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RESUMO

KAWANO, D.F. Sintese de derivados do fator de agregacao plaquetéaria
imobilizados em resina e identificacdo do correspondente receptor em
Trypanosoma cruzi. 111f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Buscando sintetizar analogos de PAF imobilizados em resina para isolamento dos
correspondentes receptores T. cruzi, foi adotada uma estratégia de sintese
convergente que implicava no acoplamento a resina de uma cadeia hidrofébica
analoga a presente no fosfolipidio. Através de modificagdo sequencial do reagente
comercial D-Manitol para sua ligagédo a resina, os analogos seriam sintetizados em
um total de 12 etapas. Apds a obtengcdo com sucesso do primeiro intermediario e de
dificuldades na obtencédo do segundo intermediario, a preparagcéo de derivados de
PAF a partir de D-Manitol foi abandonada ja que revisao da literatura demonstrou ser
possivel a sintese destes mesmos analogos em apenas cinco etapas. A nova rota
sintética adotada teve como ponto de partida a fosfatidilcolina extraida de gemas de
ovos e, através desta nova abordagem, foram sintetizados com sucesso trés
intermediarios. Devido a dificuldades na adaptacao de protocolos sintéticos classicos
a compostos carregados como os fosfolipidios, ndo foi possivel a obtengdo dos
derivados de PAF inicialmente propostos. Os estudos de bioinformatica, os quais
visaram localizar a sequencia deste provavel receptor de PAF no proteoma do
parasita, sugerem a existéncia de proteinas com caracteristicas de receptores de
membrana acoplados a proteina G (GPCRs) e entre estas, possivelmente
receptores de PAF a serem explorados na terapia da doencga de Chagas.

Palavras-chave: PAF; Trypanosoma cruzi; Doenca de Chagas



ABSTRACT

KAWANO, D.F. Resin-immobilized synthesis of platelet agregation factor
analogs and identification of Trypanosoma cruzi correlative receptor. 111f.
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

In order to synthesize resin-immobilized PAF analogs to further promote the isolation
of the T.cruzi correlative receptor, we adopted a convergent synthesis strategy. The
strategy implied the coupling between the resin and a hydrophobic chain resembling
PAF, in which resin-immobilized PAF analogs would be synthesized by means of
sequencial 12 step modification of commercially available reagent D-manitol. Despite
successful achievement of the first intermediary, the synthesis of the second
intermediary was accompanied by difficulties which led to an extensive literature
review and subsequent change of synthetic route. The preffered route was a 5 step
approach with egg phosphatidilcholine as the starting material, which rendered the
successful synthesis of three intermediates. However, due to difficulties to adapt
classical synthetic protocols to charged compounds as phospholipids, we could not
obtain the initially proposed PAF analogs. Bioinformatic studies were conducted in
order to locate the aminoacid sequence of the probable PAF receptor in T.cruzi
proteome. Our data suggest the existence of a receptor resembling G protein
coupled membrane receptors (GPCRs), which probably include PAF receptors,
which, in turn, might be a potential target to the treatment of Chagas disease.

Keywords: PAF; Trypanosoma cruzi; Chagas disease.
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1. INTRODUGCAO



Introdugéo 2

1.1. Doencga de Chagas

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 15 milhdes de
pessoas sejam afetadas pela doengca de Chagas na América Latina, parasitose que
existe majoritariamente no continente americano e que foi originalmente descrita
pelo brasileiro Carlos Chagas em 1909. Distribui-se geograficamente do sul dos
Estados Unidos ao sul da Argentina, estando cerca de 28 milhdes de pessoas sob o
risco de contrai-la (GUHL; LAZDINS-HELDS, 2007). A doenga de Chagas é
considerada a terceira doenca parasitaria tropical de maior incidéncia no mundo, s6
superada pela malaria e a esquistossomose (PORCEL et al., 2000). Calcula-se que
o numero de vitimas fatais causadas por esta doenga na América Latina atinja a
casa de 12.500 casos por ano, o que representaria uma perda minima de US$ 2
bilhdes por ano em fungdo da reducdo da capacidade produtiva pela morte de
trabalhadores adultos jovens (GUHL; LAZDINS-HELDS, 2007; MONCAYO, 1993).

A doenga de Chagas é causada por um protozoario flagelado parasita,
Trypanosoma cruzi. A forma de transmissao classicamente descrita da doenca
ocorre através do inseto vetor Triatoma infestans, conhecido popularmente no Brasil
como barbeiro ou chupanca. Neste tipo de transmissao, a contaminacao por T. cruzi
se da pelo contato de mucosas ou da pele lesionada pela picada do inseto com suas
fezes, sendo o periodo de incubagao de 7 a 15 dias (REMME et al., 2006). Gragas a
medidas de controle sanitarias, a transmissao via Triatoma infestans foi interrompida
no Brasil em 2006 (MONCAYO; SILVEIRA, 2009). Entretanto, mais de 40 outras
espécies de triatomineos sdo conhecidas no Brasil das quais cerca de 70% podem
ser encontradas em ambiente domiciliar (VINHAES; DIAS, 2000). Outras formas de
transmissao da doenga incluem transfusdes sanguineas (YOUNG et al., 2007),

possivelmente também ja erradicada no Brasil (MONCAYO; SILVEIRA, 2009),
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transplantes de 6rgaos (KUN et al., 2009), ingestdo de comida contaminada por
parasitas (BENCHIMOL BARBOSA, 2006) ou congenitamente (DORN et al., 2007).

A doenca de Chagas se caracteriza por dois estagios distintos no ser
humano: a fase aguda, que se desenvolve rapidamente apds a infecgao, e a fase
crbénica, a qual se manifesta apés um periodo assintomatico que pode durar varios
anos. A fase aguda pode ndo apresentar sintomas 6bvios: o sinal de Romafia,
edema bipalpebral uniocular com linfoadenopatia regional caracteristico desta fase
da doenga, se manifesta em apenas 5% dos infectados. Apés anos de periodo
assintomatico, a manutencdo de um processo inflamatério cronico em resposta a
persisténcia continua do parasita no organismo pode resultar na destruicdo dos
tecidos musculares e nervosos, comportamento caracteristico da fase cronica da
doenca. Cerca de um terco dos infectados desenvolvem sintomas cardiacos que
podem conduzir a morte subita, 6% manifestam danos digestivos graves,
principalmente megacélon, e 3% apresentam acometimento do sistema nervoso
periférico (REMME et al., 2006; URBINA et al., 2003).

Como os demais membros da familia Trypanosomatidae, T. cruzi apresenta
um ciclo de vida complexo, o qual compreende diferentes estagios morfoldgicos e
funcionais que Ihe permitem se adaptar as diferentes condicdes de sobrevivéncia
impostas pelo inseto vetor e pelo hospedeiro humano. No inseto vetor, a forma de
replicacdo epimastigota se transforma em tripomastigota metaciclica, forma
infectante das células de mamiferos. Nestas células, tripomastigotas se diferenciam
em amastigotas, as quais se proliferam e retornam a forma tripomastigota (REMME
et al., 2006).

A passagem de epimastigota para tripomastigota metaciclica € uma etapa

crucial do ciclo de T. cruzi. Além de alteragées morfoldgicas esta também implica em
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mudangas na expressao génica e na composi¢ao dos lipidios e carboidratos da
superficie celular. O processo de diferenciacdo das formas epimastigotas em
tripomastigotas e tripomastigotas em amastigotas do parasita mostrou ser induzido
pela acdo do Fator de Agregacao Plaquetaria, um mediador biolégico presente em
diversos organismos vivos (RODRIGUES et al., 1996; AMBROSIO et al., 2003),
ressaltando a importancia do estudo das propriedades deste fosfolipidio para a

descoberta de novos agentes quimioterapicos com atividade tripanocida.

1.2. O fator de agregacgao plaquetaria e sua relagao com a doencga de Chagas

O Fator de Agregacao Plaquetaria (PAF, do inglés Platelet-Activating Factor)
€ um mediador fosfolipidico biologicamente ativo. Embora tenha recebido esta
denominacdo em fungdo de seu potencial de induzir agregacao plaquetaria,
inumeros trabalhos tém ilustrado as propriedades biolégicas do PAF em diversas
células e tecidos, como na ativagao de leucécitos, mondcitos e macréfagos, aumento
da permeabilidade vascular, hipotensao, diminuicdo de débito cardiaco, estimulagao
de contragao uterina e de glicogendlise no figado. Desse modo, PAF participa tanto
de processos fisiolégicos quanto patolégicos no organismo, tais como reagdes
alérgicas, inflamagao, asma, carcinogénese e apoptose (CHAO; OLSON, 1993). Do
ponto de vista celular, PAF exerce seus efeitos através de receptores de membrana
acoplados a proteina G (GPCRs). A existéncia destes receptores foi comprovada por
clonagem de cDNA de receptores de PAF presentes em pulmdes de cobaias,
evidenciando uma sequencia de 342 aminoacidos e massa molecular de 38,9 KD
(HONDA et. al, 1991).

Diversas observagdes sugerem a existéncia de receptores PAF em T. cruzi.

Rodrigues et al. (1996) demonstraram que solu¢des de PAF 10°M foram capazes de
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aumentar em cerca de 28% a diferenciagdo das formas epimastigotas do parasita
para tripomastigotas, efeito este abolido na presenga do antagonista de receptor de
PAF WEB 2086 (Figura 1). Ambroésio et al.,, (2003) relataram resultados
semelhantes, ao comprovar que solugdes de PAF 10°M induziram a diferenciagdo
de cerca de 30% das formas tripomastigotas em amastigotas e que este
comportamento também era afetado por acédo do antagonista de receptor de PAF

Veraguensina (Figura 1).

S can
C16H33/O\)\/O\ FI’/O\/\N< ° 7

I
PAF @) | WEB2086

b4

AT

cl —0 Veranguesina O—

Figura 1. Estrutura quimica do PAF e seus antagonistas de receptores WEB2086 e Veranguesina

Outra evidéncia que corrobora a hipétese de receptores de PAF em T. cruzi
diz respeito a capacidade do fosfolipidio de aumentar a expressao de fosfatases no
parasita (RODRIGUES et al., 1999). Entre algumas proteinas da classe dos GPCRs
(como o receptor de PAF humano) foi observado que a interagdo do agonista no
sitio ativo do receptor pode resultar na ativacdo de fosfatases que promovem a
fosforilacdo de determinadas quinases intracelulares (RITTER; HALL, 2009). A
constatacao de que o efeito indutor do PAF sobre atividade de ecto-fosfatases de T.
cruzi ocorre apenas em ceélulas vivas e nao em fragdes enriquecidas de membrana
pode ser interpretada como evidéncia adicional de que este efeito esteja relacionado
a transducéo de sinais dos receptores de PAF para o interior das células do parasita

(RODRIGUES et al., 1999).
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Nos estudos de Gomes et al. (2006), ensaios
de imunofluorescéncia ressaltam de modo bastante
evidente a presenga dos provaveis receptores de
PAF em células de T. cruzi (Figura 2). Entretanto,
as tentativas de isolamento do receptor por Western

Blot ndo foram bem-sucedidas e, at¢ o momento,

nenhum grupo de pesquisa obteve sucesso NO  Figura 2. Imunolocalizagdo de

. . ~ receptores de PAF em T. cruzi
isolamento e caracterizagdo deste receptor em

segundo Gomes et al. (2006).
Trypanosoma cruzi.

1.3. Relagao estrutura-atividade no fator de agregagao plaquetaria

Ha& mais de um século, Crum-Brown e Fraser (1868) langaram as bases do
estudo das relagbes entre estrutura e atividade dos compostos (SAR, do inglés
Structure-Activity Relationship) ao defender a idéia de que o efeito fisiolégico de uma
substancia é fungdo de sua composigao e constituicdo quimica. Este conceito se
fundamenta na observagdo de que as propriedades bioldgicas associadas aos
compostos sao fungdes de parametros fisico-quimicos tais como solubilidade,
ionizagao, lipofilicidade, estereoquimica e efeitos eletrbnicos, os quais apresentam
profundas influéncias sobre seu comportamento quimico.

A atividade bioldgica resultante do processo de interacdo dos compostos com
determinados receptores € altamente influenciada por variagbes da estrutura
quimica dos ligantes. Desse modo, mesmo pequenas alteragdes na estrutura dos
compostos podem resultar em perda completa da atividade, toxicidade inesperada
ou grandes variagbes de poténcia. Uma das formas de se propor modificagdes

racionais na estrutura de um composto € através do uso dos chamados mapas de
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atividades molecular, construidos a partir da comparagao dos valores de atividade
bioldgica entre diversos analogos e o composto de partida. Apos se realizar um
grande numero de modificagdes na molécula, muitas conclusdes relativas a SAR
podem ser feitas no intuito de se pressupor como alteragcdes estruturais especificas
poderao afetar a poténcia ou atividade biolégica de um dado composto (SELASSIE,
2003).

Na molécula do PAF € possivel distinguir quatro grupos principais
responsaveis pela interagdo do mediador com o receptor (Figura 3). O grupo colina
da molécula, formada por uma cadeia etilénica ligada ao grupo trimetilaménio, é
altamente sensivel a modificagcdes. Tanto o aumento do numero de carbonos da
cadeia etilénica (WISSNER; SCHAUB; SUM; KOHLER; GOLDSTEIN, 1986) quanto
a remogao ou substituicido do residuo trimetilamdnio (A) por grupo amino néao
carregado resultam em perda da capacidade de agregacao plaquetaria (SATOUCHI

et al.,, 1981; OSTERMANN et al., 1987).

8\ .

CH;—C—0—

Figura 3. Estrutura Quimica do PAF. Em destaque os principais grupamentos da molécula:
A = Grupo Colina, B = Grupo Fosforil, C = Grupo Acetato e D = Cadeia Alcoxi.

Modificagbes no grupamento fosforii (B) da molécula conduzem

invariavelmente a redugdes na atividade bioldgica. Substituicbes por grupos nao
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negativamente carregados (WISSNER; KOHLER; GOLDSTEIN, 1985; WISSNER,;
SCHAUB; SUM; KOHLER; GOLDSTEIN, 1986) ou a remogao do atomo de oxigénio
que liga o grupamento a cadeia etilénica (MOSCHIDIS; DEMOPOULOS; KRITIKOU,
1983) ocasionam reducdes da atividade de agregacdo plaquetaria na ordem de 10*
vezes.

A presengca do grupo acetato (C) também é essencial na interacdo da
molécula de PAF com o receptor. A remogédo deste grupo por fosfolipases A2-
especificas representa um mecanismo natural de bloqueio dos efeitos téxicos do
PAF nos tecidos, gerando um decréscimo de 120 vezes na capacidade de
agregacao plaquetaria (JAIN; ROGERS, 1989). A substituicdo deste grupo por
cadeias longas ou mesmo por radicais menores como propil ou isobutil resulta em
decréscimo desta atividade na ordem de 500 vezes (BLANK et al., 1982).

As propriedades bioldgicas da molécula do PAF sao altamente dependentes
da manutencgdo da funcgéo éter da cadeia alcoxi (D). Analogos nos quais o atomo de
oxigénio da funcao éter esta ausente (WISSNER et al., 1984) ou que apresentam
multiplas substituicdes dos carbonos da cadeia alcoxi por atomos de oxigénio
apresentam baixos niveis de atividade de agregagao plaquetaria (WISSNER;
KOHLER; GOLDSTEIN, 1986).

Um dos pontos mais interessantes dos estudos de SAR da molécula de PAF
diz respeito ao tamanho da cadeia alcoxi. Godfroid et al. (1987) avaliaram quatorze
analogos do PAF com cadeias variando de 1 a 20 atomos de carbono e constataram
que os valores de atividade de agregacgao plaquetaria destes compostos, embora
numericamente proximos entre si, descreviam um comportamento nao linear.
Comprovou-se posteriormente se tratar de uma relacdo parabdlica entre a

lipofilicidade da cadeia alcoxi e o logaritmo da estimulagao plaquetaria (HEYMANS
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et al. 1989), comportamento comum para muitos compostos organicos (Figura 4).

Ao se considerar uma série de compostos homodlogos, ou seja, compostos que

diferem entre si por uma unidade constante (um grupo CHa, por exemplo), € possivel

observar um aumento regular seguido de decréscimo progressivo da atividade

bioldégica em resposta ao aumento do numero de carbonos de uma cadeia saturada.

Em geral, este fenbmeno se deve a formagdo de micelas ou mesmo ao proprio

aumento da lipofilicidade, que dificulta o transito da molécula no meio aquoso e,

consequentemente, sua interacdo com

os receptores (SILVERMAN, 2004).

Desse modo, alteracdes na cadeia alcoxi
do fosfolipidio aparentam ser a maneira
mais de sintetizar

promissora se

analogos que ainda conservem a
capacidade de interagir especificamente

com os receptores de PAF.

1.4.

Log RPS
1.

zf

! 2 4 6 8 10
Figura 4. Relagdo entre a lipofilicidade e
atividade biolégica de analogos de PAF com

diferentes tamanhos de cadeia alcoxilica

segundo Heymans et al. (1989).

Sintese do fator de agregacao plaquetaria

Sao descritos na literatura diferentes protocolos para sintese quimica de PAF,

em geral envolvendo a modificagdo de materiais de partida enantiomericamente

puros. A busca de produtos enantiopuros se baseia no fato do fosfolipidio

naturalmente encontrado em mamiferos, (R)-PAF, ser aproximadamente 1000 vezes

mais potente que seu enantibmero sintético, (S)-PAF. Contudo, mesmo (S)-PAF

possui a capacidade de interacao com receptores de PAF, apresentando valores de

ECso para indugdo de agregacao plaquetaria na ordem de 50 nM (SALARI et al.,

1992).
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O primeiro protocolo para sintese de PAF, e consequentemente um dos mais
consagrados, foi publicado em 1980 por Godfroid et al., através do qual a sintese de
PAF foi alcangada em 11 etapas a partir de D-manitol (GODFROID et al., 1980).
Basicamente, este protocolo se resume na clivagem do manitol para geragao do
nucleo de glicerol, ao qual a cadeia alcoxilica e os grupo acetil e fosforilcolina sdo

sequencialmente inseridos em meio a exaustivas reagdes de protecdo/desprotecao

(Figura 5).
HO  OH 0
oH ZnCl J_g_( Pb(OCOCHj) }/_C%) Ni / H, /_C%
HO acetona /% HO )
HO  OH
CH3SOZCIJ
OH o) o)
CHa(CHy) OH H CH3(CHy) OJT OH + HsCS0,0 o/%
3 2)15— 3 2)15— CH;3(CH,)45-OH
-0 H,0 / MeOH 0 3(CHzhs s
(CeHs)sCCl
(CeHs)30 (CeHs)30 HO,
CH5COCI O H,/PdC O
CHy(CHis—@  OH ————> CHy(CHy)i5—G o—{ —2—~ CHy(CHy)i5—G o—{
Piridina MeOH / AcOH
1) Cl,PO,(CHy),Br
2) Hidrolise
OH
o) Br/\/O: {
(oo
O 0
P\ /\/\ / 1) N(CHg)s 0
CHiCHis—g 070 2 AgNo,  CHiCas-g 04

Figura 5 — Sintese do PAF a partir de b-Manitol (GODFROID et al., 1980).

Posteriormente, Fujita et al. (1982) propuseram a sintese de PAF a partir de
D-acido tartarico em 10 etapas. Neste caso, a reagao de acido tartarico com

benzaldeido catalisada por acido p-toluenossulfébnico conduz a formagdo do
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derivado benzilideno, o qual sofre clivagem redutiva para geracdo de um triol. Apos
protecdo das hidroxilas vicinais, a cadeia alcoxilica é inserida na posicao 1 e a
clivagem oxidativa realizada por reagao com tetracetato de chumbo. Os ultimos
quatro passos desta rota sintética, que representam a inser¢géo dos grupo acetil e
fosforilcolina ao nucleo de glicerol, sdo baseados no protocolo descrito por Godfroid

et al. (1980) (Figura 6).

(0]
HO OH CGHSCHO/p-TsOH OH LiAH,/AIC
HO—\_OH  Benzeno ©_< TELO I CH.Cl, /\©
>< / p-TsOH | Benzeno
O_

—(CH3)15CH3 —(CHy)15CH3
Hoj): HCI 1M j)i CH3(CH2)15OH / KH j):
HO /\O >< Benzeno /\©
PbO(AC)s | NaBH,

oL

O—(CH,)45CH3

. 4 etapas N/ Q o\)i
> N R~ (0]
| 4 \/\O/ \
Godfroid et al. (1980) OH
[ ] o)\

Figura 6 — Sintese do PAF a partir de D-acido tartarico (FUJITA et al., 1980).

Reducgao expressiva no numero de etapas foi alcangcada através do uso de
epicloridrina como material de partida (TSUBOI et al., 1992). Desse modo, a
preparacdo de PAF foi alcangcada em apenas cinco etapas, através da reacao entre
epicloridrina e alcool p-metdxibenzilico em presengca de um catalisador de
transferéncia de fase (brometo de benziltrimetilaménio), adicdo nucleofilica de
hexadecanol ao epodxido, acetilagdo da posicdo 2 do glicerol e debenzilagao

oxidativa da posi¢ao 3 para insergao do grupo fosforilcolina (Figura 7).
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CaHsCHAN'(CHy)y Oy CHy(CHp)sOH/NaH  \ HO
C'\/<J 0 f © J—\
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DDQ = 2,3-Dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona

Figura 7 — Sintese do PAF a partir de epicloridirna (TSUBOI et al., 1992).

Alguns anos mais tarde, Erukulla et al. (1995) descrevem a sintese PAF a
partir de glicidol, possibilitando através do uso de reagdes “one-pot” a preparagéo do
fosfolipidio em apenas trés etapas: a partir de glicidol, ap6s abertura do epodxido e
insercdo da cadeia alcoxilica, trés reagdes “one-pot” sao realizadas para introducao
regiosseletiva do grupo fosforilcolina a posi¢ao 3 do nucleo de glicerol seguida de

acetilagao da posicao 2 (Figura 8).
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Figura 8 — Sintese do PAF a partir de glicidol (ERUKULLA et al., 1995).

No presente estudo, visamos a sintese de ligantes de receptores de PAF
imobilizados em resina que possam interagir de maneira reversivel com o provavel

receptor de PAF em T. cruzi. O acoplamento dos derivados de PAF a resina foi
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proposto através de sintese em fase sélida, estratégia que apresenta algumas
vantagens sobre os métodos convencionais de sintese: (1) as reagdes podem ser
realizadas na presenca de grande excesso dos reagentes, forcando a obtencéo do
produto, (2) o excesso dos reagentes e subprodutos da reagao podem ser removidos
através de sucessivas lavagens da resina e (3) as perdas do produto séo
minimizadas ja que este permanece ligado a resina durante toda a sintese (CHAN;
WHITE, 2000; SEEBERGER; HAASE, 2000). A preparagao destes potenciais
ligantes do receptor de PAF do parasita é fundamental para o isolamento e
identificacdo destes receptores pelo grupo de pesquisa em Glicobiologia de nossa
unidade chefiado pelo Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi.

Em uma abordagem complementar, empregamos ainda estudos de
bioinformatica na tentativa de localizar a sequencia de aminoacidos relativa ao
receptor de PAF no proteoma de T. cruzi, ou seja, no conjunto de proteinas expresso
pelo genoma do parasita. Partindo do pressuposto que este receptor realmente
exista, parece logico supor que faz parte do proteoma do parasita, cujo genoma
correspondente ja foi completamente sequenciado (ATWOOD 37P et al., 2005).
Muitas proteinas descritas no proteoma sao classificadas como hipotéticas, pois
embora sua existéncia seja predita ainda ndo ha evidéncias experimentais de que
sejam expressas in vivo. E possivel que o receptor de PAF no parasita corresponda
a uma dessas proteinas e que sua ocorréncia possa ser evidenciada através de
comparagdes entre as sequencias destas proteinas com as sequencias de
receptores de PAF de espécies animais.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a descoberta e
sintese de compostos que possuam potencial terapéutico para tratamento da

doencga de Chagas. Neste sentido, alcangamos com sucesso a sintese de lignanas
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tetraidrofuranicas e derivados sintéticos da veraguensina com potente atividade
tripanocida (NIHEI et al., 2004; BERNARDES et al., 2006), compostos que se
acredita justamente atuarem como antagonistas especificos de PAF.

Através do isolamento e identificacdo dos receptores de PAF em T. cruzi,
busca-se nao apenas um melhor entendimento dos processos de proliferacao,
diferenciacao e resisténcia do parasita, mas também o estabelecimento de um
possivel novo alvo para o desenvolvimento de medicamentos com atividade
tripanocida. Antagonistas de receptor e inibidores especificos de GPCRs tém
demonstrado potencial clinico (ZHONG; NEUBIG, 2001) podendo representar, no
caso especifico da doengca de Chagas, uma forma efetiva de se modular os
processos de reproducao e diferenciacdo do tripanossomo. Desse modo, o
isolamento dos receptores de PAF em T. cruzi, pode conduzir no futuro ao
desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de pacientes

chagasicos.



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Sintetizar analogos do Fator de Agregacao Plaquetaria imobilizados em resina
para o isolamento, purificacdo e possivel identificacdo de receptores de PAF em
Trypanosoma cruzi. Realizar estudos de bioinformatica na tentativa de identificar a
sequencia de aminoacidos correspondente ao receptor de PAF no proteoma de T.
cruzi através da comparagdo entre as sequencias de proteinas presentes no

proteoma com a de receptores de PAF de espécies animais.
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3.1. Material
3.1.1. Aparelhagem analitica

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)
foram obtidos em espectrédmetros Bruker Avance DPX-300 e DRX-500 operando na
frequéncia de hidrogénio-1 a 300,13 MHz e a 500,13 MHz. Os deslocamentos
quimicos (§) estdo relatados em parte por milhdo (ppm) em relacdo ao
tetrametilsilano (TMS) e o numero de hidrogénios deduzidos da integral relativa. Os
espectros de massas foram obtidos em aparelho de alta resolugao, modelo Bruker
Daltonics ULTRO-Q-TOF, empregando ionizagdo por electrospray (ESI) e

analisadores quadrupolo (Q) e tempo de véo (TOF).

3.1.2. Aparelhagem laboratorial
- Agitador magnético: Corning PC-320
- Balangas: Mettler PE 400/ Sartorius BP 121S
- Banho termostatizado: Tecnal TE-184
- Bomba de alto vacuo: Precision Model D 150
- Evaporador rotatério: Buchi RE-121
- Evaporador rotatério com controlador de vacuo: Buchi R-215

- Luz ultravioleta: Spectroline CM-10

3.1.3. Solventes, reagentes e outros materiais
- Os solventes e reagentes comerciais foram convenientemente purificados,
conforme métodos usuais descritos (ARMAREGO; CHAI, 2003).
- As Cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram realizadas

utilizando placas de silica-gel 60 GF2s54 da MERCK® 0,25 mm preparadas a
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partir suspensao de silica em agua destilada. Revelacdo das placas foi
efetuada empregando irradiagcées de UV de 245 e 366nm e também vapores
de sublimacéao de iodo.

- As Cromatografias em Coluna Classica (CCC) foram realizadas utilizando
Alumina 150 mesh Sigma-Aldrich.

- Acetato de etila, grau HPLC (AcOEt) - Mallinckrodt

- Acetona, grau HPLC — Mallinckrodt

- Acetona deuterada, 99,8% [(CD3),COQO] - Acros Organics

- Acetonitrila, grau HPLC - Mallinckrodt

- Acido acético glacial — Mallinckrodt

- Acido bromidrico solugdo aquosa 48% - Sigma-Aldrich

- Acido trifluoracético, 99% - Sigma-Aldrich

- Agua destilada

- Agua deuterada (D,0) - Mallinckrodt

- Amido de milho caseiro (Maizena)

- Anidrido acético, 99% - J. T. Baker

- Carbonato de potassio, p. a. (K,CO3) — Scharlau

- Cianeto de potassio - Acros Organics

- Cloreto de ambnio, p. a. - Merck

- Cloreto de benzila, 99% - Sigma-Aldrich

- Cloreto de litio, 99% - Acrés Organics

- Cloreto de mesila, 98% - Sigma-Aldrich

- Cloreto de tosila, 98% - Sigma-Aldrich

- Cloreto de zinco anidro, 98% - Sigma-Aldrich

- Cloroférmio (CHCIs) - Mallinckrodt
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Cloroférmio deuterado, 99,8% (CDCls;) - Acrés Organics
1,8-diazabiciclo[5,4,0]-7-undeceno (DBU), 98% - Sigma-Aldrich
Diclorometano (DCM) - Mallinckrodt
N,N-dimetilformamida, 99,9% (DMF) - Alfa Aesar
DIPEA (diisopropiletilamina) - NovaBiochem

Dowex Monosphere 550A (OH") - Dow

Fenol, 99% - Sigma-Aldrich

L-alfa-fosfatidilcolina, 99% - Fluka

Hexano, grau HPLC — Mallinckrodt

Hidreto de sédio, 95% - Sigma-Aldrich

Hidroxido de sodio, 99% - Merck

lodeto de potassio, p.a. (KI) — Merck

lodeto de tetrabutilamonio, 98% - Sigma-Aldrich

lodo, (I2) — Merck

Isopropanol, p.a. (H3C-HCOH-CH3;) - Mallinckrodt
D-Manitol - Sigma-Aldrich

Metanol, p.a. (MeOH) - Mallinckrodt

Metanol deuterado, 99,8% (CD3;0OD) - Acrés Organics
Metdxido de Sadio, 95% - Sigma-Aldrich

Ninidrina - Acros Organics

Nitrato de prata, 99% - Sigma-Aldrich

Ovos de granja

Oxido de dibutilestanho, 98% - Sigma-Aldrich
Piperidina, 99% - Acrés Organics

Piridina, 99% - Sigma-Aldrich

20
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PyBOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidinofosfénio) -
NovaBiochem

- Resina de Wang-Gly-Fmoc 100-200 mesh - NovaBiochem

- Tetraacetato de chumbo, 95% - Sigma-Aldrich

- Tolueno - Mallinckrodt

- Trietilamina, p.a. - Merck

3.2. Métodos
3.2.1. Acoplamento do acido hidroxi-hexadecanodico a resina de Wang-glicina
3.2.1.1. Desprotecdo ortogonal do grupo N-Fmoc para posterior
acoplamento

Resina de Wang previamente ligada a residuo de glicina protegida com grupo
N-Fmoc (Resina de Wang-Gly-Fmoc 100-200 mesh, NovaBiochem, 100mg) foi
intumescida com diclorometano (3mL). Apds cerca de 3h, o solvente foi removido
por filtracdo e N,N-dimetilformamida (DMF, 2mL) foi introduzido sobre a resina. A
mistura foi agitada através de borbulhamento de argbnio, introduzido pela parte
inferior do frasco de reacdo. DMF foi removido por filtracdo e nova porcédo foi
introduzida, agitada e o processo repetido por trés vezes. Apds sucessivas lavagens
com DMF, a resina foi tratada com solugéo de piperidina 20% em DMF (2mL) para
desprotecao do grupo N-Fmoc. A mistura foi agitada pelo borbulhamento de argdnio
por cerca de 15 minutos e o reagente removido por filtragdo. A operacéao foi repetida

trés vezes e ao final a resina foi lavada trés vezes com DMF.
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3.2.1.2. Reacao de acoplamento de acido hidroxi-hexadecandico a resina
Acido hidroxi-hexadecandico (2 equivalentes) e hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidinofosfonio (PyBOP, 2 equivalentes) foram dissolvidos
com minima quantidade de DMF. A solugao foi tratada com diisopropiletilamina
(DIPEA) e imediatamente introduzida sobre a resina, contendo o aminoacido glicina
com grupo amino livre. A mistura foi agitada através de fluxo de argénio por 6 horas
e o término da reacéo foi verificado através do teste de Kaiser, usado para detectar
presenca de grupo amino livre. A mistura foi filtrada e a resina lavada trés vezes com
DMF, diclorometano e metanol. Apds secagem em alto vacuo, uma amostra foi
submetida & clivagem para analise de RMN "H. RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 1,25
(20H, (CH2)10), & 1,37-1,92 (6H, NCOCH.CH,, CH.,CH.CH,OH), & 2,28 (2H,

NCOCH,), 5 4,09 (2H, CH,OH), & 4,16 (1H, OH), & 4,36 (s, 2H, COCH,NCO).

3.2.1.3. Teste de Kaiser

Cerca de 2mg de resina foram tratadas sucessivamente com duas gotas de
cada um dos seguintes reagentes: ninidrina 5% em etanol, fenol 80% em etanol e
cianeto de potassio em piridina (2mL de solugdo de KCN 0,001M em 98mL de
piridina). A mistura foi aquecida a 120°C por 1-2 min. Neste teste, a presenga de
grupo amino livre ligado a resina (acoplamento incompleto, teste positivo) é indicado
pelo desenvolvimento de coloragao azul intensa e a auséncia de grupo amino livre

(acoplamento completo, teste negativo) pela coloragédo castanha.

3.2.1.4. Clivagem do derivado glicina-acido hidroxi-hexadecandico da resina
A remocgado do derivado glicina-acido hidroxi-hexadecandico da resina foi

realizada somente apds sucessivas lavagens da resina com diclorometano e
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metanol para a eliminagao de tragos de DMF. A clivagem foi realizada na presenca
de solucéo de &cido trifluoroacético 95% em agua. A mistura foi agitada sob fluxo de
argbnio por 2 horas e filtrada para um frasco coletor. A operagao foi repetida e as
fases de acido trifluoroacético 95% foram concentradas em evaporador rotatério. O
solido formado nas paredes do frasco foi tratado com éter etilico, previamente

resfriado a 0°C, para formacao de um filme cristalino na superficie do frasco.

3.2.2. Sintese de 1,2,5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol a partir de D-manitol
Cloreto de zinco anidro (600mg) foi aquecido em chama até fusdo para
garantir a auséncia de agua e posteriormente submetido a agitagdo com acetona
anidra (3mL) (TIPSON; COHEN, 1968). Apds filtracdo para remogéo de impurezas
de ZnCl,, foi adicionado D-manitol (100mg, 0,55mmols) e a suspensao agitada em
baldo acoplado a condensador de refluxo, com banho de gelo até o manitol ser
dissolvido (2h). A solucdo foi transferida para um becker contendo solugdo de
carbonato de potassio em agua (700mg/0,7ml) e filtrada sob vacuo. O precipitado foi
lavado trés vezes com cloroférmio resfriado (1,5mL) e o filtrado resultante
combinado ao inicial para ser concentrado a um volume de 1,5mL. O composto
1,2,5,6-di-O-isopropilideno foi isolado da fase orgénica (72% de rendimento). RMN

"H 300 MHz, (CD5),CO, & 1,20-1,40 (12H, CHs), & 3,49-4,17 (6H, CH,, CH).

3.2.3. Tentativa de sintese de 2,3-O-isopropilideno-D-gliceraldeido a parir de
1,2,5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol

A uma suspenséao de 1,2,5,6-di-O-isopropilideno-D-Manitol em tolueno (78mg
em 2,5mL) foi adicionado tetraacetato de chumbo (132mg), procedendo a reagdo em

agitacédo branda por 3 horas (BAER; HERMANN; FISCHER, 1939). A formacao de
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um precipitado de chumbo na forma de pequenos bastbes foi observada e o este foi
testado com solugdo de iodeto de potassio-amido (300mg amido: 10mL de agua
fervente: 300mg KIl) para presenga de excesso do agente oxidante tetraacetato de
chumbo. Em um tubo de ensaio com 2mL de agua, cinco gotas de solugéo Kl-amido
foram adicionadas junto a uma pequena amostra do precipitado de chumbo.

Neste teste, o resultado positivo (presengca de oxidante) € expresso pela
mudanca da coloracédo da solugdo para azul, enquanto a manutencéo da cor branca
original indica resultado negativo (auséncia de agentes oxidantes). Apds a auséncia
de acetato de chumbo ser constatada, a amostra foi submetida a analise por
cromatografia em camada delgada analitica (acetato de etila:hexano, 1:1 v/v) que,
no entanto, revelou apenas a presenca do material de partida 1,2,5,6-di-O-

isopropilideno-D-manitol, posteriormente confirmada por RMN 'H .

3.2.4. Sintese de L-alfa-glicerilfosforilcolina a partir de L-alfa-fosfatidilcolina
3.2.4.1. Isolamento de L-alfa-fosfatidilcolina a partir da gema do ovo

Os procedimentos finais de separagao de L-a-FC a partir da gema do ovo
foram realizados conforme descrito por Ichihara et al. (2005). A uma massa de 80g
de gemas de ovos frescos foram adicionados 250mL de acetona e a mistura agitada
em banho de gelo durante 30 minutos, seguida de filtragcdo em papel de filtro. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes, possibilitando a remogédo grande
parte dos lipidios neutros, pigmentos e agua. A partir da massa restante, os
fosfolipidios foram extraidos duas vezes com 150mL de clorofémio:metanol (1:1, v/v)
sob agitagdo em banho de gelo por 30 minutos. A massa foi filtrada e os dois

filtrados reunidos para remocao dos solventes em evaporador rotatorio.
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O sodlido resultante foi ressuspendido em volume minimo de cloroférmio e
submetido a cromatografia em coluna classica com alumina (10g de alumina por
grama de massa de fosfolipidios), empacotada em coluna de vidro com cloroférmio.
Antes de realizar o empacotamento da coluna, a alumina foi lavada exaustivamente
com metanol até que o liquido sobrenadante estivesse livre das particulas mais
finas. A eluicdo dos pigmentos carotendides e fosfolipidios neutros restantes foi
realzada com acetona, tendo sido possivel acompanhar visualmente o final da
eluicdo destes pigmentos. Em seguida, a fosfatidilcolina foi eluida da coluna com
500mL de solugado clorférmio:metanol (1:1, v/v). A quantidade média isolada de

fosfatidilcolina isolada por este procedimento foi de 2,8g.

3.24.2. Tentativa de desacilacao de L-alfa-fosfatidilcolina empregando
hidréxido de tetrabutilaménio

A preparacdo da solucao de hidréxido de tetrabutilaménio 1M foi realizada de
acordo com Cundiff e Markunas (1962). Foram dissolvidos 300mg de AgNOs; (grau
reagente) em 0,5mL de agua e 0,5mL de solugdo NaOH 4N, ambos livres de carbonato.
Apos agitacao vigorosa, a solugao foi filtrada em funil com placa de vidro e o precipitado
de 6xido de prata formado foi lavado com 7,5mL de agua fervente e 3mL de metanol.
lodeto de tetrabutilamdnio (400mg) foi dissolvido em metanol (1mL) e a solugao resultante
resfriada em banho de sal e gelo (-5 a -10°C). O precipitado de éxido de prata umedecido
foi adicionado a solucdo e a reagédo procedeu em atmosfera de argdnio sob agitagao
intensa por 1h, sempre repondo o banho de sal e gelo. Apés filtragdo em funil com placa
de vidro, o filtrado foi mantido em repouso por 24h para observar se haveria deposi¢ao de
oxido de prata, fato que justificaria uma nova filtragdo. Como nenhuma precipitacao foi

observada, a solugao foi prontamente utilizada no ensaio de desacilagao.
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L-alfa-Fosfatidilcolina (L-a-FC, 300mg) foi dissolvida em éter (10mL) e 300uL
de solucdo 1M de hidréxido de tetrabutilaménio. Apds 2h a temperatura ambiente a
formacado de ténue precipitado de aspecto leitoso aderido ao fundo do baldo foi
observada, o qual foi cuidadosamente separado por decantacao do solvente, lavado
duas vezes com de éter (0,5mL) e seco em bomba de alto-vacuo para ser enviado

para analise de RMN "H.

3.2.4.3. Desacilagao de L-a-FC em solugao alcoodlica de hidréxido de litio

A preparacado da solugao de hidroxido de litio empregada nesta etapa foi
realizada por metodologia desenvolvida pelo aluno, a partir de solugdo metandlica
de LiCl 0,125M (2mL) eluidos de resina de troca idbnica Dowex Monosphere 550A
(OH, 166mg). Esta quantidade de resina foi calculada para nao exceder a
capacidade maxima de troca da mesma, 1,1eq (OH’)/L de resina. Apdés 15 minutos, a
solucao foi filtrada em papel e o filtrado resultante armazenado em frasco ambar
para posterior utilizacao.

Seguindo os procedimentos descritos por Brockerhoff (1963), L-a-FC
(30umoils) foi dissolvida em solugdo metandlica de LIOH 0,125M (0,8mL) e
cloroféormio (0,2mL). Ap6és 15 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente, a
reacao foi interrompida pela adicdo de acido acético glacial até obtencdo de pH
levemente acido (pH = 6). Os solventes foram removidos em evaporador rotatério e
a amostra dissolvida em volume minimo de cloroférmio: metanol:agua (1:1:1, v/v/v)
para ser aplicada em coluna de alumina previamente empacotada com cloroférmio.
A eluicdo com foi realizada com cloroférmio, cloroférmio:metanol (1:1, v/v) e
metanol:agua (1:1, v/v), sendo esta ultima fragcdo concentrada em evaporador

rotatério com controlador de vacuo para analise de RMN 'H (52% de rendimento).
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3.2.4.4. Desacilagcao de L-a-FC em solugao alcodlica de metéxido de sédio
Solugcao metandlica 1,25M de metdxido de sédio foi preparada ao se dissolver
CH3ONa (270mg) em metanol (4mL). A esta solugdo foi adicionada L-a-FC
(150umols) em cloroférmio (1mL) sob agitagao constante. A reacéo foi monitorada a
cada 2 minutos por cromatografia em camada delgada analitica em placas contendo
silica gel eluidas com cloroférmio:metanol:agua (65:25:4, v/v/v) por comparagao a
padrao de L-a-FC Fluka. Apdés 32 minutos, todo o material de partida havia sido
consumido e a reacao foi interrompida aos 40 minutos pela adicdo de acido acético
glacial até obtengdo de pH levemente acido (pH = 6). O solvente foi removido em
evaporador rotatério e a amostra foi submetida a separagcédo por cromatografia em
coluna classica com alumina, exatamente como descrito para a reagdo com
hidroxido de litio na Seg¢ao 3.2.5.2. A ultima fracdo eluida (metanol:agua 1:1, v/v) foi
concentrada em evaporador rotatério com controlador de vacuo e enviada para
analise de RMN "H (rendimento de 83%). RMN 'H (500 MHz, CDs;OD) & 3,18 (9H,
N*CH3), 3,48-3,63 (4H, CH,N", CH,OP), 3,73 (1H, OCHHCHOHCH,OP), 3,83 (1H,

OCHHCHOHCH,OP), 3,88 (1H, CHOH), 4,25 (2H, POCH}).

3.2.5. Sintese de tosil/mesil glicerilfosforilcolina (tosil/mesil-O-GFC) a partir de
L-a-glicerilfosforilcolina
3.2.5.1. Tentativa de sintese de derivado tosil-O-GFC por reagao seletiva
em hidroxila primaria em acetonitrila

Conforme adaptacdo realizada dos protocolos descritos por Kanda e Wells
(1981) e Chakraborty, Reddy V. R. e Reddy T. J. (2003), L-a-Glicerilfosforilcolina
(0,189mmol) foi dissolvida em acetonitrila (1mL) quando trietilamina (53uL) e cloreto

de tosila (39,7mg) foram sequencialmente adicionados a 0°C sob atmosfera de
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argbnio. Apdés remocgao do banho de agua e gelo, a reagcdo permaneceu sob
agitacdo constante e atmosfera inerte por mais 6 horas, quando analise por
cromatografia em camada delgada analitica (silica gel, cloroférmio:metanol:agua,
65:25:4 v/viv) demonstrou o consumo do material de partida e a formagdo de um
unico produto UV ativo. A reacao foi interrompida pela adicdo de solugdo aquosa
saturada de NH4Cl e concentrada em evaporador rotatério com controlador de
vacuo. A mistura foi submetida a cromatografia em alumina, procedendo-se a
eluicdo sequencial com as fases méveis cloroférmio, metanol-agua (8:2, v/v) e agua.
A presenga de um composto UV ativo foi confirmada na fragdo metanol-agua,
composto também visualizado sob vapor de iodo, embora analise de RMN 'H nao

tenha evidenciado a formagéao do produto desejado.

3.2.5.2. Tentativas de obtencao do derivado tosil-O-GFC por reagao
seletiva em hidroxila primaria catalisada por piridina

Cloreto de tosila (63mg, 0,33mmol, 2eq) em piridina (1mL) foi adicionado a
uma solugdo de glicerilfosforilcolina (GFC) em piridina (0,16mmol em 1mL;
solubilizacdo de GFC apenas parcial) a -10°C durante 45 minutos (KAPITANA;
GRACZA, 2008). A reagao foi mantida sob agitacdo em banho de gelo por mais 3
horas quando entdo foi agitada sob temperatura ambiente por 36 horas. Neste
periodo, andlise periddica por cromatografia em camada delgada analitica nao
sugeriu a formagao do composto desejado. O ensaio foi entdo repetido nas mesmas
condicbes exceto por se dissolver a GFC em acetonitrila. Novamente nao se
observou a formagédo do produto desejado, mesmo apdés 72 horas de reacgao.

Analise de RMN 'H confirmou a ndo obtencdo do produto esperado.
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3.2.5.3. Obtencdo do derivado tosil-O-GFC por reagcao seletiva em
hidroxila primaria catalisada por trietilamina e 6xido de dibutilestanho
Glicerilfosforilcolina (50mg) e 6xido de dibutilestanho (53,25mg) foram suspensos
em metanol (2mL) contendo peneira molecular em p6 (4A) ativada e os reagentes
agitados sob temperatura de refluxo (FASOLI et al., 2006). Apés 3h de reagédo, a
mistura reacional havia mudado de um aspecto branco opaco para transparente,
sinalizando a formagao do complexo entre GFC e 6xido de dibutilestanho, o qual pode
ser constatado por cromatografia em camada delgada analitica. O solvente foi entdo
substituido por isopropanol (2mL) e foram adicionados cloreto de tosila (44,90mg) e
trietialmina (32,5uL), sendo a reagcdo mantida sob agitacdo a temperatura ambiente.
Apds 1h, foi adicionada agua destilada (2mL) e a fase isopronal/agua foi particionada
com hexano por trés vezes (4mL cada) pra remocao do 6xido de dibutilestanho. A fase
aquosa foi seca para dar origem a um solido amarelado oleoso e o composto desejado
obtido por cromatografia em camada delgada preparativa (fase modvel
cloroférmio:metanol:agua, 65:25:4 v/viv) em um rendimento de 65,36%. RMN 'H (500
MHz, CD30D) & 2,33;2,42 (3H, CH3CgHa), & 3,20 (9H, N'CH3), & 3,61 (1H, SO;CHH,;
1H, OCH,CH(OH)CH0), & 3,77—-4,08 ( 2H, CH,N"; 1H, SO3CHH; 2H, CH,OP), 5 4,24

(2H, POCHy), 8 7,21, 7,43; 7,67, 7,78 (4H, CsHa).

3.2.6. Tentativas de acoplamento entre tosil-O-GFC e resina de Wang-glicina-
acido hidroxi-hexadecandico
3.2.6.1. Tentativa de acoplamento com hidreto de soédio e 1,8-
diazabiciclo[5,4,0]-7-undeceno (DBU)

Uma suspensao de NaH (7,86mg, 0,126mmol) em DMF (2mL) foi agitada sob

borbulhamento de gas argbnio junto ao derivado de acido hidroxi-hexadecandico
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ligado a glicina e resina de Wang (0,21mmol) por 30 minutos, conforme adaptado de
Wissner et al. (1985). O meio reacional foi entdo escoado, a resina lavada com
diclorometano trés vezes e uma solugéo de 1-O-tosil-GFC (52,26mg, 0,126mmol) em
DMF (3mL) gotejada lentamente sob a mesma. Depois de aproximadamente 12
horas de reacgao (“overnight”) sob a agitagdo com gas argbnio, a resina foi filtrada e
novamente lavada com diclorometano trés vezes. Apds secagem em alto vacuo,
uma amostra foi submetida a clivagem por acido trifluoroacético 95% e enviada para
analise de RMN "H. O mesmo protocolo foi posteriormente repetido ao se substituir
NaH por uma solugdo de DBU em DMF (0,126mmol em 2mL) mas em ambos o0s

casos nao se obteve o produto esperado.

3.2.6.2. Tentativa de acoplamento empregando diisopropiletilamina (DIPEA)
O derivado de acido hidroxi-hexadecandico ligado a glicina e resina de Wang
em DMF (138mg, 0,08957mmol em 1mL) foi agitado sob borbulhamento de gas
argbnio junto a iodeto de tetrabutilamdénio (0,08957mmol, 2,67mg) e DIPEA
(0,08957mmol, 13uL) por 15 minutos a temperatura ambiente (SHIN et al., 2006).
Em seguida, uma solugao de tosil-O-GFC em DMF (18mg, 0,07464mmol em 1mL)
foi lentamente gotejada sobre a mistura reacional a reagédo prosseguiu sob agitagéo
a temperatura ambiente por mais 12 horas. O solvente contendo excesso de
reagentes foi escoado e a resina lavada trés vezes com DMF e diclorometano. Apés
secagem em alto vacuo, uma amostra foi submetida a clivagem por &acido

trifluoroacético 95% e enviada para analise de RMN 'H.
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3.2.6.3. Tentativa de acoplamento entre complexo de GFC-estanho e
resina de Wang contendo residuo de acido 16-bromo-hexadecandico

Anidrido acético (0,7 mL) foi lentamente adicionado a uma solugdo aquosa de
acido hidrobromidrico 48% (190 pL) seguida de acido hidroxi-hexadecandico (234
mg) e a mistura agitada a 100°C por 3 horas (BIDD et al., 1983). Os solventes foram
removidos em evaporador rotatorio, o residuo dissolvido a quente em éter de
petroleo e tratado com carvao ativo para ser filtrado em silica para isolamento do
4cido 16-bromo-hexadecansdico em um rendimento de 85,70%. RMN "H (300 MHz,
CDCls) & 1,24 (22H, [CH2]41), © 1,62 (2H, CH,CH,COOH), & 1,87 (2H, CH>CH2Br), &
2,34 (CH.COOH), & 3,40 (2H, CHBr).

A uma solucao de 38 mg (0,08132 mmol) de acetal GFC-dibutilestanho em 1 mL
de DMF foi adicionado peneira molecular (4A) ativada (122 mg), iodeto de
tetrabutilamonio (33mg, 0,08946 mmol) e acido 16-bromo-hexadecandico condensado a
resina de Wang-Gly-acido (0,08946 mmol) segundo protocolo descrito na Se¢ao 3.2.1.2
(KONG; GRINDLEY, 1994). A mistura reacional foi irradiada em microondas a 70°C
durante 30 minutos e a resina sequencialmente filtrada em funil de vidro sinterizado com
DMF, diclorometano e metanol, tendo sido possivel a separacdo da resina e peneira
molecular durante este processo. Apds secagem em alto vacuo, uma amostra foi

submetida & clivagem por &cido trifluoroacético 95% e enviada para analise de RMN 'H.

3.2.6.4. Tentativas de acoplamento entre tosil-O-GFC e derivado
benzilado de acido hidroxi-hexadecanodico

A uma solugdo de acido hidroxi-hexadecandico (176 mg, 0,646 mmol) em
DMF (1 mL) agitada sobre banho de gelo foi adicionado DBU (108 pL, 0,710 mmol)

seguido de brometo de benzila (85 pL, 0,710 mmol). A mistura foi deixada sob



Materiais e Métodos 32

agitagcdo a temperatura ambiente “overnight”, concentrada sob pressao reduzida e
particionada entre solugdo HCI 1M e éter etilico. A fase orgéanica foi lavada com
solugdo saturada de NaHCO;, seca sobre Na,SO, e rota-evaporada (MATULIC-
ADAMIC et al., 2002). Apdés cromatografia em coluna classica empregando silica
flash e 20-30% de gradiente de acetato de etila em hexano, o éster benzilico do
4cido hidroxi-hexadecandico foi obtido em um rendimento de 90,20%. RMN "H (300
MHz, CDCls) & 1,22 (22H, [CH2]41), & 1,49-1,67 (4H, CH,CH,COOH; CH,CH,0H), &
2,35 (CH.COO0), & 3,63 (2H, CH,0OH), & 5,13 (2H, CH,OCgHs) , 8 7,36 (5H, CsHs).

As primeiras tentativas de condensacao direta entre o éster benzilico do acido
hidroxi-hexadecandico e 1-O-tosil-GFC foram realizadas de acordo com o protocolo
proposto por Wissner et al. (1985), conforme descrito na Se¢ao 3.2.6.1. Ja& nas
tentativas em que se objetivou realizar a condensacao através de intermediario epoxi-
GFC, o protocolo adotado foi o proposto por Bittman et al. (1984), conforme descrito a
seguir. Uma suspenséao de 1-O-tosil-GFC (184,3 mg, 0,45 mmol) em acetonitrila anidra
(3 mL), foi gotejado DBU (135 uL, 0,90 mmol) em banho de gelo e a reagao foi mantida
a 0°C por 3 horas. Em seguida, éster benzilico do acido hidroxi-hexadecandico foi
adicionado (254mg, 0,56 mmol) e a reagao prosseguiu sob refluxo durante 36 horas.
Apbs purificagdo por cromatografia em alumina empregando cloroférmio:metanol (9:1,
v/v), o produto reacional foi isolado dos materiais de partida ainda visiveis por

cromatografia em camada delgada analitica com rendimento de 23%.

3.2.7. Estudos de bioinformatica
3.2.7.1. Anadlise das sequéncias de receptores de PAF de animais
As sequencias dos receptores de PAF de diferentes espécies animais (Tabela

1) foram baixadas do NCBI protein database (http://www.ncbi.nim.nih.gov) e
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TreeFam database (http://www.treefam.org/). O alinhamento das sequencias foi
realizado pelo software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), um método global
progressivo cujo algoritmo atua em duas etapas distintas. Inicialmente uma “arvore
guia” é construida com base na similaridade das sequencias e entdo o alinhamento
aos pares € realizado de acordo com a ordem estabelecida pela arvore. Por ser
gratuita e de boa qualidade, ClustalW é a ferramenta mais utilizada no alinhamento
de sequencias de proteinas e nucleotideos (HIGGINS e cols., 1994).

As analises de residuos conservados e das relagdes evolucionarias entre os
receptores foram realizadas pelo software MEGA 4.0 (TAMURA et al.,, 2007),
software especialmente desenhado para analise comparativa de proteinas e genes e
investigacao de suas relagdes evolucionarias. MEGA disponibiliza ferramentas para
a manipulacdo de dados locais e de servidores da web, para a analise estatistica
dos dados e visualizagao dos resultados (TAMURA et al., 2007). Empregou-se para
a analise filogenética o algoritmo “neighbor-joining” (SAITOU; NEI, 1987) com mil
repeticdes de “bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985). As distancias evolucionarias foram
calculadas utilizando o método de corregao “Poisson” (ZUCKERKANDL; PAULING,
1965) em unidades do numero de substituicdes de aminoacidos por sitio e todas as

posi¢coes contendo “gaps” foram eliminadas.

Tabela 1 - Sequéncias dos receptores de PAF selecionadas para o estudo.

Animal Sequencia

MLTPDSDFLDSQFRYDLFPSAYGVIFILGLLANLYVLFILRCLOEARAMGEIRIYMTNLS
IADLLFVCALPFWIGYYSRHGNWVYTDFMCRLTGSLFFINTYCSVLFLGAISVNRYWAVT
RPLDTASSDHRLRGIIISVIIWVLTISMAIPYLVSPATNTDENLVVRCFEGYQNQTDSEK
Baiacu (Tetraodon KTVAATHFAIIGLFFVVFALVLVCNLLIAQALLSSNAKSLOHTGSSRSTSSQRPRGVKRR

nigroviridis) ALQMLLAVVGVFVVCFLPHHVIQGAWTLAVLOIKQGWGHVDWSQGTRQALNDAHQI TLLL
MGLNCILDPVVYCFATKKFRRYILGHVRRLRKGDGCSQTVMSQISTEGRNQSQVLPVHQE
LEM
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Animal

Sequencia

Boi (Bos taurus)

MEPNNSFRVDSEFRYTLFPIFYSIVFVLGVIANSYVLWVFARLYPSKKFNEIKIFMVNLT
MADLLFLVTLPLWIVYYYNQGDWILPKFLCNLAGCFFFINTYCSVAFLAVITYNRFQAVT
RPIKTAQATTRKRGILLSLIIWVSIVGAASYFFVLDSTNREPNKTGSANITRCFEHYEKG
SIPVLTIHIFLVFSFFLVFLIILFCNLVIIRTLLTQQVQIQRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHLVQLPWTLAELGFQDTDFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPIIYCFLTKKF
RKHLTEKLYSMRESRKCSRATSETGTEVVMQLKDVPVKSLKY

Cabra (Capra hircus)

MEPNNSFRVDSEFRYTLFPIFYSIVFVLGVIANSYVLWVFARLYPSKKFNEIKIFMVNLT
MADLLFLVTLPLWIVYYYNQGDWILPKFLCNLAGCFFFINTYCSVAFLAVITYNRFQAVT
RPIKTAQATTRKRGFLLSLIIWVSIVGAASYFFVLDSTNSEPKKTGSGNITRCFEHYEKG
SIPVLIIHIFLVFSFFLVFLIILFCNLVIIRTLLTQQVQMQRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FVICFVPHHLVQLPWTLAELGFQDTDFHQGINDAHQVTLCLLSTNCVLDPIIYCFLTKKF
RKHLTEKLYSMRESRKCSRATSETGTEVVVQLKDAPIKSLKY

Camundongo (Mus

musculus)

MEHNGSFRVDSEFRYTLFPIVYSVIFILGVVANGYVLWVFANLYPSKKLNEIKIFMVNLT
MADLLFLITLPLWIVYYYNEGDWILPNFLCNVAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRYQAVA
YPIKTAQATTRKRGISLSLIIWVSIVATASYFLATDSTNLVPNKDGSGNITRCFEHYEPY
SVPILVVHVFIAFCFFLVFFLIFYCNLVITHTLLTQPMRQQRKAGVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHVVQLPWTLAELGYQTNFHQAINDAHQITLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKFR
KHLSEKFYSMRSSRKCSRATSDTCTEVIVPANQTPIVSLKN

Cavalo (Equus caballus)

MESNNSSRVDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGVIANSYVLWVFGHLYSSKQLNEIKIFMVNLT
VADLLFLLTLPLWVVYYYNQGNWIFPKFLCNLTGCCFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVA
KPIKTAQASTRKRGISLSLVIWLAIVAAASYFLFMDSTNIVPNKAGSGNITRCFEHYEKG
SVPVLIIHIFLVFSFFLVFLIILVCNLVIIRKLLMQPEHLQRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHMVQLPWTLAELGFQNNKFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPIIYCFLTKSF
RKHLTQKLYSLRSSRKCPLATTETGIEGVMPLNQIPVNSLKN

Chimpanzé (Pan
troglodytes)

MEPHDSSHMDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGVIANGYVLWVFARLYPSKKFNEIKIFMVNLT
MADMLFLITLPLWIVYYQONQGNWILPKFLCNVAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
RPIKTAQANTRKRGISLSLVIWVAIVGAASYFLILDSTNTVPNGAGSGNVTRCFEHYEKG
SVPVLIIHIFIVFSFFLVFLIILFCNLVIIRTLLMQPVQQQRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHVVQLPWTLAELGFQDSKFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKFYSMRSSRKCSRATTDTVTEVVVPEFNQIPGNSLKN

Coelho (Oryctolagus

cuniculus)

MEPHNSSRVDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGVVANGYVLWVFAHLYPSKKLNEIKIFMVNLT
VADLLFLITLPLWIIYYHNQGNWILPKFLCNLAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
QPIQTAQATTRKRGIALSLVIWVSISAAATYFLILDSTNIVADKAGSGNVTRCFEHYEKG
SMPVLLIHIFIVASFFIVFLIILICNLVIIRTLLTQPVQQPRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHVVQLPWTLAELGFRNTDFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKIYSMRNSRQCSRVTMETGTEAIVPLSQVPAKALKN

Cuica (Monodelphis

domestica)

AMDEDNFRIDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGFVSNAYVLWVFISLDPSKKLNEIKIFMVNLT
VADLLFLFALPLWIVYYFNKGNWLLPKFLCNVAGCLFFINTYCSVCFLGVITYNRFQAVT
DPIKAAQSTTRRRGILLSTIIWVVIVGCASYFLISDATNSVPSKMTGENVTRCFEHYEKG
SIPVLLIHVFIVLCFFIVFLVILVCNVIIIRTLLAQPLQPQSNADVKQKALWMVCTVMAV
FFICFVPHHVVQLPWTLAELQIGFQDNDQVHQLINDAHQVTLCLMSINCVLDPIIYCFLT
KKFRKHLKERLQSMKGSRKCSRVTSDTGVEAVVPLNNFPVNSKNN
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Animal

Sequencia

Elefante (Loxodonta

africana)

MESNESSHLDSEFRYILFPIFYSIIFVLGVIANGYVLWVFASLYPSKKLNEIKIFMVNLT
MADLLFLVTLPLWIVYYYNQGNWILPKFLCNLAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
RPIKTAQATTRKRGITLSLVIWVTIVAAASYFLFMDSTNTVSDKTGLSNITRCFEHYEKG
SVPVLSIHIFIVCSFFLVFFIILVCNLVIIRTLLTQPVQVQRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHMVQLPWTLAELQFQNNTSHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKLYSMRSSQKCSRATIDTGIEVVAPLNQRPVSSLKN

Esgana-gata

(Gasterosteus aculeatus)

MVSTTEQVALNVTPRLDSSVFLDSEFRYVAFPVVYSIIFILGITANLYVLFVLRRLRESK
SMGEICIYMINLTIGDLLFVTFLPFWIDYFRRDGNWIFQDVMCRLSGSLFFINTYSSVLF
LCAISVSRYWAVTRPLDVATSDHRTRGIILSVFIWLFTLATAILFLIQPGTHTDDNNVTR
CFEGYQNTPVSTKVHVFAFHLTIVIGFFLVFFVVVVCNFLIARTLLSKGPPRAEKRRGVK
QRALQMLFSVVGVFVVCFLPHHACQCFWTLAVLHIEEGFGHVDWSQKTRQALNDAHQITW
LLMSLNCILDPVVYFFATQKFKGFIMAHIKKIARGGSCSTTLTSEGSMHSQRHQSDIQTS
v

Esquilo (Spermophilus

tridece)

MEPNGSSRVDSEFRYILFPIIYSIIFVVGVIANGYVLWVFAHLYPSKKLNEIKIFMLNLT
VADLLFLITLPLWIIYYYNQGNWILPKFLCNVAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
RPIRTAQATTRKRGIYLSLVIWVFIVAAASYFLILDSTNIVTPKAGLGNITRCFEHYEKG
SVPVLVIHIFIVFSFFLVFLIILFCKLVIIRTLLLOQPVQQKHNAQVKRRALWMVCAVLAV
FVICFVPHHVVQLPWTLAELGYQDSYFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKFYNIRSSRKCSRVTTDTGTDVVMPINQIPVDSLKN

Galo (Gallus gallus)

MSGEGKGDAAGSVCPIDSEFRYSLFTVFYSITIFILGFVANCYVLWIFSRIYPTKKLNEIK
IFMLNLTVADLLFLVITMPLWIVYYHNHGNWIMPKFLCSVAGSLFFVNTYASVAFLMVITY
NRYQAVTNPIRAAQFTTQRRGIFLSAAIWIITVGSALYYIFDDNTNVEKIDSINYTRCFE
RYDSTGNVTPVLAIHITIICTLEFYVIFLFILTWNITITITIRTLFSKSGQQRKSAHVKQRALWM
VCTVLVVFIISFVPHHIVDLPWTLTVLEQWKKENCHLRQQLNDAHQVTLCLLSMNCVLDP
VIYCFLTKKFQKHVSQNLKSMKGSRKCSRQTTDTVIE

Humano (Homo sapiens)

MEPHDSSHMDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGVIANGYVLWVFARLYPCKKFNEIKIFMVNLT
MADMLFLITLPLWIVYYQONQGNWILPKFLCNVAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
RPIKTAQANTRKRGISLSLVIWVAIVGAASYFLILDSTNTVPDSAGSGNVTRCFEHYEKG
SVPVLIIHIFIVFSFFLVFLIILFCNLVIIRTLLMQPVQQQORNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHVVQLPWTLAELGFQDSKFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKFYSMRSSRKCSRATTDTVTEVVVPEFNQIPGNSLKN

Macaco Rhesus (Macaca

mulatta)

MEPHDSSHVDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGVIANGYVLWVFARLYPSKKFNEIKIFMVNLT
MADMLFLITLPLWIVYYONGGNWIFPKFLCNLAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
RPIKTAQANTRKRGISLSLVIWVAIVGAASYFFILDSTNTVPNSAGSGNITRCFEHYEKG
SVPVLIIHIFIVFSFFLVFLIILFCNLVIIRTLLMQPVQQQORNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHMVQLPWTLAELGFQONSKFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKFYSMRSSRKCSRATTDTVTEVVVPEFNQIPVNSLKN
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Animal

Sequencia

Musaranho (Sorex

araneus)

MGSNDSHRVDSEFRYTLFPIFYSIIFVLGVIANSYVLWVFARLYPSKKLSEIKIFMVNLT
MADLLFLITLPLWIVYYYNQGNWILPKFLCNLTGCFFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
QPIKTAQATTRKRGIYLSLVIWMAIVSAASYFFFDDSTNVVPNKSGSGNVTRCFEHYEEG
SVPVLIIHIFLVCSFFLVFLLIFFCNLVIIRKLLTQPAQLQSNAEVKRRALWMVCTVLAV
FSICFVPHHVVQLPWTLAELGYRNIQFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPIIYCFLTKKF
RKHLSEKFYSLRSSSRKCSRATSETGTEVVMPLKQVPANCLQD

Orangotango (Pongo
pygmaeus)

MEPHDSSHMDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGVIANGYVLWVFARLYPSKKFNEIKIFMVNLT
MADMLFLITLPLWIVYYQONQGNWILPKFLCNVAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
RPIKTAQANTRKRGISLSLVIWVAIVGAASYFLILDSTNTVPNSAGSDNVTRCFEHYEKG
SVPVLIIHIFIVFSFFLVFLIILFCNLVIIRTLLMQPVQQQRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHVVQLPWTLAELGFQDSKFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKFYSMRSSRKCSRATTDTVTEVVVPEFNQIPGNSLKN

Ornitorrinco
(Ornithorhynchus

anatinus)

TPSPAPISFTTFPPTESLQGGGDVGRVDSEFRYTLFPVAYSIIFVLGIFANGYVLWVFAR
LYPTKKLNEIKIFMVNLTVADLLFLVTMPLWIVYYWNRGDWILPPFLCNVAGCLFFINTY
CSVAFLGVITYNRFQAVTRPIKAAQATTRKRGIVLSLVIWVLIVSSALYFLVAEGTNIATI
EASGRNVTRCFESYEKDSQAVLAIHIFIVASFFAVFLLILVCNLTITIHMLLAQPSQAQSV
RGAGVKSRALWMVCTVLAVFIICFVPHHVVQLPWTLAEVKWHNHRSHQGINDAHQVTLCL
LSTNCVLDPVIYCFLTKRFRKHLTEKLR

Ourigo (Erinaceus

europaeus)

MGSNDSLRVDSEFRYTLFPIFYSIIFALGVIANSYVLWVFARLYPAKKLNEIKIFMVNLT
LADLLFLVTLPLWIIYYYNQGNWILPKFLCNLAGCFFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
RPIKTAQSTTRKRGIILSLVIWVAIVSAASYFFFLDSTNTVLNKMGTDNITRCFEHYEKG
SIPVLIIHIFLVVSFFVVFLIIFFCNLITIIRTLLMQPAQVKRNVEVKHRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHMVQLPWTLAELGFONTHFHQFINDVHQITLCLLSTNCVLDPIIYCFLTKKF
RKHLTEKLHSMRGTSRKCSRATSETGTEVVMPLKPTPANTLKK

Peixe Medaka (Oryzias
latipes)

STANSSDFLDSNFRYMLFSVVYSIFFVVGLLANVYVLFILQCLRKVKGMGEIGIYMTNLT
IADLLFVCALPFWIGYYSRGGHWIYEEFLCRLTGSFFFINTYGTILFLGAISLNRYWAVT
QPLNAAAWNHGRRGIIVSVLIWLCLVSSAIPSLPSEGTQTDKDNLTRCFEGYHNETDTVK
RKVAVTHFLIIGLFFVVFFLVMVCNLLIARALLSQKPPQTLSSSGRRQRGVKQRALQMLL
AVVGVFLLCFLPHHVVQAPWVLAVLKIKEGWGHVDWNQNTLQTLNDAHQITLVLMGLNCI
LDPVIYYFATKKFRRFIMAHLKKVVKGEGCSNTLNIQNSVESR

Peixe Paulistinha (Danio

rerio)

SYHTNLTQTQITANSNLSILQKKKNRFRYTLFPIFYGVVFVLGLIANCYALYVLHRMRES
KAMNEIRIYMTNLTVADLLFVSALPFWIDYYMHEGHWRSTEAFCRITGTFFFINTYGSIL
FLTVISINRYWAVTKPLKAASSDCWKRGAIISVLIWAFILSASIPQLTKEGIQKEQRMNR
SMQRCFEGYHYTDENTKNVLVITHFSIIGLFFLVFLMVIICNISIARALLSQPISQPRAS
TGRRPGGTKRRALRMLCAVIGVFVICFLPHHVVQGPWVLSVLQLKKYWSTWTHQTLNDAH
QITLMLMGINCLLDPLVYCFAT
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Animal

Sequencia

Pika Americana

(Ochotona prince)

METLNSSRVDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGVVANGYVLWVFANLYPSKKLNEIKIFMVNLT
VADLLFLITLPLWIIYYYNQGNWVLPKFLCNVAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVT
QPIQTAQASTRKRGISLSLIIWVVILAIASYFLIMDSTNVVITNMDGSSNVTRCFEHYEKG
SVPVLVIHIFIVFCFFVVFLIILVCNLITITHTLLMQQVQQPRKAEVKRRALWMVCTVLGV
FIICFVPHHMVQLPWTLAELGFRDMDFHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLTEKLYSMRSSRKCSRATTDTATDIILPLNHMPAGCLKN

Porco (Sus scrofa)

MEPNDSWRVDSEFRYTLFPIFYSIIFVLGVIANSYVLWVFARVYPSKKLNEIKIFMLNLT
MADLLFLVTLPLWIIYYYHEGNWILPKFLCNLAGCFFFINTYCSVSFLAVITYNRFQAVT
RPIKTAQATTRKRGISLSLIIWVAMVAAASYFFVLDSTNIELSKTGAGNLTRCFEHYEKG
SMPVLIIHIFLVFSFFLVFLVILFCNLVIIRTLLTQSVQMQRNAEVKRRALWMVCTVLAV
FIICFVPHHIVQLPWTLAELGFQSGNFHQAINDAHQITLCLLSTNCVLDPIIYCFLTKKF
RKHLSEKFYSLRGSRKCSRVTTETGTEVVVPLSQVPVNSLKK

Porquinho-da-india

(Cavia porcellus)

MELNSSSRVDSEFRYTLFPIVYSIIFVLGITIANGYVLWVFARLYPSKKLNEIKIFMVNLT
VADLLFLITLPLWIVYYSNQGNWFLPKFLCNLAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVK
YPIKTAQATTRKRGIALSLVIWVAIVAAASYFLVMDSTNVVSNKAGSGNITRCFEHYEKG
SKPVLIIHICIVLGFFIVFLLILFCNLVITHTLLRQPVKQQRNAEVRRRALWMVCTVLAV
FVICFVPHHMVQLPWTLAELGMWPSSNHQAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKF
RKHLSEKLNIMRSSQKCSRVTTDTGTEMAIPINHTPVNPIKN

Ratazana (Rattus

MEQNGSFRVDSEFRYTLFPIVYSVIFVLGVVANGYVLWVFATLYPSKKLNEIKIFMVNLT
VADLLFLMTLPLWIVYYSNEGDWIVHKFLCNLAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNRYQAVA
YPIKTAQATTRKRGITLSLVIWISIAATASYFLATDSTNVVPKKDGSGNITRCFEHYEPY

norvegknuy SVPILVVHIFITSCFFLVFFLIFYCNMVIIHTLLTRPVRQORKPEVKRRALWMVCTVLAV

FVICFVPHHVVQLPWTLAELGYQTNFHQAINDAHQITLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKFR
KHLSEKFYSMRSSRKCSRATSDTCTEVMMPANQTPVLPLKN

3.2.7.2. Busca de sequéncias homdlogas ao receptor de PAF humano no

proteoma de Typanosoma cruzi

A busca de sequencias de receptores de membrana acoplados a proteina G

no proteoma de Trypanosoma cruzi foi realizada a confrontando sequencias de

GPCRs baixadas do GPCRDB (http://www.gpcr.org/7tm/) e o proteoma do parasita

depositado no TriTrypDB (http://tritrypdb.org). GPCRDB é um sistema de informagéao

classe-especifico que coleta dados de GPCRs incluindo sequencias, constantes de

ligacdo e mutagdées (HORN e col, 2003).
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TriTrypDB consiste em uma base de dados que integra informagdes sobre o
genoma de diversos tripasonomatideos, originalmente fragmentadas em bases de
dados como GeneDB, DDBJ, EMBL e GenBank. Atualmente, TriTrypDB integra
dados de Trypanosoma cruzi e brucei, além de Leishmania braziliensis, infantum,
major e tarentolae. As sequencias do genoma de T. cruzi correspondem as cepas de
CL Brener, Esmeraldo e haplétipos “non-Esmeraldo-like” (41 cromossomos, 67Mb)
(ASLETT et al., 2009).

As buscas no proteoma do parasita foram realizadas utilizando o software
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) versao 2.2.22 com algoritmo BLASTp,
especifico para proteinas (ALTSCHUL et al., 1990). BLAST € um método heuristico
para encontrar o melhor alinhamento local entre uma dada sequencia e um banco de
dados. Um importante aspecto do BLAST é o de nao permitir “gaps”, e sim multiplos
resultados de alinhamentos para uma mesma sequencia. Os “gaps” sao utilizados
por muitos softwares para compensar as regides de insergdo ou delegao entre
sequencias alinhadas, buscando preservar o maior numero possivel de residuos
alinhados. O algoritmo do BLAST langa mao de estatisticas de alinhamentos
sequenciais sem “gaps”, procurando eliminar estatisticamente homologias casuais
(MUNIZ, 2003).

As sequencias de proteinas selecionadas pelo BLAST foram submetidas a
analise de dominios transmembrana utilizando o software Phobius (KALL; KROGH,;
SONNHAMMER, 2004) e as proteinas contendo sete dominios transmembrana
preditos foram alinhadas as sequencias dos receptores de PAF de espécies animais.
Apos analise dos residuos conservados realizada com auxilio do MEGA, a

sequencia da proteina contendo o maior numero de residuos conservados foi
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submetida a predigdo de regides transmembrana por outros quatro programas:
TMpred, HMMTOP, TMHMM e ConPred Il.

TMpred é um dos métodos que utilizam modelos probabilisticos para predizer
as regidbes transmembrana de uma proteina a partir de sua sequencia de
aminoacidos. Seu algoritmo se fundamenta na analise estatistica de uma base de
dados de proteinas transmembrana conhecidas, utilizando a combinagdao de
diversas matrizes de peso para o calculo dos valores de escore (HOFMANN;
STOFFEL, 1993).

HMMTOP realiza predicbes de dominios transmembrana empregando
modelos do tipo “Hidden Markov”, ou seja, modelos estatisticos no qual se assume
que o sistema a ser modelado € um processo de Markov com estado nao
diretamente observavel (uma revisdo detalhada sobre modelos “Hidden Markov”
pode ser consultada em Rabiner & Juang, 1986). Neste caso, os modelos
apresentam cinco estados: “loop” intracelular, cauda de hélice intracelular, hélice,
cauda de hélice extracelular e “loop” extracelular. Para uma dada sequencia de
aminoacidos de um dominio transmembrana, a orientagdo mais provavel é
determinada através do modelo. Em lugar de considerar apenas a composi¢cao
absoluta de aminoacidos dos diferentes segmentos da proteina, HMMTORP realiza
uma busca por combinagdes de estados que representem uma maior divergéncia na
distribuicado de aminoacidos. A ideia central neste processo é de que alteragdes na
topologia da proteina refletem em grandes mudangas na distribuicdo de aminoacidos
(méaxima divergéncia) (TUSNADY; SIMON, 2001).

De maneira anadloga ao HMMTOP, TMHMM também emprega modelos de
“Hidden Markov” mas com sete tipos de estados: nucleo da hélice, topo da hélice

intracelular, topo da hélice extracelular, “loop” curto intracelular, “loop” curto
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extracelular, “loop” longo intracelular e “loop” longo extracelular. Cada estado tem
uma distribuicdo de probabilidade estimada a partir de proteinas de membrana com
topologias determinadas experimentalmente. Os resultados do TMHMM se referem a
topologia da proteina mais provavel predita de acordo com o modelo (KROGH et al.,
2001).

Phobius é considerado um dos mais precisos softwares para predicdo de
topologia de proteinas. Embora também empregue modelos do tipo “Hidden
Markov”, Phobius é o unico programa capaz de discriminar entre regides
transmembrana e peptideos sinalizadores N-terminais, cadeias de aminoacidos
curtas (3 a 60 aa) que direcionam o transporte da proteina. Outros programas foram
projetados apenas para detectar dominios transmembrana e, consequentemente,
normalmente interpretam os peptideos sinalizadores como regides transmembrana
(KALL; KROGH; SONNHAMMER, 2004).

Diferentemente de todos os programas ja citados, o sistema de predigao
utilizado pelo ConPred Il é do tipo consensual, sendo os resultados gerados a partir
de varios métodos incluindo KKD, TMpred, TopPred Il, DAS, TMAP, MEMSAT 1.8,

SOSUl, TMHMM 2.0 e HMMTOP (ARAI et al., 2004).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Sintese de derivados PAF imobilizados em resina utilizando D-Manitol

A sintese dos derivados propostos neste trabalho implica que os fosfolipidios
estejam ligados a uma resina insoluvel para que, apds a interagdo com os provaveis
receptores de PAF de T. cruzi, estes possam ser isolados dos demais componentes
celulares do parasita. Para tanto, foi escolhida a estratégia de sintese convergente,
na qual diferentes partes da molécula sido sintetizadas separadamente para

posterior acoplamento (Figura 9).

O\<jV i PyBOP / DIPEA OQ O
y
1 OjohNHz + Ho)j(CHz)é’H jﬁN (CHy)

DMF 2)1

HO OH 0
OH ZnC|2 J_g_( Pb(OCOCHj3), )—@ Ni/ H, /_@
HO acetona /Q’ HO o
4 HO OH 7

CH3S0,Cl J

L G ~
- OT?HJK(CWM?H + HaCS0,0 o/&'
0

8

Q/O OH ) Q/O 0
\©V jﬁN (CHa)S /—g : \©Vo Ni(CHQ)p/—g/&,

H,O / MeOH g
10 9 o H
(CeHs)sCCl
(CeH5)30, (CeHs)30
o o
Q- \@ i /—2 CH,COCI Q- \@ i /—2 0
0 OH 0 oJ<
" ” (CH2)1(§) Piridina 12 Wh” (CH2)1?
o) o}
e OH H,/PdC | MeOH / AcOH
o o HO

Q.o Q.o
©V° Ni(CHznoﬁgo{o \(jﬁofuimw)@ﬁgo{o

1 ) ClzPOz(CHz)zBr
o 2) Hidrolise ©
1) N(CHg)s

2) AgNOs j

O\/O\©V i /—C Ii) \N/
ANAN /\/

Oijk(CHz)é) o'l

15 & H

Figura 9 - Fluxograma de sintese de derivados do PAF a partir de D-Manitol
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Desse modo, uma cadeia com 16 atomos de carbono analoga a da molécula
de PAF é introduzida na resina através do acoplamento entre acido hidroxi-
hexadecandico e o residuo de Glicina da resina (CHAN; WHITE, 2000), gerando o
intermediario-chave 3 (Figura 9). Em seguida, a molécula de D-Manitol seria
sequencialmente modificada para a obtenc¢ao do intermediario 8 (GODFROID et al.
1987),0 qual poderia ser acoplado ao intermediario 3. Apds sucessivas modificagoes
do produto desta reagao, (9), (GODFROID et al. 1987) seria possivel chegar ao

produto final com a estereoquimica adequada num total de 12 etapas.

4.1.1. Acoplamento do acido hidroxi-hexadecandico a resina de Wang-glicina

A resina de Wang é um dos suportes utilizados em sintese em fase sélida
com aminoacidos N-Fmoc protegidos, ndo apenas pela sua facilidade de
manipulagdo, mas também pela possibilidade de clivagem seletiva do peptideo na
presenca de 4&cido ftrifluoracético (TFA). E composta por mistura de
clorometilpoliestireno (50-100, 100-200, 200-400 mesh) com divinilbenzeno (1%),
modificada com unidades de alcool hidroxi-benzilico. Com esta resina, € possivel
ligar cerca de 0,5 até 1,6 mmol de reagente por grama de resina, 0 que representa
alta eficiéncia e rendimento para obtencdo do produto desejado. Neste trabalho, a
resina utilizada para acoplamento de acido hidroxi-hexadecandéico (2, Figura 9) foi a
Wang-FmocGly (1, Figura 9) (NovaBiochem) com capacidade de ligacédo de 0,65
mmol/g de resina.

O primeiro residuo a ser introduzido na resina é extremamente importante
pois, se a taxa de ligacdo for baixa, o rendimento do produto final também sera
baixo. Desta forma, a aquisicdo da resina comercial Wang-FmocGly, previamente

acoplada ao residuo de glicina (Gly), permite evitar problemas decorrentes de uma
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baixa taxa de acoplamento normalmente obtida para o primeiro aminoacido. O
acoplamento de 2 ao residuo de glicina da resina foi realizado em frasco empregado
para sintese em fase sélida, contendo placa sinterizada e torneira de trés saidas, as
quais permitem a agitagdo da mistura reacional através do borbulhamento de gas

argbnio (Figura 10).

Placa Sinterizada

Linha de Argdnio

Valvula 3 vias

Figura 10 - Frasco para sintese em fase sdlida.

Antes de iniciar a reagdao de acoplamento propriamente dita, foi necessaria a
remogao do grupo protetor N-Fmoc ligado a Gly (20). O procedimento classico de
desprotecdo do grupo N-Fmoc envolve o tratamento do aminoacido acoplado a

resina com piperidina 20% em DMF (Figura 11).

Q.o Q o Qo
\©\/O Nj\o . Plp;;ldFlna \©\/O\H/\NH2
1 (6]

Acido hidroxi-hexadecanéico DMF
PyBOP / DIPEA

o Hoﬁoﬁﬁi\(wg)mo” Oﬁ]/\”)]\(cm)w/o”

21

Figura 11 - Desprotegcdo do grupo amino de Gly por remogédo do grupo N-Fmoc seguido de
acoplamento do acido hidroxi-hexadecandico a resina e clivagem do aminoéacido por acido
trifluoroacético (TFA) para analise do produto formado.



Resultados e Discusséo 45

O mecanismo da clivagem do grupo N-Fmoc ocorre via formacdo do anion
dibenzofulveno estabilizado (Figura 12). O grupo Fmoc (23) é desprotonado pela
base piperidina (24) para fornecer o anion ciclopentadienilico (25), o qual se
rearranja para o correspondente derivado dibenzofulveno (26). O anion carboamida,
instavel, se decompde imediatamente para fornecer didxido de carbono e grupo
amino livre. Posteriormente, a molécula de dibenzofulveno (26) sofre ataque da base
piperidina (24), originando o aduto dibenzofulveno-piperidina (27). O derivado
dibenzofulveno € um composto aromatico passivel de ser detectado no UV, tornando

possivel, portanto, a monitorizacdo mais detalhada das reacdes de acoplamento.

A
Q.o 4 24
\O\/OE{:R H2NR+£/©

Figura 12 - Procedimento classico de desprotecdo de grupo N-Fmoc com consequente formacao de
dibenzofulveno.

O acoplamento foi efetuado em DMF na presenga do reagente de
acoplamento PyBOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidinofosfénio) e
a base DIPEA (diisopropiletilamina) (Figura 11) (CHAN; WHITE, 2000). O
mecanismo da reacdo de acoplamento envolve inicialmente a desprotonacdo em
meio alcalino do grupo acido carboxilico do derivado 2 a ser introduzido na resina. O
atomo de oxigénio negativamente carregado ataca o ion fosfénio da molécula de

PyBOP (Figura 13, A), liberando o residuo de hidroxi-benzotriazol e conduzindo a
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formagao de um éster ftripirrolidinofosfénio (Figura 13, B). A esterificacdo do grupo
carboxilato de 2 é facilitada devido a polarizagdo da ligagdo foésforo-oxigénio do
reagente PYBOP. O grupo hidréxi-benzotriazol nucleofilico ataca o carbono
carbonilico do composto B, com o subsequente deslocando a porgao
oxitripirrolidinofosfonio (Figura 13, C). O éster resultante contém o grupo
abandonador necessario que sera ativado durante o ataque nucleofilico do grupo
amino terminal do aminoacido (Figura 13, D), resultando na formagao do produto

desejado (Figura 13, E).

OpF, ®PF6 ®PF6
0 @/@EYPy @P Ypy @P Ypy
g Oﬁxpag PyaR//Py#R/\ R
| l\\l H
O D D D
Figura 13 - Mecanismo da reag&o de acoplamento envolvendo a utilizagdo do reagente PyBOP

O tempo da reagao de acoplamento foi de 6 horas e esta foi monitorada a
partir de amostras de resina pelo teste de Kaiser, capaz de avaliar a existéncia de
grupo amino livre. Apds o acoplamento, a mistura reacional foi filtrada e a resina
lavada trés vezes com DMF, diclorometano e metanol. Apdés secagem em alto
vacuo, uma amostra da resina foi clivada e enviada para andlise de RMN 'H para
comprovacgao do acoplamento.

O espectro de RMN "H (Anexo 1) confirma a formacéo do produto desejado,
sendo possivel constatar os sinais referentes aos hidrogénios da cadeia alquilica do
acido hidroxi-hexadecanoico (6 1,25, 20H; & 1,37-1,92; 6H) bem como sinais de
hidrogénios correspondentes ao aminoacido glicina (& 2,28, 2H), anteriormente

acoplado a resina de Wang. As atribuicdes dos sinais relativos ao acido hidroxi-
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hexadecandico foram realizadas com base nos dados descritos por Jakob, Voss e

Gerlach (1996).

4.1.2. Sintese de 1,2,5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol a partir de b-manitol

A reacao de formacéao 1,2,5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol (5, Figura 9) foi
realizada neste trabalho a partir da protecao seletiva das hidroxilas terminais do D-
manitol (4) em acetona catalisada por cloreto de zinco. Este intermediario pode ser
empregado para a sintese de diversos produtos tais como glicerofosfato,
monogliceridios alifaticos, a,B-digliceridios, trigliceridios, alcool batilico entre outros,
conforme exposto por Baer (1945). O autor descreve a sintese de 5 a partir de 4
empregando acetona e cloreto de zinco a temperatura ambiente sob agitagao por 18
horas, sendo o produto final obtido com 42% de rendimento a partir da
recristalizacdo em éter de petrdleo. Esta técnica foi posteriormente modificada por
Morpain et al. (1990), na qual a recristalizagdo em tolueno a 110°C resultou em
aumento do rendimento para 61%.

A sintese do derivado diacetonideo 5 foi também realizada por Schmid et al.
(1991) a partir de 4 empregando 2,2-dimetoxipropano e SnCl, em 1,2-dimetoxietano
sob refluxo por 1 hora (rendimento de 54%). Debost, Gelas e Horton (1983) reagiram
4 com 2-metoxipropeno em presengca de quantidade catalitica de acido p-
toluenossulfénico em N,N-dimetilformamida (DMF) por 4 horas a temperatura
ambiente para a obtencéo do diacetal 5 com 92% de rendimento. Entretanto, outros
dois grupos de pesquisa obtiveram apenas 36-40% de rendimento repetindo os
procedimentos descritos pelos ultimos autores (Kuszmann; Tomori; Meerwald, 1984,

Chittenden, 1991).
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Seguindo os procedimentos descritos por Tipson e Cohen (1968), 4 foi
adicionado a uma mistura de ZnCl, em acetona anidra e agitagao foi mantida por 2
horas em banho de gelo. Apds adigao de solugdo aquosa de carbonato de potéassio,
a mistura foi extraida com cloroférmio e a fase organica concentrada para fornecer o
composto desejado 5 com um rendimento de 72%. RMN 'H (Anexo 2) indica a
formagdo do produto desejado, demonstrando a presenca dos hidrogénios das

metilas do grupo protetor em torno de & 1,20 demais hidrogénios préximos a é 3,80.

4.1.3. Tentativa de sintese de 2,3-O-isopropilideno-D-gliceraldeido a partir de
1,2,5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol

Dando prosseguimento a sequéncia descrita no esquema 4.1, foi realizada a
tentativa de sintese do precursor 2,3-O-isopropilideno-D-gliceraldeido (6) a partir do
intermediario 5 preparado na etapa anterior. O composto 5 foi dissolvido em tolueno
e tetraacetato de chumbo adicionado sob agitacdo branda (BAER; HERMANN;
FISCHER, 1939). Apo6s 3 horas, foi avaliado o consumo do agente oxidante
tetraacetato de chumbo com solugdo de iodeto de potassio/amido, a qual expressa
sua presenga pela mudanga da coloragdo branca original para azul ou preta. A
auséncia de tetraacetato de chumbo foi entdo constatada, porém analise de
cromatografia em camada delgada analitica sugeriu apenas a presenga do material
de partida 5, posteriormente confirmada por RMN 'H. Acredita-se que a nao
obtengdo do produto esperado esteja associada ao tetraacetato de chumbo
empregado, o qual devido ao longo periodo de armazenagem ja se encontrava

provavelmente decomposto.
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4.2. Sintese de Derivados PAF imobilizados em resina utilizando L-alfa-
fosfatidilcolina extraida de gema de ovo

A preparacgao dos derivados propostos no projeto partindo-se de D-Manitol foi
abandonada ja que revisao adicional da literatura demonstrou que a sintese destes
compostos poderia ser realizada em apenas cinco etapas através de modificacbes
semi-sintéticas da L-alfa-fosfatidilcolina (L-a-FC) extraida de gema do ovo (Figura
14). Neste sentido, as cadeias alquilicas da L-alfa-fosfatidilcolina podem ser clivadas
em meio basico para dar origem a da L-alfa-glicerilfosforilcolina, nucleo que preserva
o grupo fosfocolina ligado a posicao 3 do glicerol, possibilitando a produgdo de
diversos analogos do PAF substituidos nas posi¢coes 1 e 2. Neste novo protocolo de
sintese, a etapa de acoplamento do acido hidroxi-hexadecandico a resina de Wang-

glicina foi mantida inalterada, como mostrado na Figura 9.
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Figura 14 - Sintese de derivado de PAF imobilizado em resina a partir de L-a-FC extraida de gema de
oVvo.



Resultados e Discusséo 50

4.2.1. Isolamento de L-alfa-fosfatidilcolina a partir da gema do ovo

A L-alfa-Fosfatidilcolina (L-a-FC) ou simplesmente fosfatidilcolina consiste em
um dos trés principais componentes da lecitina, junto a fosfatidiletanolamina e
fosfatidilinositol (Figura 15). As fontes mais comuns para obtengao de lecitina sdo a
soja e a gema do ovo. A extracdo de L-a-FC da gema de ovo apresenta vantagens
sobre a soja visto que a lecitina de ovo é composta em maior proporgéo por L-a-FC
(80,5%), seguida de apenas 11,7% de fosfatidiletanolamina. A lecitina representa
10% da massa umida da gema do ovo e cerca de 22% do total de sdlidos nela

presentes (CHI; LIN, 2002).

H 0 )J\/WWW/
> H, O
\)\/ O\n/\/\/\/\/\/\/\/
Fosfatidiletanolamina o
(e}

1}
P HL O
HOAQ»%O/ \O\)\/O\[]/\/\/\/\/\/\/\/
o)

HO OH
Fosfatidilinositol

Figura 15 - Estrutura quimica dos fosfolipidios que compde a Lecitina. A = Fosfatidilcolina, B =
Fosfatidiletanolamina e C = Fosfatidilinositol.

Visando o isolamento da L-a-FC (16) a partir da gema de ovo, os
procedimentos descritos por Palacios e Wang (2005) foram inicialmente adotados
(Figura 16). Segundo os autores, a extragdo inicial de gemas de ovos com etanol
permite a remog¢ao de grande quantidade dos lipidios neutros (tais como colesterol e
pigmentos) e da agua naturalmente presente no material. Subsequente remocéo das
impurezas restantes € alcangada por uma segunda extragdo com acetona, e o

isolamento de L-a-FC é realizado por cromatografia em coluna classica em alumina
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empregando cloroférmio:metanol (1:1, v/v) como fase movel (PALACIOS; WANG,
2005).

Na pratica, ao se empregar o método descrito acima os resultados nao foram
satisfatérios. Embora tenha sido possivel constatar a presenca de L-a-FC apds a
extragdo com cloroférmio:metanol, subsequente cromatografia em coluna néo se
mostrou totalmente eficiente para a isolamento da mesma visto que um segundo
composto havia eluido concomitantemente nas fragdes correspondentes a
fosfatidilcolina. Devido a coloragdo alaranjada, acredita-se que este contaminante
seja o caroteno, substancia presente em grandes quantidades nas gemas de ovos e

que Ihes confere sua coloragao natural.

| 6 gemas de ovos l

Extragéo em agitador
mecanico a 0°C com
Etanol (5:1,w/m).
Repetir uma vez.

Extragéo em agitador
mecanico a 0°C com
250mL de Acetona.
Repetir uma vez.

Extragio em agitador
mecanico a 0°C com
150mL CHCI;/MeOH

{1:1,viv), filtragao em

papel. Repetido uma

vez.

Lecitina |

Remogao do solvente.
Separagio em coluna
classica de Alumina -

CHCI3/MeOH (1:1, viv).

| Fosfatidilcolinal

Figura 16 - Processo de isolamento de Fosfatidilcolina a partir de gemas de ovos. Adaptado de
Palacios e Wang (2005) e Renkonen (1962).
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Para entender porque o isolamento da L-a-FC nao foi completo, nova
pesquisa bibliografica foi efetuada. Embora n&o tenha sido possivel encontrar outros
trabalhos além do publicado por Palacios e Wang (2005) que apontem a utilizagao
do etanol como um solvente adequado para separagado de lipidios neutros dos
fosfolipidios presentes nas gemas de ovos, a extracdo por acetona se mostra
adequada para esta finalidade visto que esta apresenta o maior poder de extragao
de lipidios neutros/lecitina entre os solventes relacionados. Dessa forma, a acetona
permite solubilizar 3,6 vezes mais lipidios neutros do que lecitina enquanto para o

éter, por exemplo, esta relagéo é de 2:1 (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantidade recuperada de lipidios totais, lecitina e lipidios neutros, empregando quatro
diferentes solventes na extragdo de 50g de gema de ovo crua* (Yano; Fukinbara; Takano, 1979).

Solvente Lipidios Conteudo de Conteudo de
(150 g) totais, g lecitina, g lipidios neutros, g
Eter 12,0 4,0 8,0

Metanol 3,7 2,9 0,8

Acetona 7.9 1,7 6,2

Hexano 1,4 0,6 0,8

*Quantidades tedricas espertadas: 50,3% de agua, 31,4% em peso de lipidios e 16,3% em peso de
proteinas.

Revisao adicional da literatura conduziu aos procedimentos descritos por
Ichihara et al. (2005), os quais passaram a serem adotados (Figura 17). Neste
método, realiza-se uma primeira extracdo de lipidios neutros e pigmentos com
acetona, sendo a extragao de fosfolipidios realizada com cloroférmio:metanol (1:1,
v/iv). No procedimento de cromatografia em coluna contendo alumina para o
isolamento de L-a-FC, a coluna é primeiramente lavada com acetona, permitindo a
eluicdo dos contaminantes e o isolamento da fosfatidilcolina em sua forma pura. A

quantidade de fosfatidilcolina obtida seguindo este ultimo protocolo foi de 2,87g de L-
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a-FC para cada 80g de gemas de ovos enquanto a quantidade tedrica esperada de

fosfatidilcolina para 80g de gemas seria de 3,5g (ICHIHARA et al., 2005).

| 6 gemas de ovos l

Extragéo em agitador
mecanico a 0°9C com
250mL de Acetona.
Repetir duas vezes

Extragéo em agitador
mecanico a 0°C com
150mL CHCl;/MeOH

{1:1,viv), filtragio em

papel. Repetido uma

vez.

Lecitina l

Remocgéo do solvente.
Separagdo em coluna
classica de Alumina -

Acetona até completa
eluigo de pigmentos,
CHCI3/MeOH (1:1, viv).

| Fosfatidilcolinal

Figura 17 - Processo de isolamento de Fosfatidilcolina a partir de gemas de ovos (ICHIHARA et al.,
2005).

O espectro de RMN "H de L-a-FC (16) extraida da gema de ovo (Anexo 3) foi
comparado ao espectro do padrao fosfatidilcolina, 99% - Fluka (Anexo 4), sendo os
respectivos valores de deslocamento quimico (d) e integrais apresentados na Tabela
3. As atribuicbes foram feitas com base nos dados descritos por Loening et al.
(2005), Cheung e Olson (1990), Michaelis e Schlieper (1982), Hosur e Govil (1979) e

Birdsall et al. (1972).
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Tabela 3 - Comparacao entre valores de RMN 'H calculados para amostra extraida de ovos e padrao
Fluka (500 MHz, (CD;0D).

d® Amostra d Padréo No. H. Integral Integral Fragmento

tedrico Amostra Padrao de referéncia

0,86 0,85 6 7,0 6,8 CH;

1,24 1,24 48 51,1 46,6 (CHy),

1,55 1,56 4 4,0 4,0 CH,CH,CO

2,01 1,99 4 4,2 4,0 CH,CH=

2,28 2,28 4 43 4,2 CH,CO

3,18 3,18 9 9,1 10,2 N'CH;

3,60 3,59 2 2,7 2,0 CH,N"

3,96 3,96 2 1,9 2,0 CH,OP

4,13 4,12 1 0,9 0,8 OCHHCHOH

4,23 4,23 2 1,9 2,0 POCH;

4,39 4,39 1 0,7 1,0 OCHHCHOH

5,21 5,20 1 0,8 1,2 CHOH

5,31 5,30 2 2,9 2,2 CH=CH

O espectro de massas de L-a-FC extraida de ovo (Anexo 5) apresenta sinal
de maior intensidade em m/z 760, o qual corresponde exatamente a massa
molecular da L-a-FC. Isto se torna possivel pelo fato do composto apresentar um
grupo amdnio positivamente carregado, ndo necessitando essencialmente formar

aduto com outros ions para ser detectado.

4.2.2. Sintese de L-a-Glicerilfosforilcolina a partir da L-a-Fosfatidilcolina
Existem varios métodos descritos na literatura para a obtencdo de L-alfa-
Glicerilfosforilcolina (L-a-GFC, 17) a partir da L-alfa-Fosfatidilcolina (L-a-FC, 16),
todos resultantes de desacilacio alcalina de L-a-FC. Entretanto, muitos apresentam
problemas relacionados ao processo de purificagdo do produto. A propria
cristalizagcao de 17 ocorre e apresenta bons rendimentos apenas quando o préprio

produto ja se encontra em estado relativamente puro; caso contrario, ou a
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cristalizagao nao ocorre ou apresenta um baixo rendimento (TATTRIE; MCARTHUR,
1958).

Tattrie e McArthur (1958) promoveram a desacilagdo da L-a-FC utilizando
cloreto de hidroxilamdnio e contornaram o problema da cristalizagdo da GFC com o
uso de cloreto de cadmio na formagao de um complexo L-a-GFC/CdCI,. Entretanto,
a utilizacao da glicerilfosforilcolina em complexo com cadmio em testes biolégicos é
bastante limitada devido a toxicidade do metal. A remocao final do CdCl, s6 é
alcancada por tratamento com uma mistura de resinas de troca idnica, um processo
relativamente complexo e que resulta em reducdo de rendimentos (TATTRIE;
MCARTHUR, 1958).

Robles e Roels (1971) propéem a produgao de L-a-GFC a partir do uso de
metoxido de litio, seguido por isolamento através de cromatografia em silica gel.
Entretanto, o produto final ndo pode ser recuperado em forma completamente pura,
apresentando contaminagao por acido silicico. Okui et al. (1964) propéem a hidrdlise
da L-a-FC pelo emprego de hidréxidos de metais alcalinos terrosos, que nao é
alcancada sem a producao de inumeros subprodutos.

Brockerhoff e Yurkowski (1965) relatam a desacilagdo de 16 através da
utilizacdo de uma base de aménio quaternario, o hidroxido de tetrabutilambnio, sem
a formagao de subprodutos, com 17 cristalizado em sua forma pura e sem a

presenca de metais pesados. O mecanismo desta reacao € ilustrado na Figura 18.
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Figura 18 — Mecanismo proposto de desacilagdo de L-a-FC para formacéo de Liso-FC e L-a-GFC.

Desse modo, o procedimento descrito por Brockerhoff e Yurkowski (1965) foi
seguido na tentativa de se obter 17. O reagente hidréxido de tetrabutilamdnio
(TBAOH) foi preparado a partir de 6xido de prata preparado in situ por reagcéo de
AgNO; com NaOH e iodeto de tetrabutilaménio (CUNDIFF; MARKUNAS, 1962).
Segundo Brockerhoff e Yurkowski (1965), apos dissolugdo de 30 mg de 16 em éter
etilico e adicdo de TBAOH verifica-se apds 1h, a temperatura ambiente, a
precipitacdo de 17, com rendimento de 84%. Entretanto, nao foi possivel observar a
precipitacdo nem mesmo para um tempo reacional de 24 horas. A razao para tal fato
esta provavelmente ligada ao grau de pureza de 17. Como citado anteriormente, a
cristalizacdo de 17 sé ocorre satisfatoriamente quando o produto ja se encontra
suficientemente puro (TATTRIE; MCARTHUR, 1958).

A reacédo foi repetida aumentando-se a quantidade de 16 para 300mg, no

intuito de verificar se a diminuicdo de escala (3g de L-a-FC no artigo para os 30mg
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inicialmente empregados) nao teria influenciado no processo de cristalizagdo. Dessa
vez, apos 2h de reagao uma quantidade infima de material com aspecto leitoso pode
ser visualizada aderida ao fundo do baldo da reacdo. Esta foi cuidadosamente
separada e enviada para analise de RMN "H. Observou-se, entretanto, pelo espectro
que a reacao de desacilacdo da L-a-FC nao ocorrera, constatando-se apenas a
presenca do material de partida 16.

Revisdo subsequente da literatura conduziu aos trabalhos do proéprio
Brockerhoff (1963). Além da possibilidade de contaminagdo por metais
potencialmente téxicos como o cadmio, um dos principais problemas das reacdes de
desacilacdo da 16 se refere a formagao de subprodutos. Embora este tipo de
comportamento seja menos intenso para a hidrélise catalisada por base do que por
acido, o emprego de diferentes bases na desacilagao da fosfatidilcolina conduz a
formagdo de subprodutos decorrentes da cisdo da ligagdo P—O do fosfolipidio,
resultando na eliminacdo da porgao colina da molécula. Esta reacdo resulta na
formagao de um glicerol fosfato ciclico a partir de ataque intramolecular da hidroxila
secundaria da fosfatidilcolina ao atomo de fésforo presente na porcéo fosfocolina da

molécula (Figura 19).
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Figura 19 - Formagéo de glicerol fosfato ciclico a partir de L-a-FC em meio alcalino.

Em seu trabalho, Brockerhoff (1963) avalia a utilizacdo de diversas bases na
desacilacdo de 16. Os percentuais de formagao do produto de degradacéao glicerol

fosfato ciclico para solugbes de 0,1 M de base e tempo reacional de 15 minutos
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foram: KOH = 1,0%, NaOH = 1,6%, LiOH = 0,6%, NaOCH3 = 1,2%, LiIOCH3 = 0,6% e
Hidréxido de tetraetiiambémio = 0,1%. Nota-se que apenas para o hidréxido de
tetraetilamomio o tempo reacional foi de 30 minutos e ainda assim o processo de
desacilacao foi incompleto.

O autor demonstra ainda que a intensidade da formacido de subproduto é
diretamente proporcional a concentracdo da base e inversamente proporcional a
polaridade do solvente. Com relacdo a este ultimo fator, acredita-se que a
solvatacdo da hidroxila secundaria e do atomo de fésforo por solventes polares
exerca um efeito de blindagem, diminuindo a reatividade dos mesmos para a
formagao de glicerol fosfato ciclico (BROCKERHOFF, 1963).

Desse modo, percebe-se que a utilizacdo de bases derivadas de sais de
aménio quaternario (hidroxidos tetrabutil e tetraetiamdémio) no processo de
desacilacido da L-a-FC pode ser substituida por outras bases tais como o hidréxido
de litio, desde que as condi¢cbes reacionais sejam devidamente ajustadas. Neste
sentido, iniciamos as tentativas de preparacédo de 17 partir de 16 empregando
hidroxido de litio.

Seguindo os procedimentos descritos por Brockerhoff (1963), 30 umols de L-
a-FC foram dissolvidos em 0,8mL de solugdo metandlica de LiOH 0,125M e 0,2mL
de cloroférmio. Esta proporgdo de metanol:cloroférmio (4:1, v/v) corresponde a
mistura de maior polaridade em que ainda é possivel a completa solubilizagdo da L-
a-FC. A preparagao da solucdo de hidroxido de litio foi realizada por contato de
solucao metandlica de LiCl 0,125M com resina de troca ibnica Dowex Monosphere
550A (OH"), ja que nao dispunhamos deste reagente em nosso laboratério. Apos 15

minutos, a reacgao foi interrompida pela adigdo de acido acético glacial até obtengao
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de pH levemente acido (pH = 6). Apds separagao do produto 17 em sua forma pura
por cromatografia em alumina, o rendimento calculado foi de 52%.

O espectro de fragmentagao obtido a partir de analise de massas do produto
17 (Anexo 6) apresenta o sinal mais intenso em m/z 242 enquanto se esperaria que
massa de L-a-GFC fosse visualizada em m/z 257, ou seja, um valor 15 unidades
maior do que o observado. Ekroos et al. (2003) descrevem em analise de L-a-GFC
por espectroscopia de massas empregando ionizagdo por electrospray e
analisadores Quadrupolo/Tempo de V6o que um dos principais produtos de
fragmentacdo do ion molecular corresponde ao fragmento [M-15], resultante da
mono-demetilagdo da amina na porcdo colina da molécula. Este seria ainda o
principal produto de fragmentagédo observado quando o fosfolipidio se apresenta na
forma de aduto com cloro (EKROOS et al., 2003). Tal fato explicaria o espectro de
massas obtido para a desacilacdo de 16 com LiOH no qual é possivel visualizar a
presenca de derivado 17 mono-demetilado [M-15] em m/z 242 (Anexo 6).

Embora os espectros de massas sugiram a formagao do produto desejado, o
rendimento obtido motivou uma nova modificagdo do método. A preparacao da
solucao de hidréxido de litio do modo anteriormente descrito pode ter resultado em
queda no rendimento da reagao e optou-se por empregar metoxido de sédio na
desacilagao de 16, reagente classicamente empregado neste tipo de reagéo.

Para determinar o tempo exato em que a desacilagdo total ocorreria e
minimizar a formacado de produto de degradagdo, o ensaio foi acompanhado por
cromatografia em camada delgada analitica (fase mével cloroférmio:metanol:agua,
65:25:4 v/vlv) com amostras colhidas a cada 2 minutos. Em 32 minutos, todo o

material de partida havia sido consumido e a reacao foi interrompida aos 40 minutos.
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Apoés purificagdo em coluna de alumina, observou-se a formagdo do produto
desejado 17 com rendimento de 83%.

O espectro de RMN 'H (Anexo 7) evidencia sinais de 17, como os
hidrogénios das metilas do grupo aménio quaternario (6 3,18, 9H), os quatro
hidrogénios dos CH da colina (3,48-3,63, 2H; 4,25, 2H), os dois hidrogénios do CH,
anterior ao grupo fosfato (3,48-3,63, 2H), e os outros trés hidrogénios dos carbonos
ligados as duas hidroxilas livres (3,73, 1H; 3,83, 1H; 3,88, 1H). As atribuicbes deste
espectro foram feitas com base nos dados descritos por Loening et al. (2005), Rhee
et al. (1993), Hsour e Govil (1979) e Birdsall et al. (1972). O espectro de
fragmentagcao de massas realizado para o produto desta reacdo (Anexo 8) evidencia
comportamento de fragmentacdo semelhante ao observado para o produto da

desacilacdo com LiOH, com sinal mais intenso em m/z 242.

4.2.3. Formacao regiosseletiva do derivado tosil-O-glicerilfosforilcolina

Para realizar a condensacdo do derivado sintetizado 3 com o nucleo de
glicerilfosforilcolina (GFC) 17 é necessario o estabelecimento de uma ligagao do tipo
éter entre as duas moléculas. O principal método para a producdo de éteres é a
sintese de Williamsom, reagdo através da qual um ion alcéxido (gerado pelo
tratamento de um alcool com uma base forte) reage com um carbono eletrofilico.
Este carbono eletrofilico normalmente se encontra ligado a um haleto de alquila ou
qualquer outro grupo abandonador como tosil ou mesil, que favorece a formagao da

ligacao entre os atomos de carbono e oxigénio (Figura 20):
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Figura 20 — Mecanismo de inser¢cao da cadeia alcoxilica de 3 ao nucleo de GFC via 1-O-tosil-GFC

(18)

No caso da glicerilfosforilcolina, & vantajoso optar pela adigcido dos grupos tosil
ou mesil a molécula em lugar de halogénios visto a seletividade que os primeiros
apresentam frente a hidroxilas primarias em detrimento das secundarias. Na
molécula de GFC (17) estao presentes duas hidroxilas, uma ligada a um carbono
primario e outra a carbono secundario. Sob condi¢cbes especificas de reagentes,
solvente e temperatura, € possivel obter seletivamente o produto mono-tosilado (ou

mono-mesilado) ligado a hidroxila primaria (Figura 21):
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Figura 21 — Mecanismo de tosilagédo da L-a-GFC (17).
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Varios estudos descrevem a tosilagdo seletiva de hidroxilas primarias em
detrimentos de hidroxilas secundarias. Das et al. (2004) descrevem a tosilagéao
seletiva da hidroxila primaria do 2-(2-hidroxietil)cicloexanol empregando alcool p-
toluenossulfénico sob refluxo em diclorometano por 1 hora (rendimento de 86%). O
mesmo produto foi também obtido em reacéo catalisada por cloreto de zircénio em
6,5 horas com rendimento de 92% (DAS; REDDY V. S., 2004). Montgomery,
Shortnacy e Thomas (1974) relatam a tosilacdo seletiva da 2-cloro-2’,3’-O-
isopropilidenoadenosina utilizando cloreto de tosila (TsCl) em piridina e peneira
molecular a -20°C por 4 dias (84% de rendimento). Tosilagcdo seletiva de
ciclodextrina com TsCI catalisada por brometo de zinco em piridina a -20°C também
foi descrita, com tempo reacional de 20 minutos e rendimento de 64% (YAMAMURA
et al., 2000).

Neste protocolo, optou-se inicialmente por adotar os procedimentos de
tosilagcao seletiva de hidroxila primaria descritos por Chakraborty et al. (2003) devido
a simplicidade do processo e dos reagentes empregados. Em linhas gerais, os
autores descrevem a formagdo do produto desejado com 84% de rendimento
empregando TsCl e trietlamina em dicloromentano por 5 horas. Contudo,
considerando a polaridade da molécula 17, € esperado que sua solubilidade em
diclorometano nao seja alta. Kanda e Wells (1981) descrevem a sintese de tosilato
de colina [TsO(CH,):N"(CH3)3] a partir da reacdo de TsCl e colina em acetonitrila.
Por esta razao, este solvente foi escolhido para substituir diclorometano no ensaio
de tosilagdo de 17. Apds seis horas de reacdo, analise por cromatografia em
camada delgada analitica revelou o consumo do material de partida 17 e a formacéao
de um produto UV ativo, o qual foi isolado e enviado para andlise de RMN 'H.

Contudo, a analise do espectro ndo sugeriu a obtencdo do produto esperado, fato
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que motivou uma nova tentativa de sintese de 18, desta vez utilizando piridina como
solvente reacional (indice de polaridade = 5,3). Além de solvente, a piridina também
atua nas reacdoes de tosilacdo e mesilagdo como base aceptora de préton,
substituindo, portanto, a trietilamina anteriormente empregada.

Seguindo o protocolo elaborado por Kapitdna e Gracza (2008) para a
tosilacdo seletiva de hidroxilas primarias, foram adicionados 2,mL de piridina a
1,6mmol de GFC, o que, no entanto, resultou em solubilizagdo apenas parcial do
fosfolipidio. Optou-se por proceder com a reacido nestas condicdes na esperanca de
que a medida que o GFC dissolvido no solvente fosse consumido para a formagao
do produto mono-tosilado (de menor polaridade), moléculas adicionais de GFC
seriam solubilizadas pelo meio reacional. Entretanto, o0 mesmo aparentemente nao
se verificou sequer apds 36 h de reagdo em temperatura ambiente, bem como nao
se observou a formagao do produto desejado por cromatografia em camada delgada
analitica.

Numa segunda tentativa, o protocolo foi repetido substituindo-se o solvente
inicial, piridina, por uma mistura de piridina/acetonitrila 1:1 que promoveu a completa
solubilizacdo de GFC. Acompanhando a reagdo por cromatografia em camada
delgada analitica, constatou-se que a maior parte do material de partida nao foi
consumida apdés 6 horas de reacdo e o tempo reacional foi sequencialmente
prolongado para 24h, 48h, 36 e 72h. Mesmo apds 72 horas de reacgao, a analise por
cromatografia em camada delgada ainda demonstrava a presenca de material de
partida.

Neste ponto, optou-se pela mudanca do protocolo de sintese. Apds minuciosa

revisao da literatura, chegou-se ao protocolo proposto por Fasoli et al. (2006). Neste
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trabalho, os autores descrevem a sintese de liso-fosfolipidios por acilagao seletiva

da hidroxila primaria do GFC (Figura 22):
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Figura 22 — Acilagao seletiva da hidroxila primaria de GFC segundo Fasoli et al. (2006).

O que garante a seletividade desta reagcao no caso da sintese proposta por
Fasoli et al. (2006) é o pré-tratamento da molécula de GFC com Oxido de
dibutilestanho. Sob temperatura de refluxo de isopropanol, o atomo de estanho na
molécula do 6xido de dibutilestanho se complexa com as hidroxilas livres de duas
moléculas de GFC distintas, dando origem a trés tipos possiveis de dimeros (Figura
23). As diferentes proporcbes destes dimeros em solugdo, cuja nomenclatura
depende do numero de atomos de oxigénios tricoordenados, ira determinar se o
produto final sofrera substituicdo no oxigénio ligado ao carbono primario ou
secundario, ou seja, dimeros 1,1 e 1,2 reagem para gerar o tosilato primario

(GRINDLEY, 1998).
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Figura 23 — Dimeros preditos para a complexagao de GFC e 6xido de dibutilestanho em solugéo.
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O mais curioso neste tipo de protocolo é que tanto a geragao do complexo
com o Oxido de dibutilestanho quanto a prépria reacao de acilacdo em si foram
realizadas em isopropanol. O isopropanol (indice de polaridade = 3,9) é um alcool
secundario e, portanto, apresenta uma hidroxila livre que, teoricamente, poderia
reagir com cloretos de acila, de mesila ou tosila. Os autores se valem da seletividade
destes reagentes por hidroxilas primarias para justificar o emprego deste solvente e
argumentam que o fator preponderante sobre a viabilidade da reacéo diz respeito a
solubilidade do diol (no caso GFC) no solvente empregado. Quando o diol ndo se
solubiliza por completo no solvente reacional a formacdo do complexo com estanho
€ limitada e a reagc&o nao ocorre sob 0 mecanismo esperado (FASOLI et al., 2006).

Apesar de tosilagao e acilagao serem reacodes diferentes, decidiu-se adaptar o
protocolo de Fasoli et al. (2006) para a tosilagcdo de GFC ja que a seletividade de
ambas as reacgdes poderia ser garantida pela formagao do complexo do fosfolipidio
com oxido de dibutilestanho. Na primeira tentativa de reproduzir o protocolo descrito
pelos autores, GFC e o6xido de dibutilestanho foram mantidos sob agitagdo em
temperatura de refluxo por 1h. Embora o artigo sugerisse que a formagao do
complexo entre GFC e o6xido de dibutilestanho pudesse ser acompanhada pela
mudanga da coloragdo do meio reacional de branco (opaco) para um aspecto
limpido, o mesmo nao se confirmou na pratica. Neste momento, a analise por
cromatografia em camada delgada analitica sugeria que boa parte do GFC se
apresentava na forma ndo complexada. Por se tratar do primeiro ensaio, prosseguiu-
se com o protocolo exatamente como descrito, adicionando trietilamina e cloreto de
tosila nas quantidades molares indicadas pelos autores. Apds 15 minutos de reacgao,
os autores sugeriam a formagao do produto mono-acilado com 95% de rendimento,

sendo os outros 5% representados por GFC e nenhum produto di-acilado. Entretanto
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0 mesmo nao se verificou para o ensaio de tosilagao proposto, sendo que a analise
de RMN "H também n3o confirmou a presencga do produto esperado.

Uma série intensiva de modificagdes do protocolo original foi testada visando
obter o produto desejado. O tempo de refluxo da mistura de GFC e O6xido de
dibutilestanho foi aumentado para 2h, 3h, 6h, 12h e 24h. Entretanto, a analise por
cromatografia em camada delgada analitica ainda comprovava que grande parte de
GFC né&o havia reagido. Paralelamente, diferentes tempos de tosilagdo foram
testados, variando de 15 minutos a 48 horas, mas nenhum progresso efetivo foi
constatado. A troca do cloreto de tosila por cloreto de mesila foi adotada neste
momento, mas ainda nao se havia alcangado um resultado satisfatorio.

No entanto, a modificacdo da reacdo de uma para duas etapas distintas foi a
mais satisfatdria, uma vez que permitiu o emprego dos solventes mais adequados
para cada etapa. Primeiramente, GFC e 6xido de dibutilestanho foram mantidos sob
refluxo ndo mais em isopropanol (indice de polaridade = 3,9), mas agora em metanol
(indice de polaridade = 5,1), recém destilado e protegido de umidade pela agéao de
peneira molecular (4A) ativada. Apds 3 horas sob refluxo, a solucdo se mostrava
completamente limpida e a analise por cromatografia em camada delgada analitica
demonstrava que todo GFC havia sido consumido. O metanol foi entdo removido em
evaporador rotatorio, o sélido redissolvido em isopropanol e a reacdo conduzida sob
as condic¢des anteriormente descritas e o produto desejado isolado por cromatografia
em camada delgada preparativa (fase movel cloroférmio:metanol:agua, 65:25:4
v/viv) em um rendimento de 65,4%.

O espectro de RMN 'H do produto desta reagéo (Anexo 9) apresentou sinais
referentes aos hidrogénios do nucleo de GFC (17), tais como as metilas do grupo

amoénio quaternario (& 3,20, 9H), os CH; da colina (& 3,77—4,08, 2H; 4,24, 2H) e do
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glicerol (6 3,61, 2H; & 3,77—4,08, 3H). Entretanto, os sinais referentes ao grupo tosil
(BARTON; JASZBERENYI; TBEODORAKIS, 1991) aparecem duplicados, tanto em
relacdo aos hidrogénios do anel aromatico (& 7,21 e 7,43; 7,67 e 7,78) quanto aos
hidrogénios da metila ligada ao mesmo (& 2,33; 2,42). Neste espectro, os valores de
integral indicam uma relagao de aproximadamente 2:1.

Fasoli et al. (2006) relatam que mesmo apds se obter seletivamente o produto
mono-substituido na posicdo 1 do nucleo de GFC com 95% de rendimento (e
nenhum produto de substituicdo da posigéo 2), este composto pode se transformar
na mistura termodinamicamente estavel dos dois isdbmeros quando estiver dissolvido
em metanol ou em meio ligeiramente acido, o que poderia justificar a formacéao
posterior do derivado 2-O-tosil-GFC mesmo que a reacdo fosse completamente

seletiva.

4.2.4. Tentativas de acoplamento entre tosil-O-GFC (18) e resina de Wang-
glicina-acido hidroxi-hexadecanéico (3)

A primeira tentativa de acoplamento foi realizada conforme descrito por
Wissner et al. (1985), ao reagir 3 na forma impura (Figura 20) em solugao de hidreto
de sodio em N,N-dimetilformamida (DMF) durante 30 minutos. Apds 12 horas de
reagcao a temperatura ambiente, uma amostra foi submetida a clivagem por acido
trifluoroacético 95%.

O espectro de RMN 'H (Anexo 10) ndo apresentou os sinais caracteristicos
do aminoacido glicina e acido hidroxi-hexadecandico, anteriormente acoplados a
resina de Wang. Esta constatacdo pode ser feita ao se comparar este espectro
(Anexo 10) ao espectro de 3 (Anexo 1, & 1,25, 20H; 6 1,37-1,92; 6H; d 2,28, 2H).

Considerando que estes grupos ja haviam sido acoplados a resina anteriormente e
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sO deveriam ser liberados da mesma no momento da clivagem pelo acido
trifluoroacético, tal fato sugere a eliminagdo da porgao glicina / acido hidroxi-
hexadecandico durante a reagao, provavelmente através da ruptura da ligagao éster.
De fato, a hidrdlise de ligagbes de ésteres e amidas pode ocorrer, principalmente
quando catalisada por bases fortes, como hidreto de sdédio e, nestas condicbes, a
clivagem de ésteres tende a ser mais rapida do que das amidas correspondentes
(Patricelli; Cravatt, 1999).

Buscando contornar este problema, procedeu-se a tentativa de sintese de 19
(Figura 20) empregando o 1,8-diazabiciclo[5,4,0]-7-undeceno (DBU), uma base
muito mais fraca que hidreto de sédio (Jianga; Wang, 2002). Porém, esta ainda se
mostrou suficientemente reativa para promover a clivagem da ligagao éster, assim
como o hidreto de sddio. Seguindo esta mesma linha de raciocinio, optou-se em
seguida pelo uso da diisopropiletilamina (DIPEA), uma base ainda mais fraca que o
DBU (STRUBLEA; BODE, 2009), e dessa vez tal clivagem aparentemente nao
ocorreu.

De fato, os sinais referentes aos hidrogénios da longa cadeia hidrofébica do
acido hidroxi-hexadecanoico sao visiveis no espectro de RMN 'H (Anexo 11, 5 1,25,
22H; 1,48, 2H; 1,58, 2H) mas os sinais correspondentes ao nucleo de GFC ndo séo
completamente evidentes. Por exemplo, o sinal dos hidrogénios das metilas do
grupo amoénio quaternario seria esperado em torno de & 3,20, sendo possivel
observar no espectro apenas um pequeno sinal com integral correspondente a 0,6.
Desse modo, ha de se supor que o rendimento para 12 horas de reacao foi muito
pequeno ou até mesmo que o acoplamento n&o ocorreu.

Vale ressaltar que especificamente nesta condensacao, determinar o tempo

ideal de reagao pode ser uma tarefa um tanto quanto complicada visto que a sintese
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em fase solida ndao permite o acompanhamento da reagcdo por cromatografia em
camada delgada e a analise do produto da reagcédo s6 pode ser feita apos clivagem
por acido trifluoroacético, procedimento que dura cerca de 2 horas. O ensaio foi
repetido com tempos de acoplamento de 24, 48 e 36 horas de reacido mas, a partir
da analise dos espectros de RMN 'H, n3o se verificou a formagdo do produto
desejado. De modo analogo, a concentracdo de DIPEA foi aumentada de 1
equivalente para 2 e 5 equivalentes em tentativas posteriores (36 horas) mas
novamente ndo se observou a formagdo do produto desejado, estranhamente
apresentando o espectro de RMN 'H sinais referentes ao reagente Tosil-GFC além

de um unico sinal da cadeia hidrofébica em 6 1,18 (35H) (Anexo 12).

4.2.5. Tentativa de acoplamento entre complexo de GFC-estanho e resina de
Wang contendo residuo de acido 16-bromo-hexadecandico

Dado o insucesso na preparacao do derivado 19 pelo método anteriormente
proposto, uma nova modificagdo na rota sintética foi proposta. Kong e Grindley
(1994) relatam a benzilagao predominante da hidroxila primaria de um diol apds sua

complexacado com 6xido de dibutilestanho (DBTO) (Figura 24).

Cl
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60% 10%

Figura 24 — Benzilagao preferencial de hidroxila primaria de diol (KONG; GRINDLEY, 1994).

Segundo os autores, apds 3 dias de refluxo em benzeno sob catalise de
iodeto de tetrabutilaménio, a reacao resulta na formagcao majoritaria da ligagao éter

em hidroxila primaria (60%) contra apenas 10% na hidroxila secundaria. Na
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realidade, esta reacao trata-se de uma sintese de Williamson, na qual o alcéxido que
ird atacar o carbono benzilico € gerado em presenga do iodeto de tetrabutilamonio
(Figura 25). Sem a presenga deste nucledfilo, a reacdo descrita aconteceria em

velocidade extremamente reduzida (GRINDLEY, 1998).

ke A

A |

Figura 25 — Mecanismo proposto para a ativagao de éteres de DBTO por nucledfilos (GRINDLEY,
1998).
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Desse modo, buscou-se adaptar o protocolo descrito para a obtencado de 19.
Nesta nova estratégia, o derivado halogenado do acido hexadecandico é
condensado a resina de Wang-Gly para posterior acoplamento ao nucleo de GFC
complexado com oxido de dibutilestanho (Figura 26). A principal desvantagem deste
método em relagdo ao anterior diz respeito a inevitavel formacao do derivado 2-O-
GFC (26) ligado a resina que, ainda que em pequena quantidade, resultaria na
reducdo do numero de sitios disponiveis para interacdo com os potenciais

receptores de PAF de T. cruzi.
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Figura 26 — Tentativa de sintese de derivado de PAF imobilizado em resina a partir de L-a-FC
extraida de gema de ovo tendo acido 16-bromo-hexadecandico como intermediario.

Neste sentido, acido hidroxi-hexadecandico foi quantitativamente convertido
em acido 16-bromo-hexadecandico sob refluxo de 3 horas em solugdo aquosa de
acido bromidrico 48% e anidrido acético (BIDD et al., 1983). A confirmagédo da
obtencdo do derivado bromado de acido hexadecandico foi realizada com base na
comparacio dos espectros de RMN "H do material de partida e do produto de reacgéo
(Tabela 4). A principal diferenga entre os dois compostos se reflete no deslocamento
quimico dos hidrogénios vizinhos ao halogénio/hidroxila, respectivamente em & 3,40

e 3,67, valores semelhantes aos descritos na literatura (BIDD et al., 1983; JAKOB,;
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VOSS; GERLACH, 1996). Embora nenhum procedimento de purificacdo tenha sido
realizado na reagao (apenas a evaporagao do solvente) o espectro de RMN 'H do
acido 16-bromo-hexadecandico € compativel com o de um produto aparentemente

puro (Anexo 13).

Tabela 4 - Comparacgédo entre valores de RMN "H calculados para acido hidroxi-hexadecanoico (2) e
acido 16-bromo-hexadecanoico (23).

02 023 No. H. Integral Integral Fragmento
tedrico BrAHD AHHD de referéncia-

1,24 1,25 22 22,94 46,63 (CHy),

1,62 1,61 2 2,02 4,02 CH,CH,COOH

1,87 1,72 2 2,00 4,02 CH,CH,Br/ OH

2,34 2,35 2 2,03 4,22 CH,COOH

3,40 3,67 2 2,01 10,21 CH,;Br/ OH

Em sequéncia, acido 16-bromo-hexadecandico foi acoplado a resina de Wang
utilizando-se os procedimentos anteriormente descritos para o acido hidroxi-
hexadecanoico. A resina foi lavada com DMF, diclorometano e metanol e
diretamente transferida para um baldo contendo iodeto de tetrabutilaménio, DMF e o
acetal formado entre o oxido de dibutilestanho e GFC (25). Dada a impossibilidade
de acompanhar a reacdo por cromatografia em camada delgada, a resina foi
arbitrariamente irradiada em microondas pelo de tempo de 30 minutos (70°C),
lavada e clivada em &cido trifluoroacético para analise de RMN 'H (anexo 14) que,
entretanto, ndo sugeriu a formacdo do produto desejado. Para superar estas
limitagdes inerentes a resina, novo protocolo foi proposto para que o acoplamento

fosse realizado apenas na ultima etapa da rota sintética.
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4.2.6. Tentativas de acoplamento entre tosil-O-GFC (18) e derivado benzilado
de acido hidroxi-hexadecandico (27)

Embora a sintese em fase sélida apresente inUmeras vantagens em relagéo a
sintese convencional, principalmente no que se refere a possibilidade de se filtrar o
excesso de reagentes ao final do procedimento, o controle do tempo de reagao se
mostra um tanto quanto complicado em funcéo da dificuldade de monitoramento por
cromatografia em camada delgada analitica. No caso especifico das reagdes
propostas neste projeto, que em sua grande maioria sdo adaptagdes de protocolos
com materiais de partida e/ou reagentes distintos, esta limitagao torna-se ainda mais
importante. Desse modo, uma nova modificagao foi proposta na rota sintética, de
modo que a etapa de condensagao entre o nucleo de GFC (17) e o acido hidroxi-

hexadecandico (2) fosse realizada antes da etapa de ligagao a resina (Figura 27).
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Figura 27 - Tentativa de sintese de derivado de PAF imobilizado em resina a partir de L-a-FC
extraida de gema de ovo tendo derivado benzilado de &cido hidroxi-hexadecandico como
intermediario.

Para evitar a formagédo de subprodutos indesejaveis de reagdo envolvendo o
acido carboxilico de 2 durante a conjugagcéo com 18, o acido hidroxi-hexadecandico

foi protegido na forma de éster benzilico (MATULIC-ADAMIC et al., 2002), sendo
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que a remocao desta protecdo pode ser feita em momento oportuno por
hidrogendlise (WUTS; GREENE, 2007).

O espectro de RMN "H do derivado benzilado do acido hidroxi-hexadecanoico
€ compativel com a obtencdo do produto esperado (anexo 15), sendo possivel
constatar os sinais referentes a hidrogénios da cadeia alquilica do acido hidroxi-
hexadecandico (6 1,22, 22H; & 1,49-1,67; 6H; & 2,35, 2H; & 3,63, 2H) bem como
sinais de hidrogénios referentes a protecao de éster benzilico (6 5,13, 2H; & 7,36,
5H).

A primeira abordagem de acoplamento foi realizada conforme descrito por
Wissner et al. (1985), ao tratar 27 com solugdo de hidreto de sddio em N,N-
dimetilformamida (DMF) durante 30 minutos. Apds gotejar lentamente uma solugéo
de 18 em DMF, a reacgao foi mantida sob agitacao (70°C) 24 horas. Apos purificagéo
por cromatografia em coluna classica com alumina (cloroférmio:metanol 9:1, v/v) o
produto reacional foi submetido a analise de RMN "H que, entretanto, ndo confirmou
no produto esperado (anexo 16).

No intuito de superar este insucesso, procedeu-se a tentativa de realizar a
reacao através de um intermediario epdxi-GFC, o qual é esperado gerar o mesmo
produto final (Figura 28). Para tanto, uma solug¢do de 18 e DBU em DFM foi
inicialmente agitada em banho de gelo durante 3 horas e, subsequentemente,
tratada com 27 a 70°C por 24 horas. Apoés este periodo, notou-se a formacédo de um
produto via cromatografia em camada delagada analitica, o qual foi isolado via
cromatografia em coluna classica com alumina (cloroférmio:metanol 9:1, v/v) e
submetido & analise de RMN 'H (anexo 17). Contudo, mais uma vez o espectro de

RMN 'H nao sugeriu a formacgéao do produto esperado.
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Figura 28 — Substituicdo nucleofilica em diol mono tosilado. Adaptado de Kim et al. (2009).

4.3. Estudos de Bioinformatica
4.3.1. Determinacao do tamanho ideal da cadeia alcoxilica dos derivados de
PAF e introducgédo aos estudos de bioinformatica

Este estudo propOs a sintese de derivados de PAF ligados a uma resina
insoluvel a partir de sua cadeia alcoxilica para o isolamento de receptores deste
mediador em T. cruzi. A escolha da modificagdo desta posigcédo (representada pela
letra D na Figura 3) foi anteriormente justificada pelo fato de que modificagbes em
todas as demais posicbes da molécula conduziriam a redugao acentuada na
atividade bioldgica e, consequentemente, na capacidade de interagdo com receptor
de PAF. Ja para a cadeia alcoxilica, a intensidade da atividade bioldgica estaria
relacionada ao grau de lipofilicidade da mesma (HEYMANS et al., 1989), permitindo
modificacdes desta porcdo da molécula desde que a lipofilicidade da cadeia fosse
similar a observada na molécula de PAF.

Com base nos trabalhos realizados por Heymans et al. (1989) é possivel
observar que esta relacao entre a lipofilicidade da cadeia e capacidade do referido
composto em induzir a agregacao de plaquetas humanas € do tipo parabdlica
(Figura 3), correspondendo o valor maximo da constante de lipofilicidade ao valor de
6,89, ou seja, ao proprio PAF com a cadeia C16. Desse modo, uma questédo

pertinente a este projeto diz respeito ao impacto que a adigdo dos grupamentos da
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resina de Wang e o residuo de aminoacido glicina causam a lipofilicidade da cadeia
alcoxilica dos derivados.

A lipoficilidade total da cadeia pode ser expressa pela somatdria do indice de
lipofilicidade de cada grupo quimico nela presente, segundo uma tabela de valores
estabelecidos experimentalmente por Rekker e De Kort (1979). Desse modo, o
logaritmo da lipofilicidade da cadeia alcoxilica do derivado sintetizado pode ser

calculada como:

logP = Z aifi

log P = n4f(O alifatico) + naf(CHz) + f(NH) + n3f(C=0) + (CsHa4)
log P=3x(-1,581) + 18 x 0,530 - 1,825 + 2 x (-1,703) + 1,688
log P=-4,74 + 9,54 — 1,825 — 3,406 + 1,688

log P = 1,257

Considerando o valor de log P = 6,89 para o derivado C16-PAF (HEYMANS et
al., 1989), é possivel calcular o tamanho “ideal” da cadeia alcoxilica esta série de

derivados:

logP = z aifi

log P = n4f(O alifatico) + n,f(CHy) + fINH) + n3f(C=0) + f(CsHa)

6,89 =3 x(-1,581)+Y x 0,530 -1,825 + 2 x (-1,703) + 1,688

6,89 =-4,743 — 1,825 - 3,406 + 1,688 +

6,89 + 8,286 =Y x 0,530

Y =15,176/0,53 = 28,63 = 29 atomos de carbono (26 da cadeia espacadora).
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O que daria como resultado de cadeia alcoxilica ideal um derivado com 26
atomos de carbono a ser ligado ao aminoacido glicina, em lugar do acido hidroxi-
hexadecandico (16C) anteriormente proposto. Porém, seriam estes resultados
obtidos para o receptor de PAF em humanos seguramente extrapolaveis para o
receptor de PAF em T. cruzi?

A excegdo da informacdo de que o proprio C16-PAF é capaz de produzir
respostas biolégicas em T. cruzi através de seu suposto receptor (RODRIGUES et
al., 1996; AMBROSIO et al., 2003), quase nada se sabe sobre a relagdo entre
estrutura e atividade dos derivados de PAF no parasita. Porém, se fosse possivel
construir um modelo tridimensional deste receptor através de técnicas de
modelagem molecular, entdo também seria possivel estudar as interagdes que cada
analogo poderia realizar com este receptor e, consequentemente, estabelecer qual o
composto mais adequado para o isolamento do mesmo. Neste sentido, os proximos
topicos descrevem as tentativas de identificacdo da sequencia do receptor de PAF
de T. cruzi no proteoma do parasita a partir da sequencia do receptor humano e de

outras 24 espécies de animais.

4.3.2. Busca no proteoma do parasita da sequencia correspondente a estrutura
primaria do receptor de PAF em T. cruzi.

A principal premissa que baseia este trabalho diz respeito a existéncia do
receptor de PAF em T. cruzi, suportada pelas observagdes experimentais de que: 1)
PAF é capaz de produzir respostas biolégicas no parasita (RODRIGUES et al.,
1996), 2) este efeitos sdo abolidos na presenca de um antagonista de PAF, o
WEB2086 (RODRIGUES et al., 1999) e 3) estudos de imunofluorescéncia

demonstraram a presenca destes possiveis receptores na membrana celular do
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parasita, fato coerente com natureza do receptor de PAF que faz parte da familia
dos receptores de membrana acoplados a proteina G (GOMES et al., 2006).
Portanto, se este receptor realmente existe, necessariamente faz parte do proteoma
do parasita, cujo genoma correspondente ja foi completamente sequenciado
(ATWOOD 37 et al., 2005).

Para se determinar o padrao de conservacao das sequencias dos receptores
de PAF em diferentes espécies, 25 sequencias de diferentes animais foram
submetidas a uma analise das relagdes evolucionarias entre os receptores. Todas
estas sequencias pertencem exclusivamente a espécies de animais, uma vez que
sequencias de organismos evolutivamente mais préximos ao T. cruzi ndo sao
disponiveis. Através da arvore filogenética (Figura 29) fica claro que estes
receptores se dividem em duas linhagens principais: uma agrupando mamiferos,
anfibio e ave e outra contendo exclusivamente os peixes. A linhagem dos mamiferos
pode ser ainda subdividida em dois grandes grupos, discriminando cuica e
ornitorrinco dos demais. Receptores de PAF humanos, de orangotango e chimpanzé

foram ainda sub-agrupados juntos.
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Figura 29 — Relagdes evolucionarias entre receptores de PAF de 25 espécies de animais.
Vermelho = mamiferos; verde = anfibio; amarelo = ave; azul = peixes.

A partir do alinhamento multiplo das sequencias, foi possivel perceber que
dos 342 aminoacidos do receptor de PAF humano 78 (22,8%) sdo completamente
conservados entre as espécies (Figura 30). Dentre estes, estudos de mutagénese
indicam que os residuos de histidina 188, 248, e 249 provavelmente fazem parte do
sitio de ligagdo e que as fenilalaninas 97 e 98 contribuem para a estabilidade
estrutural do receptor, embora ndo sejam essenciais para sua funcionalidade
(PRESCOTT et al.,, 2000). De modo analogo, residuos de cisteinas 90 e 173
também contribuem para a estrutura terciaria do receptor, atuando através da
formagao de uma ponte de dissulfito entre duas algas da proteina (GUI et al., 2007).

Observa-se ainda que a grande maioria dos residuos conservados esta
situada dentro dos dominios transmembrana do receptor (Figura 30), o que ja seria
naturalmente esperado visto que as maiores divergéncias de sequencia entre

proteinas homodlogas geralmente aparecem nas regides préoximas da superficie
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protéica, ou seja, nas algas ou “loops”. Nestas regides, até mesmo as propriedades
fisico-quimicas dos residuos de aminoacidos que sofrem mutacdes costumam diferir.
Os residuos localizados no interior das proteinas variam com menor frequéncia e

com menor distingdo de propriedades fisico-quimicas (SILVA; SILVA, 2007).

F97 e 98: provavelmente contribuem HA188, 248 e 249: provavelmente

paraa conformqn;_éo ma_s né? fazem fazem parte do sitio de ligagdo
parte do sitio de ligagédo

C90 e 173: ponte de
dissulfeto entre
residuos de cisteina

Figura 30 — Representacéo bidimensional do receptor de PAF humano. Residuos conservados séo
ressaltados em cores. Adaptado de Prescott et al. (2000) e Gui et al. (2007).

Na tentativa de identificar proteinas que pudessem corresponder ao receptor
de PAF de T. cruzi, as sequencias de 5.684 receptores de membrana acoplados a
proteina G (GPCRs) foram confrontadas as 23.031 proteinas sequenciadas do
parasita utilizando o algoritmo BLASTp (ALTSCHUL et al., 1990). O motivo de nao
se empregar apenas as sequencias dos 25 receptores de PAF na busca (mas
também de um grande numero de GPCRs) foi maximizar os resultados da busca,
dado a grande diversidade esperada na comparagdo entre as sequencias de
receptores de animais e a do parasita. Desse modo, 6.440 proteinas do parasita

foram inicialmente selecionadas, das quais 73 sequencias apresentaram sete
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dominios transmembrana segundo triagem inicial realizada pelo software Phobius
(KALL; KROGH; SONNHAMMER, 2004).

Considerando que os 25 receptores de PAF de animais possuem um tamanho
de cadeia que varia entre 322 aa (Peixe Paulistinha) a 363 aa (Baiacu), foram
selecionadas para analise de residuos conservados as sequencias de proteinas de
T. cruzi com tamanho de cadeia entre 200 e 600 aa, as quais, em principio,
representariam um tamanho de cadeia mais provavel para o receptor de PAF do
parasita. Na pratica, obteve-se como resultado 33 proteinas hipotéticas diferentes,
assim denominadas por terem sido determinadas como parte do proteoma do
parasita de maneira indireta (por exemplo, através de um gene correspondente), nao
tendo ainda sido isoladas por métodos experimentais.

Comparacoes destas proteinas com o receptor de PAF humano via BLAST
resultaram em niveis de escore semelhantes, variando entre 15,0 e 21,9 (Tabela 5).
Apenas uma unica proteina, a Tc00.1047053511249.90, apresentou niveis de
escore nao significativos quando comparado ao receptor de PAF humano. No
alinhamento com a sequencia do receptor de PAF humano, nenhuma das proteinas
analisadas apresentou todos os residuos correspondentes a triade de histidina
(H188, H248, e H249) e apenas uma proteina, a Tc00.1047053505945.90, mostrou
residuos conservados correspondentes as fenilalaninas 97 e 98.

Com relacdo ao total de aminoacidos conservados, a proteina
Tc00.1047053511507.60 apresentou 15 residuos conservados, o0s quais
representam aproximadamente 20% do total observado na comparagdo entre
receptores de PAF de animais. A partir do alinhamento da sequencia desta proteina
com o receptor de PAF humano (Figura 31) é possivel constatar que, a exceg¢ao do

primeiro dominio do receptor humano, existe uma certa sobreposicdo entre todas as
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regides transmembrana das duas proteinas, em alguns casos com duas regides
transmembrana da proteina hipotética se sobrepondo a um unico dominio do
receptor de PAF humano (Dominio V, Figura 31). Esta regido da proteina do
parasita, correspondente aos dominios IV e V da Tc00.1047053511507.60, poderia
hipoteticamente representar uma unica regido transmembrana mesmo porque, do
contrario, a alga entre as duas regides seria composta por apenas dois aminoacidos

(Figura 32, A).

Tabela 5 — Proteinas hipotéticas de T. cruzi (200 a 600 aa) com sete dominios transmembrana.

Cédigo da proteina Cadeia (aa) _ esiduos Escore S F97 F98 H188 H248 H249
conservados value

1047053511507.60 311 15 19,2 0,14

1047053506503.4 467 14 18,5 0,33 [ |

1047053505945.90 288 14 16,2 09 § B [ |

1047053509945.24 319 14 18,1 0,34

1047053511127.300 534 14 20,8 0,07 [ |

1047053429257.20 412 14 19,2 0,17 [ | [ | 0

1047053509539.30 253 13 16,9 048 N

1047053509269.19 471 13 18,1 0,41 |

1047053508277.210 319 13 18,1 0,33

1047053510493.10 240 13 15,8 1,10

1047053506999.10 377 13 13,9 7,30

1047053506179.30 600 12 21,6 0,05 [ |

1047053507681.50 516 12 15,8 270 B

1047053507969.30 470 11 18,1 0,44

1047053511573.49 235 11 15,0 1,80 H

1047053511249.90 252 10 - -

1047053503505.20 369 10 16,2 160 N

1047053503487.70 382 9 19,6 0,12

1047053510729.290 335 9 20,8 0,06 [ |

1047053504137.150 340 9 21,9 0,02

1047053509799.90 310 9 15,4 1,70 [ |

1047053504159.40 276 9 17,3 0,42

1047053511245.160 287 9 19,6 0,10 [ | |

1047053507663.80 600 9 21,9 0,05

1047053505193.74 340 9 15,0 2,60 [ |

1047053509799.100 340 8 21,6 0,03

1047053506467.4 340 8 15,0 2,80 [ |

1047053510989.10 287 8 19,6 o110 N |

1047053511245.140 279 8 17,3 0,40

1047053511245.150 300 7 16,9 0,69

1047053504 137.140 310 7 15,4 1,70 0

1047053510511.9 264 7 18,1 0,26

1047053503635.20 494 3 18,9 0,29 [ |
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Do ponto de vista estrutural, ndo esta exatamente claro a importancia do
primeiro dominio para a funcionalidade do receptor de PAF humano. Sabe-se que
mutagdes nos dominios Il, Ill, e VII do receptor podem conduzir a maior afinidade
pelo PAF ao passo que mutagdes nos dominios V, VI, e VII geralmente resultam em
queda da afinidade (PRESCOTT et al., 2000). Na realidade, a mutagao de todos os
aminoacidos do terceiro dominio do receptor de PAF ainda produz receptores ativos,
embora com menor especificidade pelo substrato (PRESCOTT et al., 2000), e
mesmo para algumas GPCRs, cinco dominios transmembrana parecem ser
suficientes para a funcionalidade do receptor (MIRZADEGAN et al., 2003).

Certa similaridade pode ser constatada comparando as estruturas
secundarias das proteinas humana e do parasita (Figura 32). Além dos dominios
transmembrana, a proteina hipotética ainda preserva as extremidades N e C
terminais, sendo esta ultima responsavel no receptor de PAF pelo fenbmeno de
dessensibilizagcdo apds ativagao inicial pelo fosfolipidio (feedback negativo).
Adicionalmente, a regido correspondente ao terceiro “loop” no receptor de PAF
humano (formada entre os dominios V e VI) também estaria preservada, sendo esta
necessaria a transducgao de sinais ao meio intracelular apds o acoplamento do PAF
ao receptor (PRESCOTT et al., 2000). No caso da proteina hipotética, um tamanho
de cadeia de 311 aa nao difere muito da menor sequencia de receptor de PAF
empregada neste estudo (322 aa, Peixe Paulistinha), bem como sua massa
correspondente a 35,1 KD seria compativel com os estudos de imunodetec¢ao de
GPCRs em T. cruzi, nos quais valores maximos encontrados foram de 38KD (NEW;

WONG, 1998).
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Dominio I

Humano [Homo sapiens] ----------- MEPHDSS---------- HMDS - -EFRYTLFPIVYSIIFVLGV
Tc00.1047053511507.60 ----------------- - —---—- MTALCNAGN
Tc00.1047053511507.60 ----------—-----—------ - - - - ----———————— MTALCNAGN
Tc00.1047053511507.60 --------------- - - - - MTALCNAGN
Tc00.1047053511507 .60 =--=-== === == === == m - m e MTALCNAGN
Tc00.1047053511507 .60 ==-=—=- == === === == m - m oo MTALCNAGN

Dominio II
Humano [Homo_sapiens] IANGYVLWVFARLYPCKKFNEIKIFMVNLTMADMLFLITLPLWIVYYQNQGNW
Tc00.1047053511507.60 VHNG--DYICONGVGGLSVIQRLLCVSTAFLFFSLFFVSMSSVLRHHYRQFLT
Tc00.1047053511507.60 VHNG--DYICONGVGGLSVIQRLLCVSTAFLFFSLFFVSMSSVLRHHYRQFLT
Tc00.1047053511507.60 VHNG--DYICQONGVGGLS SVLRHHYRQFLT
Tc00.1047053511507.60 VHNG--DYICQNGVGGLS SVLRHHYRQFLT
Tc00.1047053511507.60 VHNG—DYICQNGVGGLSVIQ RHHYRQFLTT

Dominio III

Humano [Homo_sapiens] ILPKFLCNVAG--CLFFINTYCSVAFLGVITYNRFQAVTRPIKTAQANTRKRG
Tc00.1047053511507.60 MTIEIQCDLTSRVVSVFHSVLVVPALLGGVASMKWGDNYEPIGNVSFMQG- - -
Tc00.1047053511507.60 MTIEIQCDLTSRVVSVFHSVLVVPALLGGVASMKWGDNYEPIGNVSFMQG- - -

Tc00.1047053511507.60 MTIEIQCD SMKWGDNYEP
Tc00.1047053511507.60 MTIEIQCD SMKWGDNYEPIGN
Tc00.1047053511507.60 MTIEIQCDLTSRVVS GDNYEP

Dominio IV
Humano [Homo_sapiens] ISLSLVIWVAIVGAASYFLILDSTNTVPDSAGSGNVTRCFEHYEKGSV----P
Tc00.1047053511507.60
Tc00.1047053511507.60
Tc00.1047053511507.60
Tc00.1047053511507.60
Tc00.1047053511507.60

Dominio V

Humano [Homo_sapiens] VLIIHIFIVFSFFLVFLIILFCNLVIIRTLLM---------- QPVQQQ--RNA
Tc00.1047053511507.60 -IPYLIYMFIGYCPYGLFILVCFMLVETTNIS------ LYTKATLEENGMSNT
Tc00.1047053511507.60 -IPYLIYMFIGYCPYGLFILVCFMLVETTNIS------ LYTKATLEENGMSNT
Tc00.1047053511507.60 IGYCP YTKATLEENGMSNT
Tc00.1047053511507.60 YCP) TKATLEENGMSNT
Tc00.1047053511507.60 -IP TKATLEENGMSNT
Dominio VI
Humano [Homo_sapiens] EVKRRALWMVCTVLAVFIICFVPHHVVQLP-WITLAELGF-------- QDSKFH
Tc00.1047053511507.60 KMYSVALYSLFFLWIVFRLINPTLLLIIMHRYIIPSVPVG------- KRLCLA

Tc00.1047053511507.60
Tc00.1047053511507.60
Tc00.1047053511507.60
Tc00.1047053511507.60

Dominio VII Dominio VII
Humano [Homo_sapiens] QAINDAHQVTLCLLSTNCVLDPVIYCFLTKKFRKHLTEKFYSMRS-SRKCSRA
Tc00.1047053511507.60 PSVLCAYVVSFLCYGVFVILCREMLLHWKRSTVAGEEVSMEAMPAEEATVSDV

Tc00.1047053511507.60 PSVLCAYVVSFLCYGVEFVILCREMLLHWKRSTVAGEEVSMEAMPAEEATVSDV
Tc00.1047053511507.60 REMLLHWKRSTVAGEEVSMEAMPAEEATVSDV
Tc00.1047053511507.60 CREMLLHWKRSTVAGEEVSMEAMPAEEATVSDV
Tc00.1047053511507.60 REMLLHWKRSTVAGEEVSMEAMPAEEATVSDV

Humano [Homo_sapiens] TTDTVTEVVVPFNQIPGNSLKN- Cinza=  DTMs do receptor de PAF humano

Tc00.1047053511507.60 KETDFHATELNSSHPSVREEN--  Amarelo = Predicdo DTMs ConPred Il
Tc00.1047053511507.60 KETDFHATELNSSHPSVREEN--  Ciano= Predicdo DTMs HMMTOP
Tc00.1047053511507.60 KETDFHATELNSSHPSVREEN-- Verde= Predicdo DTMs Phobius
Tc00.1047053511507.60 KETDFHATELNSSHPSVREEN--  Magenta = Predicdo DTMs TMHMM
Tc00.1047053511507.60 KETDFHATELNSSHPSVREEN--  Petréleo = Predicdo DTMs TMPRED

Figura 31 — Alinhamento entre a sequencia do receptor de PAF humano e a proteina hipotética de T.
cruzi, Tc00.1047053511507.60, com predigdo dos dominios transmembrana (DTMs) por cinco
métodos distintos.
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Figura 32 — Representagéo da estrutura secundaria da proteina de T. cruzi Tc00.1047053511507.60
(A) e do receptor de PAF humano (B) gerada por ConPred Il (Arai e col., 2004).
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Durante o processo de sintese dos analogos propostos neste trabalho,
diversos problemas surgiram e foram solucionados com base em revisdao da
literatura e subsequente adaptagdo dos protocolos de sintese empregados. Neste
sentido, foram realizadas com sucesso a extragcao e desacilagao da fosfatidilcolina
de gema de ovo, a condensagao do acido hidroxi-hexadecandico a resina de Wang-
Glicina e a tosilacdo de Glicerilfosforilcolina, alcancada através de um protocolo de
sintese inédito. Entretanto, apesar de todos os esforcos realizados, nao foi possivel
a obtengao do produto final (15) proposto. Aparentemente, dois grandes entraves
impediram o éxito deste projeto: o uso da resina de Wang em protocolos de sintese
nunca anteriormente descritos (Sintese de Williamson, por exemplo) e a
manipulagédo do nucleo de GFC, positivamente carregado.

A principal limitacdo das reagbes envolvendo a resina de Wang esta na
impossibilidade, do ponto de vista pratico, do acompanhamento da reacdo por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). E verdade que teoricamente
seria possivel utilizar a CCDA apods clivagem da resina por acido trifluoroacético,
mas vale ressaltar que cada amostra de resina clivada neste procedimento
demandaria 2 horas de reacao, o que seria pouco adequado para se controlar, por
exemplo, uma reacao de 30 minutos.

O uso da Resina de Wang para a sintese de aminoacidos trata-se de um
procedimento devidamente padronizado, além de ser possivel o acompanhamento
da reacgao através do teste de Kaiser, o qual indica a presenga/auséncia de grupos
amino livres. Desse modo, as experiéncias adquiridas ao longo deste projeto
sugerem que a etapa de condensacgao a resina deva ser a ultima do fluxograma de
sintese para que esta seja feita através pela geragdo de um grupo amida (como na

sintese de aminoacidos) e ndo através de sintese de Williamson.
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O uso da (licerilfosforilcolina como intermediario-chave do planejamento
sintético inicialmente se mostrava altamente conveniente, visto que esta poderia ser
obtida de uma fonte irriséria, gemas de ovos, além de conter o grupo fosfocolina
necessario aos analogos de PAF na sua estrutura. Contudo, ao longo deste projeto,
observou-se que a presenga da carga positiva no nitrogénio quaternario (bem como
a carga negativa do grupo fosfato dependendo do pH do meio) impde restricdes
consideraveis tanto aos protocolos de sintese que podem ser adotados quanto aos
seus correspondentes processos de purificacao.

O uso de agua, que seria o0 solvente ideal para a molécula de GFC, é
incompativel com a maioria das reagbes descritas em sintese organica, também
sendo classicamente empregada nos procedimentos de partigao para solubilizar sais
e outras substancias que se pretende separar da fase organica de interesse,
situacdo inversa do observado para a GFC. Ademais, o uso da silica, a fase
estacionaria mais utilizada no processo de purificagdo por cromatografia em coluna,
€ impraticavel no caso deste tipo de substancia visto que o deslocamento destes
compostos do ponto de origem sé pode ser feito pelo uso de fases moveis
extremamente polares, as quais promovem o arraste de sais da fase estacionaria e,
consequentemente, resultam na contaminagdo do produto que inicialmente se
pretendia purificar.

Em relacdo aos estudos de bioinformatica, salienta-se que, somente pela
analise de sequencias, nao foi possivel afirmar com certeza que uma proteina
hipotética especifica corresponda ao receptor de PAF no parasita. De fato, a
auséncia das estruturas tridimensionais das proteinas hipotéticas e do receptor de
PAF humano impede que seja efetuada uma analise mais minuciosa relativa ao

acoplamento do ligante aos potenciais receptores. Sabe-se que protozoarios e
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animais sao especies muito distantes do ponto de vista evolutivo e,
consequentemente, divergéncias na sequencia de proteinas correspondentes ja
seriam esperadas. Contudo, os métodos empregados neste estudo sugerem que o
proteoma de T. cruzi contém proteinas com caracteristicas de GPCRs e entre estas,
possivelmente, receptores de PAF a serem explorados na terapia da doenca de

Chagas.
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Anexo 2 - Espectro de RMN 'H de 1,2,5,6-di-O-isopropilideno-D-manitol (300 MHz, (CD;),CO).
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Anexo 4 - Espectro de RMN 'H de L-a-FC padrio Fluka (500 MHz, (CD;OD).
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Anexo 5 - Espectro de massas de L-a-FC de gemas de ovos (Ionizagdo por "electrospray", modo positivo).
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Anexo 6 - Espectro de massas de L-a-GFC formada por desacilagdo com LIOH (Ionizagdo por "electrospray",

modo negativo).
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Anexo 7 - Espectro de RMN 'H de L-a-GFC desacilado por metéxido de sédio (500 MHz, (CD;0D).
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Anexo 8 - Espectro de massas de L-o-GFC formado por desacilagio com metéxido de sodio. (Ilonizagdo por
"electrospray", modo positivo).
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Anexo 9 - Espectro de RMN 'H do produto da reagio entre L-o-GFC e cloreto de tosila (500 MHz, CD;0D).
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Anexo 10 - Espectro de RMN do produto da reagio entre 1-O-tosil-sn-GFC (18) e o derivado Wang-Gly-Acido
Hidroxi-hexadecandico (3) utilizando hidreto de sodio (500 MHz, D,0).
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Anexo 11 - Espectro de RMN do produto da reagdo entre 1-O-tosil-sn-gliceril-fosfocolina (18) e o derivado
Wang-Gly-Acido Hidroxi-hexadecandico (3) utilizando DIPEA leq (500 MHz, CD;0D).
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Anexo 12 - Espectro de RMN do produto da reagdo entre 1-O-tosil-sn-gliceril-fosfocolina (18) e o derivado
Wang-Gly-Acido Hidroxi-hexadecandico (3) utilizando DIPEA 5eq (300 MHz, D,0).
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Anexo 13 - Espectro de RMN 'H de do Acido 16-bromo-hexadecanéico (300 MHz, CDCl5).

Anexo 14 - Espectro de RMN do produto da reagdo entre acido 16-bromo-hexadecandico e acetal formado por
GPC-dibutilestanho (300 MHz, CD;0D).
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Anexo 15 - Espectro de RMN Do derivado bezilado de acido hidréxi-hexadecanoico (300 MHz, CDCl;).
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Anexo 16 - Espectro de RMN do produto da reagdo entre 1-O-tosil-sn-GFC (18) e o derivado benzilado de
acido hidroxi-hexadecanodico (27) utilizando hidreto de sodio (300 MHz, D,0).
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Anexo 17 - Espectro de RMN do produto da reagdo entre 1-O-tosil-sn-GFC (18) e o derivado benzilado de
acido hidroxi-hexadecanodico (27) via intermediario epoxi-GFC (300 MHz, D,0).



