia peptidica pela unidade de a-N-acetil-
glicosamina (GIcNAc) e ndo N-acetil-galactosamina (GalNAc), como ocorre nos vertebrados

(DI NOIA et al., 1996).
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1.2.3 Atividade enzimatica

A enzima trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS) pertence a familia de
glicoproteinas de superficie do parasita e constitui um dos poucos exemplos naturais de
glicosiltransferases superficiais encontradas em eucariontes. A enzima nao pode utilizar
acido sidlico livre, apenas transfere-o do hospedeiro para o parasita no sentido de controlar
o nivel de infeccao (FRASCH et al., 1998).

trans-Sialidase tem duas atividades: uma hidrolase e outra transferase. Esta enzima
€ especifica em catalisar, preferencialmente, a transferéncia de acido sialico para moléculas
de mucina, originando ligagdes a-2,3 com unidades de B-galactose aceptoras na superficie
do parasita (RIBEIRAO et al., 1997).

Apesar de ser primariamente classificada como transferase, promovendo reagdes
reversiveis, trans-sialidase possui também acao residual hidrolitica (BUSCHIAZZO et al.,
2002). Portanto, TcTS € uma sialiltransferase in vivo e in vitro na presenga de substratos
adequados de aceptores de acucar, como [-galactose terminal de glicoconjugados

(Esquema 1) (PARODI et al., 1992).

Acido sialico B-galactose

OH

. 0 o) Hospedeiro
TS
HO- § ;//SOH/ Parasita /transferase \rlidrolase

OH
HO OH cooPH OHO HO COOH
AcHNE O 0] Parasita + Acﬂg Q OH
HO ho OH OH,OH HO
é;O
HO Hospedeiro

OH

Esquema 1 - Reagéo de transferéncia e hidrélise de acido sidlico pela trans-sialidase.
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1.2.4 Estrutura 3D de trans-Sialidase e mecanismo de acao

A clonagem do gene de trans-sialidase foi realizada por Schenkman e colaboradores
(EGIMA et al., 1996). A enzima possui dois dominios distintos: um dominio catalitico-
propulsor N-terminal (residuos 1-371) estritamente associado, através de uma longa a hélice
(residuos 372-394), ao dominio C-terminal de lectina (residuos 395-632) (BUSCHIAZZO et
al., 2002). A estrutura de trans-sialidase de T. cruzi foi determinada a uma resolugéo de 1.6
A e sua estrutura cristalografica esta disponivel no PDB (“Protein Data Bank”) (AMAYA et
al., 2003).

Através do PDB, é possivel ter acesso a varios complexos cristalograficos existentes
entre a enzima TcTS e diferentes inibidores. A Figura 7 mostra a estrutura unidimensional e
tridimensional do inibidor DANA (acido 2-desdéxi-2,3-dehidro-N-acetil neuraminico), analogo
de acido sidlico, e o complexo cristalografico (codigo PDB: 1MS8), deste inibidor com a

enzima TcTS.

Dominio catalitico

Dominio de lectina

ﬁ,

Fm
—

Figura 7 - Estruturas unidimensional e tridimensional do inibidor DANA e o complexo
cristalografico TcTS — DANA.

A arquitetura molecular do sitio ativo de TcTS possui varias caracteristicas comuns a
outras sialidases microbianas: uma triade de aminoacidos Arg (Arg35, Arg245 e Arg314)

que se liga ao grupo carboxilato presente em todos os derivados de acido sialico, um acido
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glutamico (Glu357) que estabiliza Arg35, um residuo de acido aspartico (Asp59), essencial
para a atividade catalitica, e dois residuos (Tyr342 e Glu230) na porcao inferior do sitio
ativo, 0s quais estdo adequadamente posicionados para estabilizar os estados de transicéo

reacionais (Figura 8).

Asp 59

Figura 8 - Principais interacdes entre TcTS e DANA obtidas do PDB.

As principais fungdes dos residuos de aminoacidos do sitio catalitico de TcTS,

fundamentais para o processo de trans-glicosilagéo estdo resumidas na tabela 1.
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Tabela 1 - Principais aminoacidos do sitio catalitico de TcTS e suas fungdes.

Principais
aminoacidos
presentes no sitio
catalitico de TcTS

Funcodes dos residuos de aminoacidos do sitio catalitico
de TcTS no processo de trans-glicosilacao

Triade de Arg: Arg35,

Arg245 e Arg314

Glu357

Asp59

Tyr342 e Glu230

Val95, Leul76 e
Trp120

Tyr119 e Tyr248

Pro283

Asp96

Ligam-se ao grupo carboxilato de acido siélico.

Estabiliza o residuo de Arg35.

E essencial para a catalise: realiza ligagdo de hidrogénio com
4-OH de é&cido sialico e 3-OH de galactose.

Localizados na regido inferior do sitio catalitico, estabilizam o
estado de transicdo da reacdo de trans-glicosilagéo.

Presentes na cavidade hidrofébica, acomodam o grupo N-

acetil.

Estes residuos, juntamente com os residuos Trp120, Val203 e
Trp312, definem o ambiente hidrofébico que contribui para a
exclusdo de agua do centro reacional, favorecendo a trans-
glicosilagéo. Tyr119 também realiza ligagdo de hidrogénio com
o residuo de glicerol do ligante.

Importante na trans-glicosilacdo em experimentos prévios de

mutagénese.

Sua orientagcdo no sitio catalitico afeta a posicéo precisa de
acido sialico, pois interage com a porgéo glicerol.

A enzima TcTS catalisa a reacao de trans-glicosilacdo por meio de um mecanismo
conhecido como duplo-deslocamento (“ping pong”), tendo em vista que a ligagao de lactose
(substrato aceptor contendo galactose) ao sitio ativo enzimatico ocorre somente apés a

entrada da molécula de &cido sialico (substrato doador) (Esquema 2). Apés ligacao do
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substrato doador de acido siélico, o grupo hidroxilico de Tyr342, com assisténcia de Glu230
atuando como base, realiza ataque nucleofilico ao C-2 do acido (A), com deslocamento do
grupo abandonador protonado e formagdo do intermediario TcTS-sialosideo (B).
Posteriormente, o grupo hidroxila 3-OH da molécula aceptora de lactose, na presenca do
residuo Asp59 como base, realiza um segundo ataque nucleofilico ao C-2 do acido (C),

resultando em retencdo de configuragdo da molécula de acido sialico (D) (NERES et al.,

2008).

Tyr342 Glu230 Glu230

\©\ Tyr342 HO o}

- OH\©\
C02 HO (0]
AcHN O_Gal B-Rdoador AcHN; o CO2
HO HO
H H
o \ﬂ/ Asp59 o )
Gal-B-Rgoador 0 Asp59

) 0 ® A

OH lo)

Tyr342 Glu230
\©\ /1% Glu230
o-H © 0 Tyr342 \©\
Ho_ " 02 )

> O0—Gal-B-R -
HN O aceptor \
s ACHN 00 —
HO HO i OH O _ Asp59
H
® (I)\n/ Asp59 © Gal-B-Raceptor o
O

Esquema 2 - Mecanismo da reagao de trans-glicosilacao catalisada por TcTS.

1.2.5 Inibidores de trans-Sialidase de T. cruzi

Atualmente, abordagens no planejamento de farmacos em relagcdo a varios alvos
bioquimicos de T. cruzi tém sido revistas. Apesar da importancia de TcTS para patogénese
da doenca de Chagas e seu surgimento como um alvo potencial, sua inibicado sempre foi
desafiadora por nao haver inibidores potentes nem especificos relatados e, portanto, este

alvo ndo havia sido devidamente validado (NERES et al., 2008; NERES et al., 2009).
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Contudo, através de uma abordagem diferente, Buschiazzo e colaboradores
reportaram a descoberta do inibidor mais pontente de TcTS até o momento. De acordo com
o trabalho, o anticorpo monoclonal de camundongo 13G9 foi capaz de inibir a sialilacao da
superficie do parasita e a invasédo celular, pois apresenta alta afinidade (subnanomolar) e
especifidade pela enzima. Adicionalmente, com a determinacdo da estrutura cristalogréfica
do complexo TcTS-anticorpo 13G9 (cdédigo do PDB 30PZ) foi possivel observar que a
cadeia leve do anticorpo bloqueia a mobilidade do residuo de Tyr119, o que impede a
entrada de substratos sialilados no sitio catalitico para que ocorra trans-glicosilacdo. Esses
resultados contribuiram nao apenas para reforgar a relevancia biolégica da enzima trans-
sialidase, como também para valida-la como alvo no processo de descoberta de novos
farmacos (BUSCHIAZZO et al., 2012).

Considerando a estrutura cristalografica de TcTS, a maioria de seus inibidores foi
classificada de acordo com a regidao do sitio ativo onde se ligam, ou seja, sitio de ligagao de
acido sidlico (doador) e sitio de ligagdo de B-galactose (aceptor) (GIORGI et al., 2010).
Sendo assim, os inibidores de TcTS podem ser agrupados em trés grandes categorias: i)
miméticos de substrato doador (acido sialico), que se ligam na regido do substrato doador, ii)
miméticos de substratos aceptores (lactose e galactose), que se ligam na regido do
substrato aceptor e iii) miméticos de substratos duplos, que se ligam em ambas as regides

do sitio ativo (NERES et al., 2009).

1.2.5.1 Inibidores miméticos de substrato doador

Parte das estratégias aplicadas ao desenvolvimento racional de inibidores de
neuraminidase de influenza (sialidase) foi utilizada durante a busca de inibidores de trans-
sialidase, em virtude da similaridade dos sitios ativos e mecanismo catalitico dessas
enzimas. Dentre as estratégias para concepgcao de novos inibidores especificos de TcTS,
houve predominancia significativa no uso de bioisosterismo como método de modificagéo

molecular na estrutura de acido sidlico (Figura 9) (MOREIRA et al., 2009).
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H O O OH H o O
o & HO, PO, o &
OH
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Ki 12,3 mM
HOH,CH>CQ
/ o OH O _0
AcHN»O—PogEt NH,  HO 4
S AcHN: L0/ °F
HO Ho
éster monoalquil 9-benzoil-3-fluoro-N-acetil-
ciclohexenofosfonato (4) 2,3-difluor acido sialico (5) acido sialico (BFN) (6)
|C5o 5,0 mM

Figura 9 - Estruturas de inibidores miméticos de &cido sialico.

Num primeiro momento, o atomo de oxigénio do anel da estrutura de acido sialico foi
substituido por um atomo de nitrogénio e o grupo carboxila foi substituido por grupo fosfato,
porém essas modificagbes resultaram em moléculas inativas (1 e 2) frente TcTS.
Posteriormente, foi considerada a estrutura do estado de transicdo de reacgdes de acido
sidlico, o que levou a sintese do derivado 3 (DANA) (Ki 12,3 mM) através de restricao
conformacional do anel e manutengéo do farmacéforo basico (MOREIRA et al., 2009).

Apesar de ser potente inibidor de neuraminidase de influenza, DANA apresentou
fraca inibicdo de TcTS mesmo apresentando interagbes favoraveis no sitio ativo. Este
resultado mostra que diferencas entre alguns aminoacidos fundamentais no sitio ativo
(responsaveis pela diferente atividade de TcTS) sdo também responsaveis pela baixa
inibicdo observada para a molécula de DANA (BUSCHIAZZO et al., 2002; PARIS et al.,
2005).

Uma abordagem também importante foi substituir o anel do &cido sialico por
cicloexeno com simultdnea mudanca do grupo carboxila por fosfato. O resultado dessas
modificacoes levou a sintese do composto 4 (ICso 5,0 mM), que apresentou melhor atividade
que DANA. No entanto, esse resultado nado foi considerado satisfatério (STREICHER,;

BUSSE, 2006). Igualmente, a estratégia de fluoracao do &cido sialico descrita por Buchini e
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colaboradores levou a sintese de derivados de &cido sidlico 2,3 difluorados (5 e 6), que
inibiram a enzima TcTS de forma tempo-dependente e para completa inativacdo houve
necessidade de concentracdes muito elevadas dos inibidores (20,0 mM) (WATTS et al.,
2003; BUCHINI et al., 2008).

Na busca por inibidores potentes, Ferrero-Garcia e colaboradores investigaram
estruturas ndo-baseadas em carboidratos (Figura 10). Como resultado desse trabalho, foi
descoberta atividade inibitéria do composto 7 (piridoxal 5’-fosfato) (Ki 7,3 mM) (FERRERO-
GARCIA et al., 1993). Posteriormente, Neres e colaboradores sintetizaram os derivados de
acido benzoico 8 (ICso 0,54 mM) e de piridina 9 (ICso 0,44 mM), que apresentaram atividade
inibitéria moderada. Adicionalmente, estudos de modelagem molecular foram conduzidos
para ajudar na compreensdo da relacdo estrutura-atividade (REA) desses compostos

(NERES et al., 2007).

OH NH,
o F e 3
— NH NH
\ 7
/—CHs .o -0

-203PO \ N o S

piridoxal fosfato (7)  derivado de acido benzoico (8) derivado de piridina (9)
Ki 7,3 mM ICs50 0,54 mM ICs 0,44 MM

Figura 10 - Estruturas de inibidores miméticos de acido sialico ndo-baseados em
carboidratos.

1.2.5.2 Inibidores miméticos de substratos aceptores

Alguns compostos foram planejados para ocupar exclusivamente o sitio aceptor de
acido sialico. Lactitol 10 (Figura 11) foi o melhor andlogo de lactose descoberto até o
momento para inibir a reacdo de transferéncia para substratos como lactose / N-
acetillactosamina, com ICsy de 0,21 mM, sendo também verificado que este composto
reduziu infeccdo em células de mamiferos em cerca de 20-27%. No entanto, este composto

nao inibe a atividade catalitica enzimatica de TcTS, atuando somente como um aceptor
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preferencial de acido sidlico se comparado com outros substratos convencionais (AGUSTI et
al., 2004).

Oligossacarideos de alditéis, tais como tetra- e pentassacarideo alditéis, contendo
uma unidade externa de galactofuranose 11 (Figura 11) foram também sintetizados por
Agusti e colaboradores como potenciais substratos para a transferéncia de acido sialico,
inibindo a transferéncia de acido sidlico para o substrato aceptor N-acetillactosamina com
valores de ICso entre 0,6 e 4,0 mM (AGUSTI et al., 2007).

Tendo em vista que compostos ativos tais como lactitol apresentaram baixa meia-
vida plasmatica devido a elevada excregéo renal ou inativagcdo por enzimas plasmaticas, foi
realizada conjugacédo de derivados de lactose com polietiieno glicol (PEG) visando ao
aumento da biodisponibilidade. Dessa forma, o composto 12 apresentou a maior taxa de
inibicdo de transferéncia (82%), com ICsy de 0,34 mM, enquanto os derivados 13 e 14
apresentaram somente 21% (ICso 2,7 mM) e 3,5% (ICso 4,52 mM) de inibicao,

respectivamente (Figura 11) (GIORGI et al., 2010).

OH HO or
Q
OH_oH & HO%& 0
g&/o >
»10OH e}

%@/’ B

CHoOH AcNH HO

(10) "N oBn

IC50 0,21 mM o Oﬂ//‘/ovl\o/
m n

CH,OH

(11) OH
(12) m=2; n=11
ICs0 0,34 mM
OH OH OH
&/ OH H o &/ OH H o
on HO M\‘ &‘/ ™~ o HO N ™SO
n
(13) n=15 (14) n=12
IC50 2,7 mM IC50 4,52 mM

Figura 11 - Derivados miméticos de substratos aceptores de acido sialico.
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1.2.5.3 Inibidores miméticos de substratos duplos

Dentre os inibidores planejados para ocupar a regidao do doador e do aceptor no sitio
ativo, estdo os derivados fosforilados de galactose 15 (ICso 3,0 mM) e 16 (ICso 1,5 mM) e 0
derivado de glangliosideo 17, tido como um dos mais potentes inibidores por apresentar
valores de ICso na ordem de 100 uM (Figura 12) (BUSSE et al., 2007; VANDEKERCKHOVE
et al., 1992). Considerando este ultimo resultado, a literatura tem sugerido que a melhor
estratégia para inibir a enzima deva envolver estruturas que ocupem tanto o sitio ativo

doador quanto o sitio ativo aceptor, representando inibidores de substratos duplos (NERES

et al., 2009).
- OH - OH
O\\P/o og o\\P/O Og
OH OH
HO
derivado fosforilado (15) AcHN™ OH  gerivado fosforilado (16)
ICsp 3,0 MM ICso 1,5 mM

derivado gangliosideo (17)
IC50 100 UM

ceramida

Figura 12 - Estruturas de derivados miméticos de substratos duplos de TcTS.

Dessa forma, Neres e colaboradores reportaram a descoberta de inibidores mais
ativos de TcTS a partir de triagem virtual de bibliotecas de compostos comercialmente
disponiveis, considerando a efetividade das interacées desses compostos no sitio ativo de
TcTS, por estudos de modelagem molecular, como critério para aquisicdo dos mesmos.
Dentre 23 compostos selecionados e testados, quatro apresentaram inibicdo acima de 50%,
sendo as maiores atividades atribuidas aos derivados benzotiazol 18 (ICsy 0,15 mM) e 19

(ICs0 0,12 mM) (Figura 13) (NERES et al., 2009).
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O
0
F
\
(18) (19)
IC59 0,15 MM IC50 0,12 mM

Figura 13 - Estruturas de derivados benzotiazol miméticos de substratos duplos.

Visando também a descoberta de inibidores de substratos duplos através de sintese,
varios autores descreveram trabalhos relevantes nesse processo. Uma série de
sulfonamidas contendo chalconas hidroxiladas e derivados de quinolinona foram
recentemente descritas por Kim e colaboradores como potentes inibidores de TcTS (KIM et
al., 2009). E importante ressaltar que a sintese dos compostos 20 (ICs 2,5 pM), 21 (ICso 0,9
uM) e 22 (ICso 0,6 pM) (Figura 14) representou grande avango na busca de potentes
inibidores de TcTS, uma vez que a enzima foi inibida em concentragdo submicromolar.
Recentemente, estudos de modelagem molecular do derivado quinolinona 22 demonstraram
interagbes relevantes do grupo sulfona com a triade de arginina e dos anéis aromaticos com

Tyr119 e Trp312, ou seja, o derivado 22 ocupa as duas regides do sitio ativo (LIMA et al,,

Q 0
Oﬁ_NHWOH
ST
OH

derivado de sulfonamida (20)

2012).

|C50 2,5 uM
O
% OH
o 17T
—@ﬁ—NH OH
O derivado de quinolinona (22)
derivado de sulfonamida (21) IC50 0,6 UM
|C50 0,9 uM

Figura 14 - Estruturas de derivados de sulfonamida e quinolinona como inibidores de TcTS.
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Alguns autores investigaram a sintese e avaliacdo bioldégica de bibliotecas de
galatosilmiméticos. Nesse sentido, Carvalho e colaboradores relataram estudos de uma
biblioteca com 46 derivados galactosil triazélicos substituidos na posicdo C-1 ou C-6 do
acucar. Apesar dos derivados apresentarem grande diversidade estrutural, as melhores
inibicbes na concentragdo de 1,0 mM foram observadas apenas para os derivados 23 (37%)

e 24 (34%) (Figura 15) (CARVALHO et al., 2010a).

N
N4
\ / NH2
HO oW N HO N\; C
|
HO‘%N / HO&OCHS
HO HO

(23) (24)
Inibicdo: 37% Inibicdo: 34%

Figura 15 - Estruturas de derivados galactosil triazélicos como inibidores de TcTS.

Harrison e colaboradores também descreveram a sintese e avaliacdo biologica de
bibliotecas. Os melhores derivados octil galactosideos (25 e 26) e octil N-acetillactosamina
(27) apresentaram inibigdo proxima de 80%, porém os melhores derivados tiogalactosideos

(28 e 29) apresentaram inibicdo préoxima de 60% (Figura 16) (HARRISON et al, 2011).

HO  oR o P
o c .
HO HO~ Octi & 0 o—Otil
Ho Voutle ©
OH

R = OH (25) Inibicdo: 75% derivado octil N-acetillactosamina (27)
R = OCHgs (26) Inibigao: 84% Inibicao = 80%

derivados octil galactosideos

HO OH
"o or NH Q
o& ] Ho .
H S /> HO 7 ~HN
HO OWHN N
derivado tiogalactosideo (28) derivado tiogalactosideo (29)
Inibigdo > 60% Inibicdo == 60%

Figura 16 - Estruturas dos derivados mais ativos nos ensaios de inibicdo com TcTS.
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Uma abordagem interessante descrita por Giorgi e colaboradores, foi a conjugagao
covalente de oseltamivir com derivados de galactose (Figura 17). No entanto, os valores de
ICso dos melhores compostos (30 a 33) nao foram muito expressivos (ICso 2,16 mM a 4,26
mM), indicando que a conjugagdo com oseltamivir ndo afeta a interacdo do aceptor com a

regiao de ligacao do acucar (GIORGI et al., 2011).

AcHN AcHN
N\‘ ] NU\H/ o~
OH_ oH OH_oH
Q Q
gw" o ngo o

OH

R = COOCH,CHjs (30) IC50 2,21 mM (32) (33)
R=COO (31) ICsp 4,21 mM ICs0 4,26 MM ICs0 2,16 mM

Figura 17 - Estruturas de derivados conjugados com oseltamivir e seus valores de ICs.

Por outro lado, alguns autores investigaram a sintese e avaliagdo biologica de
sialilmiméticos. Nesse sentido, Carvalho e colaboradores mostraram que o acido 2-
difluorometil-4-nitrofenil-3,5-dideo xi-D-glicero-D-a-galacto-2-no nulopiranosideo
(NeuNACFNP) (34) inibiu a enzima de forma irreversivel (Figura 18). Adicionalmente, o
composto 34 foi capaz de reduzir invasao celular parcialmente, o que evidenciou de forma

direta que TcTS esta envolvida na invasdao de células hospedeiras (CARVALHO et al,

HO

CFoH

2010b).

NeuNACFNP (34)
s 0,57 mM

Figura 18 - Estrutura do derivado sialilmimético capaz de inibir TcTS irreversivelmente.
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Considerando a importancia de ligantes aromaticos que pudessem ser introduzidos
na molécula de &cido sidlico para alcancar a regido de ligacao do sitio aceptor, Meike e
colaboradores sintetizaram varios C-sialosideos (35 a 38) e determinaram suas constantes
de afinidade (Figura 19) (MEINKE et al, 2011). As constantes foram obtidas por ressonancia

plasménica de superficie (SPR) e o derivado com maior afinidade foi 35 (Kd 0,16 mM).

0] OH Oy OH
o oH OH R .
N
AcHN: Q0 AcHN 2

R=H (35) Kd 0,16 mM R=H (38)Kd 3,6 mM
R = NH; (36) Kd 0,35 mM R = CHoCgHs (39) Kd 2,0 mM

R = NHAc (37) Kd 3,9 mM

Figura 19 - Estrutura de derivados sialilmiméticos e suas constantes de afinidade por TcTS.

Recentemente, Campo e colaboradores descreveram a sintese de alguns
neoglicoconjugados sialilmimeéticos (Figura 20). Através de “click chemistry” (cicloadi¢cao 1,3-
dipolar) esses derivados 1,2,3 triazélicos contendo galactose (40 e 41), glicose (42) e gulose
(43) foram testados na concentragdo de 1,0 mM e apresentaram atividade inibitéria entre
67% a 91%. Estudos de modelagem molecular também foram realizados a fim de verificar

as principais interagfes desses compostos no sitio ativo de TcTS (CAMPO et al., 2012).

H o H
o, OH\-N 8':'
N OH Oy__OH
AcHNZ /20 = OH HO N-N O
HO o <N
HO >
HO AcHNS 2 HO~ OH
OH HO “ho
(40) HO (a1)
Inibicdo: 88% Inibicdo: 91%
H Oy _OH OH Oy OH
o, N-N Ho HO NN,
. N ' <N OH
ACHN; o - AcHN: & "
HO g H 7.6 HO ho Ho [0
HO
(42) (43) OH
Inibi¢éo: 67% Inibicéo: 69%

Figura 20 - Estruturas de neoglicoconjugados sialilmiméticos testados em TcTS.
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1.2.5.4 Inibidores oriundos de produtos naturais

Considerando a grande diversidade quimica de produtos naturais, Arioka e
colaboradores identificaram derivados de flavonoide e antraquinona com potente atividade
inibitéria de TcTS (ARIOKA et al., 2010). A partir de triagem bioldgica de uma biblioteca
contendo 2283 produtos naturais, os compostos mais ativos foram 44 (ICso 17,0 uM) e 45
(ICso 0,58 pM) (Figura 21). E importante destacar que o derivado 45 ndo demonstrou
atividade inibitéria frente a neuraminidase humana, tornando-o seletivo para TcTS (ARIOKA

et al., 2010).

(o] o)
HO
OH
]
OH O OH O OH
(44) (45)
|C50 17,0 uM |C50 0,58 uM

Figura 21 - Estruturas de derivados de flavonoide e antraquinona como inibidores de TcTS.

1.3 Quimica de carboidratos

Os carboidratos constituem a classe de moléculas mais abundante, diversa e
complexa da natureza e podem ser encontrados nos sistemas bioldégicos como
monossacarideos, oligossacarideos e glicoconjugados (glicoproteinas, glicolipideos etc).
Essas caracteristicas, bem como suas diversas fungdes nos organismos vivos, justificam a
importancia de estudos direcionados a quimica e a biologia dessas moléculas. (NICOLAOU;
MITCHELL, 2001; WERZ; SEEBERGER, 2005).

Com relagdo a quimica, a sintese de oligossacarideos apresenta dois pontos
cruciais: i) a obtencdo de produtos com estereosseletividade desejada durante reacdes de

glicosilacdo envolvendo a posicdo anomérica (C-1) e ii) a diferenciacdo dos grupos
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hidroxilicos, que possuem reatividade similar (SEEBERGER; HAASE, 2000). Por essa
razao, a sintese de carboidratos exige o emprego de estratégias de protecdo e desprotecao
altamente seletivas das hidroxilas, ocasionando aumento do numero de etapas da rota
sintética (LINDBERG et al., 2002; JIN et al., 2008).

Por outro lado, a utilizagdo de enzimas (glicosiltransferases, glicosidases, lipases
etc) € uma alternativa a sintese tradicional de carboidratos, pois reduz ou elimina o emprego
de grupos protetores e conduz a formacao de ligacbes glicosidicas de forma estéreo e
regioespecifica. Sendo assim, mediante abordagem quimioenzimatica é possivel obter
oligossacarideos e glicoconjugados com menor nimero de etapas e maior rendimento
(SADDAM, et al., 2009; TOLBORG et al., 2002).

A escolha do grupo protetor e as condi¢cdes reacionais para introduzi-lo ou remové-lo
sdo fundamentais durante o planejamento sintético, uma vez que as reacbes devem ser
quimio, régio ou estereosseletivas. As classes de grupos protetores mais comuns em
carboidratos sdo: acetais (isopropilideno e benzilideno), ésteres (acetato e benzoato), éteres
(benzila, tritila e allila) e éteres de silila (trimetilsilila - TMS, t-butildimetilsilila - TBDMS, t-
butildifenilsilila - TBDPS) (PEl et al., 2007).

Além disso, a reatividade das hidroxilas do acucar deve ser levada em consideracao
(Figura 22). As duas hidroxilas mais reativas nas piranoses sdo a primaria e a anomerica,
porém ndo existe uma regra geral para discriminar a reatividade das outras hidroxilas
secundarias, uma vez que dependem da configuracdo em que estdo no anel (axial ou
equatorial) e também dos reagentes e condicbes reacionais. Contudo, sabe-se que as
hidroxilas em equatiorial sdo estericamente mais acessiveis em relacdo as axiais e por isso

tendem a reagir mais rapidamente (FERRIER; COLLINS, 1996; PETURSSON, 1997).
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R, OH
6 R/20
R|_3|O 4 5 2 |
3 R1 ~OH

Ry=H, Ro=0OH, R3=0H, R 4=H manose
R{= OH, Ro=H, R3=0H, R4=H glicose
Ri= OH, R»o=H, R3=H, R4=0H galactose

hidroxila primaria, hidroxila anomérica, demais hidroxilas secundéarias

aumento da reatividade

Figura 22 - Estrutura quimica de algumas piranoses e reatividade de suas hidroxilas.

De maneira geral, os grupos protetores mais volumosos (TBDPS, TBDMS, tritila,
tosila etc) protegem de forma regiosseletiva a hidroxila primaria, que € mais reativa que as
secundarias, e também podem ser removidos de forma seletiva (FERRIER; COLLINS, 1996;
PETURSSON, 1997).

Em relacdo a hidroxila anomérica é importante destacar o conceito do efeito
anomérico, que pode ser entendido como um efeito estereoeletrbnico que descreve a
tendéncia de um substituinte, adjacente ao heteroatomo do anel tetraidropirano, preferir
orientacao axial ao invés da equatorial. Quando o substituinte esta na posicao equatorial,
ocorre alinhamento dos vetores de momento de dipolo causando repulsdo entre os
oxigénios. Por outro lado, quando o substituinte esta na posicdo axial os vetores de
momento de dipolo ficam opostos, representando um sistema energeticamente favorecido

por ndo haver repulsdo (Esquema 3) (JUARISTI; CUEVAS, 1992; DA SILVA, 2011).

i O\\%BZ - R1O\\N//%
- —_—
% O\R

Esquema 3 - Representacdo dos dipolos alinhados e opostos nas posicoes B e aq,

respectivamente.
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Uma explicagdo alternativa e bastante aceita € a existéncia de estabilizagéo
eletrénica (hiperconjugacao) entre um dos pares de elétrons nao compartilhados do oxigénio
do anel e o orbital sigma antiligande da ligacao axial. A sobreposicao é eficiente apenas
quando um dos pares de elétrons estd em posicao antiperiplanar ao LUMO (orbital
molecular desocupado de mais baixa energia) da ligacdo axial (Esquema 4). E importante
ressaltar que a magnitude do efeito anomérico depende do tipo de substituinte ligado ao
carbono anomérico, dos outros substituintes ligados ao anel e até mesmo do solvente.

(CAREY; SUNDBERG, 2000; DA SILVA, 2011).

9
ke,

Esquema 4 - Influéncia dos elétrons do oxigénio no orbital antiligante da ligacao axial.

Em relacdo as hidroxilas secundarias de piranosideos, uma estratégia muito aplicada
€ a protecdo com acetais. Uma propriedade importante desses grupos protetores é a
formacao de anéis de 5 membros (isopropilideno) ou 6 membros (benzilideno) na presenca
de hidroxilas vicinais (Figura 23). Dessa forma, as hidroxilas das posi¢oes 3,4 (A) e 4,6 (B)
sdo protegidas de forma simultanea, seletiva e com alto rendimento (PETURSSON, 1997).

Ph

O

X& &

HO "“OR HO "oR

Figura 23 - Protecdo seletiva das hidroxilas 3,4 (A) e 4,6 (B) com cetais e acetais.

No caso da estrutura A, a diferenga de reatividade entre a hidroxila primaria (C-6) e
secundaria (C-2) fica evidenciada, o que facilita a protecdo de uma em detrimento da outra.

Em B, a diferenca de reatividade pode ser atribuida a existéncia de ligagées de hidrogénio
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internas (LHI), que alteram bastante sua acidez (Figura 24). Como Ha esta envolvido na LHI,
este se torna menos acido que Hb, logo Hb pode ser desprotonado primeiro por uma base.
Uma vez desprotonada a hidroxila em C-3, a LHI diminuira ainda mais a acidez do
hidrogénio Ha, o que amplifica a discriminagao das duas hidroxilas, levando a um alto nivel

de regiosseletividade (WANG et al., 2004).

RO

Ho "~._ O "OR
Ha

Figura 24 - Efeito da ligagao de hidrogénio interna em didis de piranosideos.

Outra estratégia para diferenciar reatividade de hidroxilas secundarias em
piranosideos é a utilizacao de 6xido de dibutilestanho (DBTO). Reagente muito usado em
quimica de carboidratos, o DBTO forma derivados estanilenos ciclicos nas posigoes 2,3 (C,
D), 3,4 (E) e 4,6 (F) (Figura 25) que aumentam a nucleofilicidade de um dos atomos de
oxigénio envolvidos resultando em reacdes de alquilacdo, acilacdo e sulfonacao
regiosseletivas. Contudo, sabe-se que fatores como quantidade de DBTO, natureza do
grupo protetor, presenca de nucledfilo, polaridade do solvente e posicao da hidroxila no anel
influenciam no resultado final dessas reacdes (FERRIER; COLLINS, 1996; GRINDLEY,

1998; DONG et al., 2007).

Ph BU Bu
Bu\ /Bu \ s
Sn B /Sn
0] Ph 0 ' o
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& O& T .
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a0\ C D E F
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Figura 25 - Formagao de estanilenos ciclicos em alguns piranosideos.
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Como citado anteriormente, o maior desafio na sintese de carboidratos ndo esta
relacionado apenas ao controle estereosseletivo de reagbes de glicosilacdo na posigcao
anomérica, mas também a obtencédo estratégica de unidades monossacaridicas com uma
posicao livre (grupo hidroxila) em relagdo as demais posicoes protegidas (WANG et al,,
2007). Contudo, diante da imensa variedade de grupos protetores utilizados em quimica
organica e dos diversos tipos de monossacarideos, seria praticamente impossivel abranger
todos os casos descritos na literatura. Adicionalmente, existem varios métodos, condicdes e
reagentes que sao especificos para determinar seletividade de hidroxilas de muitos

monossacarideos.

1.4 Modelagem molecular

Desde a concepcado de um alvo biolégico até a descoberta de um novo farmaco,
processo que pode levar em média 11 anos ou mais, o uso de ferramentas computacionais,
como bioinformatica e quimica computacional (genericamente citada como modelagem
molecular), tem se tornado indispensavel no planejamento racional de novos farmacos. Com
alguns casos de sucesso envolvendo o emprego de métodos computacionais, de acordo
com Manuel Peitsch, da Novartis Institutes for BioMedical Research, o processo de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é totalmente dependente de métodos
computacionais (MARSHALL, 2004; PEITSCH, 2004).

O planejamento racional de férmacos consiste no uso de um conjunto de
ferramentas que auxiliam em decisbes racionais durante as etapas do processo de
descoberta (ZOETE et al., 2009). O planejamento baseado na estrutura e no mecanismo de
acao é o método mais eficiente e menos dispendioso para o desenvolvimento de novos
farmacos; capaz de contribuir em todos os estagios do processo, desde a descoberta de
protétipos (também conhecidos como “lead compounds”), sua otimizacdo (com respeito a
afinidade, especificidade, eficacia e efeitos colaterais) e elaboragdo de compostos

candidatos a testes clinicos (MARSHALL, 2004).
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Este método € baseado na inibicado ou estimulacdo da atividade biolégica de
macromoléculas, tais como proteinas ou acidos nucleicos (DNA ou RNA) associados a
diferentes doengas. A informagdo estrutural do biorreceptor (e ligantes) permite a
descoberta e o planejamento de sintese de compostos com complementaridade estérica,
hidrofdbica e eletrostatica ao seu sitio de ligacdo, os quais podem se tornar farmacos e ser
introduzidos na terapéutica (MARSHALL, 2004).

Dentre as ferramentas utilizadas no planejamento racional, destaca-se o “docking”
molecular. Através desse método, sdo investigadas possiveis orientacées que determinada
molécula assume no interior do sitio ligante de um biorreceptor, ou simplesmente entre duas
moléculas, tal como € o caso da interacdo entre proteina-proteina ou proteina-DNA,
caracterizando o “docking” macromolecular. O *“docking” molecular proporciona
conhecimento basico das interacbes que ocorrem entre o ligante e seu receptor,
demonstrando uma estimativa de afinidade importante para posterior otimizagdo do ligante
(ZOETE et al., 2009).

Os métodos de “docking”, em geral, envolvem uma fungdo de energia contendo
parametros eletrostaticos, de van der Waals, de ligacao de hidrogénio e, algumas vezes,
hidrofébicos, os quais geram modelos matematicos que predizem as melhores orientagdes
de um ligante, segundo uma lista de “score” de energia. Dessa forma, a ideia geral contida
nas técnicas de “docking” € a de gerar um leque de conformag¢des do complexo ligante-
proteina e ordené-las por “score” com base em suas estabilidades (ALONSO et al., 2006).

As versOes dos programas de maior sucesso em “docking”, FlexE (SYBYL USER
GUIDE, 2005), GOLD (PFEIFFER-MAREK et al., 2003) e GLIDE (FRIESNER et al., 2004;
HALGREN et al., 2004), consideram a flexibilidade do ligante e também de algumas cadeias
laterais do sitio receptor. A partir desse método, é possivel selecionar por triagem virtual
compostos de bases de dados contendo tipicamente milhares de estruturas, eliminando
compostos ndo promissores antes que eles sejam sintetizados.

A triagem virtual é utilizada para a selecdo de novos protétipos, e a literatura tem

reportado diversos casos de sucesso com o uso desse método, tal como a descoberta de
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isoflavonoides como inibidores nao-esteroidais da 5a-redutase, utilizando “constraint”
farmacoforica (BRENK et al., 2003; CHEN et al., 2001). O farmacéforo representa o conjunto
de dominios funcionais das moléculas ligantes através dos quais se definem os tipos de
interacao que os ligantes em comum fazem com o sitio receptor. Dessa forma, a andlise por
métodos computacionais dos possiveis conjuntos de grupos farmacoféricos associados a
cada molécula ativa, permite a derivagdo do padrao farmacoférico comum ao conjunto de
analogos ativos em questao (MARSHALL, 2004).

Um diferente e robusto método de planejamento racional de farmacos, agora
direcionado a otimizacdo “in silico” de protoétipos, consiste em investigar as condicoes
energéticas entre moléculas, as quais se aproximam uma da outra gerando os campos de
interagdo molecular (“Molecular Interaction Field” - MIF). Os MIFs descrevem a variagao da
energia de interacdo entre uma molécula alvo e um grupo quimico de prova que se move
confinado ao interior de um “grid” 3D, o qual é posicionado de modo a mapear a regiao de
interesse do alvo molecular (o sitio ligante). As diferentes provas que usualmente sao
testadas refletem as caracteristicas quimicas que deveriam possuir o ligante ideal ou
fragmentos de sua estrutura (INSIGHT Il USER GUIDE, 2005).

Em relagcdo ao processo de descoberta de novos farmacos, ja é possivel estimar
propriedades farmacocinéticas, farmacodindmicas e propriedades “drug-like” ou “lead-like”
de diferentes compostos, selecionando, durante as diversas etapas da modelagem, somente
aqueles com potencial de serem farmacos. Assim, propriedades tais como absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) podem ser preditas a partir de
triagem em bancos de dados contendo informacdes especificas, as quais sdo computadas
para uma grande variedade de compostos (TESTA et al., 2005). Dentre os programas mais
utiizados para esses fins, destacam-se o Meteor (predicoes de metabolismo) e Derek

(predigbes de toxicidade).
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5. CONCLUSOES

A pesquisa bibliografica ao longo do trabalho foi fundamental para expansao dos
objetivos propostos inicialmente de sintese, com a finalidade de gerar maior diversidade
estrutural de analogos de galactose. Frente as dificuldades encontradas na sintese, é
importante destacar que os métodos utilizados na preparacdo de varios compostos foram
reavaliados, repetidos e/ou alterados a fim de que os rendimentos fossem otimizados. Em
alguns casos, nos quais 0s resultados permaneceram insatisfatérios, foram propostas rotas
alternativas para sintese de outros intermediarios. Dessa forma, o trabalho permitiu a
sintese e elucidagao estrutural de vérios intermediarios galactosidicos, bem como de seus
derivados com &cido succinico em todas as posi¢cdes do anel, os quais sao inéditos na
literatura. Na etapa de desprotecdo dos grupos acetila houve clivagem do acido succinico
por metandlise, logo outros métodos precisam ser investigados para solucionar o problema.
A desprotegao dos grupos benzila permitiu a obtengdo do derivado com acido succinico na
posicdo 4 (85). O maior tempo investido na sintese dos intermedidrios impossibilitou o
trabalho com acido benzoico, também proposto incialmente no trabalho.

Com relacao aos estudos de modelagem molecular, os resultados obtidos na
determinacao do padrao farmacoférico a partir dos melhores inibidores de trans-sialidase e
na determinacdo dos sitios de interagédo virtual a partir do mapeamento do sitio ativo foram
importantes, pois conduzirdo o grupo de pesquisa a um consenso quanto aos campos
moleculares, que serdo usados como “filtros” para as 50 moléculas selecionadas na base de
compostos diverset a partir da triagem virtual baseada na estrutura da enzima. Apos esse
estudo, os melhores compostos serdo adquiridos para ensaio de inibigdo com TcTS.

Por fim, o método fluorimétrico continuo foi padronizado com sucesso permitindo a
realizacdo do ensaio de inibicdo de TcTS na presenca do derivado de galactose 85. A
inibicdo de 56% foi bastante promissora e abre perspectiva para investigacdo da relacéo
entre a presenga de acido succinico nas demais posi¢cdes da unidade galactosidica e a taxa

de inibicdo da enzima trans-sialidase.
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