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RESUMO

INTRODUCAO: A doenca de Chagas e a leishmaniose sdo doencas tropicais
supernegligenciadas, que afetam regides de extrema pobreza. Os farmacos disponiveis
para estas duas doencas sdo escassos, de eficacia limitada, de alta toxicidade e
suscitam casos de resisténcia. OBJETIVO: Considerando-se a necessidade de
desenvolvimento de novos agentes antichagasicos e leishmanicidas, a importancia da
latenciacdo no aprimoramento de farmacos/compostos bioativos e a versatilidade de
transportadores dendriméricos, o objetivo deste trabalho foi a sintese de pro-farmacos
dendriméricos de primeira geracdo de 3-hidroxiflavona, composto que apresenta
potencial atividade tripanomicida e leishmanicida. Desta forma, pretendeu-se obter
liberacdo controlada, melhora da permeabilidade, toxicidade reduzida e aumento da
eficacia deste agente bioativo. MATERIAL E METODOS: Para a obtencio desses
dendrimeros empregaram-se as abordagens divergente e convergente, compostas por
varias etapas de sintese com reacdes de protecdo, desprotecdo e acoplamentos.
RESULTADOS E DISCUSSAO: A abordagem convergente apresentou problemas
sintéticos, devido a instabilidade dos derivados contendo 3-hidroxiflavona nas diferentes
condicdes reacionais e de purificacdo testadas. No entanto, ha indicios da sintese dos
pro-farmacos dendriméricos de 3-hidroxiflavona, mas esses compostos apresentam-se
impuros. Devido a essa instabilidade e a dificuldade de purificagdo na abordagem
convergente, optou-se pela sintese divergente, no qual o composto bioativo € acoplado
na etapa final. Os estudos sintéticos mostraram a obtencdo dos intermediarios puros
formados pelos focos centrais propano- e hexano-diamina acoplados ao acido malico
protegido. CONCLUSAO: H4 indicativos da obtenc&o de pro-farmacos dendriméricos de
3-hidroxiflavona, ainda que impuros. As maiores dificuldades encontradas foram a
purificacdo e a estabilidade dos compostos obtidos.

Palavras-chaves: flavonodides, pro-farmacos, latenciacédo, dendrimeros.



SANTOS, S.S. Potential antichagasic and leishmanicide compounds: study of
synthesis conditions of 3-hydroxyflavone dendrimer prodrugs. 2016. 243p. Thesis
— Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, 2016.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Chagas’ disease and leishmaniasis are super neglected tropical
diseases that affect primarily areas of extreme poverty. The drugs available for these
diseases are scarce and of limited effectiveness, toxic and rouse resistance.
OBJECTIVE: Considering that the development of new antichagasic and leishmanicide
agents are urgently needed, the importance of prodrug design to the improvement of
drugs and bioactive compounds and the versatility of dendrimers as drug carriers, the
objective of this work was the synthesis of dendrimer prodrug of 3-hydroxyflavone, which
shows potential antichagasic and leishmanicide activities. Thus, we intended to obtain
controlled release, improvement of the permeability, reduction of the toxicity and
increase of efficacy of this bioactive agent. MATERIAL AND METHODS: Convergent
and divergent approaches have been used to synthesize those compounds. Synthetic
steps consist of protection, deprotection and coupling reactions. RESULTS AND
DISCUSSION: The convergent approach presented problems due to the instability of the
3-hydroxyflavone derivatives, in different reaction and purification conditions. However,
there is evidence of the synthesis of dendrimer prodrugs, though still impure. Due to
instability and purification difficulty of intermediate, we performed the divergent
synthesis. We obtained the pure intermediates composed by cores propanediamine and
hexanediamine coupled to the protected malic acid as spacer group. CONCLUSION:
Synthetic studies suggested the synthesis of dendrimer prodrugs, although impure. The
greatest difficulties were the purification and the instability of compounds.

Keywords: flavonoid, prodrug, prodrug design, dendrimer.
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Introducdo

“O conhecimento é uma ferramenta, e como todas as
ferramentas, o seu impacto estd nas mdos de quem o usa.”

Dan Brown



Introducéo

1. INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE CHAGAS

A tripanossomiase americana €, também, conhecida como doenca de Chagas
em homenagem ao seu descobridor, o0 médico e pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, que a descobriu em 1909. Carlos Chagas descreveu o agente
etiologico, ciclo evolutivo, vetores, animais reservatdrios, mecanismo de transmissao,
bem como as manifestacdes clinicas do primeiro caso humano registrado. No entanto,
estudos paleoparasitoldgicos demonstraram a presenca do parasita em tecidos de
mumias datadas de 9.000 anos atras, em regides costeiras do norte do Chile. Esta
doenca é antropozoonose importante, resultante da infeccdo causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi, tendo insetos triatomineos como vetores (LESCURE et al., 2010;
RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; MACHADO et al., 2012; SALOMON, 2012;
HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; ESCH, PETERSEN, 2013; SANCHEZ,
RAMIREZ, 2013; GASPAR et al., 2015; URBINA, 2015).

O ano de 2009 marcou o centendrio da descoberta da doenca e, em
reconhecimento a este evento, reunides cientificas foram realizadas para discussao do
tema e muitas revistas publicaram opinides sobre varios aspectos da doenca de
Chagas (MACHADO et al., 2012). Esta patologia é a infec¢do parasitaria mais grave
que acomete o coracdo (LESCURE et al., 2010; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE,
2012; SALOMON, 2012).

1.1.1 Agente etioldgico

Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado do filo Sarcomastigophora,
subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum (RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012;
SCHMIDT et al.,, 2014; ANDRADE, GOLLOB, DUTRA, 2014; GASPAR et al., 2015;
MESSENGER, MILES, BERN, 2015; URBINA, 2015).

O ciclo evolutivo do T. cruzi € complexo: o protozoario apresenta quatro formas
de desenvolvimento no vetor e no hospedeiro reservatério mamifero (tripomastigotas
sanguineos, amastigotas intracelulares, epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos).

No triatomineo, as formas tripomastigotas ingeridas do sangue do hospedeiro ou animal
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reservatorio mamifero se diferenciam em epimastigotas, que se dividem por divisdo
binaria e, posteriormente, sdo convertidas a tripomastigotas metaciclicos (forma
infectante), que ficam no intestino. Ao picar o hospedeiro, 0 mosquito defeca e deposita
a forma infecciosa na pele. A infeccdo no mamifero acontece quando a forma
metaciclica entra em contato com as mucosas (oral ou nasal) ou com a ferida na pele,
incluindo a picada do vetor. Ao invadir o hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas
metaciclicos entram nas células hospedeiras (macrofagos, células do musculo estriado
e fibroblastos) e diferenciam-se em amastigotas (forma intracelular), que comegcam a
replicacdo por divisdo binéaria, formando pseudocistos. Quando as células estiverem
cheias de amastigotas, estas se diferenciam, novamente, em tripomastigotas e
promovem a lise celular. ApOGs a ruptura, os tripomastigotas atingem a corrente
sanguinea e podem invadir tecidos adjacentes, principalmente células musculares
(tecido cardiaco, liso e esquelético) e células ganglionares. O ciclo é concluido quando
tripomastigotas circulantes no sangue do hospedeiro sdo ingeridos pela picada do vetor
(ANDRADE, 1999; COURA, PEREIRA, 2010; FERREIRA et al., 2010; MARIN et al.,
2011; SALOMON, 2012; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; MACHADO et al.,
2012; COURA, PEREIRA, 2012; NAGAJYOTHI et al., 2012; OSORIO et al., 2012;
HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; ESCH, PETERSEN, 2013; SANCHEZ,
RAMIREZ, 2013; WHO, 2016a; CHATELAIN, 2015; GASPAR et al., 2015;
MESSENGER, MILES, BERN, 2015).

1.1.2 Vetor e Transmissé&o

A principal forma de transmissdo ocorre através da picada de insetos
hematofagos, os triatomineos, vulgarmente conhecidos como “barbeiro”. Os vetores
responsaveis pela transmissdo da doenca de Chagas pertencem ao filo Arthropoda,
subfilo Hexapoda, ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Esta
subfamilia é representada por 137 espécies descritas, mas apenas sete figuram como
principais vetores da doenca: Triatoma infestans (principal inseto vetor), T. dimidiata, T.
sordida, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, Panstrongylus megistus e Rhodnius
prolixus. Existem algumas espécies de triatomineos que apresentam ciclos domiciliares

e peridomiciliares nas Américas, 0 que resulta em maior transmissdo humana
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(ARGOLO et al., 2008; SALOMON, 2012; LINETZKY et al., 2012; ESCH, PETERSEN,
2013; HABERLAND et al., 2013; NUNES et al., 2013; MESSENGER, MILES, BERN,
2015).

A forma habitual de transmissdo da doenca de Chagas esta ligada diretamente
ao vetor (principal via de transmissdo) e estima-se que 41.000 individuos sejam
infectados pelo mosquito anualmente. Em adicdo, o0 parasita também pode ser
transmitido por mecanismos ndo vetoriais como: transfusdo sanguinea e de
hemoderivados, doacéo de 6rgaos, transmissao congénita e contaminac¢do por via oral,
devido a ingestdo de alimentos contaminados. Mecanismos menos comuns envolvem
acidentes de laboratério, manejo de animais infectados e passagem através do leite
materno. Outra via teoricamente possivel, mas extremamente rara, € a transmissao
sexual (COURA, PEREIRA, 2010; LESCURE et al., 2010; HERNANDEZ, DUMONTEIL,
2011; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; MACHADO et al., 2012; SALOMON,
2012; NAGAJYOTHI et al.,, 2012; LINETZKY et al., 2012; HEMMIGE, TANOWITZ,
SETHI, 2012; SANCHEZ, RAMIREZ, 2013; ESCH, PETERSEN, 2013; WHO, 20164;
SCHMIDT et al., 2014; CHATELAIN, 2015; GASPAR et al., 2015; MENDEZ et al., 2015;
URBINA, 2015; BERMUDEZ et al., 2016). Para evitar a contaminag&o por transfus&o
sanguinea e doacdo de érgaos, nos paises endémicos sdo obrigatdrios exames para
determinar a presenca de anticorpos contra T. cruzi (SCHMIDT et al., 2014; GASPAR et
al., 2015).

1.1.3 Epidemiologia

A doenca de Chagas segue como concreto e impactante problema de saude
publica em todos os paises da América Latina e sua distribuicdo se estende da América
do Sul, incluindo Chile e Argentina, até o sul dos Estados Unidos (Figura 1). Esta
enfermidade € endémica em 21 paises nas Américas, estimando-se que entre 7 e 8
milhdes de individuos estejam infectados e em torno de 25 milhdes de pessoas sejam
expostas a doenca. A incidéncia anual é estimada em 200 mil novos casos, ocorrendo
10 mil 6bitos ao ano (MOREL, LAZDINS, 2003; DIAS, 2007; LESCURE et al., 2010;
BUCKNER, NAVABI, 2010; HERNANDEZ, DUMONTEIL, 2011; DUMONTEIL et al.
2012; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; MACHADO et al., 2012; SALOMON,
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2012; NAGAJYOTHI et al., 2012; LINETZKY et al., 2012; SANCHEZ, RAMIREZ, 2013;
PINAZO et al., 2013; ESCH, PETERSEN, 2013; GARCIA et al., 2013; WHO, 2016a;
SCHMIDT et al.,, 2014; CHATELAIN, 2015; GASPAR et al.,, 2015; MESSENGER,

MILES, BERN, 2015; MORILLA, ROMERO, 2015; BERMUDEZ et al., 2016).

Estados Unidos

Mexico

Guatemala
El Salvader
Nicaragua “253

Costa Rica Pan
Colombia

[} Areas endemicas
7] Areas enzooticas

Figura 1: Distribuicdo geografica da doenca de Chagas (COURA, DIAS, 2009).

A doenca de Chagas € uma das doencas tropicais mais negligenciadas. De
forma geral, estd associada a pobreza e a marginalizacao da zona rural, ocorrendo em
locais de péssimas condi¢bes de habita¢éo, o que favorece a infestagéo vetorial. Esta
enfermidade atinge, principalmente, populacdes socialmente excluidas, de baixa
expressao politica e de origem rural. Aléem disso, provoca grandes impactos sociais e
econdmicos na populacdo acometida, pois causa incapacidade laboral (DIAS, 2007;
HERNANDEZ, DUMONTEIL, 2011; DUMONTEIL et al. 2012; MACHADO et al., 2012;
LINETZKY et al., 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; GARCIA et al., 2013;
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MOLINA, 2013; CHATELAIN, 2015; GASPAR et al.,, 2015; FERREIRA, OLIVEIRA,
ANDRICOPULO, 2016).

Atualmente, devido ao processo de urbanizacdo da doenca e as correntes
migratérias, observaram-se casos de individuos infectados em regifes ndo endémicas,
como Estados Unidos, Canada (5.000 infectados), Australia (3.000 infectados), Japao,
Espanha, Franca, Itdlia, Suécia, Suica, Inglaterra, entre outros paises. Nos paises
europeus, Espanha e Italia apresentam maior incidéncia, estimando-se que existam
entre 68.000 e 123.000 pessoas infectadas com o parasita. Desta forma, a doenca de
Chagas é uma doenca emergente em paises ndo endémicos, tornando-se problema
para a comunidade internacional (LESCURE et al., 2010; RASSI-JUNIOR, RASSI,
REZENDE, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; GARCIA et al.,, 2013;
SANCHEZ, RAMIREZ, 2013; HABERLAND et al., 2013; SCHMIDT et al., 2014;
MESSENGER, MILES, BERN, 2015; CHATELAIN, 2015; MENDEZ et al., 2015;
MORILLA, ROMERO, 2015; URBINA, 2015). Tendo em vista a situagcéo atual, regides
consideradas ndo endémicas como Franca, Espanha e Reino Unido tém adotado
medidas para o controle do parasita em bancos de sangue e de orgaos (ANDRADE,
GOLLOB, DUTRA, 2014).

Em 2009, nos Estados Unidos, estimou-se que, aproximadamente, 300.200
pessoas estivessem infectadas com o parasita, entre 10 e 15% destes com cardiopatia
chagésica e a maior concentracédo no Estado do Texas. Desta forma, Estados Unidos é
0 sétimo pais que apresenta o maior nimero de infectados. Espécies de triatomineos
contaminadas com T. cruzi foram encontradas em toda a metade sul do pais, incluindo
Texas, Sul da Califérnia, Arizona e Flérida. Até 2007, ndo eram realizadas triagens
guanto ao T. cruzi em doadores de sangue. Em 2012, todos os doadores de sangue
soropositivos identificados na triagem residiam em areas que registram a infeccao por
T. cruzi e 80% ndo tinham histérico de viagem para regides endémicas fora dos
Estados Unidos (LESCURE et al., 2010; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012;
MACHADO et al.,, 2012; SALOMON, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012;
ESCH, PETERSEN, 2013; SANCHEZ, RAMIREZ, 2013; NUNES et al., 2013;
ANDRADE, GOLLOB, DUTRA, 2014; CHATELAIN, 2015; MENDEZ et al., 2015).
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No Brasil, a doenga de Chagas € a quarta causa de morte entre as doengas
infecto-parasitarias. Estima-se que 2 milhGes de pessoas estejam infectadas, sendo o
pais com o maior nimero absoluto de casos (SATANAWAY, ROTH, 2015). A faixa
etaria mais acometida é compreendida por individuos acima de 45 anos, que se
concentram nas grandes cidades, especialmente na regido sudeste, devido a migragéo
da populacdo para regiées urbanas. Recentemente, ocorreram surtos com a forma
aguda da doenca e morte por ingestdo de formas tripomastigotas dissolvidas em
bebidas, como suco de cana e acai, em que 0s insetos vetores, silvestres
provavelmente, foram triturados durante o preparo ou suas fezes contaminaram o
alimento (ARAUJO, SABROZA, SILVA, 2012; SANCHEZ, RAMIREZ, 2013). A endemia
da doenca de Chagas € o resultado das alteracbdes produzidas por acdo humana no
meio ambiente e das desigualdades sociais (COURA, 2007; ARGOLO et al., 2008;
COURA, DIAS, 2009; ESCH, PETERSEN, 2013). Muitas vezes, esta doenca ocorre em
populacdo produtiva, o que afeta o trabalho destes individuos e agrava situacoes
sociais, resultando em perda econdmica significativa destas populacées (NUNES et al.,
2013; HABERLAND et al., 2013).

1.1.4 Manifestacgdes clinicas

A evolucdo da doenca de Chagas em humanos estd relacionada tanto a
viruléncia da estirpe do parasita, quanto a resposta imune do hospedeiro a infecgao.
Com relacdo a fatores do hospedeiro, heranca genética, disfungcdo mitocondrial,
estresse oxidativo e imunidade tém sido associados com desfechos clinicos distintos da
patologia. Esta parasitose sistémica crénica € potencialmente fatal e apresenta
evolucao crénica e debilitante (PAHO, 2016; MACHADO et al., 2012; SALOMON, 2012;
PEREZ, LYMBERY, THOMPSON, 2014; WHO, 2014; URBINA, 2015). As
manifestacées clinicas da doenca de Chagas podem ser divididas em trés fases
principais:

Fase aguda - apresenta elevada parasitemia, com duracdo de até dois meses.
Na maioria dos casos é assintomatica. Em casos sintomaticos, dependendo do ponto
de inoculacdo, observa-se o chagoma cutéaneo (regido enrigecida com eritema e

edema) ou o “sinal de Romafa” na regido dos olhos, caracterizado por edema
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bipalpebral unilateral e conjuntivite, devido ao ferimento provocado pela picada do vetor.
Além disso, podem ocorrer sintomas inespecificos como: palidez, cefaleia, mal-estar,
febre, adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia, miocardite e
meningoencefalite, em casos graves. Nesta etapa da doenca, a taxa de letalidade varia
de 2 a 6% (COURA, PEREIRA, 2010; HERNANDEZ, DUMONTEIL, 2011; RASSI-
JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; AFONSO, EBELL, TARLETON, 2012; DUMONTEIL
et al.,, 2012; MACHADO et al., 2012; SALOMON, 2012; NAGAJYOTHI et al., 2012;
LINETZKY et al.,, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; WHO, 2014; PEREZ,
LYMBERY, THOMPSON, 2014; BERN, 2015; CHATELAIN, 2015; MESSENGER,
MILES, BERN, 2015; PEREZ, LYMBERY, THOMPSON, 2015; STANAWAY, ROTH,
2015).

Fase intermediaria ou latente — caracteriza-se como oligo ou assintomatica e
pode perdurar por muitos anos (10 a 20). Nesta fase, as formas tripomastigotas ndo séo
detectadas no sangue, mas se observa a presenca de anticorpos contra T. cruzi. A
maioria dos pacientes permanece nesta fase durante toda a vida, mas em torno de 20 a
40% dos infectados, apos este periodo de laténcia, apresentam sintomas cardiacos
(miocardiopatia chagéasica) ou digestivos, constituindo a fase crénica sintomética
(LENNOX et al., 2007; HERNANDEZ, DUMONTEIL, 2011; RASSI-JUNIOR, RASSI,
REZENDE, 2012; DUMONTEIL et al., 2012; MACHADO et al., 2012; SALOMON, 2012;
NAGAJYOTHI et al., 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; NUNES et al., 2013;
MOLINA, 2013; CHATELAIN, 2015; MESSENGER, MILES, BERN, 2015; PEREZ,
LYMBERY, THOMPSON, 2015; STANAWAY, ROTH, 2015).

Fase cronica - esta € a forma mais importante da doenca, em que, geralmente,
ocorre reativacdo apos 10 a 30 anos da infec¢ao inicial. Nestes casos, especialmente
coracao e musculo liso digestivo sao atingidos, apresentando diferentes manifestacdes
clinicas (MACHADO et al.,, 2012; COURA, PEREIRA, 2012; NUNES et al.,, 2013;
MOLINA, 2013; CHATELAIN, 2015; MESSENGER, MILES, BERN, 2015):

a) assintomatica (forma indeterminada), que ocorre no inicio da fase crénica e
dura toda a vida na maioria dos pacientes (MACHADO et al., 2012; COURA, PEREIRA,
2012; HABERLAND et al., 2013);
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b) cardiaca, que acomete até 30% dos pacientes. O coracdo € 0 orgao,
frequentemente, mais afetado em individuos com doenca de Chagas na fase crénica.
Nestes casos, podem ocorrer o adelgacamento das paredes ventriculares, aumento
biventricular, aneurismas apicais, arritmias, cardiomiopatia, insuficiéncia cardiaca e
lesbes secundarias. A cardiopatia chagasica crbnica varia amplamente em suas
manifestacbes, que vao de alteracdes eletrocardiograficas assintomaticas a
insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias e/ou eventos tromboembdlicos. A
insuficiéncia cardiaca é a principal condicédo clinica que provoca morte em cerca de
60% dos pacientes com doenca de Chagas (LESCURE et al., 2010; HEMMIGE,
TANOWITZ, SETHI, 2012; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; DUMONTEIL et
al., 2012; MACHADO et al., 2012; COURA, PEREIRA, 2012; NAGAJYOTHI et al., 2012;
LINETZKY et al., 2012; NUNES et al., 2013; MOLINA, 2013; BERN, 2015; MALIK,
SINGH, AMSTERDAM, 2015; MORILLA, ROMERO, 2015; BERMUDEZ et al., 2016);

c) digestiva, que se manifesta com megassindromes, como megaeséfago e
megacolon ou formas mistas (cardiaca associada a digestiva), ocorrendo em até 10%
dos pacientes (GUEDES et al., 2012; HERNANDEZ, DUMONTEIL, 2011; DUMONTEIL
et al.,, 2012; MACHADO et al., 2012; COURA, PEREIRA, 2012; NAGAJYOTHI et al.,
2012; LINETZKY et al.,, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; GULLO et al.,
2012; DUMONTEIL et al. 2012; MOLINA, 2013; WHO, 2014; CHATELAIN, 2015;
MORILLA, ROMERO, 2015).

A reativacdo da doenca pode acontecer, também, em condi¢des
imunossupressoras, como no uso de farmacos imunossupressores, infecgdo por HIV
(Human Immunodeficiency Virus), pacientes transplantados, neoplasias e doencas
autoimunes. Em pacientes infectados com HIV, esta enfermidade pode atuar como
doenca oportunista. As manifestacfes mais frequentes sdo meningoencefalite e lesdes
no Sistema Nervoso Central (SNC), que podem ser confundidas com
neurotoxoplasmose e, em menor propor¢do, surgem as manifestacdes cardiacas. Os
sintomas comumente manifestados sao: febre, dor de cabeca, vémitos e convulsdes.
Ha o acometimento cerebral em 80% dos pacientes coinfectados com HIV. Nestes
casos, a causa do tropismo cerebral é desconhecida. A reativacdo em pacientes com

HIV ocorre quando a contagem de células CD4 é inferior a 200 células/mL ou 50
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células/uL (LESCURE et al., 2010; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012;
NAGAJYOTHI et al., 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; PINAZO et al., 2013;
HABERLAND et al., 2013; ANDRADE, GOLLOB, DUTRA, 2014; MORILLA, ROMERO,
2015).

1.1.5 Diagnéstico

Geralmente, a infec¢do por T. cruzi é controlada pela resposta imune eficaz, mas
em caso de falha desta resposta, ha o desenvolvimento da doenca. No inicio da
infeccdo os parasitas podem ser detectados no sangue, por observacao direta ou por
varias técnicas de cultura. Infelizmente, a infeccdo na fase inicial, muitas vezes, passa
despercebida porque os sintomas sdo inespecificos ou ausentes. ApOs a resposta
imune ao T. cruzi ser estabelecida, a deteccdo do parasita € muito dificil. Neste
momento, o diagndstico da infeccdo € baseado, principalmente, na deteccdo de
antigenos anti-T. cruzi, através de técnicas sorologicas convencionais, como ensaios de
imunofluorescéncia indireta, ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e testes de
hemaglutinagcdo indireta. Outros testes, como Western blot, lise de tripomastigota
mediada pelo sistema complemento e por proteina recombinante sdo menos utilizados
devido ao elevado custo e a complexidade de realizagdo (AFONSO, EBELL,
TARLETON, 2012; COURA, PEREIRA, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012;
PINAZO et al, 2013; PEREZ, LYMBERY, THOMPSON, 2014; BERN, 2015;
CHATELAIN, 2015; MESSENGER, MILES, BERN, 2015; MORILLA, ROMERO, 2015).

Hemaglutinacdo indireta - apesar da elevada especificidade e facilidade de
aplicacdo da técnica, a sensibilidade apresenta grande variabilidade. Assim, segundo
teste de confirmacao deve ser realizado, quando o intervalo de titulos estiver entre 1/40
e 1/80 (COURA, PEREIRA, 2012).

Imunofluorescéncia indireta — apresenta boa sensibilidade, mas, frequentemente,
ocorrem reagfes cruzadas com outras doencas, especialmente com titulos de 1/40 e
1/80 (COURA, PEREIRA, 2012).

ELISA — tem sensibilidade semelhante a imunofluorescéncia indireta, com a

possibilidade de leitura automatica, o que evita a subjetividade e permite a aplicacdo do
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teste para grande nimero de amostras. E muito utilizado em bancos de sangue
(COURA, PEREIRA, 2012).

Western blot - € um excelente teste de confirmacédo, usado, principalmente, em
laboratorios de investigacdo, pois seu elevado custo inviabiliza o uso em diagndstico de
rotina (COURA, PEREIRA, 2012).

No diagnostico, 0 que se buscam sao testes rapidos com alta sensibilidade e
especificidade. Entretanto, ndo ha um teste Unico padrédo para o diagnostico. A OMS
(Organizacao Mundial de Saude) recomenda o uso de pelo menos duas técnicas com
principios diferentes para a confirmacdo do diagnodstico, geralmente ELISA e
imunofluorescéncia indireta ou hemaglutinacao indireta (AFONSO, EBELL, TARLETON,
2012; COURA, PEREIRA, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; BERN, 2015;
MESSENGER, MILES, BERN, 2015).

1.1.6 Quimioterapia

1.1.6.1 Farmacos utilizados

A doenca de Chagas foi descoberta ha mais de um século (1909) sem que se
encontrasse tratamento efetivo. Apenas dois farmacos estdo disponiveis para o
tratamento: benznidazol e nifurtimox (Figura 2). Estes farmacos foram introduzidos na
terapéutica por volta de 1960-1970, mas no Brasil, apenas o benznidazol é
disponibilizado para o tratamento. Estes agentes bioativos sdo efetivos apenas se
administrados logo apés a contaminacao, no inicio da fase aguda, e sua eficacia diminui
de acordo com aumento do tempo de infec¢do. A taxa meédia de cura entre casos
agudos e recentes é de 80%, porém, na fase crbnica os indices variam de 0 a 19,1%.
Estudos mostram que, em casos cronicos, estes farmacos sdo capazes de retardar a
evolucdo da doenca (CERECETTO, GONZALEZ, 2008; LESCURE et al., 2010;
GUEDES et al., 2012; COURA, PEREIRA, 2012; SALOMON, 2012; RASSI-JUNIOR,
RASSI, REZENDE, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; PINAZO et al., 2013;
WHO, 2014; PEREZ, LYMBERY, THOMPSON, 2014; BERN, 2015; CHATELAIN, 2015;
GASPAR et al. 2015; MALIK, SINGH, AMSTERDAM, 2015; MORILLA, ROMERO, 2015;
URBINA, 2015; BERMUDEZ et al., 2016).
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Figura 2: Estrutura (A) nifurtimox e (B) benznidazol.

Benznidazol, derivado 2-nitroimidazdlico, é utilizado na dose de 5 a 7,5 mg/kg/dia
durante 60 dias. Atua interferindo em metabdlitos de DNA, lipideos e proteinas do
parasita. Este farmaco tem como reacdes adversas: dermatopatia urticariforme, que se
caracteriza por erupgdes pruriginosas e eritematosas, seguidas de descamacéao (ocorre
em 30% dos casos); depressao medular com leucopenia (rara e grave) e polineuropatia
(rara, surge a partir da sexta semana); reducéo do apetite; nauseas; dores abdominais
e fraqueza. Estudos demonstraram que o benznidazol é mais eficiente que o nifurtimox
para suprimir a parasitemia em casos de infeccdo crbnica (FERREIRA et al., 2010;
LESCURE et al.,, 2010; DUMONTEIL et al., 2012; COURA, PEREIRA, 2012; RASSI-
JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; HABERLAND et al., 2013; MOLINA, 2013; WHO,
2014; BERN, 2015; CHATELAIN, 2015; GASPAR et al., 2015; BERMUDEZ et al.,
2016).

Nifurtimox, composto 5-nitrofuranico, contraindicado para pacientes com
transtornos psiquiatricos ou neurologicos (como convulsées), € menos tolerado que o
benznidazol. Nifurtimox € administrado na dose de 7,5 a 10 mg/kg/dia entre 60 e 90
dias. O mecanismo de acdo envolve a producdo de nitro-anion, que, na presenca de
oxigénio, impede o T. cruzi de destoxificar os radicais livres. Apresenta efeitos
colaterais como: desconforto abdominal (sintoma mais comum), anorexia, perda de
peso, enjoos, dor de cabeca, vomitos, insbnia e disturbios de comportamento
(LESCURE et al., 2010; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; DUMONTEIL et al.,
2012; COURA, PEREIRA, 2012; HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; HABERLAND
et al.,, 2013; MOLINA, 2013; BERN, 2015; CHATELAIN, 2015; GASPAR et al., 2015;
BERMUDEZ et al., 2016).

Como observado, estas opcdes terapéuticas apresentam problemas, entre eles:
inatividade durante a fase cronica da doenca, pois matam apenas 0s parasitas
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extracelulares; graves efeitos colaterais observados entre 30-50% dos individuos
tratados, 10-20% dos pacientes interrompem o tratamento, devido aos efeitos adversos;
requerem administracdo por longos periodos de tempo sob supervisdo médica; grande
variacdo na suscetibilidade do parasita a acdo destes compostos e suscitam o
aparecimento de parasitas resistentes. Ambos 0os compostos tém sido principalmente
utilizados no tratamento de pacientes agudos e cronicos recentes, nos quais se
observam resultados positivos. Entretanto, muitos estudos revelam a baixa eficiéncia no
tratamento de pacientes cronicos. E importante ressaltar que os danos causados pela
doenca sao irreversiveis. Estes medicamentos sdo contraindicados em gestantes e
pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica (DIAS, 2007; CERECETTO, GONZALEZ,
2008; BUCKNER, NAVABI, 2010; LESCURE et al., 2010; HERNANDEZ, DUMONTEIL,
2011; DUMONTEIL et al.,, 2012; COURA, PEREIRA, 2012; PEREZ, LYMBERY,
THOMPSON, 2014; GASPAR et al., 2015; MORILLA, ROMERO, 2015; URBINA, 2015;
BERMUDEZ et al., 2016). Estima-se que cerca de 20% dos pacientes ndo procuram
atendimento e muito mais tém acesso limitado aos servicos de saude (DUMONTEIL et
al., 2012).

Durante o tratamento e apdés a sua conclusdo, o0s pacientes devem ser
monitorados por meio dos seguintes exames: hemograma; avaliacdo da funcéo
hepética; monitoramento de peso e efeitos adversos, como neuropatia periférica
(HEMMIGE, TANOWITZ, SETHI, 2012; NUNES et al., 2013).

Diante do exposto, existe a necessidade urgente de planejamento de novos
farmacos para o tratamento e prevencdo da doenca de Chagas. Neste contexto, a
comunidade de pesquisa académica tem contribuido com grandes esforcos para a
descoberta de novos farmacos para a terapéutica desta patologia. Como doenca
negligenciada, ndo desperta interesse em industrias farmacéuticas, servicos de saude
publica e outras autoridades para o investimento em atividades de investigacéo,
controle e tratamento. No entanto, nos ultimos anos, as industrias farmacéuticas tém
mostrado algum interesse na pesquisa de compostos para este tipo de doenca
(REITHINGER et al., 2007; CERECETTO, GONZALEZ, 2008; BUCKNER, NAVABI,
2010; DUMONTEIL et al., 2012; SALOMON, 2012; PEREZ, LYMBERY, THOMPSON,
2014; GASPAR et al.,, 2015; MORILLA, ROMERO, 2015). Uma das estratégias
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utilizadas na busca por novos medicamentos para as doencas negligenciadas é o
reposicionamento de farmacos, com o estudo de medicamentos aplicados para outras
indicacOes terapéuticas (FERREIRA, OLIVEIRA, ANDRICOPULO, 2016). A incidéncia
disseminada da doenca em paises ndo endémicos, como mencionado anteriormente,
pode ser uma das causas do aumento, ainda que reduzido, da pesquisa de novos
antichagasicos.

Com o intuito de incentivar a pesquisa e desenvolvimento de farmacos para
doencas negligenciadas criou-se a organizacdo sem fins lucrativos DNDi (Drug for
Neglected Diseases Initiative) (CHATELAIN, 2015; GASPAR et al., 2015; GIAROLLA,
FERREIRA, 2015). Apesar dos esforcos, durante o periodo entre 1975-2004, dos 1556
novos farmacos aprovados apenas 21 eram destinados as doencas negligenciadas, o
que representa 1,3% do total (GIAROLLA, FERREIRA, 2015). Observam-se alguns
trabalhos de cooperacdo como BERENICE (Espanha, Franca, Brasil e Argentina) e
SABIN (Estados Unidos, México, Alemanha e Japao), que tém o objetivo de estimular a
pesquisa de alternativas terapéuticas para a doenca de Chagas (MORILLA, ROMERO,
2015). Ainda que poucas, surgem iniciativas de algumas industrias farmacéuticas para
apoiar projetos de pesquisa em DN, como por exemplo, projeto da GSK
(GlaxoSmithKline) em parceria com universidades do Brasil e da Argentina e a Novartis
conjuntamente com universidades americanas e irlandesas (CHATELAIN, 2015;
GIAROLLA, FERREIRA, 2015).
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1.1.6.2 Compostos em estudo

1.1.6.2.1 Inibidores da biossintese de ergosterol

(A)

Figura 3: Estrutura (A) posaconazol e (B) ravuconazol.

A biossintese de ergosterol € um alvo importante deste protozoario. Os azois
inibbem a enzima esterol 14-a-desmetilase (CYP51), interferindo na biossintese de
esterdis importantes para a membrana celular (CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006;
CROFT, OLLIARO, 2011; MARIN et al., 2011; GASPAR et al., 2015; BERMUDEZ et al.,
2016). Esta enzima é o alvo de antifungicos azdlicos. Muitos estudos in vitro mostraram
a potente atividade tripanomicida de posaconazol e ravuconazol (Figura 3). No entanto,
ravuconazol mostrou atividade limitada em modelo animal. O posaconazol foi uma das
moléculas mais promissoras dessa classe, chegou a estudos clinicos de fase Il, mas
estes mostraram indices terapéuticos falhos, em torno de 80%. Atualmente, estuda-se o
uso de inibidores da sintese de ergosterol em associacdo com outros agentes
tripanomicidas (LESCURE et al., 2010; BUCKNER, NAVABI, 2010; GUEDES et al.,
2012; COURA, PEREIRA, 2012; RASSI-JUNIOR, RASSI, REZENDE, 2012; PINAZO et
al., 2013; MOLINA, 2013; CHATELAIN, 2015; GASPAR et al., 2015; MORILLA,
ROMERO, 2015; URBINA, 2015; BERMUDEZ et al., 2016; FERREIRA, OLIVEIRA,
ANDRICOPULO, 2016).
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1.1.6.2.2 Inibidores de cisteino-proteases

NTY 0
N__N, _0
: : Emj 6

Figura 4: Estrutura do inibidor irreversivel da cruzaina K777.

As cisteino-proteases tém sido implicadas nos processos de: invaséo de tecidos,
evasdo imune e adesdo celular. Cruzaina é a principal cisteino-protease expressada
durante a infec¢do por T. cruzi, apresentando atividade proteolitica em todas as fases
do ciclo evolutivo e atuando no metabolismo do parasita. Esta enzima € essencial para
sobrevivéncia e infectividade de T. cruzi no hospedeiro mamifero e esta localizada na
membrana do parasita. Nas formas amastigotas apresenta importante atividade no
citoplasma da célula hospedeira. Muitos estudos tém investigado inibidores desta
enzima. Entre eles, em ensaio pré-clinico avancado encontra-se o derivado vinilsulfona
K-777 (Figura 4), inibidor irreversivel da cruzaina (BUCKNER, NAVABI, 2010; GUEDES
et al., 2012; OSORIO et al., 2012; ASSIS et al., 2013; GASPAR et al., 2015;
BERMUDE?Z et al., 2016; FERREIRA, OLIVEIRA, ANDRICOPULO, 2016).

1.1.6.2.3 Inibidores de farnesiltransferase

Figura 5: Estrutura de tipifarnibe.
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A farnesiltransferase catalisa a ligagdo covalente entre o grupo farsenila
(proveniente do farnesilpirofosfato) e o tiol da cisteina da proteina. Esta enzima esta
envolvida na biossintese de esterdis, essencial para a composicdo de membranas,
mitocondrias e plasma (DIAS et al., 2009; SHIROZU et al., 2014). O farmaco
bisfosfonado risedronato, utilizado para o tratamento da osteoporose, foi capaz de inibir
essa enzima na forma amastigota. Tipifarnibe (Figura 5), que atua na
farnesiltransferase, € um farmaco anticancer, que apresentou potencial atividade in vivo
e in vitro em escala subnanomolar contra as formas amastigotas, com menor toxicidade
gue os farmacos de referéncia (BUCKNER, NAVABI, 2010; GASPAR et al., 2015;
BERMUDEZ et al., 2016).

1.1.6.2.4 Complexos de ruténio

Estudos associaram complexos de ruténio como transportadores de farmacos
utilizados (benznidazol) na terapéutica ou em estudo (posaconazol, clotrimazol e
cetoconazol) contra a doenca de Chagas e estes compostos melhoraram a solubilidade
e especificidade ao parasita. Além disso, realizaram-se estudos empregando complexos
de ruténio para a liberagdo de oOxido nitrico (NO). O complexo trans-
[RuCI([15]aneN,)NOJ?*, no interior dos macréfagos, liberou NO, que exerceu atividade
tripanomicida. Ensaios em camundongos mostraram que 0 complexo sozinho
apresentou taxas de curas parasitolégicas de 30%, mas quando associado ao
benznidazol os indices atingiram 80% de cura. Em adicdo, complexos
[Ru(NO)(NH3)4isn](BG4); foram capazes de eliminar amastigotas no musculo cardiaco
(BUCKNER, NAVABI, 2010; BERMUDEZ et al., 2016).

1.1.7 Vacinas

A dificuldade no desenvolvimento de vacinas esti relacionada a complexa
natureza da doenca de Chagas. Muitos esforcos estdo sendo destinados a procura de
vacinas, como alternativa para a quimioterapia, que atuariam tanto na prevencao
guanto no retardamento da forma cardiaca da doenca (DUMONTEIL et al., 2012;
ESCH, PETERSEN, 2013; BEAUMIER et al., 2013; MENDEZ et al., 2015; MORILLA,
ROMERO, 2015).
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A vacinagdo € uma grande promessa para o controle da doenca de Chagas. No
entanto, as pesquisas na busca de vacinas tém sido dificultadas devido a possibilidade
de agravamento de les6es no miocéardio, por meio da ativacao da resposta imunoldgica.
Nos ultimos anos, avaliaram-se muitas vacinas com variacfes de parasitas inteiros,
proteinas purificadas e recombinantes, vetores virais e vacinas de DNA. Tentativas com
0 parasita morto de T. cruzi resultaram em modesta protecdo contra a infecgéo
(HERNANDEZ, DUMONTEIL, 2011; DUMONTEIL et al., 2012; BEAUMIER et al., 2013;
MORILLA, ROMERO, 2015).

Também, testaram-se parasitas atenuados, T. cruzi com genes especificos
mutados como LYT1, que desempenha papel na infecciosidade do parasita. Estas
vacinas apresentaram maior atividade imunogénica, sendo capazes de conferir
protecdo mais significativa contra infeccado. Além disso, investigaram-se vacinas com T.
rangeli, espécie de parasita ndo patogénico em humanos. A vacina bivalente é
composta por dois antigenos recombinantes de T. cruzi (Tc24 e TSA-1) e com receptor
do tipo agonista Toll-4 (E6020). Entretanto, todas as abordagens revelaram problemas
guanto a seguranca e ao escalonamento para producao dessas vacinas (HERNANDEZ,
DUMONTEIL, 2011; DUMONTEIL et al., 2012; BEAUMIER et al., 2013).

Entre as vantagens das vacinas é possivel destacar: reducdo da toxicidade,
eficacia superior quando associado a quimioterapia, prevencdao de complicacdes
cardiacas e uso durante a gestacdo para prevencdo da transmissdo congénita
(DUMONTEIL et al., 2012).

1.2 LEISHMANIOSE

A leishmaniose € considerada uma doenca tropical supernegligenciada, que
afeta regides de extrema pobreza. O termo leishmaniose determina um grupo de
doencas causadas por muitas espécies diferentes de protozoarios flagelados do género
Leishmania (SUCRE et al., 1997; SANTOS et al., 2008; AMATO NETO et al., 2008;
MACHADO et al., 2009; READY, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; RODRIGUES et
al., 2015). A leishmaniose apresenta diferentes manifestacbes clinicas, que variam

entre a forma assintomatica a até trés formas clinicas principais (cutanea, mucocutanea
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e visceral) (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SINGH, SUNDAR, 2012; READY,
2014; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; GUTIERREZ et al., 2016).

Existem evidéncias de que pessoas sofriam desta doenca ha 4.000 anos, devido
a presenca de DNA de L. donovani em mumias egipcias. A presenca de Leishmania foi,
também, detectada em lesBes faciais em cranios antigos do deserto de Atacama, no
Chile. As leishmanias foram observadas pela primeira vez por Cunningham, em 1885,
em lesdes de pele de pacientes na india, mas ele sugeriu que elas fossem fungos
(Mycetozoa). A natureza dos protozoarios foi determinada em 1898, por Borovsky, em
lesbes de pele no Turcomenistdo. Em 1903, Leishman descobriu parasitas
intracelulares em visceras de um caso fatal de leishmaniose visceral na india. No
mesmo ano, também na india, Donovan fez a mesma observacdo (KOBETS, GREKOV,
LIPOLDOVA, 2012).

1.2.1 Agente etioldgico

Esta doenca é causada por parasitas da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastidae, género Leishmania, subgénero Leishmania (YONEYAMA et al., 2006;
UENO et al., 2009; CAVILLO et al., 2010; READY, 2014). Em seu ciclo evolutivo
apresenta duas formas principais: amastigota e promastigota. Promastigota é a forma
infecciosa médvel, que apresenta vida extracelular e esta presente no intestino de
flebotomineos. A outra forma é a amastigota, que tem vida intracelular obrigatoria em
tecidos de hospedeiros mamiferos e € encontrada em fagolisossomos, principalmente
nos macrofagos (YONEYAMA et al., 2006; SALEM, WERBOVETZ, 2006; FARIA et al.,
2011; KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; DORLO et al., 2012; MURRAY, 2012;
GRIENSVEN, DIRO, 2012; ESCH, PETERSEN, 2013).

O flebotomineo, por meio da picada, inocula promastigotas infectantes no
mamifero (reservatorio). Os promastigotas sao fagocitados pelas células fagocitarias,
nas quais se transformam em amastigotas. Nesta forma, sobrevivem e se multiplicam
no interior dos vacuolos fagociticos, promovendo o rompimento celular e a liberacéo de
novos amastigotas no sangue, que seréo fagocitados por outras células. Assim, ocorre
a disseminagdo e contaminagdo das células do sistema reticulo-endotelial em varios

tecidos, como bago, medula 6ssea, figado e linfonodos. O vetor € infectado através da
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alimentagcdo, quando ingere o parasita do hospedeiro (GRIENSVEN, DIRO, 2012;
ESCH, PETERSEN, 2013; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; SAVOIA, 2015; GUTIERREZ
et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016).

No organismo do hospedeiro vertebrado, o parasito infecta as células fagocitarias
(neutrdfilos, mondcitos e macréfagos) e células dendriticas. Os macréfagos sao a
principal célula para o desenvolvimento da Leishmania no hospedeiro mamifero
(KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; DORLO et al, 2012; READY, 2014;
GUTIERREZ et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016).

Cerca de 20 espécies de Leishmania foram identificadas como capazes de
transmitir e desencadear diferentes manifestacées clinicas da leishmaniose (SALEM,
WERBOVETZ, 2006; KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; DORLO et al., 2012;
READY, 2014; GUTIERREZ et al., 2016), como segue:

Cutanea - causada por L. mexicana (América Central e do Sul), L. tropicana
(paises do Oriente) e L. major (Africa e Asia). No Brasil, 0 género que provoca este tipo
de manifestacdo é a L. braziliensis. Outras espécies que, também, podem provocar a
forma cutédnea sdo: L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, L. mexicana, L.
amazonensis e L. venezuelensis (SHARMA, SINGH, 2008; ROMERO, MORILLA, 2008;
EL-ON, 2009; GONZALEZ et al., 2010; KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012;
DORLO et al., 2012; BRITO et al., 2012; ESCH, PETERSEN, 2013; ELMAHALLAWY,
AGIL, 2015);

Mucocutanea — o principal agente etiologico € a L. braziliensis (BRITO et al.,
2012);

Visceral ou calazar - causada principalmente pela Leishmania donovani, mas
também pode ser provocada por L. infatum (Africa e Asia) e L. chagasi (Américas)
(TEMPONE et al.,, 2004; ROMERO, BOELAERT, 2010; DORLO et al.,, 2012;
AEBISCHER, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

1.2.2 Vetor e transmisséo
A principal forma de transmissdo dos parasitas ocorre através da picada de
flebotomineos. Os vetores que promovem a transmissao do parasita sdo0 mosquitos

hemat6fagos do género Phlebotomus, responsavel pela transmissdo da doenca na
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Asia, e o género Lutzomyia, na América (CHAPPUIS et al., 2007; FREZARD,
DEMICHELI, RIBEIRO, 2009; AMORA et al., 2009; SINGH, SUNDAR, 2012; ESCH,
PETERSEN, 2013; SRIVASTAVA et al., 2016). Aproximadamente 30 espécies de
flebotomineos sdo responsaveis pela transmissdo da leishmaniose (KOBETS,
GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; GRIENSVEN, DIRO, 2012).

As fémeas do género Lutzomyia medem de 2 a 3 milimetros e sdo os vetores
responsaveis pela transmissdo da doenca. Este mosquito possui habitos vespertinos e
matutinos, periodos em que apresenta maior atividade (MAURER, DONDJI, STEBUT,
2009; PAILA, SAHA, CHATTOPADHYAY, 2010; ROMERO, BOELAERT, 2010; SEN,
CHATTERJEE, 2011; NAGILL, KAUR, 2011; READY, 2014).

Outro mecanismo de transmissado possivel € a transmissao direta, ou seja, sem
flebotomineos. Apesar da transmissdo pelo mosquito ser a mais comum, a
contaminacao pode ocorrer, também, por transplante de 6rgdos, transmisséo congénita,
transfusdo sanguinea e por compartilhamento de seringas entre usuarios de drogas
(SERVICE et al.,, 2006; MACHADO et al.,, 2009; ROMERO, BOELAERT, 2010;
GRIENSVEN, DIRO, 2012).

1.2.3 Epidemiologia

A leishmaniose € um grande problema de saude publica, amplamente distribuida
no mundo, prevalente na Africa, América Latina, Asia, Bacia do Mediterraneo e Oriente
Médio. A distribuicdo geografica desta patologia é dividida em Velho e Novo Mundo
(Figura 6). E doenca endémica em areas tropicais, subtropicais, incluindo Sul da
Europa, desde florestas tropicais nas Américas aos desertos da Asia. Oitenta e oito
paises sdo acometidos por esta enfermidade, dos quais 72 estdo em desenvolvimento,
com cerca de 350 milhGes de pessoas sob o risco de adquirir a doenca. A incidéncia
mundial esta aumentando e € uma das doencas consideradas pela OMS como
extremamente negligenciada, assim como a doen¢ca de Chagas (SHARMA, SINGH,
2008; LINDOSO, LINDOSO, 2009; ALAKURTTI et al., 2010; KOBETS, GREKOQV,
LIPOLDOVA, 2012; SINGH, SUNDAR, 2012; BADIEE et al., 2013; ESCH, PETERSEN,
2013; WHO, 2016b; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; GUTIERREZ et al., 2016; OKWOR,
UZONNA, 2016).
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A prevaléncia mundial estimada das leishmanioses é de 12 milhdes de casos. O
namero preciso de casos da doenca é desconhecido devido a subnotificacdo, pois a
notificacdo compulsodria ocorre em apenas 40 dos 88 paises endémicos. Estima-se que
ocorram, anualmente, entre 1 e 2 milhdes de novos casos e aproximadamente 200.000
6bitos. Cinco paises concentram 90% dos casos: Bangladesh, Brasil, india, Nepal e
Suddo (GACHET et al., 2010; CAVILLO et al., 2010; WHO, 2016b; GUTIERREZ et al.,
2016). As mudancas climaticas, desmatamento, urbanizacdo desordenada, mas
condi¢cdes socioecondmicas (pobreza, falta de saneamento basico, analfabetismo e
desnutricdo), migracao de pessoas para regides endémicas e imunossupressao, como
a coinfeccdo com o virus HIV, sao fatores que favorecem a expansao e propagacao da
leishmaniose (LINDOSO, LINDOSO, 2009; MARZOCHI et al., 2009; LACKOVIC et al.,
2010; KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; ESCH, PETERSEN, 2013; SAVOIA,
2015; OKWOR, UZONNA, 2016).
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Figura 6: Distribuicdo geogréfica da (A) leishmaniose visceral no Velho e Novo Mundo,
(B) leishmaniose tegumentar no Novo Mundo, (C) leishmaniose cutanea no Velho
Mundo causada por L. aethiopica e espécies afins e (D) leishmaniose cutanea no Velho
Mundo provocada por L. major.

Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html (2016c)

1.2.4 Diagndéstico

O diagnoéstico € baseado em aspectos clinicos como histologia da leséo,
deteccédo e isolamento de parasitas nas feridas, por meio de bidpsia (REZVAN, MOAFI,
2015; SAVOIA, 2015). Dentre as técnicas utilizadas para o diagndéstico da leishmaniose
destacam-se: ensaios de microscopia, cultura de células, imunodeteccdo e métodos
baseados em DNA (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SRIVIDYA et al., 2012).
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Microscopia e coloracdo de Giemsa ou hematoxilina e eosina - € um dos
primeiros métodos de deteccdo e quantificacdo de muitos patdgenos, incluindo as
Leishmanias. Este método permite a observacdo e a contagem direta de amastigotas
do parasita. O exame histologico de biopsias pode fornecer informacfes sobre a carga
parasitéria, infiltracdo em diferentes tipos de células, formac&o de granulomas e outras
mudancas decorrentes da invasédo do parasita nos tecidos. Na microscopia eletrénica, €
possivel observar a interacdo entre parasitas e macrofagos. Esta técnica € trabalhosa,
demorada e com baixa sensibilidade, mas apresenta baixo custo e €é altamente
especifica, pois permite a visualizagdo direta do parasita (KOBETS, GREKOV,
LIPOLDOVA, 2012; SRIVIDYA et al., 2012; GRIENSVEN, DIRO, 2012; SAVOIA, 2015).

Meios de cultura - este método inclui o isolamento e cultivo de Leishmania a
partir de células e tecidos. Desta forma, os parasitas se multiplicam e, posteriormente,
seus numeros sao avaliados apds varios dias de incubagdo em meio de cultura. Este
método, juntamente com 0s ensaios de microscopia, pertence as primeiras técnicas
desenvolvidas para a estimativa da carga parasitaria no organismo do hospedeiro
infectado. Esta técnica tem como desvantagens ser laboriosa, demorada e dependente
de condicbes estéreis (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SRIVIDYA et al.,
2012).

Ensaios para detectar o DNA do parasita - estes ensaios foram desenvolvidos
para detectar a presenca de diferentes regibes de DNA do parasita em amostras
clinicas. Estas técnicas atuam com o0s seguintes propésitos: detectar a presenca de
Leishmania, determinar a carga parasitaria em células e tecidos, identificar a espécie do
parasita e fornecer diagndstico preciso. Dentre estas técnicas, destacam-se PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) e PCR-ELISA, utlizados para deteccdo e
guantificacdo dos agentes patogénicos. Estes métodos séo rapidos, adequados para
fins de investigacdo, especialmente em muitas amostras, altamente sensiveis e
especificos (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SRIVIDYA et al., 2012;
GRIENSVEN, DIRO, 2012; REZVAN, MOAFI, 2015; SAVOIA, 2015).

Testes baseados na resposta imune - ELISA (Ensaio imunoenzimatico) baseia-se
na deteccdo indireta de parasitas no hospedeiro infectado por identificacdo de
antigenos de Leishmania ou anticorpos, usando formas promastigotas lisadas do
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parasita. Os testes sorolégicos sdo raramente utilizados para detec¢cédo de leishmaniose
cutdnea e mucocutanea, mas sdo comumente usados em casos de leishmaniose
visceral (GRIENSVEN, DIRO, 2012; SAVOIA, 2015).

Os testes rapidos sdo métodos nao invasivos, que determinam a presenca de
anticorpos para Leishmania no sangue, soro ou urina. Estes ensaios sao disponiveis
comercialmente, precisos, estaveis, de facil utilizacdo, processamento minimo e rapidos
resultados. A principal desvantagem € a dependéncia da resposta imunolégica do
individuo, o que pode gerar discrepancias no diagnéstico e a presenca de amostras
falso-negativas. Apesar disto, estes testes sao valiosos nas investigacdes de campo
(KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SRIVIDYA et al., 2012).

Teste de pele, de Montenegro - consiste na administracdo intradérmica do
antigeno de Leishmania, seguida da medicdo do endurecimento local. Pessoas que ja
tiveram contato com o parasita apresentam reacao de hipersensibilidade, caracterizada
por eritema e endurecimento no local de aplicagdo (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA,
2012).

1.2.5 Manifestacgdes clinicas

A progressao da doenca depende da complexa interacdo entre parasita e
hospedeiro, sendo os fatores que podem influenciar na evolucdo: as espécies de
Leishmania envolvidas, viruléncia parasitaria, estado imunolégico e nutricional do
hospedeiro, idade, fatores genéticos, vetor e fatores ambientais e sociais. Esta é uma
enfermidade com amplo espectro e pode ser classificada em trés manifestacoes
clinicas principais. A infeccdo pode permanecer latente por até 30 anos (KOBETS,
GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; GRIENSVEN, DIRO, 2012; ESCH, PETERSEN, 2013;
ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; SAVOIA, 2015):

1.2.5.1 Leishmaniose tequmentar americana

A leishmaniose tegumentar americana € endémica em mais de 70 paises, com
estimativa de 1,5 a 2 milhdes de novos casos a cada ano. Os principais paises
acometidos sédo: Afeganistdo, Arabia Saudita, Brasil, Ir4, Peru e Siria (KOBETS,
GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; WHO, 2016b). Esta doenca é complexa, apresentando
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diferentes caracteristicas clinicas e epidemioldgicas e pode ser subdividida em (BRITO
et al., 2012):

Cutanea - é a forma mais comum da doenca, caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes ulcerosas e escamosas na pele (face, bragos e pernas), que
podem ser localizadas ou difusas, perduram por varios meses e, na maioria dos casos,
sao resolvidas pela atividade de células T. A cura ocorre por reepitelizacdo, com a
formacdo de cicatrizes, muitas vezes, desfigurantes (SHARMA, SINGH, 2008;
ROMERO, MORILLA, 2008; EL-ON, 2009; GONZALEZ et al., 2010; KOBETS,
GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015);

Mucocutanea — esta forma de leishmaniose é causada pela reativacdo de
infeccdo latente, apds a lesdo cutanea primaria, embora em alguns casos nao haja
histérico de infeccdo primaria. Os principais locais de acometimento s&o o septo nasal e
a regido orofaringea (SERVICE et al.,, 2006; AMATO et al., 2007). Esta forma da
doenca pode causar lesdes terrivelmente mutilantes das partes moles do nariz, labios,
palato mole, que tendem a se estender para as areas adjacentes (MARKELL, JOHN,
KROTOSKI, 2003; KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; DORLO et al., 2012;
ELMAHALLAWY, AGIL, 2015);

1.2.5.2 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) € doenca endémica em mais de 60 paises.
Anualmente, estima-se que ocorram cerca de 400.000 novos casos e 40.000 mortes por
LV. Entretanto, 90% desses novos casos ocorrem nos seguintes paises: India,
Bangladesh, Nepal, Brasil, Etiopia, Suddo do Sul e Sudédo (SINGH, SUNDAR, 2012;
KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SRIVIDYA et al., 2012; ESCH, PETERSEN,
2013; WHO, 2016b; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015). No Brasil, sédo relatados cerca de
3.000 casos de LV ao ano (MELO, FORTALEZA, 2013).

A forma visceral, também conhecida como calazar, é a forma mais grave da
doenca, que, se ndo tratada, apresenta taxa de mortalidade de quase 100%. E a
doenca parasitaria mais mortal depois da maléaria. O tempo de incubacao varia de 2 a 6
meses, mas este periodo pode ser de semanas a anos e tem como alvo Orgaos

viscerais. Caracteriza-se, clinicamente, por febre alta com calafrios de mais de duas
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semanas, fadiga, perda de apetite, abdébmen edemaciado devido a
hepatoesplenomegalia, anemia, hemorragias, emagrecimento progressivo evidente,
mucosas descoradas, manifestacdes intestinais (diarréia) e respiratorias (tosse)
(TEMPONE et al., 2004; CHAPPUIS et al., 2007; ROMERO, BOELAERT, 2010;
KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SRIVIDYA et al., 2012; GRIENSVEN, DIRO,
2012; SINGH, SUNDAR, 2012; AEBISCHER, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015;
SAVOIA, 2015).

A leishmaniose dérmica pds-calazar ocorre devido a persisténcia dos parasitas
apos o tratamento da LV causada por L. donovani. Esta condi¢cdo clinica €
caracterizada por proliferacdo progressiva, que resulta em erupcfes cutaneas
eritematosas na regido perinasal, podendo progredir para placas e ndédulos,
disseminando para ombros, tronco e extremidades. No Suddo € muito comum a
ocorréncia apos 6 meses de tratamento do calazar (entre 50% e 60% dos casos). Na
india é menos frequente (de 5% a 10% dos casos) e ocorre apds anos do tratamento.
Excepcionalmente, surgem casos de pacientes sem historico da forma visceral
(GRIENSVEN, DIRO, 2012; BEAUMIER et al., 2013; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

A leishmaniose € uma doenca oportunista importante em pacientes coinfectados
com HIV. A AIDS tem influenciado significativamente as manifestacdes clinicas e o
desenvolvimento de calazar. Em contrapartida, a forma visceral acelera a progressao
do HIV, aumentando a replicacéo viral. No sul da Europa, estima-se que entre 25-70%
dos casos de leishmaniose visceral estejam associados a infeccdo com o HIV. No
noroeste da Etidpia, a prevaléncia de HIV entre pacientes com leishmaniose visceral
varia de 20% a 30% (GRIENSVEN, DIRO, 2012; ESCH, PETERSEN, 2013;
ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

1.2.6 Quimioterapia

A OMS e o Ministério da Saude do Brasil recomendam os antimoniais
pentavalentes, estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina (Figura 7), como
farmacos de primeira escolha contra todas as formas de leishmaniose. Entre os
farmacos considerados de segunda escolha estdo anfotericina B, pentamidina e
paromomicina (MAYRINK et al., 2006; GONZALEZ et al., 2010; KOBETS, GREKOV,
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LIPOLDOVA, 2012; GRIENSVEN, DIRO, 2012; MELO, FORTALEZA, 2013;
ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; GUTIERREZ et al., 2016).

No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) fornece gratuitamente os
medicamentos: antimoniato de meglumina, desoxicolato de anfotericina B e anfotericina
B lipossdmica (MELO, FORTALEZA, 2013).

Atualmente, ndo ha vacina disponivel e os farmacos utilizados na terapéutica da
leishmaniose apresentam diversos problemas, incluindo tratamentos prolongados,
elevada toxicidade, baixa eficacia, problemas farmacocinéticos, além de suscitar o
aparecimento de resisténcia. Outro problema enfrentado é a caréncia de investimento
financeiro para a pesquisa de farmacos no combate desta doenca. Tais fatos ressaltam
a necessidade de desenvolvimento de terapias inovadoras e alternativas para o controle
e terapéutica da leishmaniose (DENNY et al., 2006; SALEM, WERBOVETZ, 2006;
SCHRIEFER, WILSON, CARVALHO, 2008; TEMPONE et al., 2010; SINGH, SUNDAR,
2012; BADIEE et al., 2013; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; GUTIERREZ et al., 2016).

1.2.6.1 Antimoniais pentavalentes

CH NHCH, CH OH ﬁlH OH HO H([‘,

CH2>Sb<gCH "Ry
HCOH 0—>$b-0- SD<OH
| O;

Hc|;0H (A) CliHOH
CH,OH CH,NHCH, coo- o

Figura 7: Estrutura (A) antimoniato de meglumina e (B) estibogluconato de sodio.

Atualmente, existem dois antimoniais em uso clinico, ambos pentavalentes
(SbV): o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sdédio (Figura 7). Estes
agentes terapéuticos sdo utilizados desde meados de 1930. Estes compostos sao pro-
farmacos, que, no organismo, sdo convertidos pelo sistema glutationa as formas
trivalentes biologicamente ativas (Sblll). Apés ativacao, eles interferem na glicélise, no
metabolismo oxidativo de acidos graxos, equilibrio de tripanotiona e na DNA

topoisomerase tipo |. Estes agentes terapéuticos sao utilizados no tratamento de todas
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as formas de leishmaniose. No entanto, a eficacia difere de acordo com a manifestacao
clinica e muitos casos de resisténcia estdo surgindo. Na India, os antimoniais
pentavalentes ndo sdo mais utilizados, devido a falta de resposta terapéutica em
pacientes infectados com L. donovani. Estes farmacos sao contraindicados para
gestantes e apresentam muitos efeitos adversos, entre eles, artralgia, mialgia,
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatite, pancreatite, nauseas e vomitos (KOBETS,
GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; DORLO et al., 2012; GRIENSVEN, DIRO, 2012;
MURRAY, 2012; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

O antimoniato de meglumina (Glucantime® é utilizado na dose de
15-20 mg/kg/dia, por 20 a 40 dias, de acordo com a indicacdo, por via intravenosa ou
intramuscular. Vale ressaltar que as aplicacdes intramusculares sdo dolorosas e podem
formar abscessos frios, além do risco de infeccdo secundéaria. Os efeitos colaterais
sistémicos exigem supervisdo médica (TAVARES, 2001; FREZARD, DEMICHELI,
RIBEIRO, 2009; MALTEZOU, 2010; MELO, FORTALEZA, 2013; ELMAHALLAWY,
AGIL, 2015).

O estibogluconato de sédio (Pentostam® é menos téxico que os antimoniais
mais antigos, sendo o mais eficaz entre os farmacos disponiveis para o tratamento de
leishmaniose. A dose recomendada é de 20 mg/kg/dia, durante 28-30 dias, por via
intravenosa ou intramuscular (TAVARES, 2001; MARKELL, JOHN, KROTOSKI, 2003;
MALTEZOU, 2010; MURRAY, 2012; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

1.2.6.2 Anfotericina B

OH OH OH OHIl OH

CO,H

Figura 8: Estrutura da anfotericina B.

A anfotericina B (Figura 8) € macrolideo antifungico, introduzido no inicio dos

anos 1960. Este composto induz a formacéo de poros na membrana celular do parasita
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e tem boa atividade leishmanicida. E um antibidtico poliénico isolado de Streptomyces
nodosus. A atividade leishmanicida de anfotericina B é atribuida a afinidade seletiva
pelo ergosterol (esterol que constitui a membrana plasmatica da Leishmania, homélogo
ao colesterol, mas € especifico do parasita). Na membrana ha a formagcdo de poros
aquosos, que por agdo osmotica provocam a lise celular. As desvantagens da
anfotericina B sdo: baixa solubilidade aquosa, o que influencia a biodisponibilidade e
toxicidade, e administracdo parenteral por infusdo lenta (KOBETS, GREKOV,
LIPOLDOVA, 2012; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; LAGE et al., 2015; GUTIERREZ et
al., 2016). Nos paises em que foram observados casos de resisténcia aos antimoniais
pentavalentes, a anfotericina B € utilizada como tratamento de primeira escolha, com
taxas de cura entre 90-95%. No entanto, existem relatos de resisténcia a este farmaco
(MELO, FORTALEZA, 2013; SUNDAR, SINGH, SINGH, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL,
2015).

Os efeitos téxicos do desoxicolato de anfotericina B foram reduzidos com o
advento das formulacdes lipidicas do farmaco. Trés formulagBes lipidicas de
anfotericina B s&@o comercialmente disponiveis: lipossémica, complexo lipidico e
dispersdo coloidal. A dose de anfotericina B lipossdmica recomendada é de 2,5
mg/kg/dia durante 20 dias. Neste contexto, a anfotericina B lipossdémica é a melhor
opcao para o tratamento de coinfectados com o HIV. As formula¢des lipidicas podem
ser especialmente Uteis a pacientes que ndo respondem ao tratamento antimonial ou
gue ndo conseguem tolerar os cursos prolongados do tratamento parenteral. No
entanto, o alto custo desta apresentacdo farmacéutica dificulta o uso em populacdes
carentes que, em geral, sdo as mais acometidas por essa doenca (TRACY et al., 2003;
PALUMBO, 2008; CROFT, OLLIARO, 2011; TIUMAN et al.,, 2011; MURRAY, 2012;
KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; DORLO et al., 2012; GRIENSVEN, DIRO,
2012; MURRAY, 2012; SUNDAR, SINGH, SINGH, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015;
LAGE et al., 2015; GUTIERREZ et al., 2016; OKWOR, UZONNA, 2016).

1.2.6.3 Pentamidina
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Figura 9: Estrutura da pentamidina.

A pentamidina (Figura 9) € uma diamidina aromatica, de administracdo
intravenosa. Este farmaco é ainda utilizado devido a sua estabilidade, solubilidade em
agua e menor toxicidade comparada aos demais farmacos desta classe. A pentamidina
€ recomendada como farmaco de segunda escolha, devido aos efeitos adversos
provocados. No Peru, estudos em pacientes infectados com L. braziliensis, pentamidina
apresentou baixa taxa de cura (35%). E utilizada como alternativa aos pacientes que
nao respondem ao tratamento com antimoniais ou formulacdes lipidicas de anfotericina
B. E contraindicada para pacientes com nefropatias, diabetes mellitus, hipoglicemia e
cardiopatias. O mecanismo de acdo é desconhecido, mas a hip6tese aventada esta
relacionada a ligagdo ao DNA, provocando interferéncia na sintese proteica (COELHO,
TOSI, COTRIM, 2004; TEMPONE et al., 2004; SERVICE et al., 2006; TIUMAN et al.,
2011; KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; PORCHEDDU, GIACOMELLI, DE
LUCA, 2012; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; GUTIERREZ et al., 2016).

1.2.6.4 Miltefosina
T N

-C H2-O-I|3-O-(C H2)2N-(CH
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Figura 10: Estrutura da miltefosina.

Na india, em 2002, a miltefosina (Figura 10) foi licenciada para a terapéutica da
LV. E o farmaco de primeira escolha para o tratamento de calazar na india, Nepal e
Bangladesh. Atualmente, este farmaco, também, esta licenciado para o tratamento da
leishmaniose na Alemanha e Colémbia (GRIENSVEN, DIRO, 2012; READY, 2014,
ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; SAVOIA, 2015).
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Miltefosina (Impavidow®), derivado hexadecilfosfocolina (Figura 10), foi
originalmente desenvolvido como farmaco com atividade antitumoral. Estudos
mostraram alta atividade contra Leishmania, apresentando bons resultados para o
tratamento em criancas e em pacientes resistentes aos farmacos disponiveis. E o
primeiro e uUnico farmaco leishmanicida de uso oral. A dose recomendada em
monoterapia é de 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias (SANTOS et al., 2008; TEMPONE et
al., 2010; MALTEZOU, 2010; TIUMAN et al., 2011; DORLO et al., 2012; GRIENSVEN,
DIRO, 2012; MURRAY, 2012; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

A farmacocinética de miltefosina € caracterizada, principalmente, pela longa
meia-vida no organismo, 0 que pode resultar em acumulo do farmaco e o
desenvolvimento de resisténcia. Muitas pesquisas estdo analisando diferentes
estratégias de terapia combinada. Os efeitos adversos apresentados pela miltefosina
incluem: distdrbios gastrointestinais como vémitos, diarréia e toxicidade renal. Outro
fator limitante na utilizacdo desse farmaco é o alto custo (KOBETS, GREKOV,
LIPOLDOVA, 2012; DORLO et al., 2012; SUNDAR, SINGH, SINGH, 2014; SAVOIA,
2015).

Este agente terapéutico mostrou atividade contra promastigotas de L. donovani,
causando a morte delas por apoptose. O mecanismo de agdo ainda ndo é bem definido,
mas sabe-se que atua em enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, bloqueando a
sintese e alterando a composi¢cdo da membrana do parasita, provocando apoptose.
Pesquisas mostram este farmaco como promissor para o tratamento da leishmaniose,
porém mais estudos sdo necessarios para verificar sua eficiéncia no combate as
espécies de Leishmania existentes no Brasil. O uso de miltefosina ndo é recomendado
para gestantes e lactantes, devido aos seus efeitos teratogénicos. A miltefosina vem
sendo estudada como alternativa para o tratamento de pacientes coinfectados com HIV
(SANTOS et al.,, 2008; EL-ON, 2009; ALAKURTTI et al., 2010; CROFT, OLLIARO,
2011; MURRAY, 2012; DORLO et al., 2012; GUTIERREZ et al., 2016).

1.2.6.5 Paromomicina
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Figura 11: Estrutura da paromomicina.

Paromomicina (Figura 11), também chamada de aminosidina, é um antibittico
aminoglicosidico, isolado de culturas de Streptomyces rimosus na década de 1960,
estruturalmente relacionado com a neomicina. Tem-se mostrado eficaz em alguns
casos de LV e cutanea, em monoterapia e em terapia combinada. E utilizada em casos
de resisténcia aos outros tratamentos, apesar da toxicidade ao hospedeiro. A dose
recomendada no tratamento é de 20 mg/kg/dia, por via intramuscular, durante 20 dias
consecutivos. Apresenta efeitos adversos como: aumento de transaminases hepaticas,
nefrotoxicidade, desconforto gastrointestinal, diarréia e ototoxicidade, podendo causar
surdez irreversivel. Este farmaco é contraindicado na gravidez. Seu mecanismo de
acdo é desconhecido, mas se acredita que atue na sintese protéica e na alteracdo da
fluidez e permeabilidade da membrana do parasita (TRACY et al., 2003; SANTOS et al.,
2008; AMATO NETO et al, 2008, MALTEzZOU, 2010; TIUMAN et al., 2011;
GRIENSVEN, DIRO, 2012; SUNDAR, SINGH, SINGH, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL,
2015; SAVOIA, 2015; GUTIERREZ et al., 2016).

1.2.6.6 Compostos em estudo
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1.2.6.6.1 Alopurinol
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Figura 12: Estrutura do alopurinol.

Composto sintetizado em meados da década de 1950. O alopurinol, analogo de
purina (Figura 12), é inibidor da enzima xantina oxidase, que vem sendo avaliado para o
tratamento da leishmaniose. A Leishmania ndo tem essa enzima, mas 0 parasita
metaboliza o alopurinol em um anélogo de nucleotidio de adenosina, que é incorporado
ao RNA do protozoério. Quando isto acontece, a sintese protéica é interrompida. No
entanto, quando utilizado isoladamente para o tratamento de leishmaniose causada por
L. panamensis e L. braziliensis, este farmaco apresentou taxa de cura de 33%
(KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

1.2.6.6.2 Inibidores da sintese de ergosterol
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Figura 13: Estrutura (A) cetoconazol, (B) fluconazol e (C) itraconazol.

Inicialmente concebidos para a terapia de infec¢des fangicas, estudos mostraram
atividade contra a leishmaniose. Estes farmacos inibem a enzima 14-a-desmetilase,
responsavel pela conversdo de lanosterol em ergosterol durante a sintese da

membrana celular. Desta forma, ha o aumento da permeabilidade da membrana da
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Leishmania (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SINGH, SUNDAR, 2012;
ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

Alguns farmacos estdo em estudo para administragcdo oral, como cetoconazol,
itraconazol e fluconazol (Figura 13), isoladamente ou em combinacdo, e tém
apresentado niveis variaveis de eficacia oral (REITHINGER et al., 2007; EL-ON, 2009;
ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

1.2.6.6.3 Azitromicina

Figura 14: Estrutura da azitromicina.

A azitromicina (Figura 14) é um antibiético de amplo espectro utilizado para o
tratamento de vérias infec¢des bacterianas. Este farmaco mostrou atividade contra L.
amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi in vitro. Entretanto, o mecanismo de sua acao
antiparasitaria € desconhecido. Além disso, como outros agentes terapéuticos, a
azitromicina mostrou baixas taxas de cura (45,5%) durante o tratamento de
leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA,
2012).

1.2.6.6.4 Sitamaquina
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Figura 15: Estrutura da sitamaquina.
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Sitamaquina (Figura 15) foi primeiramente sintetizada como agente antimalarico.
E analogo das 8-aminoquinolinas, administrado por via oral, com meia-vida de 26 horas
e estd em ensaios clinicos de fase Il. Apresenta maior biodisponibilidade que a
miltefosina, mostrando-se promissor para o tratamento da LV. Acredita-se que atue na
cadeia respiratéria, provocando estresse oxidativo e promovendo apoptose do
protozoario. Apresenta como efeitos adversos: dor abdominal, dor de cabeca e efeitos
renais graves (CROFT, OLLIARO, 2011; TIUMAN et al.,, 2011; SUNDAR, SINGH,
SINGH, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015).

1.2.7 Vacinas

O conceito de vacina contra a leishmaniose é sustentado pela observacao de
gue a maioria dos pacientes recuperados da infeccdo apresenta imunidade tardia ao
parasita (BEAUMIER et al., 2013). Diferentes tipos de vacinas tém sido testados contra
a leishmaniose, utilizando parasitas virulentos, atenuados, espécies nao patogénicas,
parasitas inteiros mortos, subunidades de protozoarios, vacinas de DNA, componentes
de transmissdo do vetor, como a saliva. As vacinas aprovadas s&o indicadas ao
combate da leishmaniose canina (Leishmune®, Leishtec® e CaniLeish®) (KOBETS,
GREKOQOV, LIPOLDOVA, 2012; SINGH, SUNDAR, 2012; BADIEE et al., 2013; JAIN,
JAIN, 2015).

Da mesma forma que acontece com os farmacos, ndo ha um mercado lucrativo
gue incentive o desenvolvimento da vacina contra a leishmaniose pelas grandes
indastrias. A pesquisa dessas vacinas € impulsionada e desenvolvida por entidades
sem fins lucrativos, como por exemplo, universidades e institutos de pesquisa
(BEAUMIER et al., 2013; JAIN, JAIN, 2015).

Parasitas vivos — popularmente conhecida como "leishmanizacdo”, foi
desenvolvida em 1940 contra a forma cutanea e utilizada em varios paises. Atualmente,
0 seu uso é limitado ao Uzbequistdo. A sua utilizacdo foi interrompida devido a falta de
seguranca. Esta vacina € composta por parasitas vivos virulentos ou atenuados de L.
major. Estes eram inoculados na pele e, desta forma, induziam infeccdo leve com
subsequente imunidade (NAGILL, KAUR, 2011; KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA,
2012; SINGH, SUNDAR, 2012; BADIEE et al., 2013; BEAUMIER et al., 2013;
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AEBISCHER, 2014; REZVAN, MOIFA, 2015; JAIN, JAIN, 2015; SRIVASTAVA et al.,
2016).

Até 1989, paises da Unido Soviética, Ird, Israel, Turcomenistdo e Uzbequistdo
vacinaram milhares de pessoas por meio da leishmanizagcdo. Muitas pessoas
desenvolveram grandes lesdes incontrolaveis, portanto, por estas razdes esta técnica
foi abandonada (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; BADIEE et al.,, 2013;
AEBISCHER, 2014; JAIN, JAIN, 2015).

Parasitas ndo-patogénicos - estudos avaliaram o uso de espécie ndo patogénica
em seres humanos, para inducdo de imunidade protetora. Breton e colaboradores
(2005) investigaram o potencial de L. tarentolae de lagarto, espécie ndo patogénica
para seres humanos e outros mamiferos, mas que expressa genes importantes para
viruléncia do protozoario. Eles descobriram que uma Unica injecdo intraperitoneal de L.
tarentolae provoca resposta imunoldgica protetora contra a forma infecciosa de L.
donovani em ratos, promovendo diminuicdo da carga parasitaria no baco e figado. Esta
vacina continua em investigacdo (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012).

Parasitas atenuados - corresponde a reducdo da viruléncia do agente
patolégico, para inducdo da resposta imune protetora, sem causar os efeitos graves da
doenca. Nestes casos, as Leishmanias foram irradiadas com radiacdo y, o que
provocou alteracdes quimicas e genéticas no parasita. Em modelos animais, estes
parasitas induziram imunidade protetora. No entanto, esta técnica necessita de melhor
investigacdo para definir questdes de segurancas e, também, o tipo de alteracédo
provocada no protozoario (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; BEAUMIER et al.,
2013; JAIN, JAIN, 2015; SRIVASTAVA et al., 2016).

Parasitas mortos - vacina composta por agentes patogénicos mortos, em que
estes sao cultivados em cultura e, em seguida, mortos pelo calor. A vantagem dessas
vacinas é a seguranca e 0 baixo custo. Entretanto, a andlise de eficacia com vacinas
preparadas por esta técnica mostrou que estas ndo conferem protecao significativa aos
humanos (KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; BADIEE et al., 2013; JAIN, JAIN,
2015; SRIVASTAVA et al., 2016).

Subunidades do parasita — nesta situacdo, utilizaram-se epitopos capazes de

aumentar a resposta imune. Desta forma, com esta técnica sdo selecionadas as

37
Soraya da Silva Santos



Introducéo

proteinas epitopas, que induzam a resposta imune do hospedeiro contra o patdgeno
(KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012).

FracOes de Leishmania (Leishmune®) — esta vacina € constituida por fracdo
glicoprotéica purificada de L. donovani, denominada ligante manose fucose (FML),
presente na superficie de promastigotas de Leishmania (KOBETS, GREKOV,
LIPOLDOVA, 2012; JAIN, JAIN, 2015; SRIVASTAVA et al., 2016).

Proteinas definidas — uso da glicoproteina 63 (gp63) testada para o
desenvolvimento de vacina contra L. major. A gp63 € uma metaloprotease, que
promove a absor¢cdo de promastigotas do parasita pelos macréfagos no hospedeiro
mamifero. Esta vacina apresentou variabilidade na atividade, entre a protecdo e as
manifestacbes exacerbadas. Na busca da vacina, outra proteina que vem sendo
estudada € a KMP-11, presente na membrana de L. donovani (KOBETS, GREKOV,
LIPOLDOVA, 2012; SUNDAR, SINGH, SINGH, 2014; REZVAN, MOIFA, 2015; JAIN,
JAIN, 2015).

Vacinas de DNA recombinante — consistem na injecdo direta de DNA de
plasmideo, que pode promover a biossintese de proteinas enddgenas e resposta
imunoldgica especifica. Os resultados com esta técnica mostraram protecdo parcial em
ratos. As vacinas de DNA sao de facil produgdo e administracdo, estaveis e muito
imunogénicas, o que facilitaria a producdo em grande escala. Estas vacinas sao
capazes de elucidar a imunidade produzida pelas células T CD4 e CD8 (NAGILL,
KAUR, 2011; BADIEE et al.,, 2013; BEAUMIER et al., 2013; JAIN, JAIN, 2015;
SRIVASTAVA et al., 2016).

Componentes de transmissdo — sdo vacinas, constituidas por antigenos da
glandula salivar de flebotomineos, pois a saliva contém muitas substancias
farmacologicamente ativas capazes de induzir respostas inflamatorias e imunolégicas
(BADIEE et al., 2013; BEAUMIER et al., 2013).

Apesar de muitos estudos realizados e das muitas razGes para acreditar que o
desenvolvimento de vacina eficaz contra a leishmaniose € viavel, ndo ha uma vacina
disponivel contra qualquer forma de leishmaniose em seres humanos. Muitos fatores
limitam o progresso no desenvolvimento desta vacina, entre eles: custos, complexidade

antigénica, variabilidade, seguranca e os diferentes tipos de resposta imunoldgica
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(KOBETS, GREKOV, LIPOLDOVA, 2012; SINGH, SUNDAR, 2012; BADIEE et al.,
2013; AEBISCHER, 2014; ELMAHALLAWY, AGIL, 2015; JAIN, JAIN, 2015;
SRIVASTAVA et al., 2016).

Um dos principais desafios para o tratamento da doenca de Chagas e da
leishmaniose é o fato de o parasita infectar macréfagos e se manter na forma
intracelular. Neste contexto, os farmacos tradicionais enfrentam dificuldades para
penetrar no interior dessas ceélulas e matar o patdgeno. Recentemente, a associagcao de
agentes leishmanicidas com nanotransportadores tem emergido como abordagem
promissora para favorecer a penetracdo do farmaco nos macrofagos. O uso da
nanotecnologia para o tratamento dessas doencas tem demonstrado resultados

promissores como alternativas terapéuticas (GUTIERREZ et al., 2016).

1.3 PRODUTOS NATURAIS COMO PROTOTIPOS DE FARMACOS: FLAVONOIDES -
3-HIDROXIFLAVONA

Os produtos naturais continuam sendo fonte importante de inspiracdo para o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapéuticos, particularmente compostos
utilizados para o tratamento de doencas infecciosas. No periodo de 1981 a 2002, das
162 novas entidades quimicas aprovadas como farmacos anti-infecciosos pelas
agéncias reguladoras 99 (61%) eram candidatos a farmacos de origem natural (analogo
semissintético, sintético ou o proprio composto natural). As pesquisas com produtos
naturais que apresentam atividade tripanomicida e leishmanicida promoveram novo
impulso no planejamento de novos compostos bioativos para as doengas
negligenciadas (SALEM, WERBOVETZ, 2006; MUZITANO et al., 2006; MARIN et al.,
2011; GRECCO et al., 2012; LAGE et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015).

o o]
D&
Figura 16: Estrutura base dos flavonoides.
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Estruturalmente, flavondides constituem o maior grupo de compostos
fitoquimicos polifendlicos, com 15 &tomos de carbono em sua estrutura basica,
possuindo um nucleo flavona com dois anéis aromaticos — A e B, interligados por um
anel pirano (Figura 16). A forma glicosidica permite melhor absor¢céo intestinal e
biodisponibilidade destes compostos. Representam uma das maiores e diversificadas
classes de metabdlitos secundarios de plantas, presentes em vegetais, frutas e bebidas
e, portanto, sdo importantes componentes da dieta diaria (LOPES et al., 2000;
ENGELMANN, HUTCHESON, CHENG, 2005; TADESMIR et al., 2006; MARIN et al.,
2011; LAGE et al., 2015; BEER et al., 2016).

Os flavondides sé@o conhecidos por apresentarem muitas propriedades benéficas
a saude humana, em razdo das interagdes com alvos celulares. Muitos destes
compostos apresentam atividades antioxidantes, antirradicais livres, antiparasitarias,
antiinflamatérias, antivirais e anticancerigenas (PIETRO et al., 2002; MARIN et al.,
2011; LAGE et al., 2015; BEER et al., 2016).

Estudos mostraram que alguns flavondides e seus derivados exercem
significativa atividade sobre o crescimento in vitro de Leishmania sp. e T. cruzi. Desta
forma, muitos desses flavonoides sdo fortes candidatos para aplicacdes futuras na
terapia combinada para o combate a essas infecgdes. Entretanto, de maneira geral,
poucos estudos tém investigado as propriedades leishmanicida e tripanomicida desta
classe de compostos polifendlicos (MUZITANO et al.,, 2006; GRECCO et al., 2010;
MARIN et al., 2011; SILVA, MAQUIAVELI, MAGALHAES, 2012; GRECCO et al., 2012;
LAGE et al., 2015; BEER et al., 2016). As chalconas, que sao precursores metabdlicos
dos flavondides, também, tém demonstrado atividade leishmanicida com baixa
citotoxicidade (SHIVAHARE et al., 2014; MELLO et al., 2014).

Figura 17: Estrutura da 3-hidroxiflavona.
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Estudo realizado por Tasdemir e colaboradores (2006) avaliou a atividade
tripanomicida e leishmanicida in vitro e in vivo de uma série de flavonoides. A 3-
hidroxiflavona (Figura 17) apresentou potente atividade antiparasitaria in vitro com
minima ou nenhuma citotoxicidade. Neste estudo, este flavondide demonstrou
interessante atividade anti-T. cruzi, com ICso= 7,7 pg/mL. Além disso, 0 mesmo
composto mostrou promissora atividade leishmanicida com ICso de 2,94 uM,
comparavel com o padrdo miltefosina, ICso 2,72 uM. No entanto, 0s ensaios in vivo
mostraram nula acao antiparasitaria. Os autores levantaram dois pontos que podem ter
prejudicado a atividade biolégica deste flavondide: baixa biodisponibilidade e a rapida
biotransformacéo (através das reacdes do metabolismo de metilagdo, conjugacdo com
sulfato e glicuronidacdo) que esse composto pode sofrer. Neste sentido, a
metabolizagdo da hidroxila presente na estrutura da 3-hidroxiflavona pode acarretar a
eliminagdo precoce do agente bioativo. Essas caracteristicas indesejaveis indicam a
necessidade de otimizacdo e desenvolvimento de transportadores e sistemas de
distribuicdo destes compostos capazes de melhorar a biodisponibilidade e reduzir a
rapida eliminacdo que o flavonodide sofre. Assim, sistemas de transporte de farmacos,
como o uso de dendrimeros, podem favorecer a atividade antiparasitaria in vivo de
flavondides, promovendo liberacdo controlada e, também, melhorando a
biodisponibilidade desses agentes bioativos. Estas evidéncias mostram que compostos
polifendlicos sdo potenciais candidatos e apresentam promissora atividade para o
tratamento da doenca de Chagas e leishmaniose.

O parasita Leishmania apresenta em sua superficie uma proteina de membrana,
que foi identificada como transportador intracelular de ferro (LIT1). Esta desempenha
papel importante no transporte de ferro para os parasitas, essencial para a replicacao
destes dentro dos macréfagos. Estudos sugerem que limitar o acesso do protozoario ao
ferro € uma estratégia que inibe o processo evolutivo de Leishmania. A reducdo de
ferro, proveniente de fontes externas, promove defeito na via de biossintese do grupo
heme, importante para o crescimento e a multiplicagdo do parasita. Estudos in vitro com
flavondides indicaram a interacao destes com ions metalicos por ligacdo de hidrogénio,
demonstrando forte afinidade com o ferro. A quelacdo do ferro tem sido aventada como

ferramenta atili no controle da leishmaniose em condigbes in vitro. Estudos
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demonstraram atenuacdo do crescimento de promastigotas com o uso de agentes
guelantes, como a 3-hidroxiflavona. Este flavonéide apresentou promissora atividade
leishmanicida in vitro com minima ou nenhuma citotoxicidade (TASDEMIR et al., 2006;
ENGELMANN, HUTCHESON, CHENG, 2005; SEN et al., 2005, 2008).

Pesquisas mostram que os flavondides, dentre estes a 3-hidroxiflavona,
promovem alterac&o na estrutura da mitocondria do parasita, devido a modificacdes no
DNA mitocondrial e reducdo da producdo de ATP (FIDALGO, GILLE, 2011). Com
relacdo a doenca de Chagas, alguns estudos mostram que a atividade tripanomicida
dos flavondides pode estar relacionada a agdo inibitéria de cisteino-proteases, como a
cruzaina (ASSIS et al., 2013). Desta forma, existem varias hipoteses aventadas sobre o
mecanismo de acao de flavondides frente aos parasitas dessas doencas negligenciadas
(GUINEZ et al., 2015).

1.4 LATENCIACAO

Em 1958, Adrien Albert propds o termo pro-farmaco pela primeira vez para
determinar compostos que sofrem biotransformacdo antes de promover o efeito
farmacoldgico (HSIEH, FENG, FANG, 2009; PATIL, SHIROTE, 2011; ZAWILSKA,
WOJCIESZAK, OLEJNICZAK, 2013). Em 1959, Harper introduziu o termo latenciagéao
de farmacos para o processo de obtencdo de pro-farmacos (KOROLKOVAS, 1988). A
definicdo classica desse processo consiste na ligacdo do farmaco a um transportador,
através de ligacdo biorreversivel, tornando o composto farmacologicamente inativo. No
organismo, mediante ataque quimico ou enzimatico, o farmaco, ou composto bioativo, €
convertido no farmaco matriz, antes ou apos alcancar o local de acdo (Figura 18)
(ALBERT, 1958; TESTA, 2004; CHUNG et al., 2005; SILVA et al., 2005; MAHATO, TAI,
CHENG, 2011; PATIL, SHIROTE, 2011; CHOI-SLEDESKI, WERMUTH, 2015; CLAS,
SANCHEZ, NOFSINGER, 2014; DA, 2014; GIANG, BOLAND, POON, 2014; MURA et
al., 2015; SANTOS, FERREIRA, GIAROLLA, 2016; NICOLAS, 2016).
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Fluido extracelular Local de a¢édo ou alvo
(por exemplo, célula)

Barreira biologica

A ' Ui

Biotransformacgao quimica
€ ou enzimatica

Transportador - Transportado

. .
kil

Pro-farmaco

Figura 18: Representacdo esquematica sobre o conceito classico de pro-farmaco
(HUTTUNEN, RAUNIO, RAUTIO, 2011).

A latenciacdo € um método poderoso e versétil, que pode ser aplicado a vasta
gama de farmacos matriz. A obtencdo de farmacos latentes tem por objetivo
aperfeicoar propriedades fisico-quimicas, envolvidas nas fases farmacéuticas e
farmacocinéticas de compostos bioativos, podendo interferir, indiretamente, na fase
farmacodinamica. Assim, a latenciagéo tem o intuito de superar problemas como: baixa
biodisponibilidade (solubilidade e permeabilidade), biotransformacdo precoce
(eliminacdo pré-sistémica, por exemplo), acdo rapida, através de liberacdo controlada,
elevada toxicidade, baixa seletividade, pois podem conter grupos que direcionem o
farmaco ao local de acado, instabilidade quimica, caracteristicas organolépticas
indesejaveis, além de possibilitar a formulacdo destes agentes (CHUNG et al., 2005;
SILVA et al, 2005; RAUTIO et al.,, 2008; HSIEH, FENG, FANG, 2009; JANA,
MANDLEKAR, MARATHE, 2010; FERRIZ, VINSOVA, 2010; MAHATO, TAI, CHENG,
2011; PATIL, SHIROTE, 2011; MAZZAFERRO, BOUCHEMAL, PONCHEL, 2013;
CHOI-SLEDESKI, WERMUTH, 2015; LUO et al., 2014; DA, 2014; GIANG, BOLAND,
POON, 2014; CLAS, SANCHEZ, NOFSINGER, 2014; ZHOU, SUN, ZHANG, 2014;
MURA et al., 2015; TASHIMA, 2015; ZARO, 2015; NICOLAS, 2016; MENG et al., 2016;
JORNADA et al., 2016).

43
Soraya da Silva Santos



Introducéo

Alguns critérios sdo importantes e devem ser considerados durante o
planejamento de pro-farmacos: existéncia de grupos funcionais na molécula matriz
capazes de sofrer derivatizacao; existéncia de mecanismos e/ou sistemas no organismo
humano capazes de bioativar o pré-farmaco, como por exemplo, enzimas; facilidade e
simplicidade de sintese e purificacdo; estabilidade quimica; regeneracédo, in vivo, do
composto bioativo em quantidades ideais para atividade bioldgica; menor toxicidade
gue o agente bioativo de partida. Dessa forma, com a latenciacdo é possivel atingir
diversos objetivos, mediante a escolha de transportadores adequados, que, via de
regra, devem ser: desprovidos de atividade biologica, biodegradaveis, ndo apresentar
toxicidade ou antigenicidade intrinseca, baixo custo, ndo acumular no organismo e
apresentar grupos funcionais para ligacdo quimica com o farmaco/composto bioativo
(FRIIS, BUNDGAARD, 1996; CHUNG et al., 2005; SILVA et al.,, 2005; PATIL,
SHIROTE, 2011; CHOI-SLEDESKI, WERMUTH, 2015; KARAMAN, 2013; ZAWILSKA,
WOJCIESZAK, OLEJINICZAK, 2013; BIASUTTO, ZORATTI, 2014; MURA et al., 2015;
DRAGOJEVIC, RYU, RAUCHER, 2015).

De acordo com Wermuth (1984), os farmacos latentes podem ser classificados
em pro-farmacos e farmacos dirigidos. Os pro-farmacos séo subdivididos em:

Pro-farmacos classicos sao substancias que envolvem a ligacdo do farmaco a
um transportador, promovendo a melhoria da atividade terapéutica por meio de
alteracbes farmacocinéticas, em geral, como biodisponibilidade. Proporcionam,
também, a diminuicdo da toxicidade, prolongamento da acdo, aumento da seletividade,
mediante a escolha de transportador adequado (TESTA, CALDWELL, 1996; CHUNG et
al., 2005; SILVA et al., 2005; TESTA, KRAMER, 2009; VERMA et al., 2009;
MAZZAFERRO, BOUCHEMAL, PONCHEL, 2013; JORNADA et al., 2016).

Bioprecursores sdo pro-farmacos que nao tém transportador, mas sao
biotransformados in vivo por acdo de diferentes sistemas enziméticos. Estes pro-
farmacos sdo substratos para as enzimas que 0s metabolizam, ocorrendo, assim, a
conversdo no composto ativo. Os pro-farmacos bioprecursores dependem de reacdes
oxidativas ou redutivas para a ativacao (JANA, MANDLEKAR, MARATHE, 2010; PATIL,
SHIROTE, 2011; KARAMAN, 2013; MAZZAFERRO, BOUCHEMAL, PONCHEL, 2013;
JORNADA et al., 2016).
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Pro-farmacos mistos sdo compostos que possuem, ao mesmo tempo,
caracteristicas de pré-farmacos classicos e de bioprecursores. Constituem-se em
moléculas biologicamente inertes, que requerem varias etapas para a sua conversao a
forma ativa, permitindo a liberacdo do farmaco em um sitio ou 6rgéo especifico. Desta
forma, estes compostos sdo convertidos em multiplos locais, em etapas paralelas ou
sequenciais. Nesses, por exemplo, o transportador deve ser biotransformado por
sistemas oxidativos ou redutivos e, em seguida, o farmaco/composto bioativo € liberado
do transportador. Sistema importante dessa classe é o CDS — Chemical Delivery
System (BREWSTER, BODOR, 1994; CHUNG et al., 2005; JANA, MANDLEKAR,
MARATHE, 2010; CHOI-SLEDESKI, WERMUTH, 2015; MAZZAFERRO, BOUCHEMAL,
PONCHEL, 2013; JORNADA et al., 2016).

Pré-farmacos reciprocos sao compostos em que o transportador e o
farmaco/composto bioativo matriz apresentam atividade biolégica, permitindo, assim,
sinergismo de acdo por dupla ou Unica atividade por mecanismos distintos (SINGH,
SHARMA, 1994; MAZZAFERRO, BOUCHEMAL, PONCHEL, 2013; JORNADA et al.,
2016).

Farmacos dirigidos sdo formas latentes concebidas para ter seletividade a alvos
especificos, como enzimas ou receptores. Os farmacos dirigidos tém como objetivo
transportar o composto ativo ao local de acédo e, consequentemente, ha o aumento da
eficacia e reducdo dos efeitos adversos em outras regiées do organismo. Para o uso
desta abordagem € extremamente necessario o conhecimento de caracteristicas
moleculares e funcionais do alvo de interesse (HSIEH, FENG, FANG, 2009; JANA,
MANDLEKAR, MARATHE, 2010; FERRIZ, VINSOVA, 2010; MAHATO, TAI, CHENG,
2011; PATIL, SHIROTE, 2011; KARAMAN, 2013; MAZZAFERRO, BOUCHEMAL,
PONCHEL, 2013; JORNADA et al., 2016).

Os pro-farmacos podem ser preparados através da obtencdo de ésteres, amidas,
carbonatos, carbamatos, fosfatos, oximas e iminas, entre outras fungdes (RAUTIO et
al., 2008; JORNADA et al., 2016). Dentre as funcfes possiveis para o planejamento de
pro-farmacos serdo destacados ésteres e amidas, pois sdo as funcdes organicas

utilizadas neste estudo.
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Pré-farmacos do tipo éster sdo os mais comumente utilizados na terapéutica e
estes correspondem a, aproximadamente, 50% dos farmacos latentes comercializados.
Nestes casos, 0 pro-farmaco sofre ativacdo por hidrolise quimica ou enziméatica para
liberagdo do farmaco/composto bioativo. A clivagem enzimética é realizada por
esterases sanguineas ou hepaticas. As enzimas responsaveis pela ruptura sao:
carboxilesterases, acetilcolinesterases, butirilcolinesterases e arilesterases. Muitos pro-
farmacos sao obtidos através do uso de polimeros que, por exemplo, podem aumentar
a solubilidade e prolongar o tempo de acdo (HATFIELD et al., 2008; JANA,
MANDLEKAR, MARATHE, 2010; FERRIZ, VINSOVA, 2010; MAHATO, TAI, CHENG,
2011; CHUNG, BOSQUESI, SANTOS, 2011; PATIL, SHIROTE, 2011; KARAMAN,
2013; ZAWILSKA, WOJCIESZAK, OLEJNICZAK, 2013; ZARO, 2015).

As amidas sao utilizadas com menor frequéncia em pré-farmacos, devido a sua
maior estabilidade in vivo. A ligagdo amida é geralmente hidrolisada por amidases
como, proteases e peptidases (HATFIELD et al., 2008; FERRIZ, VINSOVA, 2010;
JANA, MANDLEKAR, MARATHE, 2010; MAHATO, TAIl, CHENG, 2011; CHUNG,
BOSQUESI, SANTOS, 2011; PATIL, SHIROTE, 2011; KARAMAN, 2013).

O pro-farmaco ideal deve ter as seguintes caracteristicas: nenhuma atividade,
estabilidade quimica em diferentes pH, solubilidade nos fluidos corpéreos e boa
absorcédo (JANA, MANDLEKAR, MARATHE, 2010).

Além das vantagens ja mencionadas, a latenciacdo permite, também, a
economia de tempo e recursos no desenvolvimento de novos farmacos, a reintroducéo
de farmacos retirados do mercado por suas propriedades indesejaveis e o
aprimoramento de novos farmacos antes que sejam lancados na terapéutica (CHUNG
et al., 2005; SILVA et al., 2005; CHOI-SLEDESKI, WERMUTH, 2015; JORNADA et al.,
2016). Esse processo de modificagdo molecular vem sendo amplamente utilizado na
terapéutica, tornando-se uma das principais ferramentas para a pesquisa e
desenvolvimento de farmacos. Atualmente, observa-se aumento consideravel no
namero de trabalhos desenvolvidos com pro-farmacos em patentes, publicados em
periédicos, em estudos clinicos e em medicamentos comercializados. Entre 2010 e
2012, aproximadamente 10% de todos os medicamentos disponiveis no mercado

farmacéutico eram pro-farmacos. Em 2009, 15% dos 100 farmacos mais vendidos
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(blockbusters) de baixa massa molecular foram classificados como pré-farmacos. Em
2008, os pro-farmacos corresponderam a 33% dos farmacos aprovados pelo FDA
(STELLA, NTI-IADDAE, 2007; RAUTIO et al., 2008; MULLER, 2009; HSIEH, FENG,
FANG, 2009; HUTTUNEN, RAUNIO, RAUTIO, 2011; ZAWILSKA, WOJCIESZAK,
OLEJNICZAK, 2013; CLAS, SANCHEZ, NOFSINGER, 2014; JORNADA et al., 2016).
Chung e colaboradores, em 2008 e 2011, publicaram estudos mostrando a utilizacdo da
latenciacdo no planejamento de farmacos para doencas negligenciadas e

extremamente negligenciadas.

1.5 DENDRIMEROS NO TRANSPORTE DE FARMACOS

Em 1978, Voglte propds a sintese e aplicacédo biolégica de polimeros dendriticos
através de sintese divergente. Nesta abordagem, os ndcleos eram polifuncionais e
reagiam com unidades monoméricas. Com esta estratégia, obtiveram-se dendrimeros
imperfeitos e de pequenas geracdes (QUADIR, HAAG, 2012).

Dendrimero constitui uma nova classe de materiais poliméricos, criados em
1979, pela equipe de investigacdo de Donald Tomalia, sendo o primeiro deles o
dendrimero de poliamidoamina (PAMAM). A palavra dendrimero tem origem grega:
dendron significa “arvore” ou ‘ramos” e meros significa “parte” (FISHER, VOGTLE,
1999; ESFAND, TOMALIA, 2001; McNERNY et al., 2009; WIJAGKANALAN,
KAWAKAMI, HASHID, 2011; WANG, QUELEVER, PENG, 2012; KANNAN et al., 2014;
ARSENEAULT, WAFER, MORIN, 2015; AHMED et al., 2016). Atualmente, o
dendrimero de PAMAM ¢é o mais utilizado em aplicacdes biomédicas, mas na literatura
também estdo descritos os dendrimeros de: polipropilenoiminas (PPI), polilisinas (PLL),
poliésteres (PGLSA-OH e BisMPA), poliamidas, dendrimeros a base de fésforo e
triazina. Os dendrimeros de PAMAM (Starburst®) e PPI (Astramol®) estdo disponiveis
comercialmente (FISHER, VOGTLE, 1999; ESFAND, TOMALIA, 2001; McNERNY et al.,
2009; WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID, 2011; KANNAN et al., 2014; LIU, TEE,
CHIU, 2015).

Os dendrimeros (Figura 19) sédo polimeros sintéticos versateis, bem definidos,
extremamente ordenados, globulares, de tamanhos nanoméricos (10 a 30 A), com

grande numero de grupos funcionais reativos e espacos interiores protegidos,
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caracteristicas que os tornam interessantes para aplicacdo biologica (MONTANARI et
al.,, 1998; PILLAI, PANCHAGNULA, 2001; KAUR et al., 2014; KANNAN et al., 2014;
SCHCHARBIN et al., 2014; ARSENEAULT, WAFER, MORIN, 2015; LIU, TEE, CHIU,
2015; LEIRO et al., 2015; WANG et al., 2016). Dendrimeros diferem dos polimeros
classicos em: ramificagbes simétricas e regulares, funcionalizacdo terminal e
multivaléncia, monodispersao ou baixa polidispersao e estrutura muito ramificada. Estas
propriedades permitem a obtencdo de estruturas controladas com uniformidade
molecular, superficie multifuncional e massa molecular Unica, propriedades
interessantes para aplicagdo destes como transportadores no planejamento de
farmacos. Podem ser divididos em trés partes: superficie com elevado nimero de sitios
reativos, camada de ligacdes repetidas partindo do centro (cavidade interna) e o foco
central ou ntcleo (TOMALIA et al., 1985; LIU, FRECHET, 1999; McNERNY et al., 20009;
WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID, 2011; GARDIKIS et al., 2012; KAMINSKAS et
al., 2012; WANG, QUELEVER, PENG, 2012; YAVUZ, PEHLIVAN, UNLU, 2013;
KANNAN et al., 2014; SCHCHARBIN et al., 2014; PARAT et al., 2015; WU et al., 2015;
ARSENEAULT, WAFER, MORIN, 2015; LIU, TEE, CHIU, 2015; SANTOS, FERREIRA,
GIAROLLA, 2016; AHMED et al., 2016; MENG et al., 2016).

Superficie com sitios reativos

Qutras geragbes

Gll

o cw

Espacos vazios

™ Ramificagcbes interiores

Foco central

Figura 19: Representacdo esquematica de um dendrimero (MIGNANI et al., 2013).
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Estas moléculas crescem a partir de um nucleo (designado geracédo 0) e cada
conjunto de unidades monoméricas adicionadas € designado por geracdo. Esta adicao
torna cada geracdo mais ramificada que a anterior até se obter estrutura globular e
densa. Existem dendrimeros até a décima geracdo, mas a partir da sétima geracéo
observa-se grande impedimento estérico entre as ramificacdes, o que reduz o
rendimento na sintese desses compostos. As estruturas dendriticas podem ser
sintetizadas quimicamente por dois métodos principais: o convergente e o divergente
(TOMALIA et al., 1985; KAMINSKAS et al., 2012; YAVUZ, PEHLIVAN, UNLU, 2013).

O método convergente se inicia com a sintese das ramificacdes, ou seja, da
periferia do dendrimero através de fragmentos denominados dendrons, que,
posteriormente, sdo ligados ao nucleo para a obtencdo do dendrimero. Este método
permite a obtencdo de polimeros menos imperfeitos, ou seja, com baixa polidisperséo
(ESFAND, TOMALIA, 2001; WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID, 2011; YAVUZ,
PEHLIVAN, UNLU, 2013; LIU, TEE, CHIU, 2015).

O método divergente consiste no crescimento a partir de um foco central, em que
as ramificacOes sdo justapostas atraves de etapas sintéticas repetitivas. Este método é
caracterizado por reagdes que ocorrem por aumento do numero de sitios, como se o
dendrimero estivesse sendo construido “de dentro para fora”, até se obter o polimero
desejado (ESFAND, TOMALIA, 2001; WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID, 2011;
YAVUZ, PEHLIVAN, UNLU, 2013; KANNAN et al., 2014; WU et al., 2015; LIU, TEE,
CHIU, 2015).

Os dendrimeros pertencem a um importante grupo de nanotransportadores,
devido as suas caracteristicas de baixa polidisperséo, hidrofilicidade, lipossolubilidade,
tamanho da particula, elevado grau de funcionalidade, tamanho, forma e
biocompatibilidade. Estes compostos podem melhorar as propriedades fisico-quimicas
(solubilidade), farmacocinéticas (tempo de distribuicdo, liberacdo controlada e
biodisponibilidade) e, consequentemente, de forma indireta, farmacodindmicas de
farmacos. Os dendrimeros sao capazes de aumentar a solubilidade de farmacos pouco
solaveis em agua, devido as interacbes estabelecidas entre o farmaco e o dendrimero,
como ligagbes de hidrogénio, interagcdes hidrofobicas e idnicas. Além disso, estes

compostos podem proporcionar protecdo ao farmaco contra degradagdo, maior
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estabilidade aos agentes bioativos, aumento da eficacia e reducéo da toxicidade (LIU,
FRECHET, 1999; D’EMANUELE, ATTWOOD, 2005; MEDINA, EL-SAYED, 2009;
ASTRUC, BOISSELIER, ORNELAS, 2010; JAIN et al., 2010; WIJAGKANALAN,
KAWAKAMI, HASHID, 2011; GARDIKIS et al., 2012; MIGNANI et al., 2013; WU et al.,
2015; LIU, TEE, CHIU, 2015; MENG et al., 2016; SANTOS, FERREIRA, GIAROLLA,
2016; AHMED et al., 2016; WANG et al., 2016). Muitas pesquisas tém sido
desenvolvidas com a utilizacdo de dendrimeros nas areas quimica, bioldgica,
nanotecnologica, de novos materiais, engenharia e eletrbnica. Estes compostos
apresentam outras aplicagdes no desenvolvimento de agentes de imagem para
diagnéstico em Ressonancia Magnética Nuclear, biossensores, terapia fotodinamica e
génica (WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID, 2011; KESHARWANI et al., 2011;
QUADIR, HAAG, 2012; KAMINSKAS et al., 2012; KANNAN et al., 2014). Alguns autores
referem os dendrimeros como proteinas artificiais, devido as semelhancas de tamanho,
estrutura globular e tridimensional. No entanto, as proteinas sao constituidas por
diferentes interacdes hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e de dissulfeto, enquanto o
dendrimero é constituido, principalmente, por ligagbes covalentes entre o nucleo e as
ramificacfes. Neste contexto, os dendrimeros de polilisina tém potencial para
apresentar propriedades fisico-quimicas semelhantes as peptideos (KAMINSKAS et al.,
2012; YAVUZ, PEHLIVAN, UNLU, 2013; KANNAN et al., 2014; AHMED et al., 2016).
Os farmacos podem interagir com o transportador dendrimérico por meio de:
ligacdo covalente a superficie do dendrimero; interagdo com a malha dendrimérica
através de um agente espacante; os dendrons podem ser construidos com o0 composto
bioativo; farmacos encapsulados na estrutura dendrimérica (cavidade interna)
interagindo por meio de interacdes eletrostaticas, hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio.
Normalmente, os farmacos ligados covalentemente na superficie do dendrimero estéao
na forma de pro-farmacos (KLAJNERT, BRYSZEWKA, 2001; D’EMANUELE,
ATTWOOD, 2005; CHENG, et al., 2007; WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID,
2011; WANG, QUELEVER, PENG, 2012; MIGNANI et al., 2013; KAUR et al., 2014; LIU,
TEE, CHIU, 2015; NICOLAS, 2016; SANTOS, FERREIRA, GIAROLLA, 2016; AHMED
et al.,, 2016). Ramificagcbes construidas com farmacos, promovendo aumento

exponencial do composto ativo a cada geracao do dendrimero, com ligacdes labeis que,
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em condi¢les fisioldgicas liberam o composto ativo, foram descritas no pedido de
patente de Ferreira e Giarolla (2008). Para o uso destas moléculas no planejamento de
farmacos como transportadores € importante levar em consideracdo a
biopermeabilidade macroscépica apresentada por estes compostos, sendo que
dendrimeros de menores geracfes apresentam maior permeabilidade e menor
toxicidade (BOAS, HEEGAARD, 2004).

Estudos revelaram que a liberacao controlada do dendrimero esta relacionada ao
namero de geracdes. Desta forma, geracdes mais elevadas promovem liberacdo mais
lenta do farmaco. Na comparacéo da liberacéo e toxicidade sistémica entre dendrimero
ligado covalentemente ao farmaco e o composto ativo encapsulado no polimero, o
primeiro mostrou liberagcdo superior e mais lenta (controlada) e, também, menor
toxicidade que o segundo caso. A peguilacdo de dendrimeros promoveu aumento da
solubilidade e melhor perfil de liberacdo (WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID,
2011; YAVUZ, PEHLIVAN, UNLU, 2013).

Peptidodendrimeros sao aqueles que contém peptideos ou aminoacidos na
superficie ou incorporados nas ramificacdes. Estes polimeros desempenham relevante
papel em diversas areas biomédicas e podem permitir a obtencédo de sistemas mais
seguros para o transporte de farmacos, pois sdo mais soluveis, podem ser absorvidos
pelas células e menos toxicos que os analogos poliméricos lineares. Tais compostos
combinam as propriedades de dendrimeros organicos, como multivaléncia, e
caracteristicas de peptideos e proteinas, como catalise e suscetibilidade a degradacao
por proteases (NANJWADE et al., 2009; REYMOND, DARBRE, 2012; YAVUZ,
PEHLIVAN, UNLU, 2013).

O produto farmacéutico mais proximo de chegar ao mercado € a formulacdo
intravaginal VivaGel® (Starpharma), em final de ensaios clinicos. Esta preparacao e
composta por dendrimero microbicida de polilisina de geracao 4 aniénico, sendo que o
préprio dendrimero é o composto com atividade terapéutica. Este produto é indicado
para o tratamento de infeccBes vaginais topicas (McNERNY, LEROUEIL, BAKER, 2010;
WIJAGKANALAN, KAWAKAMI, HASHID, 2011; MIGNANI et al., 2013; KANNAN et al.,
2014; SCHCHARSBIN et al., 2014; LEIRO et al., 2015).
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A respeito das formas de administracdo, estes compostos, como transportadores
de farmacos, estdo em investigacdo para ministracdo pelas vias parenteral
(intravenosa, transdérmica e subcutanea, principalmente), oral, ocular, intranasal,
intravaginal e pulmonar (KAMINSKAS et al., 2012). Algumas pesquisas mostraram que
os dendrimeros podem potencializar a permeabilidade intestinal de farmacos, quando
estes foram administrados com este sistema de transporte (KAMINSKAS, BOYD,
PORTER, 2011; MIGNANI et al., 2013).

De forma geral, a toxicidade dos dendrimeros é determinada pela carga em sua
superficie. Pesquisas analisaram o perfil farmacocinético e toxicolégico de dendrimeros
de PAMAM com superficie catibnica e anidnica. Estas analises apresentaram o0s
resultados para dendrimero de superficies como segue (WIJAGKANALAN, KAWAKAMI,
HASHID, 2011; KESHARWANI et al., 2011; KAMINSKAS, BOYD, PORTER, 2011):

Superficie catibnica — apresentou baixa permeabilidade, rapida depuracéo, baixa
concentracdo plasmatica e grande acumulo no figado, rim, baco, pulmdo e pancreas.
Os dendrimeros catibnicos induziram a perda de integridade da célula, devido a
formacgao de poros. Portanto, estes compostos apresentaram citotoxicidade.

Superficie anidnica — mostrou maior permeabilidade e distribuicdo sanguinea,
menor acumulo em o6rgédos, como o figado. Dendrimeros aniénicos ou neutros foram
menos citotdxicos que os catidnicos e, em ambos 0s casos, a excrecao foi via renal.

Para superar a citotoxicidade induzida por estes polimeros, muitas abordagens
tém sido desenvolvidas com base na supresséo da superficie catidnica por peguilacéo,
acetilacdo e modificagdo com moléculas anidnicas, neutras ou ligantes. A peguilacao
nestes casos reduziu significativamente a citotoxicidade. Além disso, pesquisas
demonstraram que a acetilacdo ou amidacdo de grupos amina da superficie de
dendrimeros de PAMAM promoveu citotoxicidade dez vezes menor, sem perda da
permeabilidade em células Caco-2. Estes resultados suportam a relagéo linear entre a
carga de superficie do dendrimero e a citotoxicidade (WIJAGKANALAN, KAWAKAMI,
HASHID, 2011).

Outras estratégias para reducdo da toxicidade dos dendrimeros envolvem o
desenvolvimento de compostos menos toxicos, com foco central biodegradavel e

unidades de repeticdo que possam ser convertidas em produtos metabdlicos.
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Dendrimeros biodegradaveis estdo sendo desenvolvidos para diminuir a toxicidade,
dentre eles derivados de poliéster, poliéter e triazina. Os dendrimeros de poliésteres
tém se destacado devido a biocompatibilidade e degradabilidade in vitro e in vivo
(SVENSON, 2009; MEDINA, EL-SAYED, 2009; JAIN et al., 2010; SEBESTIK,
NIEDERHAFNER, JEKER, 2011).
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2. OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

Na América Latina, a doenca de Chagas esta entre as quatro principais
endemias, sendo um grande problema de saude publica (ARGOLO et al., 2008). Esta
doenca atinge entre 7-8 milhdes de pessoas e 25 milhdes de individuos estdo expostos
a doenca. Nas areas endémicas, esta enfermidade provoca perdas sociais importantes,
além do grande impacto econémico como: mortalidade, absenteismo, incapacidade
laboral e custos médico-sociais de pacientes cronicos. Entretanto, apenas dois
farmacos (nifurtimox e benznidazol) estdo disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas, sendo o0 benznidazol a Unica opc¢ao terapéutica utilizada no Brasil. Além disso,
estes compostos apresentam muitos problemas, como: elevada toxicidade e baixa
eficacia, principalmente em sua fase crénica. Dentre os principais fatores a serem
desenvolvidos destaca-se 0 planejamento de quimioterapicos eficazes para o
tratamento das fases aguda e cronica da doenca de Chagas (COURA, 2007; DIAS,
2007; WHO, 2016a).

No Brasil e em outros paises do mundo a leishmaniose é um grande problema de
saude publica (SOUZA et al, 2010; AMORA et al, 2009; PAILA, SAHA,
CHATTOPADHYAY, 2010). Como mencionado anteriormente, cerca de 350 milhGes de
pessoas estdo expostas e ha 12 milhdes de pessoas acometidas pela doenca (WHO,
2016b). Mesmo com este panorama alarmante, os investimentos para busca de
farmacos mais seguros e eficientes para o tratamento desta enfermidade sdo escassos.

Diante deste cendrio, € necessario estender os estudos de desenvolvimento de
farmacos para doencas consideradas negligenciadas, como as endemias tropicais,
entre elas a doenca de Chagas e a leishmaniose, com vistas a descoberta de
guimioterapicos mais eficazes que os atualmente disponiveis. Tais doencas, por
afetarem populacbes de paises pobres, sem recursos para a aquisicdo de
medicamentos dessa natureza, ndo despertam interesse por parte do segmento
industrial, nacional e multinacional, o que dificulta a descoberta de novos farmacos.
Embora o panorama esteja, lentamente, se modificando, ainda ha falta de incentivo
econdbmico e compromisso de investimento na pesquisa e desenvolvimento destes

agentes terapéuticos (CHUNG et al., 2008). Considerando-se a caréncia de farmacos
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tripanomicidas e leishmanicidas realmente eficazes e seguros para o tratamento destas
enfermidades € premente a busca por novas alternativas.

Muitos produtos naturais apresentam interessante propriedade antiparasitaria,
como a 3-hidroxiflavona. Em estudo desenvolvido por Tasdemir e colaboradores (2006),
a 3-hidroxiflavona apresentou atividade tripanomicida e leishmanicida in vitro
comparavel a da miltefosina. No entanto, 0s ensaios in vivo em cepas de Leishmania
donovani mostraram nula atividade inibitéria de 3-hidroxiflavona sobre o parasita
comparado com a miltefosina, que apresentou inibicdo de 96,62 +0,88%. Devido ao
contraste dos achados in vitro e in vivo, 0s autores indicaram dois pontos importantes
com relacdo a atividade antiparasitaria in vivo deste agente bioativo: a rapida
biotransformacéo que esse composto pode sofrer na hidroxila disponivel na estrutura do
flavondide, o que acarreta na eliminacdo precoce da 3-hidroxiflavona, e também, a
dificuldade de absor¢cdo deste agente bioativo, que compromete a biodisponibilidade.
Tais fatos evidenciam a necessidade de planejamento de transportadores capazes de
melhorar as propriedades farmacocinéticas e, consequentemente, antiparasitarias in
vivo deste composto promissor. Neste contexto, a latenciacdo pode ser empregada com
0 objetivo de melhorar as caracteristicas indesejaveis deste flavonoide, como a baixa
biodisponibilidade e, também, reduzir a eliminacdo através de sistemas de liberacao
controlada do agente bioativo (CHUNG et al., 2005; SILVA et al., 2005; CHOI-
SLEDESKI, WERMUTH, 2015).

Os dendrimeros sdo macromoléculas que tém atraido grande destaque na area
de nanotecnologia e no transporte de compostos bioativos, devido a versatilidade e a
capacidade inovadora desses derivados nanoscoépicos (YANG, KAO, 2006; JAIN et al.,
2010; MEDINA, EL-SAYED, 2009; LIU, FRECHET, 1999; D’EMANUELE, ATTWOOD,
2005; ASTRUC, BOISSELIER, ORNELAS, 2010). Este fato incentiva o desenvolvimento
de novas estruturas dendriticas. Neste contexto, o foco central e os dendrons séo
regibes de suma importancia, pois permitem o crescimento da malha dendrimérica.
Estas regibes do dendrimero devem ser polifuncionais, para permitir o aumento do
namero de ramificacfes da estrutura dendritica.

Face ao exposto e considerando-se o pedido de patente (FERREIRA,
GIAROLLA, 2009), no qual o farmaco/composto bioativo faz parte da construcdo das
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ramificacOes, através de etapas seguidas de esterificacdo, o presente trabalho teve
como objetivo geral sintetizar pro-farmacos dendriméricos de 3-hidroxiflavona, que
poderiam aprimorar as propriedades farmacocinéticas deste agente bioativo, como por
exemplo, através do sistema de liberacao controlada reduzir a eliminacdo deste agente
promissor.

Os objetivos especificos foram:
1. Sintetizar transportadores dendriméricos inovadores constituidos por:
- dois agentes espacantes, que formardo os dendrons. As ramificacbes foram
planejadas com acido L(-)-malico e acido L-glutamico. Tais espagantes contém grupos
gue permitem reacdo com o foco central e com o composto ativo e, também, o
crescimento de novas geracdes do dendrimero (Figura 20). O acido glutamico é um
aminoacido nao essencial, que participa da dieta e de processos bioquimicos do
organismo humano, e o acido L(-)-malico €, também, constituinte da dieta (MANTELL,
2007). Desta forma, estes compostos poderiam conferir biocompatibilidade celular aos
dendrimeros propostos neste trabalho;
- diferentes nucleos polifuncionais, alguns ja citados na literatura para sintese de
dendrimeros como propanodiamina e butanodiamina (BERG, 1993; HELMS, MEIJER,
2006), hexanodiamina e melamina (LIM, SIMANEK, 2012). Além dos focos centrais
aminicos, tentou-se, também, a sintese de dendrimeros contendo o0 monopentaeritritol e
etilenoglicol, como nucleo (Figura 21) pelos métodos divergente e convergente,
respectivamente;
2. Sintetizar pro-farmacos utilizando os dendrimeros mencionados e 3-hidroxiflavona

como composto bioativo modelo.

(1) O O @ ©O
O OH NH,

Figura 20: Agentes espacantes (1) acido L(-)-malico e (2) acido L-glutamico.
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Figura 21: Focos centrais utilizados no trabalho, estrutura (A) propanodiamina, (B)
butanodiamina, (C) hexanodiamina, (D) melamina, (E) monopentaeritritol e (F)

etilenoglicol.

Desta forma, pretendeu-se sintetizar os seguintes pré-farmacos dendriméricos:
(A) derivados de 3-hidroxiflavona com propanodiamina, butanodiamina ou
hexanodiamina, como focos centrais e com &cido L(-)-malico ou &acido L-

glutdmico, como agentes espacantes (Figura 22);
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Figura 22: Estrutura final dos pré-farmacos dendriméricos de 3-hidroxiflavona, contendo
propano-, butano- e hexano-diamina, como focos centrais. Os dendrons nos modelos
(1) foram planejados com &cido L(-)-malico e, para os modelos (2) as ramificacdes

foram construidas com acido L-glutamico.
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B) derivados de 3-hidroxiflavona com 2,4,6-triamino-1,3,5-triazina ou melamina,
como nucleo e os dendrons constituidos por acido L(-)-malico ou acido L-

glutamico (Figura 23);

L

Grupo responsavel pelo crescimento do dendrimero

Figura 23: Estrutura final dos pré-farmacos dendriméricos de 3-hidroxiflavona, contendo
2,4,6-triamino-1,3,5-triazina, como nucleo. Os dendrons nos modelos (3) foram
planejados com &cido L(-)-malico e, para os modelos (4) as ramificacbes sé&o

constituidas com &cido L-glutamico.
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(C) Esses dendrimeros ndo constavam no projeto original, mas tentou-se a sintese
de derivados de 3-hidroxiflavona com etilenoglicol ou monopentaeritritol, como

focos centrais e com acido L(-)-méalico, como agente espacante (Figura 24);
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Grupo responsavel pelo crescimento do dendrimero

Figura 24: Estrutura final dos pré-farmacos dendriméricos de 3-hidroxiflavona, contendo
monopentaeritritol (5) e etilenoglicol (6), como nucleos. As ramificacdes foram

planejadas com acido L(-)-malico.

No organismo, os pro-farmacos podem ser ativados, obtendo-se liberacéo
controlada, reducdo da toxicidade, aumento da eficacia, bem como o aprimoramento

das caracteristicas fisico-quimicas da 3-hidroxiflavona.

60
Soraya da Silva Santos



Material e

métodos

“Uma experiéncia nunca é um fracasso,
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Material e métodos

3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Reagentes e solventes

= 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC);
= 2,2-dimetoxipropano (DMP);

= 3-hidroxiflavona,;
= 4-dimetilaminopiridina (DMAP);
= acetato de etila;

= acetona;

= acetonitrila (ACN);
= acetonitrila grau HPLC,;
= acido 2,2-bis(hidroximetil)butirico (BisMBA);

= acido 2,2-bis(hidroximetil)propionico (BisMPA);

= acido cloridrico;

= acido L-glutamico;
= acido L(-)-malico;
= acido propanoico;

= acido p-toluenossulfénico;

= acido trifluoracético;

= acido a-ciano-4-hidroxicindmico;
= anidrido succinico;

= bicarbonato de sodio;

= bissulfato de sédio;

= brometo de potassio;

= butanodiamina (BTDA);

= celite;
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= cloreto de oxalila;

= cloreto de sadio;

= cloreto de tionila;

= cloroformato de etila;

= cloroférmio;

= dicicloexilcarbodiimida (DCC);
= diclorometano (DCM);

= dimetilacetal benzaldeido;

= dimetilformamida (DMF);

= dimetilsulféxido (DMSO);

= etanol,

= éter etilico;

= etilenodiamina (ETDA);

= etilenoglicol (ETG);

= galvinoxil radical livre;

= grafite;

= hexano;

= hexanodiamina (HXDA);

= hidroxido de sodio;

= isoniazida;

= melamina ou 2,4,6-triamino-1,3,5-triazina;
= metanol;

= metronidazol;

= monopentaeritritol;

= N’,N-carbonildiimidazol (CDI);

= N’,N-diisopropilcarbodiimida (DCI);
= N-metilmorfolina (NMO);

= Pd/C;

= piridina;
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= propanodiamina (PDA);

= sulfato de sédio anidro;
= tetracloreto de carbono;

= tetraidrofurano (THF);
= trietilamina (TEA);
= trifluoracetato de potassio;

= trifluoracetato de sodio.

3.1.2 Equipamentos
= banho ultrassom Quimis;
cromatografo automatico Isolera Prime, Biotage;
cromatdgrafo para CLAE semi-preparativo Shimadzu;
espectrofotometro FTIR IRAffinity-1 Shimadzu;
espectrofotdometro Thermo Nicolet Avatar Nexus 670 FTIR IRAffinity-1 Shimadzu;

espectrometro de massas MALDI-ToF Bruker Autoflex llI;

L R VY

espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker 300 MHz, modelo
Advanced DPX-300;

U

espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Varian 400 MHz, modelo
Unity Inova 400;
liofilizador Christ, modelo ALPHA 1-2;

U

= rotaevaporador Bichi.
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3.2 METODOS

A Figura 25 apresenta o Esquema geral de sintese.

Sintese do intermediario | (AMP-propanodiamina)
(e}
HZN/\/\NHZ HO o

+ O O
HsC

CHj3

RA

SINTESE DIVERGENTE

Acoplamento ao composto bioativo

O O

2K

Ligagéo do composto bioativo
Sintese do pré-farmaco dendrimérico

Sintese do intermediario 1l (AMP-3-hidroxiflavona)

SINTESE CONVERGENTE

Abertura da lactona do intermediario I

(e}
NN/\/\N
H H
O

Ligagao do foco central
Sintese do pré-farmaco dendrimérico

Figura 25: Esquema para sintese divergente e convergente do pro-farmaco
dendrimérico de 3-hidroxiflavona, contendo propanodiamina (foco central) e acido L-

malico (dendron), por exemplo. A sintese dos demais dendrimeros (com diferentes

focos centrais e, também, com acido glutdmico) segue esquema analogo.
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3.2.1 Sintese

O trabalho contou com a colaboracdo dos doutores Caroline da Costa Silva
Gongalves, Jeanine Giarolla Vargas, Fabricio Vargas, Marcio Henrique Zaim e Marco
Aurélio Graca Arribas e, também, com a colaboracéo dos alunos de iniciacéo cientifica
Ana Luisa Cadore, Heloisa Fernanda Augusto, Renan Augusto Gomes, Esther Leticia
Amorim Ribeiro, Renan Sousa Silva e Stefani Fernanda Silva Figueiredo e do aluno de
poés-graduacdo Joao Vitor da Silva. Parte do trabalho foi realizada no laboratério do
Professor Dr. Scott M. Grayson, na Tulane University, em New Orleans — Estados
Unidos, durante o meu estdgio sanduiche no periodo de janeiro a julho de 2015. Nos
Estados Unidos, o trabalho contou com a colaboracdo do aluno de graduacdo em

Quimica Jorge Luiz Alves.

3.2.1.1 Sintese dos espacantes protegidos (&cido malico e acido glutdmico protegidos)
(GREEN, KIDDLE, THOMPSON, 1995; GIAROLLA, 2007, 2012).
o o] 0 o] o] o]

o ) 0
O OH NH, o) O7LCH3 \N7LCH3
@  HC
3

ONKe
Figura 26: Sintese do espacante protegido, (1) acido malico protegido (AMP) ou (2)

acido glutamico protegido (AGP).

Sob agitacdo e a temperatura ambiente, mantiveram-se 0 agente espacante
(dcido L(-)-mélico ou acido L-glutdmico), acido p-toluenossulfénico e 2,2-
dimetoxipropano nas concentragcdes de 7,5 mmol, 0,158 mmol, 20,33 mmol,
respectivamente. Apds 30 minutos a temperatura ambiente, o material foi separado em
duas fases com agua e diclorometano. Extrairam-se mais duas vezes a fase aquosa
com diclorometano. As fases organicas foram reunidas e secadas sob sulfato de sédio
anidro. O solvente foi removido sob presséao reduzida, a 40 °C, e o composto isolado foi
recristalizado de cloroférmio/tetracloreto de carbono 1:1 (v/v.), obtendo-se o agente

espacante protegido de interesse (Figura 26).
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3.2.1.2 Sintese dos pré-farmacos dendriméricos — método divergente

3.2.1.2.1 Sintese do anidrido do AMP (adaptado de IHRE et al., 2001).
o)

)<O o O7L

Figura 27: Sintese do anidrido do AMP.

AMP (5,74 mmol) foi dissolvido em 7 mL de diclorometano e a esta solucéo
adicionou-se DCC (57 mmol) dissolvido em 3 mL de diclorometano. A reacédo foi
mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente por 26 horas (Figura 27). Ao término, a
mistura reacional foi filtrada sob pressdo reduzida para remocdo dos subprodutos.
Posteriormente, o filtrado foi gotejado em hexano gelado na propor¢cdo 1:9
(diclorometano/hexano) sob agitacdo vigorosa. A suspensao obtida foi armazenada sob
refrigeracdo e filtrada sob pressdo reduzida no dia seguinte, coletando-se p6 branco

amorfo.

3.2.1.2.2 Sintese dos intermediarios | (IA e IE), partindo do anidrido do AMP (foco
central e AMP)

@) O
2 O o .
MetodoA >< LL /U\i ><
%O °© © 07 Método B N/\/\N
* Intermediario 1A
1 Ho,N">""NH,

Figura 28: Sintese do intermediario IA (propanodiamina e agente espacante protegido),
a partir do anidrido do AMP.

= Método A - foco central propanodiamina (adaptado de IHRE et al., 2001)
Sob atmosfera de N,, dissolveram-se PDA e DMAP em solvente adequado,
conforme as descricbes da Tabela I. Em seguida, adicionou-se o anidrido do AMP. A
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reacdo foi mantida sob agitagdo e atmosfera inerte overnight (Figura 28). No dia
seguinte, adicionou-se agua desionizada para promover a hidrélise do anidrido que néo
reagiu e, novamente, manteve-se a reacao sob agitacdo e atmosfera de N,. No terceiro
dia de reacao, o produto foi extraido/purificado, conforme descrito na Tabela I. A fase
organica foi secada com sulfato de sodio anidro e filtrada. O solvente foi removido sob
pressdo reduzida, a 40 °C (Figura 28). Em seguida, o sélido foi redissolvido em
diclorometano e gotejou-se este liquido, sob agitacdo vigorosa, em hexano gelado na
proporcao 1:9 (diclorometano/hexano) para precipitacdo. A suspenséao foi armazenada
sob refrigeracdo. No dia seguinte, o p6 foi filtrado.

Tabela | — Condicdes reacionais, de isolamento e purificacdo realizados no

meétodo A (experimentos Al, A2 e A3)

Experimento Reagentes / mmol ou CondicOes de isolamento
solvente volume e purificacdo
(mL)
Al - anidrido AMP 1,20 Solvente: éter etilico 10 mL
- PDA 0,48
- DMAP 0,05 Condicdo de extragao:
- piridina 3,00 Agua — 15 mL — 3 vezes
- DCM 8,00 NaHSO, 1 M - 15 mL — 3 vezes
- H,O desionizada 10,00 NaHCO; 10% - 15 mL — 3 vezes
A2 - anidrido AMP 5,95 Solvente: DCM 100 mL
- PDA 2,38
- DMAP 0,02 Condicéo de extragéo:
- piridina 6,60 Agua — 60 mL — 3 vezes
- DCM 20,00 NaHSO, 1 M - 60 mL — 3 vezes

- H,O desionizada 6,60 NaHCO; 10% - 60 mL — 3 vezes
NaCl* - 60 mL — 1 vez

A3 - anidrido AMP 6,06 Solvente: DCM 40 mL
- PDA 2,02
- DMAP 0,02 Condic¢éo de extracéao:
- DCM 33,00 NaHSO, 1 M - 40 mL — 2 vezes

- H,O desionizada 5,00 NaHCO; 10% - 40 mL — 2 vezes

* Solugdo saturada, AMP = acido malico protegido, DCM = diclorometano, DMAP = 4-dimetilaminopiridina,
PDA = propanodiamina.
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= Método B — foco central propanodiamina (adaptado de HUANG et al.,

1997; JOHN, YOUN, 1954)
Mantiveram-se sob agitacdo, atmosfera de N, e a 60 °C, solucéo de anidrido do
AMP (2,27 mmol) em 2,5 mL de THF anidro e, posteriormente, adicionou-se
propanodiamina (1 mmol). Apds 2 e 4 horas de reacéo, adicionou-se mais 1,23 mmol de
anidrido. A reacéo foi mantida sob agitagdo em refluxo por 18 h. A mistura foi resfriada
a temperatura ambiente e filtrada. O filtrado foi concentrado sob pressao reduzida,
rediluido em 10 mL de acetato de etila e extraido, subsequentemente, com 10 mL de
HCI 1 M, solucéo saturada de NaHCOg3 e solucéo saturada de cloreto de sodio 2 vezes
cada extracdo. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro e o solvente

removido sob presséo reduzida, novamente.

= Método C - foco central monopentaeritritol (adaptado de IHRE et al., 2001)
0 o}
NSO BB s G Dol o)
— 0 0 0 @)
© o O Método C Q Q
3 o Cof S
HO OH Owo OQO
T Ho OH \r\o Intermediario IE O/‘/

Figura 29: Sintese do intermediario IE (monopentaeritritol e AMP).

. o)

Sob atmosfera inerte, dissolveu-se o monopentaeritritol (0,756 mmol) em 10 mL
de piridina. Posteriormente, adicionou-se DMAP (0,112 mmol), anidrido do AMP (3,78
mmol) e diclorometano (13 mL). A reacdo foi mantida nessas condi¢cbes overnight
(Figura 29). No dia seguinte, adicionaram-se 10 mL de agua desionizada. O conteudo
reacional foi mantido sob agitacdo e atmosfera de N,. Ao término da reacdo,
acrescentaram-se 50 mL de acetato de etila e extraiu-se com 50 mL de agua
desionizada por seis vezes. Em seguida, a fase orgéanica foi lavada, subsequentemente,
trés vezes com solucdo de bissulfato de sodio 1 M e trés vezes com solucéo saturada
de bicarbonato de sodio. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filtrada
e 0 solvente removido sob pressédo reduzida a 40 °C (Figura 29). Para precipitacéo, o
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sélido foi redissolvido em acetona, utilizando-se o ultrassom. Este liquido foi gotejado
sob agitacdo vigorosa em hexano gelado na proporcdo 1:9. Armazenou-se esta
suspensao sob refrigeracdo. No dia seguinte, a suspenséao foi filtrada e lavada com

acetona gelada.

3.2.1.2.3 Sintese do intermediério I, partindo do acido malico protegido (foco central e
AMP) —métodos D, E, F,GeH

Intermediario |

5 O n=21A
HO 1 NH =2 —— NHR; A NAR1 n=31B
O + H2N/\[\/IT 2n=3 n=5IC
O O7LCH3 n=1 ou
HsC n=5
ou RHN.__N__NHR;

Figura 30: Sintese do intermediario IA, IB, IC e ID (foco central e AMP).

= Método D — método do anidrido misto (adaptado de VARGAS, 2007)

Em banho de gelo, mantiveram-se N-metilmorfolina (6,8 mmol) e acido malico
protegido (5,75 mmol) em 40 mL de diclorometano. Agitou-se por 15 minutos,
adicionando-se, entdo, cloroformato de etila (6,8 mmol) em solucdo com 7 mL de
diclorometano. Manteve-se a agitacdo por mais 30 minutos e adicionou-se
propanodiamina (2,87 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo e banho de gelo por
mais uma hora. ApOs este periodo, manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo em
temperatura ambiente por 24 horas. Ao final, o conteudo reacional foi diluido em 50 mL
de diclorometano e lavou-se, subsequentemente, com solu¢do aquosa de hidréxido de
sédio 1 M (duas vezes com 28 mL), solucdo saturada de cloreto de sédio (28 mL),
solucdo aquosa de &cido cloridrico 1 M (duas vezes com 28 mL) e, finalmente, com
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solucdo saturada de cloreto de sodio (28 mL). A fase organica foi secada com sulfato de
sédio anidro, filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida a 40 °C (Figura 30).
A reacdao foi acompanhada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), com

fase mével hexano/acetato de etila 1:1 (v/v).

= Método E — cloreto de acila para amidacdo (adaptado de HOSANGADI,
DAVE, 1996)

Em banho de gelo e sob atmosfera inerte, mantiveram-se, sob agitacdo, o acido
malico protegido e cloreto de acila ou de sulfonila em solvente anidro apropriado, por 30
minutos (Tabela 1l). Aos métodos E3 e E5 neste periodo de ativacdo, adicionou-se,
também, TEA (Tabela Il). Ap6s a ativagdo, juntaram-se o foco central e os demais
reagentes (de acordo com o experimento). O meio reacional foi mantido a temperatura
ambiente e sob agitacdo, conforme as condi¢cdes reacionais descritas na Tabela Il. Ao
término da reacédo, o produto foi extraido e purificado de acordo com as condi¢cBes de
extracdo da Tabela Il. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro e filtrada.
O solvente foi removido sob pressdo reduzida, a 40 °C (Figura 30). A reacdo foi

acompanhada por CCD, com fase movel hexano/acetato de etila 1:1 (v/v).

Tabela Il — Condi¢Bes reacionais, de isolamento e purificacdo no método E
(experimentos E1, E2, E3, E4, E5 e E6)
Experimento Reagentes / mmol ou Tempo de Isolamento e purificacdo
solvente volume reacao (h)
(mL)

El - AMP 5,75 23 Solvente: DCM 70 mL
- SOCl, 5,75
- PDA 2,87 Condicéo de extracao:
- TEA 5 NaCl* — 50 mL — 3 vezes
- DCM 30

E2 - AMP 11,5 23 Solvente: DCM 70 mL
- SOCl, 115 Condicéo de extracéo:
- PDA 23 NaHCO3;* - 100 mL — 2 vezes
- DCM 30 Agua - 100 mL — 2 vezes

* Solucdo saturada, ACN = acetonitrila, AMP = acido malico protegido, DCM = diclorometano, PDA = propanodiamina, TEA =
trietilamina, THF = tetraidrofurano.
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Tabela Il — Condi¢cbes reacionais, de isolamento e purificagdo realizados no
método E (experimentos E1, E2, E3, E4, E5 e E6) (cont.)
Experimento Reagentes / mmol ou Tempo Isolamento e purificagcéo
solvente volume de reacao
(mL) (h)

E3 - AMP 11,50 6 Solvente: DCM 50 mL
- SOCl, 11,50
- PDA 23,00 Condicédo de extracao:
- DCM 50 NaHCOz* - 100 mL — 2 vezes

Agua - 100 mL — 2 vezes

E4 - AMP 22,00 22 Solvente: acetato de etila
- SOCl, 22,00 30 mL
- PDA 5,50 Condicédo de extracao:
-TEA 44,00 NaHCOz* - 100 mL — 2 vezes —
- THF 20 Porcéo aquosa pH 8,00

ES - AMP 2,87 23 Solvente: DCM 10 mL
- cloreto de oxalila 2,87 Condicao de extracéo:
- PDA 1,43 NaHCOgz* - 10 mL — 2 vezes
-TEA 2,87 Agua - 10 mL — 2 vezes
- ACN 2 NaCl* - 10 mL — 2 vezes

E6 - AMP 6,32 7 Solvente: DCM 20 mL
- cloreto de oxalila 6,32 Condicéo de extracéo:
- PDA 3,16 NaHCOgz;* - 30 mL — 2 vezes
- piridina 12,63 HCI 1 M- 30 mL — 2 vezes
- DCM 20 Agua — 30 mL — 2 vezes

NaCl* - 30 mL — 2 vezes
Coluna cromatografica  —
hexano/acetato de etila -

gradiente de concentracdo

* Solugdo saturada, ACN = acetonitrila, AMP = &cido malico protegido, DCM = diclorometano, PDA =
propanodiamina, TEA = trietilamina, THF = tetraidrofurano.

= Meétodos F, G e H — Experimentos com agentes condensantes
Mantiveram-se sob agitacdo em banho de gelo, solvente adequado, acido malico
protegido, agente condensante e a base aceptora de protons para ativacdo conforme

condicOes descritas na Tabela Ill. Ao meio reacional, adicionou-se gota a gota o foco
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central e os demais reagentes (de acordo com o método). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo, de acordo com o tempo reacional discriminado na Tabela Ill. Ao
término da reacédo, o produto foi filtrado e/ou extraido de acordo com as descricbes da
Tabela Ill. A fase orgéanica foi secada com sulfato de sodio anidro e filtrada. O solvente
foi removido sob presséo reduzida, a 40 °C (Figura 30). A reacgao foi acompanhada por

CCD, com fase movel hexano/acetato de etila 1:1.

Tabela Il — Condi¢des reacionais, de isolamento e purificacdo realizados nos
métodos F, Ge H

Método Reagentes/ mmol Tempo de Isolamento e purificacéo Referéncia
solvente ou reacao (h) (Filtrac&o e extracao)
volume
(mL)

F - AMP 5,75 29 Adicdo de solvente: DCM Adaptado de
- CDI 575 (Em atmosfera 50 mL ABOUSSAFY et
- PDA 5,75 inerte) Condicédo de extracao: al., 2010.
- DMAP 0,57 NaHCO;* - 50 mL — 1 vez
-DCM anidro 30 Agua - 50 mL — 1 vez

NaCl* - 50 mL — 1 vez

G - AMP 5,75 22 Filtracao do contetdo Adaptado de
- DCI 5,75 reacional BERTHELOT et
- PDA 5,75 Adicéo de solvente: DCM al., 2006.
- DMAP 0,57 50 mL
-DCM 20 Condicéo de extracao:

Agua - 50 mL — 3 vezes

H - AMP 5,58 26 Solvente: acetato de etila 50 mL Adaptado de
-EDC 22,98 Condicgdo de extracao: HORVATH,
- PDA 2,23 HClI 1 M —-50 mL — 2 vezes DEPRE,
- DMAP 0,56 NaCl* - 50 mL - 1 vez ORMEROD,
-DCM 33,00 NaHCOz* - 50 mL — 2 vezes 2011.

NaCl* - 50 mL — 1 vez

Coluna  cromatografica —
hexano/acetato de etila -
gradiente de concentracao

* Solugdo saturada, AMP = acido malico protegido, CDI = N’,N-carbonildiimidazol, DCI = N’,N-diisopropilcardiimida, DCM =
diclorometano, DMAP = 4-dimetilaminopiridina, EDC = 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida, PDA = propanodiamina.
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= Método utilizando DCC como agente condensante e diferentes focos

centrais

Mantiveram-se em banho de gelo, sob agitacdo e atmosfera inerte, AMP, DCC,

DMAP e diclorometano, conforme descrito na Tabela IVV. Ao meio reacional, adicionou-

se gota a gota o foco central. A reacdo foi mantida em temperatura ambiente sob

atmosfera de N, por 24 horas. Apoés este periodo, o contetdo reacional foi purificado de

acordo com as descri¢des da Tabela IV. Secou-se a fase orgénica com sulfato de sédio

anidro e esta foi filtrada. O solvente foi removido sob pressao reduzida, a 40 °C (Figura

30). Posteriormente, redissolveu-se o conteuddo em diclorometano e gotejou-se este

liguido em hexano gelado, propor¢cdo 1:9 (diclorometano/hexano). A suspensao foi

armazenada sob refrigeracdo. No dia seguinte, o conteudo foi filtrado sob presséo

reduzida.

Tabela IV — Condi¢cdes reacionais, de isolamento e purificacdo realizados nos

métodos |, J, Le M

Método Reagentes / mmol ou Isolamento e purificagéo Referéncia
solvente volume (Filtrac&o e extracéo)
(mL)

I - AMP 5,60 Filtracdo do conteldo reacional Adaptado de
-DCC 5,60 Condicdo de extragao: DELONG et al.,
- PDA 2,00 HCI1 M- 20 mL — 2 vezes 2007.
- DMAP 0,40 NaHCO;* - 10 mL — 2 vezes
- DCM 21,00 NaCl* - 10 mL — 2 vezes

J - AMP 6,00 Filtracdo do conteldo reacional Adaptado de
-DCC 6,00 Condicdo de extracao: DELONG et al.,
- Melamina 1,50 Agua — 20 mL — 3 vezes 2007.
- DMAP 0,60 HCI 1 M- 20 mL — 2 vezes
- DMSO (quente) 5,00 NaHCO;* - 20 mL — 2 vezes
- DCM 25,00 NaCl* - 20 mL — 2 vezes

* Solucgao saturada, AMP = &cido malico protegido, DCC = dicicloexilcarbodiimida, DCM = diclorometano,

DMAP = 4-dimetilaminopiridina, DMSO = dimetilsulféxido, PDA = propanodiamina.
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Tabela IV — Condigbes reacionais, de isolamento e purificagcdo realizados nos

métodos I, J, L e M (cont.)

Método Reagentes / mmol ou Isolamento e purificagcéo Referéncia
solvente volume (Filtracao e extracdo)
(mL)

L - AMP 12,90 Filtracdo do conteddo reacional  Adaptado de
-DCC 10,70 Condicdo de extracao: DELONG et al.,
- BTDA 6,00 HCI 1 M —20 mL — 2 vezes 2007.
- DMAP 0,40 NaHCOz* - 20 mL — 2 vezes
- DCM 5,00 NaCl* - 20 mL — 2 vezes

M - AMP 12,90 Filtracdo do conteddo reacional ~ Adaptado de
-DCC 10,70 Condic¢do de extracao: DELONG et al.,
- HXDA 6,00 HCI 1 M- 20 mL - 2 vezes 2007.
- DMAP 0,40 NaHCOs* - 20 mL — 2 vezes
- DCM 5,00 NaCl* - 20 mL — 2 vezes

* Solucdo saturada, AMP = &cido malico protegido, BTDA = butanodiamina, DCC = dicicloexilcarbodiimida,
DCM = diclorometano, DMAP = 4-dimetilaminopiridina, DMSO = dimetilsulféxido, HXDA = hexanodiamina,
PDA = propanodiamina.

3.2.1.2.4 Sintese do pro-farmaco dendrimérico contendo isoniazida como MODELO, a

partir do intermediario | por amindlise da lactona (adaptado de DECKER, NGUYEN,
LEHMANN, 2004; FOLEY, JAMISON, 2010).

Intermediario ID

Figura 31: Sintese do pré-farmaco dendrimérico contendo isoniazida por amindlise da

lactona.

Manteve-se em acetato de etila, sob agitacdo e a 70 °C o intermediario IC
(2,3 mmol). Posteriormente, adicionaram-se isoniazida (9,2 mmol) e o acido propanoico
(1 eq) (Figura 31). A mistura reacional foi mantida sob essas condi¢cdes durante 24

horas. Ao término da reacéo, o conteudo reacional foi extraido trés vezes com solugéo
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saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi secada com sulfato de sédio e o
solvente removido sob presséo reduzida a 40 °C. Tentou-se a purificacdo em coluna

cromatografica com eluente acetato de etila e metanol, em gradiente de concentragao.

3.2.1.3 Sintese dos pro-farmacos dendriméricos — método convergente

3.2.1.3.1 Sintese do intermediario Il (3-hidroxiflavona e &acido malico protegido)
(adaptado de VARGAS, 2007).

Intermediario Il

O
O o) . .
>< m N-metil morfolina 0
O OH  (loroformato de etilao%/\[(o
)(O o

Figura 32: Sintese do intermediario II.

Em banho de gelo, mantiveram-se sob agitacdo em 110 mL de cloroformio N-
metilmorfolina (5,75 mmol) e &acido malico protegido (5,75 mmol) por 15 minutos.
Posteriormente, adicionou-se cloroformato de etila (5,75 mmol). Manteve-se a agitacao
por mais 30 minutos e adicionou-se a 3-hidroxiflavona (5,75 mmol). A reacao foi
mantida em banho de gelo por mais 1 hora. Apds este periodo, manteve-se 0 meio
reacional sob agitacdo em temperatura ambiente por 24 horas. Ao término da reacao,
lavou-se o conteudo reacional, subsequentemente, com solu¢do aquosa de hidroxido
de sodio 1 M (duas vezes com 40 mL), solugédo saturada de cloreto de sodio (40 mL),
solucdo aquosa de acido cloridrico 1 M (duas vezes com 40 mL) e, novamente, com
solucéo saturada de cloreto de sédio (40 mL). A fase organica foi secada com sulfato de
sodio anidro, filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida a 40 °C (Figura 32).

A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, com fase
movel hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).

O produto final foi purificado em coluna cromatografica, com eluente

hexano/acetato de etila em gradiente de concentracéo, obtendo-se o intermediario II.
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3.2.1.3.2 Desprotecdo do intermediario Il, obtencdo do intermediério Il (adaptado de

MANTELL, 2007).

o]

o Y°
)<O (0]

Intermediario Il

Intermediario 1l

Figura 33: Hidrélise do intermediario Il, obtencao do intermediario .

O intermediario 1l (1 mmol) foi dissolvido em acetonitrila, e posteriormente,

adicionou-se o acido cloridrico 1 M na propor¢cdo de 1:1 (5,33:5,33 mL). O meio

reacional foi mantido sob agitacdo de acordo com as condi¢cdes descritas na Tabela V.

Apés este periodo, o contetdo reacional foi tratado de acordo com a Tabela V. A fase

organica foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o produto concentrado sob

presséo reduzida a 40 °C (Figura 33). A reacao foi acompanhada por cromatografia em

camada delgada, com fase movel hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).

Tabela V — Tempo reacional e condicbes de isolamento e purificacdo para os
experimentos N1, N2A, N2B e N3

Experimento

Tempo de reacao

(h)

Isolamento e purificacao

N1

21

Solvente: acetato de etila 20 mL
Condicdo de extragéo:

Agua — 20 mL — 6 vezes

N2A

Solvente: acetato de etila 20 mL
Condicédo de extragao:

Agua — 20 mL — 6 vezes

N2B

Lavagem exaustiva com etanol

(500 mL)

N3

Solvente: acetato de etila 20 mL
Condicdo de extracao:

Agua — 20 mL - 6 vezes

Soraya da Silva Santos
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3.2.1.3.3 Ligagéo do intermediario 11l ao foco central etilenodiamina (adaptado de IHRE
et al., 2001).

Figura 34: Sintese do pro-farmaco dendrimérico de 3-hidroxiflavona, com

etilenodiamina, como foco central.

Mantiveram-se sob agitacdo em 5 mL de THF, o intermediéario Il (0,42 mmol),
DCC (0,42 mmol), DMAP (0,04 mmol). Apos 30 minutos, adicionou-se etilenodiamina
(0,21 mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo, em temperatura ambiente
por 22 horas. Ao término da reacdo, filtrou-se o contetdo reacional e, ao filtrado,
adicionaram-se 10 mL de diclorometano e lavou-se, subsequentemente, com solugéo
saturada de bicarbonato de sddio (duas vezes de 20 mL) e com solucdo saturada de
cloreto de sodio (duas vezes de 20 mL). A fase organica foi secada com sulfato de
sadio anidro e filtrada. O solvente foi removido sob presséo reduzida, a 40 °C (Figura
34). Acompanhou-se a reacdo por CCD, em fase mdvel hexano/acetato de etila 2:1
(VIv).

3.2.1.3.4 Ligacao do intermediario Il ao foco central etilenoglicol (DEPRE, HORVATH,
ORMEROQOD, 2008).

Figura 35: Sintese do pré-farmaco dendrimérico de 3-hidroxiflavona, com etilenoglicol,

como foco central.
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Em 5 mL de diclorometano, mantiveram-se sob agitacdo o intermediério Il
(0,44 mmol) e EDC (0,48 mmol), em banho de gelo até a dissolucdo (aproximadamente
15 minutos). Em seguida, adicionou-se etilenoglicol (0,22 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo em banho de gelo por 8 horas. Ao término da reacdo,
adicionaram-se 20 mL de acetato de etila e a solugéo foi extraida trés vezes com 30 mL
de agua. A fase organica foi secada com sulfato de sodio anidro e filtrada. O solvente
foi evaporado sob pressao reduzida, a 30 °C (Figura 35). A purificacao foi realizada por
cromatografia em coluna automatizada utilizando o cromatégrafo automatico Isolera
Prime, Biotage, eluente hexano/acetato de etila em gradiente de concentragao.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase mével hexano/ acetato de etila 2:1
(VIV).

3.2.1.4 Sintese de pré-farmacos dendriméricos — outras abordagens

3.2.1.4.1 Sintese do intermediéario IV (acido succinico e propanodiamina) — Método O
(adaptado de HUANG et al., 1997; JOHN, YOUN, 1954)

0]
@)
@) O 'e) e}
V + HzN/\/\NHZ Y\/U\H/\/\Hk/\f

Figura 36: Sintese do intermediario V.

Mantiveram-se sob agitacdo, solucao de anidrido succinico em solvente adequado,
e posteriormente, adicionou-se propanodiamina (Tabela VI). A mistura reacional foi
mantida de acordo com as descri¢cfes da Tabela VI. Ao término da reacéo, o produto foi
isolado conforme as especificagdes da Tabela VI (Figura 36). As reacdes foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada com eluente cloroféormio/metanol
9:1 (VIv).
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Tabela VI — Condi¢cbes reacionais, de isolamento e purificagdo realizados no
método O (experimentos O1, 02, O3, 04 e O5)

Experimento Reagentes / mmol ou  Condic¢des de Isolamento e
solvente volume tempo e Purificacéo
(mL) temperatura

01 - anid. succinico 5 Refluxo - 80 °C  Fitracdo a vacuo do precipitado
- PDA 2 Tempo: 24 h com éter etilico gelado.
- ACN 8

02 - anid. succinico 5 T.A. Extracéo e liofilizacao.
- PDA 2 Tempo: 18 h
- THF 4

03 - anid. succinico 5 T.A Fitracdo do precipitado (ppt)
- PDA 2 Tempo: 18 h com éter etilico gelado.
- THF 8

04 - anid. succinico 5 Refluxo - 60 °C  Filtracdo a vacuo do ppt com
- PDA 2 Tempo: 24 h éter etilico gelado.
- THF 8

05 - anid. succinico 18 Atmosfera N, Filtragcdo a vacuo do ppt com
- PDA 2 Refluxo — 60 °C  acetona gelada.
- THF 20 Tempo: 24 h

*ACN= acetonitrila, PDA = propanodiamina, T.A. = temperatura ambiente, THF = tetraidrofurano.
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3.2.1.4.2 Sintese de pro-farmacos a partir do intermediario 1V

Intermediario IV O O
0 o o (0] (0] o

. A . oA oAy o
N N - o) H H o]

OH OH O o o] ‘

ou

o} 0]
N%NNONN/\/\NMO\/\NKN
—={_ o) H H o) =/

\%

NO,

Figura 37: Sintese dos pro-farmacos sintetizados a partir do intermediario 1V.

= Método P (adaptado de VARGAS, 2007).

Em banho de gelo, adicionou-se o intermediario IV a solucdo de N-metilmorfolina
em solvente adequado, de acordo com as descricdes da Tabela VII. Agitou-se por 15
minutos, acrescentando-se, entdo, cloroformato de etila. Manteve-se a agitagcao por
mais 30 minutos e adicionou-se a solu¢cdo com o composto bioativo (3-hidroxiflavona ou
metronidazol) (Tabela VII). A reacéo foi mantida sob agitacdo e banho de gelo por mais
1 hora. Posteriormente, manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo por 24 horas. Ao
término da reacao, diluiu-se a mistura reacional com solvente adequado (Tabela VII) e
as extracdes estdo descritas na Tabela VII. A fase organica foi secada com sulfato de
sbédio anidro, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida a 40 °C, para
obtencéo dos respectivos pro-farmacos (Figura 37).

As reacgOes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada com as

fases moéveis descritas na Tabela VII.
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Tabela VII — Condi¢gbes reacionais, de isolamento e purificacdo realizados no

método P (experimentos P1, P2 e P3)

Experimento Reagentes / mmol ou Tempo de Isolamento e
solvente volume reacao (h) Purificacéo
(mL)
P1 - intermediario IV 2,81 24 Solvente: cloroférmio 50 mL
- clorof. de etila 6,74 Condicdo de extracéo:
- NMO 6,74 NaOH 1 M - 25 mL — 2 vezes
- 3-hidroxiflavona 6,74 NaCl* - 25 mL — 1 vez
- cloroférmio 56 HCI1 M- 25 mL — 2 vezes
NaCl* - 25 mL — 1 vez
CCD: Fase movel
CHCI3/CH30H 1:9 (v/v)
P2 - intermediario 1V 1 24 Solvente: acet. de etila 50 mL
- clorof. de etila 3 Condicdo de extracao:
- NMO 3 NaOH 1 M - 25 mL — 2 vezes
- metronidazol 3 NaCl* - 25 mL — 1 vez
- DMF 12 HCI1 M- 25 mL - 2 vezes
NaCl* - 25 mL — 1 vez
CCD: Fase movel
CHCI5/CH30H 1:1 (viv)
P3 - intermediario IV 1 22 Solvente: acet. de etila 50 mL
- clorof. de etila 3 Condicdo de extragéo:
- NMO 3 NaCl* - 15 mL — 10 vezes
- metronidazol 3 CCD: Fase movel
- DMF 12 CHCI5/CH30H 1:1 (viv)

* Solugdo saturada, DMF = dimetilformamida, NMO = N-metilmorfolina.
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3.2.1.5 Sintese de pro-farmacos dendriméricos derivados dos acidos 2,2-bis(hidroximetil)propidnico (BisMPA) e 2.2-

bis(hidroximetil)butirico (BisMBA)

— (adaptado de IHRE et al., 2001; GILLIES; FRECHET, 2002) (Figura 38)

COMPOSTO BIOATIVO/FARMACO
FUNCIONALIZADO COM ACIDO SUCCINICO

Intermediario VA

ou

o) . o}
NN NOH
| H
N __~ o

Intermediario VB

ou

L (0]

N7 N/\/O\”/\)J\OH

\—{( g
NO,

Intermediario VC

Esquema de sintese

SINTESE DO TRANSPORTADOR DENDRIMERICO

Acoplamento entre o agente espagante protegido e o nucleo- Intermediario |

Protegéo do agente espagante (BisMPA e BisMBA) Sintese do anidrido
HoN" " NH, o © o 4
0 | |
Ho o o o _— H/\/\”
I H 0 fo] H
H

Desprotegédo do agente espagante Pd/C i H,

HO 0 ? OH
HO n=1 OH
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SINTESE DO PRO-FARMACO DENDRIMERICO (LIGAGAO DO TRANSPORTADOR AO FARMACO)
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Figura 38: Esquema de sintese de pré-farmacos dendriméricos contendo propanodiamina (foco central) e o &cido 2,2-bis(hidroximetil)propi6énico

(BisMPA) ou o acido 2,2-bis(hidroximetil)butirico (BisMBA) (dendron). A sintese dos demais dendrimeros (com diferentes focos centrais) segue

esquema analogo.
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3.2.1.5.1 Protecéo do acido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico

e @G,

Figura 39: Sintese do acido 2,2-bis(oximetil)propidnico protegido (BisMPAP).

Ao acido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico (0,15 mol) adicionaram-se 34 mL de
dimetilacetal benzaldeido e 150 mL de acetona. Em seguida, acrescentou-se o acido p-
toluenossulfénico (7,64 mmol) (Figura 39). A reacdo foi mantida sob agitacdo em
temperatura ambiente por 4 horas. Apés este periodo, o conteddo foi armazenado sob
refrigeracdo. No dia seguinte, filtrou-se a suspensao sob presséo reduzida e os cristais

foram coletados.

3.2.1.5.2 Protecao do acido 2,2-bis(hidroximetil)butirico (adaptado de IHRE et al., 1998;
BEZWADA, 2014; YUAN et al., 2014)

|
HO— 0._O o
oH . — » Ao
HO : OH
0=5=0 H

Figura 40: Sintese do acido 2,2-bis(oximetil)butirico protegido (BisMBAP).

Ao &cido 2,2-bis(hidroximetil)butirico (20 mmol) adicionaram-se 4,53 mL de
dimetilacetal benzaldeido e 20 mL de acetona. Em seguida, acrescentou-se o acido p-
toluenossulfénico (1 mmol) (Figura 40). A reacdo foi mantida sob agitagdo em
temperatura ambiente por 24 horas. Apds este periodo, adicionaram-se 50 mL de
diclorometano e extraiu-se 3 vezes com 30 mL de agua. A fase organica foi secada com
sulfato de sddio anidro e o solvente foi removido sob presséao reduzida a 40 °C. A
reacao foi acompanhada por cromatografia em camada delgada com sistema solvente

hexano/acetato de etila 2:1. Posteriormente, o produto foi redissolvido em
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diclorometano e gotejou-se este liquido em diclorometano/hexano(1:9) gelado para
precipitacdo. A suspensao foi armazenada sob refrigeracdo. No dia seguinte, o p6 foi
filtrado. A reacgéo foi acompanhada por CCD com sistema solvente hexano/acetato de
etila 2:1.

3.2.1.5.3 Sintese do anidrido do BisMPAP e BisMBAP

) oo 6. 0 9 o
DCC o
OH —® H
H Yy o o

n=1 n=1
n=2 n=2

Figura 41: Sintese do anidrido do BisMPAP e BisMBAP.

Em 250 mL de diclorometano dissolveu-se o0 agente espacante protegido
(BisMPAP ou BisMBAP 0,23 mol). Em seguida, adicionou-se DCC (0,11 mol) dissolvido
em 100 mL de diclorometano. Manteve-se a agitacdo em temperatura ambiente
overnight. Apéos este periodo, a mistura reacional foi filtrada. O filtrado foi gotejado em
2000 mL de hexano gelado para precipitacdo do produto. O conteudo foi armazenado
sob refrigeracéo. No dia seguinte, filtrou-se e coletou-se p6 branco amorfo (Figura 41).
As reagbes foram acompanhadas por CCD com sistema solvente hexano/acetato de
etila 2:1.

3.2.1.5.4 Sintese do intermediario BisSMBAP e propanodiamina, partindo do anidrido do
BisMBAP

< ; ;i :> < Z/ O 0] g >
O O O 0]
—»
O . O ]#H/\/\H)F[
H H
H b g H 0] O
"

HoN™ " NH,

Figura 42: Sintese do intermediario BisMBAP e propanodiamina, a partir do anidrido do
BisMBAP.
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Dissolveram-se em 7 mL de diclorometano e acetona o anidrido do BisMBAP (1
mmol) e DMAP (0,02 mmol). Posteriormente, adicionou-se gota a gota a
propanodiamina (0,33 mmol). A mistura reacional foi mantida sob atmosfera inerte a
temperatura ambiente overnight. No dia seguinte, acrescentaram-se 10 mL de agua
desionizada e a reagao, novamente, foi mantida sob atmosfera inerte overnight (Figura
42). No terceiro dia de reacédo, o conteudo reacional foi extraido 2 vezes com 30 mL de
solucdo 1 M de bissulfato de soédio e 2 vezes com 30 mL de solucdo saturada de
bicarbonato de sddio. A fase orgéanica foi secada com sulfato de sddio anidro e filtrada.
O solvente foi removido sob presséo reduzida, a 40 °C. A reacao foi acompanhada por

CCD com sistema solvente hexano/acetato de etila 2:1.

3.2.1.5.5 Sintese do intermediario BisSMPAP e focos centrais, partindo do anidrido do
BisMPAP

Intermediario V

o) o)
O o 3 o) o)
(@) H H H H
o) o)
H o . oH
n=1VA

n=2 VB
HoN N NH, n=4 VC

Figura 43: Sintese do intermediario V.

Dissolveram-se em 7 mL de diclorometano anidrido do BisMPAP (2,75 mmol) e
DMAP (0,05 mmol). Posteriormente, adicionou-se gota a gota o foco central (1,1 mmol
de propano-, butano- ou hexano-diamina) diluido em diclorometano. A mistura reacional
foi mantida sob atmosfera inerte a temperatura ambiente overnight. No dia seguinte,
acrescentaram-se 10 mL de 4gua desionizada e a reacdo, novamente, foi mantida sob
atmosfera inerte overnight (Figura 43). No terceiro dia de reagéo, o conteudo reacional

foi extraido 2 vezes com 30 mL de solucdo 1 M de bissulfato de sédio e 2 vezes com
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30 mL de solucéo saturada de bicarbonato de sédio. A fase organica foi secada com
sulfato de sddio anidro e filtrada. O solvente foi removido sob presséo reduzida, a 40
°C. Em seguida, o solido foi redissolvido em diclorometano e gotejou-se este liquido em
diclorometano/hexano gelado (1:9) para precipitacdo. A suspenséo foi armazenada sob
refrigeracdo. No dia seguinte, o po foi filtrado. As reagBes foram acompanhadas por

CCD com sistema solvente hexano/acetato de etila 2:1.

3.2.1.5.6 Desprote¢do do intermediario BisMPAP e foco central (intermediarios VA e
VB)

O O
4>
Pty ; AV
H b H H o H 2 HO OH
n=1VA
n=2 VB

n=1
n=2

Figura 44: Desprotecdo do intermediario BiSMPAP e foco central (intermediarios VA e
VB).

O intermediario (VA ou VB - 2,20 mmol) foi dissolvido em 55,50 mL de solucdo
1:1 de metanol e diclorometano. Em seguida, adicionaram-se 1,38 g de Pd/C (Figura
44). Acoplou-se bomba de vacuo e reservatério de gas H, ao sistema. Para garantir a
saturacao do sistema com H,, abriu-se a saida de hidrogénio e a bomba de vacuo até a
formacdo de bolhas no sistema, repetindo-se esse processo trés vezes. O meio
reacional foi mantido sob atmosfera de H, overnight. No dia seguinte, filtrou-se a
mistura reacional com celite, lavando-se com solugdo de metanol/diclorometano 1:1.
Posteriormente, o filtrado foi removido sob pressdo reduzida a 40 °C, obtendo-se o

intermediario desprotegido.
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3.2.1.5.7 Funcionalizacao dos agentes bioativos
= Sintese do hemissucinato de 3-hidroxiflavona (adaptado de NAJLAH et al.,
2007; GIAROLLA, 2012).

Figura 45: Funcionalizacdo da 3-hidroxiflavona com acido succinico.

Dissolveram-se o anidrido succinico (2 mmol) e DMAP (0,1 mmol) em 10 mL de
THF. Posteriormente, adicionaram-se 3-hidroxiflavona (1 mmol) e piridina (0,8 mL). A
reacdo foi mantida sob agitacdo e a temperatura ambiente por 24 horas (Figura 45).
Apbs esse periodo, o THF foi removido sob pressao reduzida, o produto foi lavado com
hexano e, novamente, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. A reacao foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada com eluente hexano/acetato de
etila 2:1. Realizou-se a purificacdo do produto por coluna cromatogréfica, utilizando

como sistema solvente hexano e acetato de etila em gradiente de concentracao.

— Sintese do hemissucinato de metronidazol (adaptado de MURA et al.,
2011).

O

NJ\N/\/OH ., O O__o M(o /4
_ . HO TONTYY
o, 7 TN

O,N

Figura 46: Funcionalizacdo do metronidazol com &cido succinico.

Em 14 mL de acetonitrila mantiveram-se, sob agitacdo, metronidazol (2 mmol),
anidrido succinico (2,4 mmol) e DMAP (0,25 mmol) por 57 horas (Figura 46). ApGs este
periodo, o solvente foi concentrado sob pressao reduzida a 50 °C, lavou-se o contetdo

trés vezes com 4,27 mL de agua a 60 °C e filtrou-se.
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Acompanhou-se a reacao por cromatografia em camada delgada com fase movel

cloroférmio/metanol 1:1 (v/v).

= Metronidazol e AMP (adaptado de VARGAS, 2007).

0]
NJ_\N ~_-OH N-metilmorfolina O~ /é
\=( Q )

N
NO, OH cloroformato )<O O ){/
O,N

de etila

Figura 47: Sintese do dendron contendo metronidazol e AMP.

Em banho de gelo, mantiveram-se sob agitacdo em 10 mL de DMF, N-
metilmorfolina (1,5 mmol) e acido malico protegido (1 mmol), por 15 minutos.
Posteriormente, adicionou-se cloroformato de etila (1,5 mmol). Manteve-se a agitacao
por mais 30 minutos e adicionou-se o metronidazol (1,5 mmol) (Figura 47). A reacéo foi
mantida em banho de gelo por mais 1 hora. Apés este periodo, manteve-se 0 meio
reacional sob agitacdo em temperatura ambiente por 24 horas. Ao término da reacéo,
lavou-se o conteudo reacional conforme as descrigcdes da Tabela VIII. A fase organica
foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido sob presséo
reduzida a 40 °C.

A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, com fase

movel cloroférmio/metanol 1:1 (v/v).

89
Soraya da Silva Santos




Material e métodos

Tabela VIl - Condi¢bes de extragcao realizadas para os experimentos Q1 e Q2

Experimento Condicbes de extracdo

Solvente: acetato de etila 20 mL
Q1

Condicdo de extracéo:

NaOH 1 M - 10 mL — 2 vezes

NaCl* - 10 mL — 1 vez

HCI1 M- 10 mL — 2 vezes

NaCl* - 10 mL — 1 vez

Solvente: acetato de etila 20 mL
Q2

Condicéo de extracéo:

NaCl* - 10 mL — 3 vezes

*solugéo saturada

= Sintese da hemissucinamida de isoniazida (adaptado de YEOH et al.,
2013).

o @) H @)
~NH; O |
AN H

N~

Figura 48: Funcionalizacdo da isoniazida com &cido succinico.

Adicionou-se a isoniazida (2 mmol), sob agitacdo, a 10 mL de acetato de etila.
Posteriormente, acrescentou-se gota a gota solucdo de anidrido succinico (1 mmol)
dissolvido em 5 mL de acetato de etila. O meio reacional foi mantido sob agitacdo em
temperatura ambiente por 5 horas. ApoOs este periodo, o precipitado foi coletado e

recristalizado de etanol, obtendo-se o derivado succinoilado (Figura 48).
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3.2.2 Métodos de analise dos compostos obtidos

3.2.2.1 Espectrometria de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear dos compostos obtidos foi realizada em
Espectrémetro Bruker 300 MHz, modelo advanced DPX-300, disponivel na FCF-USP e,
também, no Espectrometro Varian 400 MHz, modelo Unity Inova 400, disponivel no

Departamento de Quimica da Tulane University.

3.2.2.2 Espectrofotometria no Infravermelho (1V)

A espectrofotometria no IV foi realizada no equipamento FTIR IRAffinity-1
Shimadzu da Central Analitica da FCF-USP, com pastilhas de KBr e ATR (Attenuated
Total Reflectance). As andlises no IV foram realizadas, também, no equipamento
Thermo Nicolet Avatar Nexus 670 FTIR do Departamento de Quimica da Tulane

University, com pastilhas de KBr.

3.2.2.3 Espectrometria de massas MALDI-ToF (Matrix Assisted Laser Desorption

lonization Time-of-Flight)

A espectrometria de massas MALDI-ToF foi realizada no espectrometro de
massas Bruker Autoflex Il em modo positivo, disponivel no Departamento de Quimica
da Tulane University. Para aquisicdo dos dados, utilizou-se o software Bruker Daltonics
FlexControl 3.0, empregando-se uma fonte idnica com voltagem de 19,00 kV e segunda
fonte ibnica com voltagem de 16,30 Kv, bem como lente com voltagem 9,10 kV, energia
laser definida para 65% e detector de 1905 kV. A margem de deteccdo definida no
equipamento foi de massa molecular entre 200 e 2000 u.m.a.

Prepararam-se solugdes padrdo em THF:

- Analito - concentracdo de 2 mg/mL;

- Cétions — trifluoracetato de sédio 1 mg/mL ou trifluoracetato de potassio 1 mg/mL;

- Para preparo das amostras é necessario o uso de matriz. Como matrizes utilizaram-se
as solugdes de galvinoxil livre 10 mg/mL, acido a-ciano-4-hidroxicinamico 10 mg/mL ou

grafite.
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A partir das solucdes padréo prepararam-se as amostras a serem aplicadas na
placa do MALDI. Para o preparo da amostra, utilizou-se a propor¢ao 1:1:2, que consiste
em 3 pL de matriz: 3 pL de cation e 6 pL de analito. Em seguida, aplicaram-se nos
pocos da placa do MALDI-ToF 3 pL desta solugcédo 2 vezes. O numero de toques na
placa, para deteccdo da amostra, foi de aproximadamente 2000. Por fim, os dados

foram analisados em software Bruker Daltonics FlexAnalysis 3.0.

3.2.2.4 Andlise Cromatoqréfica

3.2.2.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)
As andlises cromatograficas em camada delgada foram realizadas com

cromatoplacas de silica-gel G-60, marca Merck, com as fases moveis apropriadas.

3.2.2.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com a doutoranda Lorena
Cristine Paes e a aluna de iniciacdo cientifica Giulia Kassab. O método de andlise e a
curva de calibracdo foram determinados pelos estudos de doutorado e iniciacdo
cientifica das colaboradoras acima citadas.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi realizada para determinacdo da
pureza cromatografica em equipamento semipreparativo, marca Shimadzu, disponivel
na Central Analitica do Departamento de Farmécia, FCF-USP.

A solucdo mae foi preparada com 1 mg do intermediario Ill e 10 mL de
acetonitrila grau HPLC. As amostras para inje¢cdo no equipamento foram preparadas
com 400 pL de acetonitrila e 600 pL de solugdo de acido trifluoracético a 1%. O fluxo do
equipamento foi de 1 mL/minuto, tempo de corrida de 30 minutos e o comprimento de
onda em UV A = 240-310 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DOS AGENTES ESPACANTES PROTEGIDOS

O &cido malico e o acido glutdmico sdo importantes para a sintese dos
dendrimeros, pois ndo s6 atuam como espacantes para a obtencdo dos pré-farmacos,
como, também, fazem parte do dendron dos polimeros dendriméricos. Estes acidos
apresentam duas carboxilas, que proporcionam ligacdo ao foco central do dendrimero e
ao composto bioativo. No entanto, os &cidos malico e glutamico apresentam,
respectivamente, hidroxila e amina, que sao importantes para o aumento das geracdes
dos dendrimeros propostos. Neste contexto, para evitar a ocorréncia de reacfes
cruzadas e a obtencédo de diferentes produtos, realizaram-se as reacdes de protecao
dos agentes espacantes. Desta forma, € possivel garantir a seletividade da carboxila
gue reagird com o foco central ou com o composto bioativo (Figura 49). As reacfes de
protecdo tiveram o objetivo de promover a obtencdo da lactona do acido malico e do
acido glutamico (GIAROLLA, 2007; GIAROLLA, 2012; SANTOS, 2012).

4.1.1 Sintese do acido malico protegido

A cromatografia de camada delgada mostrou mancha com Rf de 0,23, valor
diferente do material de partida (acido malico = 0,15 em fase médvel hexano/acetato de
etila 1:1). O Rf de 0,23 mostra a formagéo de produto com carater mais apolar que o
material de partida, o que sugere a obten¢ao do acido malico protegido.

O espectro no IV (Espectro 1) mostrou a obtencdo do &cido malico protegido.
Com relacdo ao acido, observam-se bandas de estiramento de OH e carbonila de &cido
carboxilico em 3269 e 1735 cm™, respectivamente. Neste espectro, é possivel
identificar banda de estiramento em 1767 cm™ referente a lactona, o que caracteriza a
protecdo. Além disso, as bandas de deformacéo em 1386 e 1379 cm™ s&o relativas as
metilas da protecdo, bem como a banda de deformacdo em 1129 cm™, que esti
relacionada a ligacdo C-O-C axial de acetal.

O espectro de RMN 'H (Espectro 2) apresentou singletos em 1,55 e 1,60 ppm,
correspondentes aos hidrogénios Hg e H; das metilas da lactona presente no acido

maélico protegido. No espectro de RMN *3C (Espectro 3) apareceram os sinais em
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111,36 ppm, relativo ao Cs, em 25,81 ppm, referente ao Cg, € em 26,75 ppm, que se
refere ao C; da lactona do acido malico protegido. O produto foi obtido com sucesso e

apresentou aspecto de cristal agulha de cor branca e rendimento em torno de 60%.
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Figura 49: Reacdo de protecédo dos agentes espacantes (acido L-glutamico e acido L(-)-

malico). O mecanismo de reacdo mostra a protecdo do acido malico e a protecdo do
acido glutdmico segue mecanismo analogo (adaptado de CLAYDEN et al., 2008). DMP

= 2,2-dimetoxipropano.
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Espectro 1: Espectro no IV do AMP.

IV (v, KBr, cm™)

3269 (v on livre de acido carboxilico); 1767 (v c-o lactona); 1735 (v c=o acido

carboxilico); 1386 (6 CHsz angular assimétrica); 1379 (6 CHs; angular

assimétrica); 1129 (3 c.o-c axial de acetal).
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Espectro 2: Espectro de RMN *H de acido malico protegido.

RMN *H (CDCls), 300 MHz, &

7,26 (CDClg); 1,55, 1,60 (s, 6H, Hs, H7); 2,81 (dd, 1H, H, J = 17 Hz, J = 6 Hz);
3,00 (dd, 1H, H,, J =17 Hz, J=3 Hz); 4,70 (dd, 1H, H3, J =6 Hz, J = 3 Hz).
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Espectro 3: Espectro de RMN *3C de acido malico protegido.

RMN *3C (CDCls), 75 MHz, &

77,00 (CDCls); 25,81 (C;); 26,75 (Cg); 35,99 (Cp); 70,42 (C3); 111,36 (Cs);
171,83 (Ca); 174,57 (C).
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4.1.2 Sintese do acido glutamico protegido

A principio, a reacéo foi realizada com o mesmo método de protecdo do acido
malico. A placa cromatografica da fase organica ndo apresentou manchas que
indicassem a obtencéo de produto. Além disso, o espectro de RMN *H (Espectro 4) ndo
apresentou 0s sinais relativos as metilas da protecdo na regido de 1,50 ppm.
Adicionalmente, 0 espectro mostrou apenas o0s sinais referentes ao material de partida,
acido glutamico, nas regides de 2,03, 2,50 e 3,60 ppm, relacionados aos hidrogénios
dos carbonos Cs, C, e C4, respectivamente. Outro forte indicio da ndo obtencdo do
produto foi a presenca do sinal em 4,70 ppm, que corresponde aos hidrogénios da
amina livre que deveria ter sido protegida.

Com o intuito de favorecer a protecdo do acido glutamico, algumas adaptacdes
foram realizadas no procedimento. O método de protecdo citado na literatura descreve
a adicdo concomitante de todos 0s reagentes no inicio da rea¢cdo, como acontece com
a bem-sucedida sintese do acido malico protegido. Neste contexto, deixou-se reagir o
acido p-toluenossulfénico e 2,2-dimetoxipropano durante 30 minutos, para favorecer a
formacdo do ion oxonio, intermediario reacional importante que sofre o ataque
nucleofilico do &cido glutdmico para a sintese do derivado protegido (Figura 49). ApGs
este periodo, adicionou-se acido glutamico. Entretanto, o resultado obtido com esta
adaptacdo foi andlogo ao anterior, ou seja, a ndo formacdo do &cido glutamico
protegido.

Ademais, durante os experimentos observaram-se problemas com relacdo a
solubilizacdo do &cido glutamico, devido a formacdo de precipitado branco no meio
reacional. Dessa forma, provavelmente, o acido glutdmico ndo reagiu. Um problema
enfrentado na sintese com o acido glutamico é a sua baixa solubilidade na maioria dos
solventes. Realizaram-se testes de solubilidade a quente e a frio nos seguintes
solventes: acetato de etila, acetona, acetonitrila, agua, cloroférmio, dioxano, metanol e
tetraidrofurano e, em todos estes o acido glutamico foi insolavel. Provavelmente, este

fator influenciou a reatividade deste composto.
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Espectro 4: Espectro de RMN *H (300 MHz, D,0): (A) acido glutdmico - material de
partida; (B) produto obtido da reacdo de protecdo do &cido glutdmico. AG — acido

glutamico; AGP- acido glutamico protegido.

4.2 SINTESE DO ANIDRIDO DO ACIDO MALICO PROTEGIDO

Uma das tentativas realizadas para a sintese dos intermediérios |, que consistem
na ligacdo dos diferentes focos centrais com o AMP, foi a sintese do anidrido do AMP.
Desta forma, utilizou-se o anidrido para reagir com nucleos aminicos, devido ao anidrido
ser mais reativo que o acido carboxilico. Além disso, o grupo do Professor Dr. Scott M.
Grayson tem larga experiéncia na sintese do anidrido do é&cido 2,2-
bis(hidroximetil)propiénico protegido. Deste modo, foi possivel adaptar esta metodologia
amplamente utilizada para a sintese do anidrido do AMP, bem como adquirir essa

experiéncia.
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Aplicaram-se duas metodologias semelhantes, mas com algumas diferengas na
purificacdo desses produtos. De acordo com Gillies & Fréchet (2002), para o processo
de precipitacdo, apos a filtracdo do DCU (dicicloexiluréia — subproduto obtido nas
reacbes que utilizam DCC, como agente condensante — Figura 50), o filtrado é
concentrado sob presséo reduzida e, posteriormente, redissolvido em acetato de etila.
Em seguida, o liquido é gotejado em hexano gelado, na proporcdo 1:9. Seguindo esta

metodologia, obteve-se rendimento de 55% de produto puro.
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Figura 50: Mecanismo de reacao para a sintese do anidrido do acido carboxilico. Esse
mecanismo é referente a sintese do anidrido do AMP, BisMPAP e BisMBAP (adaptado
de D'OCA, 2010 e NEISES, STEGLICH, 1978).
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Outro método utilizado foi o descrito por lhre et al. (2001), que, apés a filtracdo
do DCU, o filtrado, cujo solvente € diclorometano, € gotejado em hexano gelado,
respeitando-se, também, a propor¢cdo 1:9. Com este procedimento, obteve-se
rendimento de 69% e, por esta razdo, este método foi o utilizado para a sintese deste
anidrido.

O espectro no IV (Espectro 5) revelou a obtencdo do anidrido do AMP,
principalmente pela presenca da banda de estiramento de carbonila de anidrido em
1818 cm™, o que caracteriza a funcdo do produto de interesse. Além disso, constatou-
se o desaparecimento da banda de estiramento de OH de &cido carboxilico em 3269
cm™, mostrando que houve a formacdo do anidrido. Em adicdo, é possivel observar
outros sinais relativos a este composto, como a banda de estiramento em 1750 cm™,
referente a lactona da protec¢do, bem como as bandas de deformagcédo em 1392 e 1372
cm™® e em 1136 cm™, relacionadas, respectivamente, as metilas e & ligacdo C-O-C de
acetal.

O espectro de RMN *H (Espectro 6) apresentou sinais relativos ao acido malico
protegido em 1,55-1,59 ppm e 4,68-4,70 ppm, relacionados, respectivamente, as
metilas no grupo protetor do AMP e ao hidrogénio do carbono 3. Os sinais na regido de
2,92 a 3,10 ppm indicam os sinais dos hidrogénios do carbono 2, proximos a funcao
anidrido formada, sinais estes que estao levemente deslocados para campo mais baixo.
Estes, anteriormente, apareciam em 2,80 e 3,01 ppm, o que indica a obtencdo do

anidrido.
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Espectro 5: Espectro no IV do anidrido do AMP.

IV (v, KBr, cm™)

1818 (v c=o0 anidrido); 1750 (v c=o0 lactona); 1392 (6 CHs angular assimétrica);

1372 (6 CHz angular assimétrica); 1136 (d c.o.c axial de acetal).
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Espectro 6: Espectro de RMN *H do anidrido do AMP.

RMN *H (CDCls), 400 MHz, &
1,55, 1,61 (s, 12H, He, H7); 2,92 (dd, 2H, H, J =16 Hz, J = 4 Hz); 3,05 (dd, 2H,
H,, J = 16 Hz, J= 4 Hz); 4,68 (dd, 2H, Hs, J = 8 Hz, J = 4 Hz).

No espectro de RMN *3C (Espectro 7), os sinais em: 25,99-26,85 ppm (Cs € Cy),
70,11 ppm (C3) e 111,87 ppm (Cs), respectivamente, caracterizam o acido malico

protegido. O carbono C, proximo a funcdo anidrido, e a carbonila C,; sofreram
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deslocamentos. Anteriormente, esses carbonos apareciam em 35,99 e em 174,57 ppm,
sendo deslocados para 37,21 e 171,83 ppm, respectivamente. Além disso, o0 espectro
mostrou a carbonila C; deslocada para 164,25 ppm, caracterizando a formacéo do
anidrido do AMP.
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Espectro 7: Espectro de RMN *3C do anidrido do &cido malico protegido.

RMN C (CDCl5), 100 MHz, &

77,00 (CDCly); 25,99 (C;); 26,85 (Cg); 37,31 (C); 70,11 (Ca); 111,87 (Cs):
164,25 (Cy); 171,58 (Ca).
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Outra evidéncia de obtencdo do anidrido do acido mélico protegido é o espectro
de massas MALDI-ToF no modo positivo (Espectro 8), em que é possivel observar o
sinal referente & molécula cationizada com potassio em m/z 369,81 [M+K]*, bem como
os picos em m/z 370,86 e 371,88 [M+K]", relativos aos isétopos Kao € Kai; 0 valor
calculado para Ci4H100K* é 369,06. Portanto, todos esses resultados comprovam a

sintese do anidrido do AMP.
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Espectro 8: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do anidrido do acido malico

protegido. Matriz: Grafite.

4.3 SINTESE DOS PRO-FARMACOS DENDRIMERICOS — METODO DIVERGENTE
Como j& mencionado, os dendrimeros podem ser sintetizados por dois métodos
principais: método convergente e divergente. A técnica convergente consiste na sintese

da ramificacéo para posterior ligacao ao foco central, como se o dendrimero crescesse
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de fora para dentro. Contrariamente, a sintese divergente inicia-se com a sintese a
partir do nucleo e as ramificacdes séo ligadas sucessivamente ao foco central, com o
polimero crescendo de dentro para fora. Neste contexto, o trabalho utilizou tanto a
abordagem divergente quanto a convergente. A sintese convergente permite maior
controle de sintese dos intermediarios obtidos e purificagdo dos mesmos, mas impede a
obtencdo de maiores geracdes dos dendrimeros de interesse. Em contrapartida, o
método divergente permite a obtencdo de maior niumero de geracdes. Por essas

razbes, a sintese foi realizada com a utilizacdo de ambas as abordagens sintéticas.

4.3.1 Sintese dos intermediéarios | (foco central e AMP), a partir do anidrido do
acido malico protegido

Com a sintese do anidrido do AMP, partiu-se para a préxima etapa denominada
dendronizagdo, que consiste na sintese do intermediario I. Com o método de
dendronizagdo  utilizaram-se como focos centrais a propanodiamina e
monopentaeritritol.

A propanodiamina € um dos focos centrais propostos para a sintese dos
dendrimeros deste estudo. O intermediario 1A é composto pela ligacao amidica entre a
propanodiamina e o acido malico protegido. O monopentaeritritol (intermediario 1E) € um
foco central polifuncional e biocompativel, que também, permite a obtencdo dos
dendrimeros. Estes compostos obtidos, posteriormente, sofrerdo a abertura da lactona
(protecao) e a ligacdo com o composto bioativo, 3-hidroxiflavona, através da ligacéao
éster. Desta forma, propbs-se a obtencdo do dendrimero de primeira geracdo de 3-
hidroxiflavona com propanodiamina e monopentaeritritol, como focos centrais, pela
abordagem divergente através do método de dendronizacdo a partir do anidrido do

AMP. O mecanismo da reacao pode ser visualizado na Figura 51.
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Figura 51: Mecanismo de reacdo para a sintese de amidas, a partir de anidridos. O
mecanismo € analogo para a formacao de ésteres (adaptado de ALLINGER et al., 1978;
NEISES, STEGLICH, 1978 e SOLOMONS, FRYHLE, 2001).

4.3.1.1 Método A — experimentos Al, A2 e A3

No experimento Al, a propor¢cdo molar utilizada foi de 1:2,5 do foco central

(propanodiamina) e o anidrido do AMP, respectivamente. Com o intuito de reproduzir o
experimento de acordo com a experiéncia do grupo do Professor Dr. Scott M. Grayson,
utilizou-se éter etilico como solvente para extracdo, que, entretanto, ndo se mostrou
adequado para a purificacdo do produto de interesse. No experimento A2, seguindo o
artigo referéncia (lhre et al., 2001), utilizou-se piridina como solvente da reagao, que
ndo se mostrou um bom solvente para os reagentes. Além disso, este solvente é dificil
de remover e dificulta a purificacdo do composto de interesse. Neste contexto, a
utilizacao de piridina ndo foi adequada para a dendronizacéo.

O experimento A3 consiste na utilizacdo apenas de diclorometano como solvente

para a reacdo e extracdo. O RMN 'H (Espectro 9) mostrou indicios de obtencéo do
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produto desejado, devido a presenca dos sinais em 1,48 e 1,49 ppm, e 1,52 e 1,54
ppm, referentes aos hidrogénios metilicos da lactona do éacido malico protegido.
Entretanto, observa-se duplicacdo dos sinais relativos ao espacante, 0 que mostra
mistura de compostos formada pelo intermediario IA (composto de interesse) e o acido
malico protegido, material de partida. Ainda com relacdo ao espacante, observam-se
sinais entre 2,60 e 2,90 ppm e préximos de 4,60 a 4,82 ppm, que caracterizam H; e Hs
do acido malico, mas, novamente, esses sinais estdo duplicados no espectro.
Adicionalmente, os sinais de H;a da propanodiamina sao visualizados na regido entre
3,16 e 3,22 ppm. Portanto, com o experimento A3 foi possivel sintetizar o intermediério
IA, no entanto, esta metodologia néo foi eficiente para a purificacdo do mesmo.

O espectro de RMN '°C (Espectro 10) é outra evidéncia da sintese do
intermediario 1A impuro. Este espectro mostra os carbonos das metilas da protecdo em
25-26 ppm e, também, C, C3; e Cs do espacante em 36,19-36,78 ppm, em 70,89 e
71,26 ppm e em 111,49 e 111,54 ppm. No entanto, os sinais estdo duplicados,
mostrando a mistura formada pelo produto de interesse e o AMP. A respeito do foco
central, observam-se os carbonos em 38,00 e 28,91 ppm, referentes aos carbonos 1A e
2A da propanodiamina, respectivamente. A maior evidéncia é a presenca dos sinais em
169,73 ppm, em campo mais alto, que caracteriza a funcdo amida formada. A carbonila
da lactona também aparece duplicada nesse espectro, como 0s sinais em 172,74 e
173,00 ppm, revelando mais uma vez ter se obtido mistura. Considerando-se todas
essas evidéncias, o intermediario formado entre a propanodiamina e o acido malico
protegido foi obtido através do experimento A3, ainda que impuro. Outros sinais ainda
sao observados em 14,28, 22,79 e 31,72 ppm, que podem estar relacionados aos

carbonos do hexano, utilizado no processo de precipitacdo do material.
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Espectro 9: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do produto impuro da reacéo entre

propanodiamina e anidrido do &cido malico protegido, obtido com o0 uso do método A3.

AMP — acido malico protegido; PDA-propanodiamina.
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Espectro 10: Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) do produto impuro da reacéo
entre propanodiamina e anidrido do &acido malico protegido, obtido com o uso do

método A3. AMP — acido malico protegido; PDA-propanodiamina.

Na analise por espectrometria de massas no modo positivo (EM-MALDI-ToF-(+))
(Espectro 11), observou-se um pico referente a molécula cationizada com potassio em
m/z 425,70 [M+K]", cujo valor calculado para Ci7H,6N,OgK™ € 425,13. N&o é possivel
observar a presenca do acido malico protegido no MALDI-ToF, porque esta técnica é
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utilizada para compostos com massa molecular acima de 200 u.m.a. e a massa

molecular do AMP é 174 u.m.a.

Produto da reac8o do anidrido do AMP com propanodiamina

\ Formula quimica: Cy;H,KN,O,*
m/z: 425,13
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Espectro 11: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do produto impuro da reacao entre
propanodiamina e anidrido do acido malico protegido, obtido com o uso do método A3.

Matriz: Grafite.

4.3.2.2 Método B

O método B, utilizado para a sintese do intermediério IA, consiste no uso de
temperatura para catalisar a reacdo entre o anidrido do acido malico e a
propanodiamina, para formacao da respectiva amida (Figura 51).

O RMN de 'H (Espectro 12) ndo mostrou a presenca dos sinais relativos a
propanodiamina. Neste espectro, observam-se 0s sinais caracteristicos do acido malico
protegido em 1,56 ppm, relacionados aos hidrogénios das metilas e, também, os sinais
na regido de 3 ppm e em 4,80 ppm, que correspondem aos hidrogénios dos C, e C3 do
AMP, respectivamente. Portanto, este método n&do foi eficiente para a sintese do
intermediério 1A. Os sinais em 2,05 ppm e em 2,91 pm séo referentes aos hidrogénios
do solvente utilizado no preparo da amostra, ou seja, acetona e a impureza agua

presente na acetona, respectivamente.
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Espectro 12: Espectro de RMN *H [400 MHz, (CD3),CO] do produto impuro da reacéo

entre propanodiamina e &cido malico protegido, obtido com o uso do método B. AMP —

acido malico protegido.

4.3.2 Sintese do intermediario IE (nGcleo monopentaeritritol), a partir do anidrido
do AMP
Diante das dificuldades enfrentadas com o uso do método de dendronizacéo

(Figura 51), utilizando o anidrido do acido malico protegido e a propanodiamina, utilizou-
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se 0 monopentaeritritol, como foco central. O monopentaeritritol, como ndcleo em
dendrimeros, € amplamente utilizado no grupo do Professor Dr. Scott M. Grayson. No
método C, utilizou-se a proporcdo molar entre monopentaeritritol e acido malico
protegido de 1:5, respectivamente. O excesso do anidrido foi utilizado com o intuito de
obter o maximo de substituicbes nos quatro grupos hidroxilicos.

O espectro RMN *H (Espectro 13) do produto obtido mostrou evidéncias da
obtencdo do intermediario de interesse. O espectro revela sinais na regido de
1,54-1,57 ppm, que indicam os hidrogénios do grupo metilico do acido malico protegido.
Ainda em relacdo ao espacante, 0 espectro apresenta os hidrogénios em 2,86 e 2,92
ppm e, também, em 4,76-4,79 ppm, que correspondem os hidrogénios de C, e Cas.
Quanto ao foco central, observa-se a presenca dos sinais em 3,27-3,29 ppm, indicando
os hidrogénios 1A do produto tetrassubstituido. No entanto, ainda com relacdo ao
nucleo, observaram-se os sinais em 3,50 e entre 4,08-4,29 ppm, também, relacionados
aos hidrogénios do 1A do monopentaeritritol, sendo que o excesso de sinais nestas

regides sinaliza a obtencéo de produtos com diferentes substituicoes.
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Espectro 13: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDsOD) do produto impuro da reac&o
entre monopentaeritritol e anidrido do acido malico protegido, obtido com o uso do

método C. AMP — acido malico protegido.

Adicionalmente, o espectro de RMN *3C (Espectro 14) reafirma a obtencdo do
intermediario |IE, com diferentes substituicdes. O RMN **C mostrou os sinais dos
carbonos do AMP em 25-26 ppm referente as metilas, em 33-35 ppm, 70 e 111 ppm,
correspondentes aos carbonos 2, 3 e 5 e também, das carbonilas da lactona em
172 ppm. O principal indicio de obtengéo do éster de interesse s&o os sinais em 169,08
e 169,29 ppm, em campo mais alto, que caracteriza a carbonila do éster formado entre
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0 monopentaeritritol e o acido malico protegido. Todos os sinais relativos ao acido

malico mostraram-se duplicados, o que demonstra a presenca de intermediarios com

diferentes substituicdes. Em adi¢c&o, observam-se no espectro os carbonos 1A e 2A do

monopentaeritritol em 62,71 e 63,03 ppm, respectivamente. Portanto, sintetizou-se o

intermediério IE com esta metodologia. No entanto, obteve-se este intermediario com

dieferentes substituicoes.
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Espectro 14: Espectro de RMN *3C (100 MHz, CD3;OD) do produto impuro da reacdo

entre monopentaeritritol e anidrido do &cido malico protegido, obtido com o uso do

método C. AMP — acido malico protegido.
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O espectro de massas MALDI-ToF (+) (Espectro 15), também, mostrou a
obtencdo do intermediario 1E com diferentes substituicdes. Observaram-se no MALDI-
ToF, os sinais relativos a molécula cationizada com soédio em m/z 471,49; 627,16 e
783,24 [M+K]", que, respectivamente, correspondem ao intermediario IE com duas, trés
e quatro substituicdes. Esses compostos apresentam m/z calculado para os respectivos
intermediarios di-, tri- e tetra-substituidos de 471,15; 627,19 e 783,23 [M+K]". Desta
forma, este método é eficiente para a sintese deste intermediario, no entanto, o
experimento necessita de aprimoramento para otimizacdo da sintese deste

intermediério com as 4 substituicbes possiveis.
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Espectro 15: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do produto impuro da reacao entre
monopentaeritritol e anidrido do acido malico protegido, obtido com o uso do método C.
A — intermediario monopentaeritritiol-AMP com duas substituicdes; B — intermediario
monopentaeritritiol-AMP com trés substituicdes; C — intermediario monopentaeritritiol-
AMP com quatro substituicdes; D — sobreposi¢cdo dos espectros do monopentaeritritiol-
AMP com quatro substituicbes (amarelo) e anidrido do AMP (azul). Matriz: Radical
Galvinoxil livre.
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4.3.3 Sintese do intermediério |, partindo do &cido malico protegido (foco central e
AMP) — métodos D, E,F,GeH

4.3.3.1 Método D — método do anidrido misto

Um dos métodos utilizados para obtencdo do intermediério 1A foi a sintese de
anidridos mistos com N-metilmorfolina (como catalisador) e cloroformato de etila, como
condensante.

O método D utilizou a propor¢cdo molar de 1:2 para propanodiamina e acido
malico protegido, respectivamente, devido a possibilidade de ocorrerem duas
substituicbes de acido malico protegido neste foco central. Apdés 18 horas de reacéo,
observou-se na cromatografia em camada delgada a formac&o de mancha com valor de
Rf igual a 0,53, que poderia estar relacionada ao intermediario IA. O espectro de RMN
'H (Espectro 16) apresentou sinais da presenca de acido malico protegido na regido de
1,50 ppm, referentes aos hidrogénios das metilas da lactona, sinais em 2,60 ppm
relacionados aos hidrogénios do C, e multipleto entre 4,42 e 4,46 ppm relativo aos
hidrogénios do Cz, porém auséncia de sinais de propanodiamina.

No mecanismo desta reacédo (Figura 52), ha a formacdo de um intermediario de
sintese, o anidrido misto, que deveria ter sofrido ataque nucleofilico pela
propanodiamina. Entretanto, a substituicdo ndo ocorreu e 0 que se observa no espectro
€ a presenca do anidrido misto que nao reagiu. Os sinais entre 1,00 e 1,29 ppm e
préximos a 3,80 ppm, caracterizam, respectivamente, os hidrogénios de CH;z e de CH,
(ligados ao oxigénio da fungcdo anidrido), que estdo presentes neste intermediario de
sintese. Portanto, estes resultados mostram que o método com o uso de cloroformato
de etila ndo foi eficiente para a sintese do intermediario formado entre propanodiamina
e acido malico protegido. As duas carbonilas apresentam eletrofilicidade analoga e,

portanto, ndo ha a seletividade que o método exige.
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Figura 52: Mecanismo de reacao para a sintese de amidas, a partir de anidridos mistos.

O mecanismo é anélogo para a formacao de ésteres.
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Espectro 16: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da tentativa de obtencdo do
intermediério IA com o método D, que utiliza cloroformato de etila e N-metilmorfolina.

4.3.3.2 Método E — utilizando cloretos de acila

No método E utilizou-se propanodiamina, como foco central, que leva a sintese
do intermediério IA (intermediario IA - experimentos E1 a E6).

Os experimentos E sdo caracterizados pelo uso de cloreto de acila para
obtencdo das amidas de interesse. No experimento E1, utilizou-se a propor¢cdo molar

entre propanodiamina e o acido malico protegido de 1:2, respectivamente, com o intuito
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de obter a substituicdo nos dois grupos aminicos. O mecanismo das reacdes com

cloretos de acila, a partir dos cloretos de tionila e oxalila, é apresentado na Figura 53.

A - Sintese do cloreto de acila a partir do cloreto de tionila
(0]
O /\‘ Q 9 - o (I? )J\ A
N Cl S + 80
R)kOH C|\S/C| > R)J\O cl — R/im S Cl H—C|> R Cl 2
I -
(0]
B - Sintese do cloreto de acila a partir do cloreto de oxalila Cl
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Figura 53: Mecanismo de reacdo para a sintese de amidas, a partir de cloretos de acila.
O mecanismo é analogo para a formacgédo de ésteres (adaptado de ALLINGER et al.,
1978).

Para o método E1, a trietilamina foi adicionada no momento da formacao do
cloreto de 4cido, ou seja, concomitantemente ao acido malico protegido e ao cloreto de
tionila, como aceptor do HCI formado. Além disso, neste experimento, extraiu-se o
conteudo reacional trés vezes com solucdo saturada de cloreto de sédio. Apds a
reacdo, a placa cromatografica do produto bruto mostrou a formacdo de quatro
manchas, duas delas correspondentes aos materiais de partida propanodiamina e acido
malico protegido, que estavam, ainda, muito pronunciadas na CCD com Rf de 0,15 e

0,23, respectivamente. Ademais, as outras duas manchas apresentavam 0s seguintes
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Rf 0,79 e 0,92, indicativos da formagé&o do intermediério IA de interesse, possivelmente
com diferentes substituicdes. Os espectros de RMN *H e *C (ndo apresentados)
mostraram, também, excesso de sinais referentes a impurezas, o que indicou a
dificuldade da purificacdo deste composto. Portanto, esse experimento ndo foi o mais
adequado para a sintese do intermediario IA com cloreto de tionila.

Neste contexto, o experimento E2 foi realizado com a substituicdo do aceptor de
proton (trietilamina) pelo proprio foco central em excesso. Nas primeiras horas de
reacdo, a CCD apresentava a formacdo de mancha mais apolar que os materiais de
partida como Rf equivalente a 0,79, similar a uma das manchas apresentadas na
cromatografia do experimento E1, indicando a obtencéo do intermediério formado entre
a propanodiamina e o acido malico protegido. Entretanto, ap6s 19 horas de reacédo, esta
mancha ndo foi mais observada na placa cromatografica, o que revela que,
provavelmente, houve a degradacdo do composto de interesse nesta condicao
reacional. Devido a este problema, realizou-se o experimento E3, que consiste na
manutencdo das condi¢cdes reacionais do experimento E2 (substituicdo de trietilamina
por propanodiamina em excesso), porém com tempo reacional de 6 horas.

A CCD desta reacdo mostrou a formacdo da mesma mancha apresentada
anteriormente, no experimento E2, com Rf de 0,79. No entanto, apesar dos indicios
observados na cromatografia em camada delgada, o espectro de RMN *H (Espectro 17)
mostrou apenas a mistura fisica dos materiais de partida: hidrogénios das metilas do
acido malico protegido na regido de 1,50 ppm; sinais em 2,80-3,00 e em 4,70 ppm, que
correspondem aos hidrogénios dos carbonos 2 e 3 do espacgante. Os principais indicios
de que o intermediario IA ndo foi obtido sdo os sinais caracteristicos da
propanodiamina, sinal pronunciado em 1,60 ppm relativo aos hidrogénios do carbono
1A, que nao sofreram deslocamento, bem como os hidrogénios do carbono 2A em 1,15
ppm. Portanto, o experimento E3, que utilizou propanodiamina, como foco central e,
também, como aceptor de préton néo foi bem-sucedido para a sintese do intermediario
IA.

Para o experimento E4, a proporcdo molar de acido malico protegido e
propanodiamina foi de 4:1, respectivamente, para promover o maximo de substituicdo

possivel no intermediario IA. Além disso, adicionou-se o dobro de trietilamina para
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garantir que todo o acido cloridrico formado na reacéo fosse neutralizado pelo aceptor
de proton, impedindo a degradacdo do composto sintetizado.

Apoés 22 horas de reagcdo, a cromatografia em camada delgada do composto
obtido revelou mancha com Rf 0,92, que pode estar relacionada a formacédo do
composto de interesse, pois apresenta Rf distinto dos materiais de partida
(propanodiamina e acido malico protegido, respectivamente Rf 0,15 e 0,23).

O espectro RMN *H (Espectro 18) do produto obtido mostrou apenas a presenca
dos sinais do &cido malico protegido. O espectro revelou sinais na regido de 1,50 ppm,
gue indicam os hidrogénios do grupo metilico do &cido malico protegido. Ainda em
relacdo ao espacante, o espectro apresenta os hidrogénios em 2,80 e 3,00 ppm e,
também, em 4,70 ppm, que correspondem os hidrogénios de C, e Cs. O RMN *C
(Espectro 19) mostra os carbonos das metilas da protecdo em 25-26 ppm e, também,
C3, Cs e C4 do espacante regido de 70, 111 e 171 ppm. Além disso, no espectro de
RMN *3C (Espectro 19) observa-se a presenca da carbonila deslocada para campo
mais alto, passando de 174 ppm para 164,02 ppm. O carbono C, que antes aparecia
em 35,99 ppm surge mais desblindado, em 37,15 ppm. Esse resultado mostra que
aconteceu a condensacgéo entre duas moléculas de acido mdlico protegido, o que levou
a sintese do anidrido do AMP. A carbonila em 164 ppm revela a carbonila do anidrido
formado e o C, aparece deslocado por estar proximo da funcdo anidrido. Portanto, o
método com cloreto de tionila ndo foi eficiente para a sintese do intermediario | de

interesse, mas levou a sintese do anidrido do AMP.
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Espectro 17: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacéo

entre propanodiamina e acido malico protegido, obtido com o uso de cloreto de tionila,

experimento E3. AMP — acido malico protegido; PDA-propanodiamina.
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Espectro 18: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl;) do produto impuro da reac&o

entre propanodiamina e acido malico protegido, obtido com o uso de cloreto de tionila,

experimento E4. AMP — acido malico protegido.
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Espectro 19: Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls;) do produto impuro da reacao
entre propanodiamina e acido malico protegido, obtido com o uso de cloreto de tionila,
experimento E4. AMP — acido malico protegido.

No experimento E5, utilizou-se outro cloreto de acila, neste caso o cloreto de

oxalila e trietilamina, em substituicdo ao cloreto de tionila. A propor¢cdo molar foi de 1:2
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para propanodiamina e AMP. A cromatografia em camada delgada do experimento E5
nao mostrou a formacédo de mancha diferente dos materiais de partida, indicio de que o
produto nao foi obtido.

O experimento E6 para a sintese do intermediario IA consistiu no uso de cloreto
de oxalila e piridina em grande excesso, para garantir a neutralizacdo do HCI formado
no meio reacional. Com esta metodologia, a cromatografia em camada delgada
apresentou a presenca de duas manchas com Rf diferentes dos materiais de partida
(0,79 e 0,92), o que indicou a possivel obtencdo do intermediario IA com diferentes
substituicdes. O produto bruto foi purificado em coluna cromatogréfica e as manchas
foram isoladas. No entanto, o espectro de RMN 'H (Espectro 20) ndo mostrou a
presenca dos sinais relativos a propanodiamina. No espectro, observam-se os sinais
caracteristicos do acido malico protegido em 1,54 ppm relacionado aos hidrogénios das
metilas e, também, os sinais na regido de 2,72-2,93 e em 4,60 ppm, que correspondem
aos hidrogénios dos C, e C3; do AMP, respectivamente. Portanto, este método nao foi

eficiente para a sintese e purificacdo do intermediario IA.
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Espectro 20: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto da reacdo entre
propanodiamina e acido mélico protegido, obtido com o uso de cloreto de oxalila,

experimento E6, fracdo isolada na coluna cromatografica. AMP — acido malico
protegido.
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4.3.3.3 Método F, G e H — utilizando agentes condensantes

Diferentes agentes condensantes foram utilizados para a sintese do intermediario

|. Desta forma, realizou-se o0 método F, que consiste no uso de CDI e DMAP, como

agente condensante e catalisador, respectivamente, para a sintese destas amidas

(Figura 54).
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Figura 54: Mecanismo de reacdo para a sintese de amidas, utilizando CDI e DMAP,

como agente condesante e catalisador, respectivamente (adaptado de MONAGLE,

1962; NEISES, STEGLICH, 1978 e CHRISTIE et al., 1993).
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Para os métodos F e G a proporgdo molar utilizada para a sintese do
intermediario 1A foi de 1:1 de acido malico protegido e propanodiamina,
respectivamente. Utilizou-se essa propor¢cdo com o intuito de reproduzir o protocolo
realizado pelos artigos utilizados e, também, obter a substituicdo da propanodiamina,
determinando, assim, as condi¢bes reacionais. Desta forma, com as condi¢des
reacionais estabelecidas, as propor¢cdes molares poderiam ser reajustadas para a
obtencdo do maior numero de substituicdes, 0 que é mais interessante para a sintese
de dendrimeros. No método F, a cromatografia em camada delgada ndo mostrou
mancha diferente dos materiais de partida.

Outra tentativa sintética realizada para obtencao do intermediario 1A foi o uso de
DCl e DMAP, como agente condensante e catalisador, respectivamente, designado
como método G, para formacdo da amida entre o &acido malico protegido e a
propanodiamina.

Apobs 24 horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada ndo apresentou
mancha diferente dos materiais de partida. Em adic&o, o espectro de RMN *H (Espectro
21) da porcdo organica obtida nesta reagcdo mostrou apenas sinais referentes aos
reagentes utilizados. O RMN *H (Espectro 21) ndo apresentou sinais do acido mélico
protegido tampouco da propanodiamina, mas, apenas sinais das metilas do agente
condensante, DCI em 1,01 ppm. Ademais, os sinais em 2,86 ppm caracterizam as
metilas presentes no aceptor de préton, 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e, também, os
sinais entre 6,35 e 8,10 ppm, correspondentes aos hidrogénios do anel piridinico.
Portanto, com estes resultados, conclui-se que o intermediario IA n&do foi obtido por

estes métodos.
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Espectro 21: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da tentativa de obtencdo do

intermediario IA com o método G, que utiliza DCI, como agente condensante.
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Outro método utilizado para a sintese do intermediario IA fez uso de EDC
(agente condensante) e DMAP (catalisador), e este foi denominado como método H. O
EDC promove a formacdo do subproduto EDU (1-(3-diaminopropil)uréia) (Figura 55),
gue é soluvel em agua, o que facilita a purificacdo do intermediario desejado por este
método.

No método H, a proporcdo molar utilizada foi de 1:2,5 do foco central
(propanodiamina) e o espacante AMP, respectivamente. Para purificacdo realizou-se
extracdo com &cido, base e solucdo salina saturada. As placas cromatograficas
mostraram a formagdo de mancha com carater diferente dos materiais de partida, mais
apolar, com Rf de 0,81, provavelmente, relacionada ao composto de interesse

sintetizado.
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Figura 55: Mecanismo de reacdo para a sintese de amidas, utilizando EDC e DMAP,
como agente condesante e catalisador, respectivamente (adaptado de MONAGLE,

1962; NEISES, STEGLICH, 1978 e CHRISTIE et al., 1993).
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O espectro no IV (Espectro 22) € uma evidéncia de obtencdo do intermediario IA.
Neste espectro, observam-se bandas de estiramento relacionadas a carbonila de amida
formada entre o AMP e a propanodiamina em 1645 cm™, bem como outras bandas em
3385 e em 1408 cm™, que caracterizam, respectivamente, as ligacdes NH e C-N de
amida. Além disso, a banda de estiramento em 2603 cm™ caracteriza CH de alquilas.
Com relacdo & lactona observam-se as bandas em 1708 e 1217 cm™ relativas as
ligacdes C=0 e C-O do AMP, respectivamente, bem como em 1105 cm™ observa-se a
banda de deformacé&o axial de acetal.

O espectro de RMN *H (Espectro 23) apresentou indicativos da formagdo do
intermediario 1A, devido a presenca dos sinais em 1,54 e 1,60 ppm, referentes aos
hidrogénios das metilas do &cido malico protegido. Além disso, observaram-se os sinais
entre 2,80 e 3,00 ppm e em 4,70 ppm, que indicam os demais hidrogénios do
espacante, respectivamente, H, e Hs. Com relagao ao foco central, os sinais na regiao
de 3,00 ppm revelam a presenca dos hidrogénios Hj;a da propanodiamina, bem como os
sinais proximos de 1,70 ppm mostram os hidrogénios H,a do foco central. No entanto, o
RMN *H apresentou sinais referentes ao material de partida, AMP. No espectro existem
sinais duplicados correspondentes ao acido malico protegido nas regibes de
2,6-3,00 ppm e 4,70 ppm, provavelmente, relativos ao AMP acoplado a propanodiamina
e ao material de partida. Portanto, nesse espectro temos a mistura do material de
partida e do produto. Neste método, realizou-se o processo de extracdo com o uso de
solucdo de bicarbonato de sddio, como base, para remocdo do AMP que nao reagiu,
mas este procedimento ndo foi suficiente para eliminacdo do material de partida e
purificacdo do produto de interesse. Portanto, o método com EDC, provavelmente,
promoveu a obtencado do intermediario IA, ainda que impuro (Espectro 23).

Tentou-se purificar 0 composto obtido com este método através de coluna
cromatografica com gradiente de concentracdo. O sistema solvente utilizado para a
separacao foi hexano/acetato de etila nas propor¢cbes 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 e 55
(100 mL de cada fase movel). A coluna isolou mancha que na cromatografia em

camada delgada apresentou Rf de 0,81.
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No entanto, o0 RMN *'H da fracdo isolada (espectro ndo mostrado) apresentou
excesso de sinais na regido entre 1 e 2 ppm, e auséncia dos sinais relativos ao
composto de interesse, indicando que, possivelmente, este composto sofreu hidrolise
na coluna. Portanto, esses resultados sugerem que o composto obtido é instavel e foi
degradado durante a realizacdo deste método de purificacdo. Desta forma, o
intermediario IA puro néo foi obtido.
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Espectro 22: Espectro no IV do intermediario IA (AMP e propanodiamina) obtido com o

experimento H.

IV (v, KBr, cm™)

3385 (v nu amida); 3018 (v on &cido carboxilico); 2603 (v cy alquilas); 1708

(v c=o0 éster da lactona); 1645 (v c=o amida); 1408 (v cny amida); 1217 (v co
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lactona); 1105 (bc.o-c axial de acetal).
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Espectro 23: Espectro de RMN *H (400 MHz, CD30) do produto impuro da reacéo
entre propanodiamina e acido malico protegido, obtido com o uso do método H,

utilizando EDC, como agente condensante. AMP — acido malico protegido.

4.3.3.4 Método | — sintese do intermediario IA, utilizando DCC, como agente

condensante
Diante das dificuldades encontradas para obtencdo do intermediario A,

buscaram-se outros métodos de sintese e purificagdo da amida de interesse. Os
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métodos |, J, L e M consistem no uso de DCC e DMAP, como agente condensante e

catalisador, respectivamente. Na sintese com DCC, ha a formac&o do subproduto DCU

(dicicloexiluréia) (Figura 56). Para purificacdo utilizou-se a precipitacdo com mistura de

solventes. No experimento |, o nucleo utilizado foi a propanodiamina e empregou-se a

proporcdo molar entre foco central

respectivamente, com o intuito de obter a substituicdo nos dois grupos aminicos.
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Figura 56: Mecanismo de reacdo para a sintese de amidas, utilizando DCC e DMAP,

como agente condesante e catalisador, respectivamente (adaptado de MONAGLE,

1962; NEISES, STEGLICH, 1978 e CHRISTIE et al., 1993).
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No espectro de RMN *H (Espectro 24) aparecem singletos em 1,60 e 1,62 ppm,
referentes aos hidrogénios dos carbonos 6 e 7 do acido malico protegido. Em adicao,
observam-se os duplos dubletos do CH, do AMP 2,63 e 2,79 ppm, deslocados para
campo mais alto, em relagcdo ao material de partida. Ainda com relacdo ao espacante,
0s sinais em 4,70 ppm séao relativos aos Hz do acido malico protegido. A respeito do
foco central, estdo presentes os multipletos em 1,63-1,68 e em 3,23-3,37 ppm, que
indicam, respectivamente, os hidrogénios dos carbonos 2A e 1A da propanodiamina. No
espectro, ainda é possivel observar a presenca do sinal em 6,42 ppm, relativo ao
hidrogénio da ligagdo amida formada.

Outro indicativo da obtencdo do intermediario IA com esta metodologia é o
espectro de RMN *C (Espectro 25), que mostrou sinais em 25,99 e 27,09 ppm, que
caracterizam os carbonos metilicos da protecdo do acido malico. Os sinais em 36, 71,
111 e 172 ppm, caracterizam os carbonos 2, 3, 5 e 4 do agente espacante,
respectivamente. Adicionalmente, o sinal em 168,86 ppm mostrou a carbonila de amida
formada, deslocada para campo mais alto em relacéo a carbonila de 4cido do AMP. Os
sinais relativos aos carbonos 1A e 2A da propanodiamina apareceram em 29,49 ppm e
em 38,39 ppm.
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Espectro 24: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do intermediario 1A (AMP-
propanodiamina), obtido com o uso do método I, utilizando DCC, como agente

condensante.

RMN *H (CDCls), 400 MHz, &
7,24 (CDClg); 1,54, 1,60 (s, 12H, He, Hy); 1,60-1,68 (M, 2H, Hoa); 2,62 (dd, 2H,
Hz,J = 8 Hz, J = 4 Hz); 2,74 (dd, 2H, Ha, J = 8 Hz, J=4 Hz); 3,23-3,37 (m, 4H,
Hia); 4,75 (dd, 2H, Hz, J = 8 Hz, J = 4 Hz).
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Espectro 25: Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) do intermediario 1A (AMP-
propanodiamina), obtido com o uso do método |, utilizando DCC, como agente

condensante.

RMN *3C (CDCls), 100 MHz, &

77,00 (CDCly); 25,99 (C-); 27,09 (Ce): 29,49 (Cpn); 36,52 (Cy): 38,39 (Cin);
71,30 (Cs); 111,37 (Cs); 168,86 (C,); 172,94 (Cy).
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Em adicdo, o espectro no IV (Espectro 26) mostrou a obtengdo do intermediario
IA. Observam-se no espectro as bandas de estiramento de NH e CH, alifatico em 3323
e 2926-2848 cm™, respectivamente. Neste espectro, é possivel identificar as bandas de

estiramento em 1780 e 1687 cm™ referentes a lactona da protecéo e a funcdo amida

formada.
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Espectro 26: Espectro no IV do intermediario IA (AMP e propanodiamina) obtido com o

experimento |.

IV (v, ATR, cm™)

3323 (v nu associado de amida); 2926 (v CH, alifatico); 2848 (v CH alifatico);
1780 (v c=0 lactona); 1687 (v c=0 amida); 1566 (ony angular); 1413 (6 CH,

adjacente a carbonila); 1228 (d¢c.o angular de éster).
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Na espectrometria de massas no modo positivo (EM-MALDI-ToF-(+)) (Espectro
27) observou-se a presenca dos picos relativos ao intermediario 1A cationizado com
potassio em m/z 425,85 [M+K]", sendo que o valor calculado para Ci7HzsN,OgK™ é
425,13. Também foram observados sinais referentes ao padrdo isotopico M+1 e M+2
com m/z 426,83 e 427,89, respectivamente. Portanto, estes resultados mostram que o
intermediario IA puro foi obtido com sucesso por esta metodologia. Esse produto sera
utilizado para as proximas etapas de sintese do dendrimero com propanodiamina. O

proximo passo é o acoplamento deste intermediério ao composto bioativo.

| AMP-pDA

Ireens

Padrdo Grafite + K’

415 420 S T w0 4% W 410 ) 0 40 %0 %0 awn

Espectro 27: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do intermediario IA (AMP-
propanodiamina), obtido com o uso do método |, utilizando DCC, como agente
condensante. A — intermediario IA (em azul) e padrédo (trifluoracetato de potassio e
matriz grafite — em vermelho); B - sobreposicdo dos espectros do intermediario IA (em

azul) padréo (trifluoracetato de potéassio e matriz grafite — em vermelho).

4.3.3.5 Métodos J, L e M — sintese dos intermediarios IB, IC e ID, utilizando DCC, como

agente condensante

Com os bons resultados obtidos na sintese do intermediario 1A, em que se
utiizou DCC/DMAP para a sintese e purificacdo por precipitacdo, este método foi
aplicado para a sintese dos demais intermediarios IB, IC e ID, que correspondem ao

AMP acoplado, respectivamente, a butano-, hexano-diamina e melamina.
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Os métodos J e L utilizaram como focos centrais, butanodiamina e melamina,
respectivamente. Em ambos os métodos, esses focos centrais apresentaram problemas
durante o0 experimento, 0s quais, provavelmente, prejudicaram a sintese dos
respectivos intermediarios de interesse. No método J, a melamina € insolavel na
maioria dos solventes. Durante o experimento, houve dificuldade na solubilizacdo deste
nacleo. Assim, provavelmente, a melamina ndo reagiu. Realizaram-se testes de
solubilidade a quente e a frio nos seguintes solventes: acetato de etila, acetona,
acetonitrila, agua, metanol, trietilamina, dimetilsulféxido, dimetilformamida, piridina e
tetraidrofurano e, em todos estes, a melamina foi insoluvel. Provavelmente, este fator
influenciou a reatividade deste foco central. O meétodo L consiste no uso de
butanodiamina, como nucleo. Este composto mostrou-se altamente higroscopico,
gerando problemas na sua pesagem, o que, possivelmente, prejudicou a obtencéo do
intermediério IB. Desta forma, com os métodos J e L ndo se obtiveram os respectivos
intermediérios ID e IB.

Em contrapartida aos resultados obtidos com os métodos J e L, 0 método M em
gue foi utilizado hexanodiamina, como foco central, bem como DCC/DMAP, como
agente de acoplamento e catalisador, respectivamente, foi bem-sucedido na sintese do
intermediario IC. O RMN *H (Espectro 28) mostrou os singletos em 1,54 e 1,60 ppm,
referentes aos hidrogénios dos carbonos 6 e 7 do acido malico protegido. Em adicédo,
observam-se os duplos dubletos em 2,56-2,80 ppm, relativos aos hidrogénios do
carbono 2 e os sinais proximos de 4,70 ppm referentes aos hidrogénios do carbono 3
do acido malico protegido. Os sinais que correspondem aos hidrogénios 3A e 2A do
foco central sdo observados em 1,31-1,34 ppm e entre 1,48-1,52 ppm. Ainda com
relacdo a hexanodiamina, observa-se a presenca dos hidrogénios 1A em 3,20-3,30
ppm, bem como o sinal em 5,89 ppm relativo ao hidrogénio da funcdo amida formada.

O espectro de RMN 3C (Espectro 29) mostrou sinais em 25,81 e 25,96 ppm, que
caracterizam carbonos metilicos da protecdo do &cido malico. Os sinais em 38,45 ppm
e em 71,35 e 111,31 ppm caracterizam os carbonos 2, 3 e 5 do agente espacante,
respectivamente. Adicionalmente, os sinais em 168,34 e 172,98 ppm indicam as
carbonilas da amida formada e da lactona do AMP. Os sinais relativos aos carbonos 1A,

2A e 3A da hexanodiamina apareceram em 39,21; 29,35 e 27,11 ppm. Portanto, estes
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resultados mostram que o método M foi eficiente para a sintese do intermediario IC
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Espectro 28: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls;) do intermediario IC (AMP-
hexanodiamina), obtido com o uso do método M, utilizando DCC, como agente

condensante.

RMN *H (CDCl3), 400 MHz, &
7,24 (CDCls); 1,31-1,34 (m, 4H, Hsp); 1,48-1,52 (m, 4H, Haa) 1,54, 1,60 (s, 12H,
He, H7); 2,60 (dd, 2H, H,, J = 16 Hz, J = 8 Hz); 2,76 (dd, 2H, Hy, J = 16 Hz, J=4
Hz); 3,21-3,30 (M, 4H, Hya); 4,77 (dd, 2H, Hs, J = 7 Hz, J = 4 Hz).
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Espectro 29: Espectro de RMN ~C (100 MHz, CDCls) do intermediario IC (AMP-
hexanodiamina), obtido com o uso do método M, utilizando DCC, como agente

condensante.

RMN **C (CDCls), 100 MHz, &

77,00 (CDC|3), 25,81 (C7), 25,96 (Ce), 27,11 (C3/_\), 29,35 (CzA), 38,45 (Cz),
39,21 (C1a): 71,35 (Cs); 111,31 (Cs): 168,34 (Cy); 172,98 (Ca).

O espectro no IV (Espectro 30) revelou a obtencdo do intermediario IC,

principalmente pela presenca da banda de estiramento de carbonila de amida em
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1637 cm™, o que caracteriza a funcdo do produto de interesse. Além disso, constatou-
se a banda de estiramento de NH de amida em 3294 cm™, de CH, alifatico em 2916 e

2848, bem como a banda da carbonila da lactona em 1716 cm™.
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Espectro 30: Espectro no IV do intermediario IC (AMP e hexanodiamina) obtido com o

experimento M.

IV (v, ATR, cm™)

3294 (v ny associado de amida); 2916 (v CH, alifatico); 2848 (v CH alifatico);
1716 (v c=o0 lactona); 1637 (v c=o amida); 1560 (dny angular); 1284 (3c.o angular

de éster); 1253 (6c.n angular alifatico); 1184 (5c.o.c axial de acetal).
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Adicionalmente, no espectro de massas MALDI-ToF (+) (Espectro 31) observou-
se a presenca dos picos relacionados ao intermediario IC cationizado com potassio em
m/z 467,47 [M+K]", os sinais referentes ao padréo isotopico M+1 e M+2 apareceram em
m/z 428,54 e 469,55, respectivamente. O valor tedrico para 0 composto de interesse
somado ao K* é m/z igual a 467,18. Deste modo, conclui-se que o pico observado é

referente ao intermediario IC.

E AMP-HXDA_Método G em Grafite+k® | _
H : =x103
i 51 o &

3 Férmula quimica: CooHs, KN, Og* 31 K 2 7/\
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mfz:467,18
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Espectro 31: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do intermediario IC (AMP-
hexanodiamina), obtido com o uso do método M, utilizando DCC, como agente
condensante. A — intermediario IC (em roxo) e padréo (trifluoracetato de potassio e
matriz grafite — em vinho); B - sobreposi¢édo dos espectros do intermediario IA (em roxo)

padréo (trifluoracetato de potassio e matriz grafite — em vinho).

4.3.4 Sintese do pro-farmaco dendrimérico contendo isoniazida como MODELO,
a partir do intermediério | por aminélise da lactona
Com a sintese dos intermediarios IA e IC puros, partiu-se para a etapa de
acoplamento do composto bioativo ao intermediario I. Optou-se por esta abordagem,
utilizando como modelo a isoniazida, pois os derivados desprotegidos do acido malico
com 3-hidroxiflavona mostraram-se instaveis. Neste contexto, para evitar a sintese de
intermediérios desprotegidos instaveis utilizou-se a amindlise, em que ocorre 0
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acoplamento entre a lactona e o nucledfilo aminico (Figura 57). Portanto, ndo houve a

desprotecao da lactona para a tentativa de sintese do pré-farmaco dendrimérico.

R

[e) o) 0] O 0 O) o
OM”/\/\MKIO - RI>< — I+>< -

|NH,

Figura 57: Mecanismo de reacdo por aminodlise, utilizando o intermediario 1A e
isoniazida (adaptado de FOLEY, JAMISON, 2010).

Vale mencionar que se utilizou como modelo a isoniazida, que € um farmaco que
apresenta em sua estrutura nucledfilo NH, Dessa forma, tentou-se adaptar o
procedimento descrito na referéncia que utiliza grupo NH, como nucledfilo. Além disso,
apesar de nao estar no projeto inicial, a isoniazida é um dos farmacos mais eficientes
contra tuberculose (TB), utilizado como farmaco de primeira escolha no esquema
terapéutico, na terapia padrdo em criangas, no tratamento de infec¢des latentes em
monoterapia e como terapia preventiva, com o intuito de reduzir a forma ativa da
doenca. Estudos mostraram que a isoniazida reduz a reativacdo da TB em pacientes
infectados com HIV. No entanto, a terapia por longos periodos reduz a aceitacdo e
adesdo do paciente ao tratamento e o uso inadequado € fator critico, que leva ao
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surgimento de cepas resistentes a este farmaco. Com a sintese de pro-farmacos
dendriméricos de isoniazida pode-se ter a liberacdo controlada desse farmaco, o que
posteriormente, podera proporcionar a reducdo do numero de doses a serem
administradas. Cabe destacar que um dos grandes problemas relacionados ao
tratamento da TB esta na falta de adeséo do paciente a terapia medicamentosa (YUEN
et al., 2013; GENISSON et al., 2013; ADAMS et al., 2014; BOCCHINO, MATARESE,
SANDUZZI, 2014; MAKANJUOLA, TADDESE, BOOTH, 2014; NOURBAKHSH, STUVE,
2014; AYELE et al., 2015; GETAHUN et al., 2015; HARRIES et al., 2015; YUEN et al.,
2015).

Realizaram-se tentativas de acoplamento do intermediario IC (AMP-HXDA) e a
isoniazida. A cromatografia em camada delgada revelou que o intermediario IC (Rf=
0,75) foi totalmente consumido. Além disso, observou-se mancha diferente dos
materiais de partida (isoniazida Rf= 0,30) com valor de Rf igual a 0,10. Além disso, o
carater mais polar dessa mancha é outro indicativo da obtencdo do produto de
interesse.

O RMN *3C (Espectro 32) apresentou excesso de sinais, 0 que mostra que
apesar da CCD apresentar apenas uma mancha, ha a presenca de impurezas no
produto desta reacdo. Observam-se no espectro, ainda, sinais relativos ao material de
partida, o intermediario IC, como os carbonos relativos a lactona do acido malico
protegido, que nao sofreu a desprotecdo, em 25,01 e 25,72 ppm, referentes as metilas
da protecdo, bem como o sinal em 110,11 ppm do carbono 5 da lactona. Observam-se
sinais duplicados dos carbonos C, e C3 do acido malico em 36 ppm e 70-68 ppm, o0 que
mostra que ha tanto o intermediario IC como o produto de interesse. E possivel
constatar os sinais do foco central devido a presenca dos sinais, também duplicados,
em 26, 28-29 ppm e 36-37 ppm, que correspondem, respectivamente aos carbonos 3A-
3B, 2A-2B e 1A-1B, do intermediério IC e do pré-farmaco dendrimérico de isoniazida.
Com relacdo ao farmaco observam-se os sinais 163, 121 e 150 ppm, que s&o relativos
a carbonila 5C e os carbonos aromaticos 7C e 8C. O espectro apresenta cinco grupos
carbonilicos, dois deles referentes a C; e C4 do intermediario IC em 167,47 e 172,61
ppm. Com relacdo ao produto, existem as carbonilas em 171, 169 e 163 ppm,

relacionados aos carbonos 1C, 4C e 6C. Portanto, com esse método obteve-se o
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produto de interesse ainda que impuro. Tentou-se a purificacdo desse composto por
coluna cromatogréfica (acetato de etila e metanol em gradiente de concentracdo), no
entanto, 0 composto mostrou-se muito polar, apresentando grande interacdo com a
silica, ndo sendo possivel recuperar o material de interesse. Desta forma, necessita-se

aprimorar a purificacéo desse produto.
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pro-farmaco dendrimérico de isoniazida
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Espectro 32: Espectro de RMN *C (75 MHz, DMSO-4) do produto impuro da reac&o

do intermediario IC (AMP-hexanodiamina) e isoniazida.
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4.4 SINTESE DOS PRO-FARMACOS DENDRIMERICOS — METODO CONVERGENTE

O meétodo convergente inicia-se com a sintese das ramificagdes, para posterior
ligagcdo ao nucleo. O intermediario Il € composto pela formacdo do éster entre 3-
hidroxiflavona e o acido malico protegido. Em seguida, este intermediario sofrera a
desprotecao da lactona do AMP, levando a formacao do intermediario Il (ramificacéo),
gue, posteriormente, serd ligado ao foco central para a obtencdo dos respectivos

dendrimeros.

4.4.1 Sintese do intermediario Il

A cromatografia de camada delgada do intermediario Il mostrou duas manchas
com Rf iguais a 0,61 e 0,76. Estes valores foram diferentes dos observados para os
materiais de partida 3-hidroxiflavona, 0,81 e acido mélico protegido, 0,23, o que é
indicativo de que o intermediario Il desejado foi obtido. Este produto foi purificado em
coluna cromatografica, utilizando eluente hexano/acetato de etila com gradiente de
concentracdo dos solventes, como descrito anteriormente.

O espectro de RMN 'H (Espectro 33) apresentou sinais em 1,55 e 1,59 ppm,
relacionados as metilas da lactona presente na protecdo do acido malico protegido. Os
sinais préximos de 3,25 e em 4,80 ppm, relativos aos hidrogénios dos carbonos 2 e 3
do agente espacante, e 0s sinais na regidao de 7-8 ppm se referem aos hidrogénios
caracteristicos dos anéis aromaticos da 3-hidroxiflavona. Esses sinais indicam que o
intermediério Il foi obtido.

Além disso, observaram-se no espectro de RMN 3C (Espectro 34) sinais
relacionados ao intermediario Il, como em 25,82 e 26,78 ppm, correspondentes as
metilas do acido malico protegido. Ainda em relacdo ao espacante, os sinais em 36,24
ppm (C,), em 70,55 ppm (C3) e em 111,39 ppm (Cs) o caracterizam. Em adig&o, existem
sinais na regiao entre 118-155 ppm, que indicam a 3-hidroxiflavona. Ademais, no
espectro de RMN **C observam-se sinais em 171 ppm, relativos a funcado éster formada
entre o alcool da 3-hidroxiflavona e o acido carboxilico do acido malico protegido e que,

também, correspondem a carbonila da lactona do AMP.
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O espectro no IV (Espectro 35) € mais uma evidéncia de obtencdo do
intermediario 1l. Neste espectro, observam-se bandas de estiramento relacionadas a
3-hidroxiflavona em 3070, 1653 e 1566 cm™ referentes, respectivamente, a CH
aromatico, carbonila e dupla ligagdo conjugada da 3-hidroxiflavona, bandas que
caracterizam a presenca deste composto bioativo. Também, observam-se bandas fortes
de estiramento de CH alifatico em 2938 e 2989 cm™, relativas as metilas da lactona. Em
adicdo, sdo evidentes as bandas em 1787 e 1762 cm™, relacionadas & presenca de
carbonila de lactona e da funcéo éster formada, respectivamente.

O mecanismo de reacao utilizado para a sintese do intermediario Il, a partir de
anidridos mistos, é apresentado na Figura 52. O produto final foi obtido com 60% de

rendimento e € um solido amorfo amarelo claro, soltvel em cloroférmio e diclorometano.
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Espectro 33: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do intermediario 1.

RMN *H (CDCIs), 300 MHz, &
7,39 (CDCly); 1,55, 1,59 (s, 6H, He, H7); 3,03 (dd, 1H, Hp J = 17 Hz, J = 6 Hz);
3,25 (dd, 1H, H,, J = 17 Hz, J=3 Hz); 4,84 (dd, 1H, H3, J = 6 Hz, J = 3 Hz);
7,41-8,25 (M, Hi1 — Hy).
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carbonos dos anéis aromaticos
da 3-hidroxiflavona

(1)

Espectro 34: Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCl3) do intermediério II.

RMN *3C (CDCls), 75 MHz, &
77,00 (CDCly); 25,82 (C;); 26,78 (Ce); 36,24 (C>); 70,55 (C3); 111,39 (Cs); 118,14
(C14); 123,56 (C1); 125,29 (C12); 126,10 (C11); 126,89 (Cis); 128,35 (Cuo); 128,74
(C22); 129,71 (Co); 131,40 (Cs1); 133,48 (Cy17); 134,07 (Cg); 155,62 (Cis); 156,47
(C16); 166,79 (Co); 171,61 (C4); 171,71 (Cy).
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Espectro 35: Espectro no IV do intermediario Il (3-hidroxiflavona e AMP).

IV (v, KBr, cm™)

3070 (v CH aromaticos); 2989 e 2938 (v CHjs lactona); 1787 (v c-o lactona);
1762 (v c=0 éster); 1653 (v c=o flavona); 1610 e 1566 (5 c=c aromaticos); 1468 (5

CH; angular assimétrica); 1215 (v c.o éster); 777 (6 CH, angular assimétrica).
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4.4.2 Desprotecédo do intermediario I, obtencado do intermediario Il

Com a obtencao do intermediario Il, partiu-se para a etapa seguinte, a sintese do
intermediario 1ll. Esta etapa consiste na desprotecdo dos grupos alcool e acido
carboxilico do &cido L(-)-malico protegido, para posterior ligacdo aos respectivos focos

centrais. O mecanismo de reacao pode ser observado na Figura 58.
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Figura 58: Mecanismo de reacdo da hidrolise da lactona do intermediario Il (adaptado
de BOMBARELLI, CALLE, CASADO, 2013).

Esta reagdo de hidrolise é muito sensivel, ou seja, variagbes de tempo e nas
condicBes de tratamento da reagdo promovem a hidrdélise ndo apenas da lactona, mas,

também, da ligacdo éster formada entre o acido malico protegido e a 3-hidroxiflavona.
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Diante desse problema, algumas condi¢des reacionais foram testadas para hidrolise da
protecdo sem a hidrdlise da funcdo éster obtida e, para isso, realizaram-se algumas
adaptacdes da patente de MANTELL (2007).

Com relacdo ao isolamento e a purificagdo do produto obtido, as condicdes
testadas para remocao do acido do meio reacional foram: lavagens exaustivas com
etanol e posterior remocdo do solvente sob pressdo reduzida sucessivas vezes;
extragcbes com agua e acetato de etila seis vezes para obtencao do intermediario Ill.
Estes testes foram realizados nos experimentos N2A e N2B. A melhor condi¢do para a
remocdo da agua e do acido cloridrico presentes no meio reacional, que se nao
devidamente removidos continuam provocando a hidrélise do intermediario lll, foi a
extracdo com acetato de etila, pois o produto obtido apresentou-se mais puro. Com este
resultado, o contetdo reacional dos demais experimentos foi tratado por extracdo
liquido/liquido com acetato de etila e agua.

Essas reacfes de hidrdlise sdo acompanhadas por cromatografia em camada
delgada, sendo o principal indicio da obtencdo do intermediario Ill o desaparecimento
na CCD da mancha referente ao intermediario Il, que tem Rf de 0,61, e pelo surgimento
de mancha na linha de base da placa cromatogréafica, que n&o corre com o solvente.

No experimento N1, o tempo reacional foi de 21 horas. A cromatografia em
camada delgada desta reacdo apresentou forte mancha com Rf 0,81, que corresponde
a 3-hidroxiflavona, o que indica a hidrélise da ligacdo éster formada entre a 3-
hidroxiflavona e o acido malico protegido.

A partir do resultado obtido com o experimento N1, realizou-se o0 experimento N2,
cujo tempo de reacgéo foi de 9 horas. A placa cromatografica apresentou forte mancha
com Rf da 3-hidroxiflavona e, também, forte mancha que n&o corre em CCD. A partir
desse achado, realizou-se o método N3, com tempo de reacdo de 6 horas. A
cromatografia desse experimento apresentou leve mancha com Rf 0,81 e forte mancha
na base da CCD. O espectro de RMN *H (Espectro 36) ndo apresentou sinais em 1,55
e 1,59 ppm, o que indica a hidrdlise da lactona do acido malico protegido. Ainda em
relacdo a este ultimo, observou-se sinal alargado na regido de 6,00 ppm, indicando o
hidrogénio da hidroxila liberada na hidrélise da protecéo, e também, sinais proximos de

2,90 e 3,00 ppm e em 4,80 ppm, que caracterizam a presenca do acido malico. Além
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disso, no espectro sdo evidentes os sinais entre 7-8 ppm, referentes aos hidrogénios da
3-hidroxiflavona. Dessa forma, o espectro mostra a obtencdo do intermediario Il por
esse metodo. O produto foi obtido com rendimento de 50%.

Este composto foi analisado em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para
determinacdo da pureza cromatografica (CLAE). A curva de calibracdo e o
estabelecimento do método fizeram parte dos trabalhos de Iniciacdo Cientifica e
Doutorado respectivamente, das alunas Julia e Lorena Paes, que colaboraram com esta
andlise.

A fase movel utilizada foi acetonitrila/agua/acido trifluoracético (40:60:0,1, v/viv).
Nesta fase mével, o tempo de retencdo do intermediario Ill (S0OH-AM) foi de 7,170
minutos. O cromatograma revelou, ainda, a presenca do material de partida utilizado
para hidrélise, o intermediario 1, composto por 3-hidroxiflavona e acido malico protegido
(30H-AMP), que apresenta tempo de retencdo de 19,032 minutos, e, também, 3-
hidroxiflavona (30OH-flavona), resultante da hidrolise da ligagdo éster com tempo de
retencdo de 17,741 minutos. A andlise em CLAE determinou a pureza de 94,7% do
intermediario 1ll, sendo a porcentagem restante referente ao intermediario Il e a 3-
hidroxiflavona, correspondente, respectivamente, a 4,13 e a 5,81% do produto

analisado (Figura 59).

mAU

Det.A Ch1

3-OH-AM

300
250
200

150

100

505
] ‘

™ 3-OH-flavona
3-OH-AMP

min

Figura 59: Cromatograma de CLAE do intermediério Il (30H-AM).
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Espectro 36: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl;) do produto da reacdo entre 3-

hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrolise da lactona.

RMN *H (CDCls), 300 MHz, &

7,28 (CDCl3); 3,27 (dd, 1H, Hp, J = 17 Hz, J = 3 Hz ); 4,84 (dd, 1H, Hs, J = 17

Hz, J = 3 Hz); 7,43-8,29 (m,H11 — Hy).
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4.4.3 Ligagao do intermediario Il ao foco central etilenodiamina

Com as evidéncias de obtencéo do intermediério Ill, partiu-se para a etapa de
ligagéo ao foco central para a sintese do dendrimero de 3-hidroxiflavona. Neste caso,
utilizou-se a etilenodiamina como foco central. Este foco central foi utilizado como
modelo. Esta reacédo foi realizada com o uso de DCC e DMAP, como agente
condensante e catalisador, respectivamente.

Apoés 22 horas de reacdo, a cromatografia em camada degada ndo mostrou a
formacédo de mancha diferente dos materiais de partida, o que indica que nao se obteve
0 composto desejado. Ainda com relacdo ao meio reacional, ndo se observou a
formacdo do DCU, outro indicio que a reacdo de acoplamento ndo aconteceu (Figura
56). Além disso, o espectro de RMN *H (Espectro 37) revelou apenas os sinais relativos
a 3-hidroxiflavona na regido entre 7 e 8 ppm. Adicionalmente, os sinais na regido entre
1 e 2 ppm estédo relacionados aos hidrogénios dos anéis alifaticos do condensante
DCC, material de partida para a reagdo de acoplamento. A auséncia dos sinais dos
hidrogénios do acido malico entre 2,80 e 3,00 ppm e, também, em 4,70 ppm, sugere
gue houve a degradacéo do produto. O intermediario Il se mostrou altamente instavel,
especialmente em condi¢cfes basicas. Portanto, este método nado foi eficiente para a
sintese do pro-farmaco dendrimérico de 3-hidroxiflavona, com etilenodiamina como foco

central.
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Espectro 37: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls;) do produto impuro da reagéo
entre o intermediario lll e etilenodiamina, sintese do pré-farmaco dendrimérico de 3-
hidroxiflavona com etilenodiamina (nucleo), obtido com o uso de DCC, como agente
condensante.
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4.4.4 Ligagao do intermediario Il ao foco central etilenoglicol

Com a obtencdo do intermediario Ill, realizou-se outra tentativa de ligacdo do
intermediario 3-hidroxiflavona e acido malico ao foco central, utilizando-se etilenoglicol.
Optou-se por utilizar o etilenoglicol, pois nos trabalhos de estabilidade do intermediério
lIl (dados néo apresentados), este composto apresentou grande instabilidade em meios
basicos. Desta forma, evitou-se o uso de aminas, que poderiam promover basicidade
no meio reacional. Para a reacdo de esterificacdo do intermediario Ill ao nucleo, o
método realizado consiste no uso de EDC, como agente condensante. Devido a
instabilidade do intermediario Ill em meio basico, optou-se por ndo utilizar o aceptor de
préton aminico DMAP. O mecanismo de reacao pode ser visualizado na Figura 55.

O intermediério lll apresenta sensibilidade a temperatura, o que provoca a sua
hidrélise, observando-se a liberacdo de 3-hidroxiflavona na CCD. Desta forma, realizou-
se 0 experimento em banho de gelo. O acompanhamento da reacdo em CCD mostrou a
presenca de duas manchas no meio reacional, uma delas correspondente a 3-
hidroxiflavona (Rf 0,81) e a outra com Rf equivalente a 0,91, que poderia estar
relacionada ao pro-farmaco dendrimérico de 3-hidroxifavona. Esta mancha foi isolada
em cromatografo automatico Isolera Prime, em gradiente de concentracdo. O espectro
de RMN 'H (Espectro 38) da fracdo isolada apés a cromatografia dé& indicios da
obtencdo do pré-farmaco de 3-hidroxiflavona com uma ramificagdo. O RMN *H
apresentou os sinais referentes a 3-hidroxiflavona na regido entre 7 e 8 ppm. Além
disso, observam-se os sinais dos hidrogénios 1B e 2B do foco central em 3,90 e 4,30
ppm, respectivamente. Com relacdo ao acido malico, os sinais 4,90 ppm sugerem a
presenca do hidrogénio do grupo CH do agente espacante. No entanto, apesar de ser 0
espectro da fracdo pura, observa-se excesso de sinais na regidao entre 1 a 2 ppm, o0 que
dificulta a visualizacdo dos demais hidrogénios relativos ao acido malico. Apesar dos
indicios de obtencdo do pro-farmaco com uma ramificacdo, este método ndo foi

eficiente para a purificacdo deste produto.
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Espectro 38: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) da fracdo isolada da coluna
cromatografica do produto obtido entre o intermediario 1l e etilenoglicol, sintese do pro-
farmaco dendrimérico de 3-hidroxiflavona com etilenoglicol (ntcleo), com o uso de EDC,

como agente condensante.
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4.5 SINTESE DOS PRO-FARMACOS DENDRIMERICOS — OUTRAS ABORDAGENS

4.5.1 Sintese do intermediério IV (acido succinico e propanodiamina)

O intermediario IV composto pela reacdo entre o anidrido succinico e a
propanodiamina foi sintetizado com o intuito de obter um modelo para a sintese
utilizando outros anidridos, que poderiam atuar como agentes espacantes para 0S
dendrons, como por exemplo, o anidrido do acido malico protegido. O mecanismo da
reacdo com a utilizacao do anidrido para a obtencéo de amidas e ésteres é apresentado
na Figura 51. Além disso, este intermediério poderia ser utilizado como foco central
maior para os pro-farmacos dendriméricos. Neste caso, o acido malico poderia ser
ligado neste intermediario através de uma ligacdo éster entre a hidroxila do agente
espacante e as carboxilas do intermediario IV. Adicionalmente, com o intermediario IV é
possivel obter pro-farmacos de diferentes compostos bioativos. Algumas tentativas
foram realizadas para a obtencédo de diferentes pro-farmacos com este intermediario,
usando como compostos bioativos 3-hidroxiflavona e metronidazol.

No experimento O1, utilizou-se anidrido succinico na propor¢do de 1:2,5 em
acetonitrila sob refluxo e o isolamento do produto por filtracdo. Neste procedimento,
observou-se que os materiais de partida ndo foram totalmente solubilizados no meio
reacional. Além disso, apOs a filtracdo obteve-se mistura de compostos, como 0s
materiais de partida e o intermediario IV de interesse. Devido a esse problema,
testaram-se outros solventes. No experimento O2 utilizou-se THF e acetato de etila
(como solventes), em temperatura ambiente e para o isolamento, o produto foi extraido
com agua e liofilizado. Nesta condicdo, também, constatou-se que alguns reagentes
nao estavam totalmente sollveis no meio reacional e o produto recuperado apresentou
novamente mistura de compostos.

No experimento O3 utilizou-se apenas THF em temperatura ambiente e na
propor¢do molar de anidrido succinico para propanodiamina de 2,5:1,0. Isolou-se o
produto por filtracdo sob pressao reduzida com éter gelado. Nesta condicéo, observou-
se melhor solubilizacdo dos reagentes, mas néo total. Entdo, optou-se por realizar esta
reacdo nas mesmas condi¢cdes sob refluxo a 60 °C para promover a solubilizacéo total

dos materiais de partida, o que caracterizou o experimento O4. Nestas condi¢cdes, 0s
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reagentes foram solubilizados no meio reacional e obteve-se o produto, mas, ainda com
mistura de compostos.

Desta forma, realizou-se o experimento O5, em atmosfera inerte com THF sob
refluxo a 60 °C e com grande excesso de anidrido succinico em relacdo a
propanodiamina (9:1, respectivamente). O isolamento do produto consistiu em filtracao
com acetona gelada. Com esta metodologia, obteve-se o intermediério IV puro.

O espectro de RMN *H (Espectro 39) mostrou os hidrogénios do &cido succinico,
devido a presenca dos tripletos em 2,29 e 2,41 ppm, referentes aos hidrogénios Hs e H;
do agente espacante. Com relacdo a propanodiamina, observam-se os sinais em 3,02
ppm e em 1,49 ppm e o tripleto em 7,78 ppm, relativos aos hidrogénios Hs, He € NH,
respectivamente. No espectro de RMN *3C (Espectro 40) apareceram os sinais do acido
succinico em 29,15 e 30,01 ppm, relativos aos carbonos C3 e C,, bem como o sinal em
173,74 ppm, relacionado as carbonilas do éacido carboxilico livre (C;). Ainda neste
espectro, observaram-se os carbonos da propanodiamina em 36,30 e 170,83 ppm,
referentes a Cs, e as carbonilas das amidas formadas entre os acidos succinicos e a
propanodiamina (C,4). O produto foi obtido com sucesso e apresentou aspecto de solido
de cor branca e rendimento de 91%.
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Espectro 39: Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-46) do intermediario IV formado

pelo anidrido succinico e a propanodiamina, experimento O5.

RMN *H (DMSO-g), 300 MHz, &

7,76 (t, 2H, J = 6 Hz); 3,02 (q, 4H, J = 6 Hz); 2,41 (t, 4H, J = 7 Hz); 2,29 (t, 4H,
J=7Hz); 1,49 (q, 2H, J = 6 Hz).
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Espectro 40: Espectro de RMN **C (75 MHz, DMSO-¢s) do intermediario IV formado

pelo anidrido succinico e a propanodiamina, experimento O5.

RMN *3C (DMSO-g6), 75 MHz, &
39,46 (DMSO-ge); 29,15 (C3); 30,01 (C,); 36,30 (Cs); 170,83 (C4); 173,74 (Cy).

4.5.1.1 Sintese de pré-farmacos a partir do intermediario IV

4.5.1.1.1 Método P
No método P utilizou-se cloroformato de etila e N-metilmorfolina, a exemplo da
sintese do intermediario Il (Figura 52). No experimento P1 tentou-se a sintese do pro-

farmaco formado pelo intermediario IV e a 3-hidroxiflavona. A cromatografia em camada
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delgada desta reacdo apresentou apenas duas manchas com valores de Rf 0,47 e
0,63, que correspondem, respectivamente, as manchas dos materiais de partida
intermediario IV e 3-hidroxiflavona (fase movel cloroférmio/metanol 1:9). O espectro de
RMN *H (Espectro 41) do produto isolado desta reacdo mostrou apenas 0s sinais
relativos a 3-hidroxiflavona na regido entre 7,1 e 8,2 ppm. Além disso, 0s sinais em 4,20
e 1,20 ppm sao referentes aos hidrogénios CH, e CHgs, respectivamente, do
cloroformato de etila utilizado na reacéo. Os sinais relacionados ao intermediario IV ndo
estdo presentes no espectro nas regides entre 2 e 3 ppm. Portanto, com este método
nao se obteve o pro-farmaco de 3-hidroxiflavona.
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Espectro 41: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls;) do produto impuro da reagéo
entre o intermediario IV e a 3-hidroxiflavona, experimento P1.
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Face a dificuldade de obtencdo do derivado com 3-hidroxiflavona e a
instabilidade destes compostos no meio reacional, utilizaram-se métodos sintéticos com
0 intuito de obter pro-farmacos de metronidazol. Com este pro-farmaco, busca-se
atividade antichagésica, ja que o metronidazol apresenta acdo antichagasica conhecida
(MORELLO, 1988). Desta forma, o experimento P2 fez uso de metronidazol, como
composto bioativo. Durante a reacdo, a cromatografia em camada delgada apresentou
duas manchas, uma delas relacionada ao material de partida, metronidazol (Rf 0,82). A
outra mancha com valor de Rf equivalente a 0,60 indicava a obtencao do pro-farmaco
de metronidazol de interesse. Entretanto, apés o processo de extracdo em que se
utilizaram, sucessivamente, solucfes: basica, salina e acida, e novamente solucao
salina, a CCD apresentou Unica mancha relativa ao metronidazol. A fase aquosa foi
analisada e a mancha de interesse nao estava nesta fracdo. Com esta observacéao,
concluiu-se que o produto, provavelmente, sofreu hidrélise durante o processo de
extracao.

A partir disso, realizou-se o experimento P3. Neste procedimento, também,
observou-se a presenca da mancha na CCD com Rf de 0,60, que poderia estar
relacionada a obtencédo do pré-farmaco de metronidazol. Para a extracdo, optou-se por
ndo utilizar as solugdes acidas e basicas, que podem ter provocado a hidrélise do
produto de interesse. Portanto, utilizou-se apenas a solucdo saturada de cloreto de
sodio por varias vezes. No entanto, ap0s a extracdo do produto, novamente, a CCD

revelou apenas a mancha referente ao material de partida, metronidazol.

45.2 Sintese de pro-farmacos dendriméricos derivados dos &acidos 2,2-
bis(hidroximetil)propiénico (BisMPA) e 2,2-bis(hidroximetil)butirico (BisSMBA)

Outra abordagem foi realizada para a sintese de pro-farmacos dendriméricos.
Utilizaram-se, como dendrons e agentes espacantes o0s 4&cidos 2,2-
bis(hidroximetil)propiénico (BisMPA) e 2,2-bis(hidroximetil)butirico (BisSMBA) e o0s

nacleos propano-, butano- e hexano-diamina, para a sintese de dendrimeros.
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4.5.2.1 Protecado dos acidos 2,2-bis(hidroximetil)propidnico e 2,2-bis(hidroximetil)butirico

— Sintese dos &cidos benzilideno-2,2-bis(oximetil)propidbnico e benzilideno-2,2-
bis(oximetil)butirico

A primeira etapa de sintese consiste na reacdo de protecdo dos acidos 2,2-
bis(hidroximetil)propiénico e 2,2-bis(hidroximetil)butirico, que sdo multifuncionais, e,
desta forma, evitar reacfes cruzadas nas préoximas estapas reacionais. O mecanismo

de protecdo esta representado na Figura 60.
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Figura 60: Mecanismo de reacdo para a protecdo dos acidos 2,2-

bis(hidroximetil)propiénico e bis(hidroximetil)butirico (adaptado de CLAYDEN et al.,
2008).
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4.5.2.1.1 Protecao do &cido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico

O espectro de RMN *H (Espectro 42) mostrou sinais relativos aos hidrogénios do
grupo protetor benzilideno, devido a presenca dos multipletos em 7,33-7,44 ppm
referentes aos hidrogénios aromaticos do grupo protetor. Ainda com relagdo ao grupo
protetor, observa-se o singleto em 5,47 ppm relacionado ao hidrogénio do carbono 5 do
acido benzilideno-2,2-bis(oximetil)propiénico.

Apesar dos hidrogénios geminais dos C3 (grupos metilenos) estarem em um
mesmo ambiente quimico, os mesmos conferem ao espectro um sinal bem definido de
duplo dupleto. Este fenbmeno ocorre, pois ambos 0s grupos metilenos ndo podem
rotacionar em seu eixo de simetria nem por reflexdo em seu plano, pois o grupo de
protecdo ndo permite a rotagdo (FRIEBOLIN; 1993). Desta forma, a Figura 61 mostra
gue os hidrogénios HA sentem maior efeito do campo magnético, oriundo da carbonila
do &cido comparado aos hidrogénios HB, que se encontram em posicdo equatorial. A
partir disto, pode-se dizer que a carbonila esta desblindando mais os hidrogénios HA, o

gue leva ao deslocamento quimico diferente dos hidrogénios HB no C3 (ALVES, 2016).

Figura 61: Estrutura tridimensional do BisMPAP (ALVES, 2016).

171
Soraya da Silva Santos



Resultados e discussao

7.443
7.434
7.423
7.419
7.353
7.350
7.342
7.336
5318
5315
5313
1.079

_—— 5474

B

7y

[pelos)
[=1=}

0
0

60F —
0z =
80k

Bg't =
€0 —

nnm (1)

Espectro 42: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD,Cl,) do &cido benzilideno-2,2-
bis(oximetil)propidnico (BisMPAP).

RMN *H (CD,Cl.), 400 MHz, &

5,31 (CD,Cl,) 1,07 (s, 3H, Ha); 3,71 (d, 2H, Hs, J=11 Hz); 4,57 (d, 2H, Hs,
J=11,6); 5,47 (s, 1H, Hs); 7,33-7,35 (m, 3H, Hg e Ho); 7,41-7,44 (m, 2H, Hy).

O espectro de RMN **C (Espectro 43) é outra evidéncia da sintese do acido 2,2-
bis(oximetil)propiénico protegido (BisSMPAP). Neste € possivel observar os carbonos do
grupo protetor em 101,66 ppm, referente ao carbono 5. O espectro apresentou outros

sinais relativos ao grupo protetor em 138,48, 126,20, 127,84 e 128,67 ppm, que se
172
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referem, respectivamente, aos diferentes carbonos aromaticos Cs, C;, Cg e C,.
Portanto, o &cido benzilideno-2,2-bis(oximetil)propiénico ou BisMPAP puro foi obtido
com sucesso e apresentou aspecto de cristal de cor branca e rendimento em torno de
60%.
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Espectro 43: Espectro de RMN *°C (100 MHz, CDs;0OD) do &cido benzilideno-2,2-
bis(oximetil)propionico (BisMPAP).

RMN *3C (CD;0D), 100 MHz, &

48,00 (CD30OD); 16,93 (Ca); 42,02 (Cy): 73,29 (Cs); 101,66 (Cs); 126,20 (C7):
127,84 (Cg); 128,67 (Co); 138,48 (Cg); 176,80 (Cy).
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4.5.2.1.2 Protecao do &cido 2,2-bis(hidroximetil)butirico

A reacdo de protecao do acido 2,2-bis(hidroximetil)butirico foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada. A CCD mostrou a formagdo de uma mancha com
valor de Rf equivalente a 0,35, de carater mais apolar que o material de partida (Rf=
0,09), o que indicou a formacdo do &cido benzilideno 2,2-bis(oximetil)butirico. Em
adicdo, o RMN 'H (Espectro 44) apresentou a presenca dos hidrogénios aromaticos na
regido de 7,00 ppm e do hidrogénio Hg em 5,39 ppm. Além disso, observaram-se 0s
outros sinais caracteristicos do agente espacante em 0,85, 1,45, 3,65 e 4,58 ppm, que
correspondem, respectivamente aos hidrogénios Hs, Hy € H3. Em 2,10 ppm observa-se
um singleto pronunciado, relativo a acetona utilizada no meio reacional, que ainda
apareceu no espectro.

O espectro de RMN *C (Espectro 45) do é&cido benzilideno 2,2-
bis(oximetil)butirico também é outra evidéncia de que o composto foi protegido, ao
mostrar com clareza todos os sinais relacionados aos carbonos da protecdo. O RMN
13C apresenta os carbonos do grupo protetor em 102,11 ppm, referente ao carbono 6 e
0s sinais em 126, 128, 129 e 137 ppm, relacionados aos carbonos do anel aromatico. O
sinal em 178,97 ppm é relativo ao carbono carboxilico da estrutura. A partir destes
espectros, pode-se dizer que o BiISMBAP foi sintetizado com éxito. Obteve-se o

rendimento de 31% e o produto tem a caracteristica de ser p6 branco amorfo.
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Espectro 44: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do &cido benzilideno-2,2-
bis(oximetil)butirico (BisMBAP).

RMN H (CDCl3), 300 MHz, &

7,26 (CDCl3) 0,85 (t, 3H, Hs, J=7 Hz); 1,45 (q, 2H, Ha, =7 Hz); 3,65 (d, 2H, Hs,
J=11); 4,62 (d, 2H, Ha, J=11 Hz), 5,39 (s, 1H, He); 7,25-7,27 (M, 3H, Hg € Hio);
7,37-7,40 (M, 2H, Hs).
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Espectro 45: Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) do &cido benzilideno-2,2-
bis(oximetil)butirico (BisMBAP).

RMN *3C (CDCls), 75 MHz, &
77,00 (CDCl3); 7,96 (Cs); 25,80 (C4); 46,19 (Cy); 72,63 (C3); 102,11 (Ce); 126,22
(Cs); 128,24 (Cg); 129,00 (C1o); 137,77 (C7); 178,97 (Cy).
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4.5.2.2 Sintese do anidrido do BisMPAP e BisMBAP

Para a sintese dos intermediarios compostos pelo agente espacante e foco
central, sintetizaram-se os anidridos de BisMPAP e BisMBAP e, posteriormente, esses
compostos foram utilizados para a reacdo de dendronizagédo, ou seja, 0 acoplamento
com os focos centrais aminicos. O mecanismo dessas reacfes € demonstrado na
Figura 50.

4.5.2.2.1 Sintese do anidrido do BisMPAP

O espectro de RMN 'H (Espectro 46) mostrou os sinais caracteristicos do
BisMPAP, como os hidrogénios aromaticos em 7,30-7,44 ppm. Além disso, observam-
se os singletos em 1,10 e 5,45 ppm, que se referem, respectivamente, aos hidrogénios
H, e Hs do BisMPAP. Ainda com relagdo ao espacante, os dubletos em 3,65-3,68 ppm
e em 4,62-4,65 ppm caracterizam os hidrogénios Hs do BisMPAP. O RMN *3C (Espectro
47) apresentou os carbonos caracteristicos do BisMPAP C4, C,, C3, Cs, Cg, C7, Cg € Cy
em 17, 44, 73, 102, 137, 126, 128 e 129 ppm, respectivamente. Em adi¢do, a principal
evidéncia da sintese deste composto € o deslocamento quimico observado no carbono
carbonilico do anidrido. No BisMPAP, a carbonila do acido carboxilico aparecia em
176,80 ppm e com a funcédo anidrido formada esse carbono aparece em 169,16 ppm.
Outro resultado que mostrou a sintese do anidrido do BisMPAP € o espectro de massas
MALDI-ToF no modo positivo (Espectro 48), em que é possivel observar o sinal
referente ao anidrido do BiSMPAP cationizado com potassio em m/z 465,69 [M+K]",
além dos picos relativos ao padrdo isotépico M+1 e M+2 com m/z 466 e 467,
respectivamente. O valor m/z calculado para CysH»60-/K* é 465,13. Portanto, com este

método obteve-se o anidrido do BisMPAP puro, com rendimento de 70%.
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Espectro 46: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do anidrido do &cido benzilideno-
2,2-bis(oximetil)propidnico (BisMPAP).

RMN H (CDCl3), 400 MHz, &

7,24 (CDCl3); 1,10 (s, 6H, Ha); 3,68 (d, 4H, Hs, J=11 Hz); 4,57 (d, 4H, Hs, J=11
Hz); 5,45 (s, 2H, Hs); 7,31 (q, 6H, Hge Hy, J=2 Hz, J=4 Hz); 7,43 (q, 4H, H7, J=2
Hz, J=4 Hz).
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Espectro 47: Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls) do anidrido do &cido benzilideno-
2,2-bis(oximetil)propionico (BisMPAP).

RMN **C (CDCls), 75 MHz, &

77,00 (CDCls): 16,90 (Ca); 44,22 (Cp): 73,22 (Ca); 102,15 (Cs); 126,32 (C);

128,24 (Cs); 129,11 (Co); 137,64 (Cg); 169,16 (Cy).
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Espectro 48: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do anidrido do acido benzilideno-

2,2-bis(oximetil)propionico (BisMPAP). Matriz: Galvinoxil livre.

4.5.2.2.2 Sintese do anidrido do BisMBAP

Com a sintese do acido benzilideno-2,2-bis(oximetil)butirico, partiu-se para a
sintese do anidrido desse agente espacante. As placas cromatogréaficas revelaram uma
mancha diferente do material de partida (BisMBAP, Rf= 0,35), que apresentou Rf
equivalente a 0,80, indicando a obten¢cdo de composto mais apolar, o que é compativel
com o anidrido de interesse.

O RMN *H (Espectro 49) apresentou os sinais caracteristicos do BisMBAP, como
os hidrogénios aromaticos do grupo protetor em 7,18-7,38 ppm. Além disso, observa-se
o singleto em 5,38 ppm, que se refere ao hidrogénio Hg da protecdo do BisMBAP. Os
dubletos em 3,60-3,64 e em 4,61-4,65 ppm caracterizam os hidrogénios Hsz do
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BisMBAP. Ainda com relacdo ao agente espacante, o espectro apresenta o tripleto em

0,85-0,90 ppm e o quarteto entre 1,42-1,50 ppm, referentes aos hidrogénios Hs e Ha.
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Espectro 49: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl5) do anidrido do acido benzilideno-
2,2-bis(oximetil)butirico (BisMBAP).

RMN *H (CDCls), 300 MHz, &
7,24 (CDCls) 0,88 (t, 3H, Hs, J=7 Hz); 1,47 (q, 2H, Ha4, J=7 Hz); 3,64 (d, 2H, Ha,
J=11); 4,65 (d, 2H, Hs, J=11 Hz) 5,38 (s, 1H, He); 7,18-7,26 (m, 3H, Hg e H);
7,35-7,38 (m, 2H, Hyg).

O RMN C (Espectro 50) apresentou os carbonos caracteristicos do BisMBAP
Cs, C4, Cy, C3, Cg, C7, Cg Cg € Cip em 7, 25, 48, 72, 102, 137, 126, 128 e 129 ppm,
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respectivamente. Adicionalmente, o principal indicativo da obtencdo do anidrido é o
deslocamento quimico observado no carbono carbonilico. No BisMBAP, a carbonila do
acido carboxilico aparecia em 178,97 ppm e com a funcdo anidrido formada esse
carbono aparece em 168,45 ppm. Dessa forma, obteve-se o anidrido do BisMBAP com

rendimento de 56%.
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Espectro 50: Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls) do anidrido do acido benzilideno-
2,2-bis(oximetil)butirico (BisMBAP).

RMN *C (CDCls), 75 MHz, &

77,00 (CDCls); 7,86 (Cs); 25,34 (Ca); 48,14 (C,); 72,49 (Cs); 102,41 (C); 126,37
(Cs): 128,21 (Cq); 129,09 (C1o); 137,78 (C7); 168,45 (Cy).
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4.5.2.3 Sintese do intermediario BisMBAP e propanodiamina, partindo do anidrido do
BisMBAP

Com a sintese do anidrido do BisMBAP partiu-se para a proxima etapa sintética,
gue € a reacdo de dendronizagdo com a propanodiamina para a obtencdo do
intermediério BisMBAP acoplado a esse foco central. O mecanismo da reac&o pode ser
visualizado na Figura 51. Ao término da reacdo, a CCD mostrou a formacéo de duas
manchas diferentes do material de partida, anidrido do BisMBAP (Rf equivalente a
0,80), de carater mais polar com valores de Rf 0,41 e 0,66, a quais remetem a formacéao
do produto.

O espectro RMN *H (Espectro 51) mostra indicativos de formac&o do produto de
interesse, devido a presenca dos sinais relacionados ao nucleo. Com relacdo a
propanodiamina, observam-se os sinais em 3,3 ppm e 1,60 ppm, referentes aos
hidrogénios 1A e 2A do foco central. Com relacdo ao agente espacante, observam-se
0s sinais relativos aos hidrogénios Hs, Hy e Hz em 0,74, 1,40 e 3,60-4,4 ppm,
respectivamente. Ainda a respeito do BisSMBAP, os sinais do grupo protetor benzilideno
sdo observados em 54 ppm e entre 7,10 e 7,38 ppm, que correspondem,
respectivamente, ao Hg e 0s hidrogénios aromaticos (H7, Hs, Hg e Hjg). Portanto,
existem indicativos da obtencdo do produto, no entanto, o espectro apresenta algumas
impurezas na regido entre 1-2 ppm. Dessa forma, com esse método obteve-se o

intermediario BisMBAP e propanodiamina, ainda que impuro.
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Espectro 51: Espectro de RMN *'H (300 MHz, CDCl;) do intermediario impuro
BisMBAP-PDA.

45.2.4 Sintese do intermediario BisMPAP e foco central, partindo do anidrido do
BisMPAP

Com a obtencdo do anidrido do BisMPAP partiu-se para a proxima etapa
sintética, que € a reacdo de dendronizacdo com os focos centrais para a obtencédo do
intermediario BisMPAP acoplado a estes. O mecanismo desta reacdo pode ser

observado na Figura 51.
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4.5.2.4.1 Sintese do intermediario BisMPAP e propanodiamina

Realizou-se a sintese do intermediario composto por BisSMPAP e propanodiamina
(BisMPAP-PDA). No RMN *H (Espectro 52) observam-se os hidrogénios do BisMPAP,
como os singletos em 1,01 e 5,47 ppm, referentes aos hidrogénios H; e Hs.
Adicionalmente, os dubletos em 3,75 e 4,36 ppm caracterizam os Hs, bem como os
multipletos na regido de 7,30 e 7,40 ppm revelam os hidrogénios aromaticos do grupo
protetor. A respeito do foco central, o espectro apresentou os sinais em 3,33 ppm e
1,66 ppm, relacionados, respectivamente, aos hidrogénios H;a e Hpa da
propanodiamina.

O espectro de RMN *3C (Espectro 53) revelou os carbonos caracteristicos da
propanodiamina C,s € Cja, em 29,95 e 36,41 ppm. Os carbonos do BisMPAP séo
observados em 17, 40, 74, 102 ppm, respectivamente, referentes aos carbonos C,, C,,
Cs e Cs. Adicionalmente, os respectivos carbonos aromaticos C;, Cg, Cy € Cg
apareceram em 126, 128, 129 e 137 ppm. A carbonila de amida (C,) foi observada em
174,82 ppm.

O espectro de massas MALDI-ToF no modo positivo (Espectro 54) também
confirmou a sintese deste intermediario cationizado com K*, devido & presenca dos m/z
em 521,29; 522,34 e 523,39 [M+K]", sendo que a m/z calculado deste composto é de
521,20. Além disso, no espectro A € possivel comparar o material de partida anidrido do
BisMPAP que apresenta m/z em 465,69, bem como os padrdes isotopicos M+1 e M+2
com m/z 466,68 e 467,68. O espectro B do intermediario BisMPAP-PDA mostra o
desaparecimento do pico do material de partida (anidrido do BisMPAP) e revela a
presenca dos picos relativos ao produto de interesse com m/z 521,29. Portanto, o
intermediario BisMPAP-PDA puro foi obtido com sucesso por este método. O

rendimento da reacéo foi de 80%.
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Espectro 52: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do intermediario BisMPAP-PDA.

RMN *H (CDCls), 400 MHz, &
7,24 (CDCl3) 1,01 (s, 6H, Ha); 1,61-1,69 (m, 2H, Hya); 3,30 (t, 4H, Hia J=6);
3,72 (d, 4H, Hs, J=12 Hz); 4,33 (d, 4H, Hs, J=12); 5,47 (s, 2H, Hs); 7,32-7,36
(m, 6H, Hge Hy); 7,42-7,44 (m, 4H, H;).
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Espectro 53: Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCIs) do intermediario BisMPAP-PDA.

RMN **C (CDCl5), 100 MHz, &

77,00 (CDCl3); 17,96 (Ca); 29,95 (Czn); 36,41 (C1a); 40,95 (Cy); 74,47 (Cs);
102,07 (Cs); 126,19 (C;); 128,57 (Cg); 129,37 (Cq): 137,67 (Ce); 174,82 (C1).
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Espectro 54: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do intermediario BisMPAP-PDA.
(1) Espectro completo: A — anidrido do BisMPAP (em azul) e B — intermediario
BisMPAP-PDA (em vermelho); (2) Ampliacdo do espectro: A — anidrido do BisMPAP
(em azul) e B — intermediario BisMPAP-PDA (em vermelho); (3) Sobreposi¢cao dos
espectros do anidrido do BisMPAP (em azul) e intermediario BisMPAP-PDA (em

vermelho). Matriz: Galvinoxil livre.
4.5.2.4.2 Sintese do intermediario BisMPAP e butanodiamina

Sintetizou-se 0 intermediario composto por BiSMPAP e butanodiamina
(BisMPAP-BTDA). A CCD revelou mancha diferente do material, com valor de Rf igual a
0,34, mancha mais polar que o material de partida anidrido do BisMPAP, que tem Rf
equivalente a 0,7. O RMN *H (Espectro 55) apresentou os hidrogénios caracteristicos
do espacante, em 0,95 e 3,69-4,24 ppm, relativos, respectivamente, a H; e Hz. Os
sinais da protecdo sdo observados em 5,41, que se refere ao Hs. Os hidrogénios
aromaticos estdo na regido de 7 ppm. Os sinais da butanodiamina séo observados em
1,41 e 3,18 ppm, que correspondem, a H2A e H1A, respectivamente. Além disso, em

6,94 ppm encontra-se o sinal referente ao hidrogénio de NH da funcdo amida formada.
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Espectro 55: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do intermediario BisMPAP-BTDA.

RMN *H (CDCIs), 300 MHz, &

7,19 (CDCl3) 0,95 (s, 6H, Ha); 1,41 (S, 4H, Ha): 3,16 (d, 4H, Hia J=6); 3,65 (d,
4H, Hs, J=11 Hz); 4,20 (d, 4H, Hs, J=11); 5,41 (s, 2H, Hs); 7,28-730 (m, 6H, Hg
e Ho); 7,34-7,40 (m, 4H, H-).

O RMN *3C (Espectro 56) apresentou os sinais dos carbonos do BisMPAP
anteriormente discutidos, bem como os carbonos 1A e 2A relativos ao foco central
butanodiamina, que aparecem em 26,88 e 39,10 ppm, respectivamente. Em adicéo, o
carbono carbonilico 1 surge deslocado em 174,30 ppm, comparativamente a carbonila

do anidrido do BisMPAP, que aparecia na regiao de 169 ppm.
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Espectro 56: Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do intermediario BisMPAP-BTDA.

RMN *C (CDCls), 75 MHz, &

77,00 (CDCl3); 17,57 (Ca); 26,88 (Czn); 39,10 (C1a); 40,45 (Cy); 74,29 (Cs);
101,74 (Cs); 125,86 (C7); 128,40 (Cg); 129,24 (Co); 137,43 (Ce); 174,30 (Cy).

O IV (Espectro 57) é mais um indicativo de sintese do intermediario BisSMPAP-
BTDA. Neste espectro, observam-se bandas relacionadas a funcdo amida formada em
3381, 1653 e 1548 cm™ referentes, respectivamente, a NH associado de amida,
carbonila de amida e de deformacéo angular de ligagdo NH. Com relacdo ao BisMPAP,

existem as bandas em 1448, 910, 761 e 702 cm™, bandas que caracterizam a presenca
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do anel aroméatico benzilideno. Também, observam-se bandas de estiramento de CH
alifatico em 2933 e 2866 cm™, relativas aos CH, alifaticos presentes no foco central.
Portanto, obteve-se o intermediario BisSMPAP-BTDA com rendimento de 50% e o

produto apresenta-se na forma de pé branco amorfo.
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Espectro 57: Espectro no IV do intermediario BisMPAP-BTDA.

IV (v, ATR, cm™)

3381 (v nu associado de amida); 2933 (v CH, alifatico); 2866 (v CH, alifatico);
1653 (v c=0 amida); 1548 (6 nn angular); 1448 (6 c=c aromatico); 1388 (6 CH3
angular); 910 (8 ch=cH angular de aromatico); 761 (& angular de anel aroméatico);

702 (5 angular de anel aromatico).
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4.5.2.4.3 Sintese do intermediario BisMPAP e hexanodiamina

Realizou-se, também, a tentativa de sintese do intermediario BisMPAP acoplado
a hexanodiamina. Ao término da reacdo, a cromatografia em camada demonstrou a
presenca de duas manchas, uma delas de Rf igual 0,7, que corresponde ao anidrido do
BisMPAP (material de partida), e outra mancha com carater mais polar com valor de Rf
equivalente a 0,5, que indica a obtencdo do intermediario BisMPAP e hexanodiamina
(BisMPAP-HXDA).

Ap6s a purificacdo por precipitacdo, o espectro RMN *H (Espectro 58) revelou
indicativos da presenca de produto, devido aos hidrogénios 3A, 2A e 1A do foco central
hexanodiamina, que apareceram, respectivamente, em 1,24; 1,41 e 3,23 ppm. Em 7,06
ppm observa-se sinal alargado, que pode ser relativo ao hidrogénio da funcdo amida
formada. Com relacdo ao BisMPAP, o RMN mostrou os hidrogénios Hys, Hs, € Hs em
1,06-1,14; 3,68-4,70 e 5,49-5,51 ppm, bem como os sinais dos hidrogénios aromaticos
do grupo protetor entre 7,28-7,49 ppm. No entanto, no espectro 0s sinais caracteristicos
do BisMPAP estdo duplicados, dessa forma constata-se que ha a mistura do
intermediario de interesse (BisSMPAP-hexanodiamina) e do material de partida (anidrido
do BisMPAP), como tinha sido verificado na cromatografia em camada delgada.

Em adicdo, o espectro de RMN *3C (Espectro 59), também, mostrou a obtencéo
da mistura formada entre o material de partida e o produto de interesse. O RMN **C
(Espectro 59) apresentou os respectivos carbonos C4 C,, C3; e Cs do BisMPAP
duplicados em 16-17, 40-44, 73-74, 101-102 ppm. Também, sdo observados os sinais
dos carbonos arométicos duplicados da protecdo na regido de 125-137 ppm. Além
disso, 0 espectro mostra os grupos carbonilicos da funcdo anidrido do material de
partida em 169,16 ppm e da funcdo amida presente no produto em 174,25 ppm. Os
sinais em 26, 29 e 39 ppm, caracterizam, respectivamente, os carbonos C3A, C2A e
C1A da hexanodiamina. Portanto, obteve-se o intermediario BisSMPAP-HXDA, mas a
purificacdo por precipitacdo nédo foi eficiente para a obtencdo do composto de interesse

puro.
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Espectro 58: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do intermediario BisMPAP-HXDA.
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Espectro 59: Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do intermediario BisMPAP-HXDA.

4.5.2.5 Desprotecdo por hidrogendlise dos intermediarios BisMPAP e foco central

4.5.2.5.1 Desprotecdo do intermediario BisSMPAP-PDA, obtencdo do intermediario
BisMPA-PDA

Com a sintese do intermediario BisMPAP-PDA, partiu-se para a etapa seguinte,
a sintese do intermediario BisMPA-PDA. Esta etapa consiste na desprotecdo do
intermediario BisMPAP-PDA por reacdo de hidrogendlise. Com esse objetivo, utilizou-se
Pd/C em atmosfera de H,. Posteriormente, a este composto podera ser ligado o agente
bioativo para a obtencdo de um pro-farmaco dendrimérico de primeira geracao ou pode
ocorrer 0 crescimento da cadeia dendrimérica, com a sintese de dendrimeros de
geracdes maiores.

O espectro de RMN *H (Espectro 60) ndo apresentou os multipletos na regido de
7,30-7,40 ppm relacionados aos hidrogénios aromaticos do grupo protetor. Além disso,
também, desapareceu o singleto relativo ao grupo protetor Hs em 5,47 ppm. Em adicéo,
mantiveram-se os demais sinais referentes aos hidrogénios do BisMPA em 3,50
ppm caracteristicos dos hidrogénios Hsz, bem como o singleto em 1,04 ppm, que
corresponde ao hidrogénio Hs. A respeito do foco central aminico, observam-se o0s
sinais na regido em 3,10 e 1,50 ppm, relativos aos hidrogénios Hian e Hya da
propanodiamina. O forte sinal em 4,80 ppm ¢é referente a 4gua presente no solvente
deuterado metanol, utilizado no preparo da amostra.

Outro resultado importante para a caracterizacdo do intermediario desprotegido é
o espectro de RMN *3C (Espectro 61), no qual é possivel observar, também, o
desaparecimento dos carbonos relativos ao grupo protetor benzilideno em 102, 126,
128, 129 e 137 ppm, que se referem, respectivamente, aos carbonos Cs, Cs, C7, Cg €
Co, da protecdo. Com relagdo ao BisSMPA, o espectro mostra a manutencdo dos
carbonos do espacante, devido a presenca dos sinais em 16, 49 e 65 ppm, relativos aos
carbonos C,4, C, e Cz. Ademais, o carbono carbonilico de amida (C;) apareceu em
176,95 ppm. Os sinais do foco central séo visualizados em 29,03 e 35,93 ppm, relativos

aos respectivos carbonos 1A e 2A da propanodiamina.
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Espectro 60: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDsOD) do intermediario BisMPA-PDA,

produto obtido na reagéo de desprotecéo.

RMN H (CDsOD), 400 MHz, &

3,20 (CD3OD) 1,04 (s, 6H, Ha); 1,54-1,60 (M, 2H, Hza); 3,15 (t, 4H, Hia J=6);
3,50 (dd, 8H, Hs, J=11 Hz).
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Espectro 61: Espectro de RMN **C (100 MHz, CDs0D) do intermediario BisMPA-PDA,

produto obtido na reacéo de desprotecao.

RMN °C (CD;0D), 100 MHz, &

47,00 (CDsOD); 16,45 (Cs); 29,03 (Cpa); 35,93 (C1a); 49,08 (C,); 65,43 (Ca);
176,95 (Cy).

Além disso, a analise por espectrometria de massas MALDI-ToF no modo
positivo mostrou a sintese do intermediario do BisMPA-PDA. O espectro 62 demonstra
o produto de interesse cationizado com K" em m/z 345,94 [M+K]*. O valor calculado

para esse composto € m/z 345,46, o0 que caracteriza a sintese do derivado
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desprotegido. Portanto, o intermediario BisMPA-PDA foi obtido com éxito por essa

metodologia, com rendimento de 60%.
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Espectro 62: Espectro de massas — MALDI-ToF (+) do intermediario BisMPA-PDA.

Matriz: Grafite.

4.5.2.5.2 Desprotecdo do intermediario BisSMPAP-BTDA, obtencdo do intermediario
BisMPA-BTDA

Realizou-se, também, a desprotecdo do intermediario BisMPAP-BTDA, com as
condicées de hidrogendlise descritas anteriormente. O espectro de RMN *H (Espectro
63) mostrou o desaparecimento do singleto em 5,41 ppm referente ao Hs da protecéo,
bem como os multipletos entre 7,19-7,40 ppm que correspondem os hidrogénios do
grupo benzilideno, também, desapareceram. Além disso, ho RMN observam-se os
sinais dos hidrogénios Hy, e Hz do BisMPA. Com relacéo a butanodiamina, os sinais em
1,43 e 3,12 ppm mostram os hidrogénios 2A e 1A do foco central. Os sinais em 3,2 e
4,7 ppm sao referentes ao solvente utilizado no preparo da amostra de RMN,
respectivamente, metanol (CD3;OD) e agua presente no solvente deuterado. Outro
indicativo de obteng&o do produto desprotegido é o espectro de RMN **C (Espectro 64),
em que se observa, também, o desaparecimento dos carbonos aromaticos na regido de

125-137 ppm, além do carbono 5 em 101,74 ppm. Os carbonos C, e C3; do agente
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espacante estado representados em 17,79 e 66,61 ppm. Em adi¢do, os carbonos da
butanodiamina apareceram em 27,78 e 39,96 ppm, relativos a C,a € C1a do foco central.
E por fim, o grupo carbonilico de amida é observado em 174,45 ppm. O produto final foi

obtido com 35% de rendimento e € um soélido branco higroscopico.
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Espectro 63: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDsOD) do intermediario BisMPA-BTDA,

produto obtido na reagao de desprotecao.
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Espectro 64: Espectro de RMN *C (75 MHz, CD3;0D) do intermediario BisMPA-BTDA,

produto obtido na reagao de desprotecao.

RMN **C (CD50D), 75 MHz, &

49,00 (CD3OD); 17,79 (Ca); 27,78 (Cza); 39,96 (C1a); 50,02 (Cy); 66,61 (Ca):
174,45 (Cy).
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4.5.2.6 Funcionalizacdo dos agentes bioativos

A funcionalizacdo € importante para que ocorra a reacao de acoplamento com o
intermediario BisMPA e os diferentes focos centrais. Para a funcionalizacao utilizou-se a
3-hidroxiflavona, composto estudado neste trabalho. Além desse flavondide, realizou-
se, também, a funcionalizacdo de outros agentes com atividade antimicrobiana, como o
metronidazol e a isoniazida. Neste contexto, utilizaram-se como agentes espacantes
para a funcionalizagdo o anidrido succinico, cujo mecanismo de reacao € descrito na
Figura 51 e, também, o acido malico, no qual o mecanismo de reacdo esta

representado na Figura 52.
4.5.2.6.1 Sintese do hemissucinato de 3-hidroxiflavona

A cromatografia em camada delgada apresentou duas manchas, uma delas
relativa ao material de partida, 3-hidroxiflavona, que tem Rf igual a 0,81. A outra
mancha apresentou valor de Rf de 0,64, o que indicou a formacdo do produto de
interesse com carater mais polar. A coluna cromatogréfica foi realizada e esse produto
mostrou-se muito instavel. Ambas as manchas foram devidamente separadas na
purificacdo em coluna. No entanto, na CCD apés a purificacdo surgiu novamente a
mancha caracteristica da 3-hidroxiflavona, o que indica a hidrolise do produto de
interesse, revelando que esse produto é instavel.

O espectro no IV (Espectro 65) indica a obtengcdo do hemissucinato de 3-
hidroxiflavona. Neste espectro, observam-se bandas de estiramento relacionadas a 3-
hidroxiflavona em 1647 e 1467 cm™ referentes a carbonila e dupla ligacdo de
aromaticos, bandas que caracterizam a presenca deste composto bioativo. Também,
observam-se bandas fortes de estiramento de CH alifatico em 2854 cm™, relativa aos
grupos CH, do &cido succinico. Em adicdo, sédo evidentes as bandas em 1774 e 1726
cm™?, relacionadas & presenca de carbonila do acido carboxilico e da funcéo éster
formada, respectivamente. Além disso, observa-se a banda em 1384 cm™, referente a
deformacdo de C-O de acido carboxilico, e também, a banda em 1188 cm™, relativa a

deformacéo de C-O da fungéo éster formada.
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O RMN 'H (Espectro 66) mostra indicios da obtencdo do produto, devido &
presenca dos hidrogénios na regido de 2,6 ppm, que podem estar relacionados aos CH,
do &cido succinico. Com relagdo ao composto bioativo, estdo presentes os hidrogénios
aromaticos na regido de 7-8 ppm. No entanto, o espectro ainda apresenta excesso de
sinais mostrando que a coluna cromatografica ndo foi um método eficiente para

purificacdo do hemissucinato de 3-hidroxiflavona puro.
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Espectro 65: Espectro no IV do hemissucinato de 3-hidroxiflavona.
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IV (v, KBr, cm™)

2854 (v CH, alifatico); 1774 (v c=o0 &cido carboxilico); 1726 (v c=o éster); 1647 (v
c=o flavona); 1467 (& CH, alifatico angular assimétrica); 1384 (6 c.o de acido

carboxilico); 1188 (v c.o éster).
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Espectro 66: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) do hemissucinato de

3-hidroxiflavona.
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4.5.2.6.2 Sintese do hemissucinato de metronidazol

Em razéo da dificuldade de obtencao de derivados de 3-hidroxiflavona, resolveu-
se utilizar o farmaco metronidazol, que apresenta atividade antichagasica (MORELLO,
1988) e possui estrutura mais simples. Neste experimento, utilizou-se o anidrido
succinico, com o intuito de se obter o hemiéster do metronidazol.

Ao término da reacdo, a cromatografia em camada delgada mostrou a presenca
de uma mancha diferente do material de partida (metronidazol Rf de 0,82), com valor
de Rf 0,64, o que indica a obtencdo do produto de interesse. O espectro no IV
(Espectro 67) é mais uma evidéncia da sintese do hemissucinato de metronidazol.
Neste espectro, observa-se banda de estiramento em 1543 cm™ relativa ao grupo NO,
do metronidazol. Ainda com relacdo ao composto bioativo, as bandas de deformacao
em 1307 e 831 cm™ caracterizam, respectivamente, o grupo nitro e CH de aromaético
1,4-substituido. Observam-se as bandas de estiramento do &cido succinico em 3124 e
2929 cm™, referentes OH livre do acido e de CH alifatico, respectivamente. A banda de
deformacdo em 1423 cm™ esta relacionada aos grupos etilénicos do acido succinico. Os
principais indicativos de obtencdo do composto de interesse sdo as bandas de
estiramento em 1786 e 1730 cm™, relativas, respectivamente, as carbonilas do acido
carboxilico e do éster formado. Em adicdo, em 1205 e 1161 cm™ observam-se as
bandas de deformacéo da ligacdo C-O de éster.

Adicionalmente, o RMN 'H (Espectro 68) apresentou os sinais referentes ao
metronidazol na regido de 4,3 a 4,5 ppm, 8,03 e 2,90 ppm, que estdo relacionados,
respectivamente, aos hidrogénios dos grupos etilénicos do metronidazol, CH do anel
aromatico e da metila presente no imidazol. Com relacdo a ligacdo formada entre o
metronidazol e o acido succinico, os sinais dos CH, do acido succinico, provavelmente,
estdo encobertos pelo DMSO no preparo da amostra de RMN em 2,50 ppm. No
entanto, observa-se o deslocamento quimico do CH; ligado a OH livre do metronidazol,
gue antes aparecia em 3,7 ppm e agora foi deslocada para 4,5 ppm, revelando a
formacéao do éster de interesse. Além disso, observam-se 0s sinais do acido carboxilico
livre em 12 ppm. Portanto, estes indicios mostram que com esta metodologia obteve-se

o hemissucinato de metronidazol, mas este método necessita de aprimoramento.
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Espectro 67: Espectro no IV do hemissucinato de metronidazol.

IV (v, KBr, cm™)

3128 (v on acido carboxilico); 2929 (v CH alifatico); 1784 (v c-o acido
carboxilico); 1728 (v c=o éster); 1543 (v n.o hitro); 1423 (6 CH, angular
assimeétrica); 1307 (8 n.o axial simétrica); 1205 (6 c.o éster); 1161 (6 c.o €ster);
831 (6 CH aromatico 1,4-substituido).
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Espectro 68: Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-4) do hemissucinato de

metronidazol.
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4.5.2.6.3 Sintese do intermediario AMP e metronidazol

Devido a instabilidade apresentada pelo intermediario Il (composto pelo acido
malico e 3-hidroxiflavona), outra tentativa realizada foi a substituicdo da 3-hidroxiflavona
pelo metronidazol, com o intuito de sintetizar o intermediario resultante da ligacdo do
AMP e o metronidazol.

A principio, realizou-se o mesmo procedimento utilizado para a sintese do
intermediério I, que foi denominado como experimento Q1. Neste método, durante a
reacdo observou-se a formacgédo de trés manchas com Rf equivalentes a 0,60; 0,82
(referente ao AMP e metronidazol, respectivamente) e 0,90, o que indicou a possivel
obtencdo do intermediario de interesse. No entanto, ap0s 0 processo de extracdo em
gue foram utilizadas solucdes acidas, salinas e basicas, ndo se observou a presenca da
mancha indicativa do composto de interesse. Apds este processo, na CCD verificaram-
se as manchas dos materiais de partida com Rf iguais 0,60 a 0,82, respectivamente,
AMP e metronidazol. Portanto, provavelmente, o produto sofreu hidrélise. Por esta
razdo, realizou-se o experimento Q2, em que se extraiu o contetudo reacional apenas
com solucdo saturada de cloreto de sédio, para evitar a hidrélise do composto de
interesse. Entretanto, ap0s o processo de extracdo, novamente, na cromatografia em
camada delgada observou-se apenas a mancha relativa ao material de partida, AMP.
Além disso, o espectro de RMN *H (Espectro 69) mostrou apenas a presenca dos sinais
relativos ao agente espacante em 1,50 e 1,55 ppm, e nas regides de 2,70-2,90 e em
4,60 ppm, referentes aos hidrogénios Hg e H;, H, e Hz do &cido malico protegido,
respectivamente. Neste espectro ndo sao observados sinais do metronidazol. Acredita-
se que o0 composto de interesse tenha sofrido hidrolise durante o processo de
isolamento do produto do meio reacional. Assim, por este procedimento o intermediario

formado pelo AMP e o metronidazol n&o foi obtido.
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'nf'l 4
CB0ES

Espectro 69: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) do produto impuro da reagéo
entre o AMP e metronidazol, experimento Q2.
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4.5.2.6.4 Sintese da hemissucinamida de isoniazida

Com o mesmo proposito de se testar 0 método com derivado mais simples,
utilizou-se outro farmaco, a isoniazida, apesar de ser agente tuberculostatico.

As analises espectroscépicas indicaram a obtencdo da hemissucinamida de
isoniazida. O IV (Espectro 70) mostrou as bandas relativas a isoniazida, em 3192, 1606
e 1276 cm™, que caracterizam, respectivamente, NH de hidrazida, carbonila da
hidrazida e ligacdo C-N de aroméatico. Com relagéo ao acido succinico, observam-se as
bandas de deformac&o de CH, (1340 cm™) e de C-O de &cido carboxilico (1201 cm™).
Em adicdo, as bandas de estiramento que caracterizam a obtencdo da hemissucinamia
de isoniazida aparecem em 3240 e 1705 cm™, que correspondem as ligacdes NH e
carbonila de amida, respectivamente.

No RMN *H (Espectro 71) observaram-se os sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos da isoniazida, em 7,8-8,8 ppm, bem como o sinal em 10,10 ppm do
hidrogénio de OH de &cido carboxilico. Os sinais dos CH, do acido succinico,
provavelmente, estdo encobertos pelo DMSO deuterado, utilizado para o preparo da
amostra de RMN em 2,50 ppm. Em adicdo, o RMN **C (Espectro 72) apresentou os
carbonos aromaticos da isoniazida em 121, 139, 150 e 163 ppm, que correspondem
aos respectivos Cy, Cg, Cg e carbonila de hidrazida. Com relacdo ao acido succinico, 0s
CH, estdo nitidos em 28,14 e 28,76 ppm. As principais evidéncias da sintese da
hemissucinamida de isoniazida séo os carbonos carbonilicos em 170,42 e 173,46 ppm,
gue caracterizam a carbonila de amida e de &cido carboxilico, respectivamente. O

produto foi obtido com rendimento de 87% como sélido branco amorfo.
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Espectro 70: Espectro no IV da hemissucinamida de isoniazida.

IV (v, KBr, cm™)

3240 (vnn amida); 3192 (v nu hidrazida); 1705 (v c=o amida); 1606 (v c=o0
hidrazida); 1469 (6 CH, &cido succinico); 1340 (6 c.o acido carboxilico); 1276 (5

c-n aromatico); 1201 (8 c.o acido carboxilico).
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Espectro 71: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-4) da hemissucinamida de

isoniazida.
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RMN *3C (DMSO-g6), 75 MHz, &

39,00 (DMSO-ge); 28,14 (Cy); 28,76 (C3); 121,28 (C); 139,50 (Ce); 150,34 (Cs):
163,88 (Cs); 170,42 (Ca); 173,48 (Cy).
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5. CONCLUSOES

As etapas de sintese e purificacdo de dendrimeros ndo sdo processos triviais.
Dois aspectos foram muito importantes e dificultaram a obtencdo dos pré-farmacos
dendriméricos propostos: a dificuldade de purificacéo e a instabilidade dos derivados de
3-hidroxiflavona. Nas etapas de purificacdo, esses derivados mostraram-se instaveis e
observou-se a hidrélise do produto.

Na abordagem convergente, os derivados sintetizados com 3-hidroxiflavona
mostraram-se instaveis nas condicbes sintéticas e de purificacdo testadas. O
intermediério 1l (AMP e 3-hidroxiflavona) foi sintetizado e purificado com sucesso. Além
disso, o intermediario Ill desprotegido (AM e 3-hidroxiflavona) foi obtido com pureza
cromatografica de 94,7%. No entanto, esse derivado desprotegido mostrou-se instavel
em condi¢des acidas, basicas (especialmente com a utilizagdo de aminas), na presenca
de luz e temperatura e sob diferentes condi¢des de purificagdo. Nestas circunstancias,
observou-se a degradacdo do produto, através da hidrolise da ligacdo éster formada
entre o acido malico e a 3-hidroxiflavona. Ainda assim, com a sintese sob refrigeracéo e
utilizando o foco central etilenoglicol, existem indicativos da sintese de pro-farmaco
dendrimérico de 3-hidroxiflavona. No entanto, mesmo apés a etapa de purificacdo este
composto ainda apresenta-se impuro.

Neste sentido, para evitar a degradacdo dos derivados sintéticos de 3-
hidroxiflavona, bem como as dificuldades de purificacdo, foi realizada a sintese pela
abordagem divergente. Nesta rota sintética, o composto bioativo € acoplado a estrutura
do dendrimero na ultima etapa de sintese. Por esta metodologia, foi possivel sintetizar
os intermediarios puros compostos pelos focos centrais (propano- e hexano-diamina)
ligados ao agente espacante (acido malico). Devido a falta de tempo néo foi possivel

concluir a sintese dos pro-farmacos dendrimeéricos pela via divergente.
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6. PERSPECTIVAS

Método divergente

= Aprimoramento das condi¢cdes de purificacdo dos pré-farmacos dendriméricos
obtidos pelo processo de amindlise da lactona.

Método convergente

= Desenvolvimento de técnicas de purificacdo para os pro-farmacos dendriméricos

de 3-hidroxiflavona, obtidos a partir do intermediario lll.

Outras abordagens
= No caso dos intermediarios BisMPA-PDA e BisMPA-BTDA, realizar o
acoplamento com os derivados funcionalizados de metronidazol e isoniazida,

para a obtencdo dos dendrimeros de primeira geragdo com potencial atividade
bioldgica.
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2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
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@ curriculo Lattes

Soraya da Silva Santos

Endereco para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/8477112493124911

Ultima atualizacdo do curriculo em 25/08/2016

Resumo informado pelo autor

Possui graduagdo em Farmacia pela Universidade Catdlica de Santos, mestrado em Farmacos e medicamentos pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sdo Paulo (FCF-USP). Atualmente é doutoranda em Farmacos e Medicamentos pela FCF-USP atuando nos seguintes temas: dendrimeros, antichagdsicos, leishmanicidas,
latenciagdo e sintese de farmacos. Tem experiéncia na area de Farmacia, com énfase em Quimica Farmacéutica, Dendrimeros, Latenciagdo, Planejamento e sintese de
Farmacos, Doencas Negligenciadas, Analise e Controle de Medicamentos, Farmacotécnica e Farmacia Hospitalar.

(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais

Nome
Filiagdo
Nascimento

Carteira de
Identidade

CPF

Soraya da Silva Santos
Alencastro Oliveira Santos e Maria Aparecida da Silva Santos
23/01/1986 - S&o Vicente/SP - Brasil

436349085 SSP - SP - 01/07/1999

228.178.058-95

Formagao académica/titulacdo

2012

2010-2012

2009 -2010

2009 -2010

2004 -2008

Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas.

Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

com periodo sanduiche em Tulane University (Orientador : Scott M. Grayson) i

Titulo: ANT'ICHAGASICOS E LEISHMANICIDAS POTENCIAIS: SINTESE DE PRO-FARMACOS
DENDRIMERICOS DE 3-HIDROXIFLAVONA

Orientador: Elizabeth Igne Ferreira
Bolsista do(a): Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo

Mestrado em Farmacos e Medicamentos.

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Leishmanicidas potenciais:estudo da sintese de farmacos dirigidos dendriméricos de primeira
geragao com hidroximetilnitrofural, Ano de obtengao: 2012

Orientador: Elizabeth Igne Ferreira
Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo

Especializagdo em Farmacia Hospitalar - Introdugdo Farmacia Clinica.

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, HC-FMUSP, Brasil

Titulo: Andlise do processo de unitarizagdo automatizado de medicamentos sdlidos de um hospital publico
terciario de grande porte.

Orientador: Cleuber Esteves Chaves e Lidiane Baltieri Gomes

Bolsista do(a): Fundagao de Apoio ao Desenvolvimento Administrativo

Especializagdo em Lato sensu em quimica.

Faculdades Oswaldo Cruz, FOC, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Desenvolvimento de farmaco diurético: potencial anti-hipopotassémico
Orientador: Patricia Busko Di Vitta

Graduagéo em farmacia.

Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Santos, Brasil

Titulo: Proposta de desenvolvimento de um novo farmaco andlogo da indometacina com doador de 6xido
nitrico

Orientador: Prof. Dr. Anténio Jésé Calixto de Souza

Bolsista do(a): PROGRAMA UNIVERSIDADE PARA TODOS

Formacdo complementar

2014 -2014

2014 -2014

2014 -2014

2011 -2011

2011 -2011

2011 -2011

2010 -2010

2010 -2010

2008 -2008

2008 -2008

Curso de curta durag@o em Nuevas metodologias em sintesis organica y sus apl. (Carga hordria: 7h).
Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ, Rio De Janeiro, Brasil

Curso de curta duragé@o em Introdug&o a Quimica Medicinal. (Carga horaria: 10h).
Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ, Rio De Janeiro, Brasil

Curso de curta duragé@o em Highlights in Medicinal Chemistry. (Carga horaria: 7h).
Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ, Rio De Janeiro, Brasil

Curso de curta durag@o em Histéria da descoberta dos farmacos. (Carga horaria: 6h).
Sociedade Brasileira de Quimica, SBQ, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragéo em Structure-based virtual ligand screening. (Carga horaria: 10h).
Universidade Federal do ABC, UFABC, Santo Andre, Brasil

Curso de curta duragé@o em Solvation continuum models. (Carga horaria: 10h).
Universidade Federal do ABC, UFABC, Santo Andre, Brasil

Curso de curta durag@o em Dinamica molecular basica. (Carga horaria: 6h).
Laboratério Nacional de Computagéo Cientifica, LNCC, Petropolis, Brasil

Curso de curta duragéo em Predicéo de estruturas de proteinas. (Carga horaria: 6h).
Laboratdrio Nacional de Computagéo Cientifica, LNCC, Petropolis, Brasil

Curso de curta durag@o em Andlise instrumental. (Carga horaria: 8h).
Universidade Catolica de Santos, UNISANTOS, Santos, Brasil
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Curso de curta duragéo em Armazenamento, embalagem e estabilidade farmacos.
Anfarmag, SINAMM, Brasil

2007 -2007 Curso de curta duragdo em Documentos e registros da qualidade (elaborag&o).
Anfarmag, SINAMM, Brasil

2007 -2007 Curso de curta duragéo em Principios basicos de atendimento a clientes e a.
SENAC, SENAC, Brasil

2007 -2007 Curso de curta duragdo em RDC 214 e Programa 5S.
Anfarmag, SINAMM, Brasil

2007 -2007 Curso de curta durag@o em Nogdes de administragdo e introdugdo a farmacolo.
SENAC, SENAC, Brasil

2007 -2007 Curso de curta duragdo em PDCA — Planejamento.
Anfarmag, SINAMM, Brasil

2007 -2007 Curso de curta duragdo em Gestao da qualidade e RDC-214.
Anfarmag, SINAMM, Brasil

2007 -2007 Curso de curta duragdo em Curso de fitoterapia.
Fundagé&o Herbarium de Saude e Pesquisa, HERBARIUM, Colombo, Brasil

2007 -2007 Curso de curta duragéo em Auto-inspecéo na indUstria.
Conselho Regional de Farmacia do Estado de Sao paulo, CRF-SP, Sao Paulo, Brasil

2006 -2006 Curso de curta duragéo em Anemias: aspecto clinicos e laboratoriais.
Roche Diagnostics Brasil, ROCHE, Brasil

2005 -2005 Curso de curta duragéo em Técnicas e pratica para aplicagéo de injegao.
Sindicato dos praticos de farmacia, SINPRAFRAMAS, Brasil

2004 - 2004 Curso de curta duragéo em Atualizagdo em dermocosmética.
La Roche Posay, LA ROCHE POSAY, Brasil

2004 - 2004 Curso de curta durag&o em Bases dermatologicas.
Farmacia Homeoférmula, HOMEOFORMULA, Brasil

2004 -2004 Curso de curta durag&o em Energia nuclear — Aplicagbes médicas e rejeitos ra.
Universidade Catdlica de Santos, UNISANTOS, Santos, Brasil

Atuacdo profissional

1. Tulane University - TULANE

Vinculo
institucional
2015-2015 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Doutoranda , Carga horaria: 40, Regime: Dedicagao exclusiva
Outras informacgdes:
Desenvolvimento do projeto: "Potential antichagasic and leishmanicide compounds: Synthesis and
characterization by MALDI-ToF MS of 3-hydroxyflavone dendrimer prodrugs”. Durante o meu periodo de

estagio sanduiche na Tulane University orientei o aluno de Iniciagéo Cientifica: Jorge Luis Alves, projeto:
"Synthesis of first generation Bis-MPA dendrimer containing diaminopropane as the core".

2. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2014 -2014 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Estagio no Programa PAE , Carga horaria: 6, Regime: Parcial
Outras informacoes:
Estagio em docéncia na disciplina de Quimica Farmacéutica sob a orientagéo da profa. Dra. Carlota de
Oliveira Rangel-Yagui.

2012 - Atual Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Doutoranda , Carga horéria: 40, Regime: Dedicagéo exclusiva

2010 -2012 Vinculo: Pés-graduando (Mestrado) , Enquadramento funcional: Aluna / Pesquisadora , Carga horaria: 40,
Regime: Dedicagdo exclusiva

2010 -2010 Vinculo: Estagio no PAE , Enquadramento funcional: Estagio , Carga horaria: 6, Regime: Parcial

Outras informacdes:
PAE (Programa de Aperfeicoamento do Ensino)

3. Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo - HC-FMUSP

Vinculo
institucional

2009 -2010 Vinculo: Especializagéo e Aprimoramento , Enquadramento funcional: Farmacéutica especializanda , Carga
horéria: 40, Regime: Dedicagéo exclusiva

4, Hemonlicleo de Santos - Hospital Guilherme Alvaro - HEMONUCLEO

Vinculo
institucional

2008 -2008 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagidria , Carga horaria: 60, Regime: Integral

5. Centro de Referéncia em DST/Aids - SECRAIDS

Vinculo
institucional

2007 -2007 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagiaria servico ambulatorial , Carga horaria: 44,
Regime: Integral

6. Universidade Catélica de Santos - UNISANTOS

Vinculo
institucional
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2006 - 2007 yjincylo: Colaborador , Enquadramento funcional: Monitora de Quimica Farmacéutica | e Il , Carga horéria:
12, Regime: Parcial

7. Ao Pharmacéutico - AO PHARMACEUTICO

Vinculo
institucional

2007 -2007 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagiaria em laboratorio de homeopatia , Carga horaria:
44, Regime: Integral

2006 -2006 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagiaria em laboratério de manipulagédo , Carga horaria:
44, Regime: Integral

2003 -2009 Vinculo: Empregaticio , Enquadramento funcional: Farmacéutica Trainee , Carga horaria: 44, Regime:
Dedicagéo exclusiva
Outras informacoes:
Co-responsavel pelo setor de produgéo; Controle de produgéo e produtividade; Planejamento e
desenvolvimento de atividades de melhoria continua para os setores de produgado; Realizagao de
treinamentos; Organizagé&o de laboratdrio e de documentos do sistema de qualidade; Triagem inicial de
receitas; Inspegao final de medicamentos acabados; Recebimento e inspegéo final de produtos e matérias-
primas; Fracionamento e dispensagdo de medicamentos

Projetos

Projetos de
pesquisa

2012 - Atual ANTICHAGASICOS E LEISHMANICIDAS POTENCIAIS: SINTESE DE PRO-FARMACOS
DENDRIMERICOS DE 3-HIDROXIFLAVONA

Situagd@o: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Doutorado (1);
Integrantes: Soraya da Silva Santos; Elizabeth Igne Ferreira (Responsavel)

Revisor de periddico

1. Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening

Vinculo

2013 - Atual Regime: Parcial

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Prémios e titulos

2011 Meng&o Honrosa com o trabalho: “Molecular modeling as a tool to study target dendrimer potentially
leishmanicide, Seminario Internacional de Nanotecnologia

2009 Impositora de grau da XVII Turma de Formandos de Farmacia da Universidade Catdlica de Santos, titulo
concedido ao melhor aluno da turma, em 06 de janeiro de 2009, UNISANTOS

2008 Bolsa Mérito - Elaborada pela Universidade para premiar o melhor aluno da turma (dois tltimos anos) em
todos os periodos letivos da concesséo - 1° semestre 2008, Universidade Catélica de Santos

Producdo

Produgao bibliogréfica

Artigos completos publicados em periddicos

1. DA SILVA SANTOS, SORAYA; IGNE FERREIRA, ELIZABETH; GIAROLLA, JEANINE
Dendrimer Prodrugs. Molecules (Basel. Online). EEGM, v.21, p.686 - , 2016.

2. DA SILVA SANTOS, SORAYA; GIAROLLA, JEANINE; PASQUALOTO, KERLY F.M.; FERREIRA,
ELIZABETH I.
In silico study to analyse the disassembly of quercetin-targeted dendrimers potentially leishmanicide.
Molecular Simulation (Print). IEEGM, v.41, p.1495 - 1508, 2015.

3. DA SILVA SANTOS, SORAYA; GIAROLLA, JEANINE; PASQUALOTO, KERLY F.M.; FERREIRA,
ELIZABETH I.
Molecular modelling as a tool for studying the disassembly of potentially leishmanicide-targeted dendrimer.
Molecular Simulation (Print). IEEE, v.xxx, p.1 - 9, 2013.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. SANTOS, S. S.,; ALVES, J. L.; FERREIRA, E.I.; GRAYSON, S. M.
Synthesis of first generation Bis-MPA dendrimer containing diaminopropane as the core In: 5th International
Symposium on Biomedical Applications of Dendrimers, 2016, Copenhagen, Dinamarca.
5th International Symposium on Biomedical Applications of Dendrimers. , 2016.

2. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Conformational profile evaluation of 3-hydroxyflavone dendrimeric prodrugs potentially antichagasic and
leishmanicide In: IV Symposium on Drug Design and Development for Neglected Diseases, 2015, Sao
Paulo.
IV Symposium on Drug Design and D

| for Negl d Di ,2015.

9

3. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Conformational profile evaluation of 3-hydroxyflavone dendrimeric prodrugs potentially antichagasic and
leishmanicide In: XXIII International Symposium on Medicinal Chemistry, 2014, Lisboa, Portugal.
XXIIl International Symposi on Medicinal Chemistry. , 2014.

4. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Estudo de dinamica molecular para avaliagéo conformacional de pré-farmacos dendriméricos de 3-
hidroxiflavona, potencialmente antichagésicos e leishmanicidas. In: 372 Reunido Anual da Sociedade
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Brasileira de Quimica, 2014, Natal
372 Reunido Anual da Soci Brasileira de Quimica. , 2014,

5. POLIDORO, A;; SANTOS, S. S.; GIAROLLA, JEANINE; PASQUALOTO, KF.M.; FERREIRA, E.I.
Computational release study of potential cardiovascular dendrimer prodrugs containing aspirin and
rosuvastatin. In: 8th International Dendrimer Symposium, 2013, Madri.

8th International Dendrimer Symposium. , 2013.

6. GIAROLLA, J.; SANTOS, S. S.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular properties evaluation of a second generation dendrimers potentially antichagasic and
leishmanicide In: XLVIIl Semana Universitaria Paulista de Farméacia e Bioquimica, 2013, Sao Paulo.
XLVIIl Semana Universitaria Paulista de Farméacia e Bioquimica. , 2013.

7. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, JEANINE; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular properties evaluation of a second generation dendrimers potentially antichagasic and
leishmanicide. In: XLVIIl Semana Universitaria Paulista de Farméacia e Bioquimica, 2013
XLVIIl Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica. , 2013.

8. POLIDORO, A;; SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Estudo in silico de liberagéo de farmacos dendrlmerlcos dirigidos de primeira geragdo de 3-hidroxiflavona
In: 357 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2012, Aguas de Linddia.
352 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. , 2012.

9. POLIDORO, A;; SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
In silico release study of first generation targeted dendrimers with 3-hydroxyflavone In: XLVII Semana
Universitaria Paullsta de Farmama e Bloqwmlca 2012 Sao Paulo.
XLVII S Uni itaria Paulista de F. acia e Bi i

q ., 2012.
10. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Modelagem molecular na liberagdo de farmacos dendriméricos dirigidos de quercetina de primeira geragéo
In: 342 Reunido Anual da Socnedade Brasnelra de Qulmlca 2011, Floriandpolis.
347 Reunido Anual da Soci Br deQ s 2011

11. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular modeling applied to the first generation of quercetin targeted dendrimer as drug delivery system
In: Il International Symposium on Drug Discovery, 2011, Araraquara.
Il International Symposium on Drug Discovery. , 2011.

12. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular modeling applied to the first generation of quercetin targeted dendrimer as drug delivery system
In: XLVI Semana Universitéria Paulista de Farméacia e Bioquimica, 2011, S&o Paulo.
XLVI Semana Universitéria Paulista de Farméacia e Bioquimica. , 2011.

13. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular modeling as a tool for studying a potentially leishmanicide targeted dendrimer In: Seminario
Interna0|onal de Nanotecnologla 2011, Sao Paulo
" : e Nanot

io Interi 2011.

gia.,

14. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular modeling study of targeted dendrimer potentially leishmanicide In: | Escola Brasileira de
Modelagem Molecular (EBMM 2011), 2011 Santo André.
| Escola Brasileira de Model; lar (EBMM 2011),. , 2011.

15. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular modeling study of targeted dendrimer potentially leishmanicide In: : Sdo Paulo School on Natural
Porducts, Medicinal Chemistry and Organic Synthesis Integrated solution for tomorrow s world (ESPCA
Chemlstry) 2011, Campinas
: Sao Paulo School on Pord , Medicinal Chemistry and Organic Synthesis Integrated
solutmn for tomorrow s world (ESPCA Chem|stry), , 2011,

16. SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular modeling study of targeted dendrimer potentially leishmanicide In: Il Simpésio de Planejamento e
Desenvolvimento de Novos Farmacos para Doengas Negligenciadas, 2011, S&o Paulo.
Il Simpésio de Planej 1to e Desenvol! de Novos Farmacos para Doengas
Negligenciadas. , 2011.

17. SANTOS, 8. S,; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Molecular modeling study of targeted dendrimer potentially leishmanicide In: 5th Brazilian Symposium on
Medicinal Chemistry, 2010, Ouro Preto.
5th Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry. , 2010.

.
18. ff SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; PASQUALOTO, K.FM.; FERREIRA, E.I.
Molecular modelling study of targeted dendrimer potentially leishmanicide. In: Molecular Modelling 2010:
Advances in Biomolecular and Materials Modelling (MM2010), 2010, Melbourne.
Abstracts of Molecular Modelling 2010: Advances in Biomolecular and Materials Modelling
(MM2010). Melbourne: Monash Institute of Pharmaceutical Sciences, 2010.

19. SANTOS, S. S.; RENNOVATO, R. A,; DIOGO, M.
Proposta de desenvolvimento de um novo farmaco anélogo da indometacina com doador de 6xido nitrico
In: V Encontro de TCC’s do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Catdlica de Santos, 2008,
Santos.
V Encontro de TCC’s do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Catdlica de Santos. , 2008.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. GIAROLLA, J.; SANTOS, S. S.; POLIDORO, A.; PEREIRA, T. A. M.; PAES, L. C.; CADORE, A. L.;
KASSAB, G.; GOMES, R.; VARGAS, F.; PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
Dendrimer prodrugs as potential agents against neglected diseases In: 8th International Dendrimer
Symposium, 2013, Madri.
8th International Dendrimer Symposium. , 2013.

Artigos em jornal de noticias

Ly
T SANTOS, S. S.; DIOGO, M.
0 uso indiscriminado de medicamentos para emagrecer. Real noticias. Itanhaém, p.9 - 9, 2006.

Apresentacao de trabalho e palestra

1. SANTOS S. S GIAROLLA J PASQUALOTO, K.F.M.; FERREIRA, E.I.
to the first g ti of quercetin targeted dendrimer as drug
dellvery system, 2011 (Semlnano Apresentacao de Trabalho)

2. USANTOS S. S,; RENNOVATO, R. A.; DIOGO, M.

Proposta de desenvol de um novo farmaco anal daind ina com doador de
oxido nitrico, 2008. (Outra,Apresentagédo de Trabalho)

Produgéo técnica

Trabalhos técnicos

UDIOGO M.; SANTOS S.S.; RENNOVATO, R. A.
Prop deu“ n de um novo farmaco analogo da ind ina com doador de NO,
2008

OrientacOes e Supervisoes
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Orientagdes e supervisoes

Orientagdes e supervisdes concluidas

Iniciagao cientifica

1. @
Esther Leticia Amorim Rlbelro Slntese de pro-fan'nacos dendriméricos de primeira geragéo de 3-
hidroxiflavona p idas. 2016. Iniciagao cientifica (Farmacia) - Universidade de
Séo Paulo

2. Jorge Luis Alves. Synthesis of first generation Bis-MPA dendrimer containing diaminopropane as
the core. 2015. Iniciagéo cientifica (Quimica) - Tulane University

3. @

Heloisa Fernanda Aug. Leish icid. tenciais: sint: e ios de estabilidade quimica de
farmaco dirigido dendrimérico de 3-h|droX|fIavona para liberagdo especifica em macréfagos. 2013.
Iniciagao cientifica (Farmécia) - Universidade de Sao Paulo

4. @
Renan Augusto Gomes. . Leish icid. tenciais: sintese de farmaco dirigido dendrimérico de

3-hidroxiflavona para liberagao espeuflca em macréfagos.. 2012. Iniciagéo cientifica (Farmacia) -
Universidade de Sao Paulo

Orientagdes e supervisdes em andamento

Trabalhos de concluséo de curso de graduagao

1.

Stefani Fernanda Figueiredo. Sintese de pro-farmacos dendriméricos potencialmente ativos para
tuberculose contendo isoniazida. 2016. Curso (Farmécia) - Universidade Paulista

Iniciagao cientifica

1. @
Renan Sousa Silva. Smtese de pro-farmacos dendriméricos de primeira geragao de 3-
hidroxiflavona pot ricidas. 2016. Iniciagéo cientifica (Farmécia) - Universidade de
Séo Paulo

Eventos

Eventos

Participagdao em eventos

1. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) IV Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases, 2015. (Simp6sio)
Conformational profile evaluation of 3-hydroxyflavone dendrimeric prodrugs potentially antichagasic and

leishmanicide.
2. Xl National Meeting of Medicinal Chemistry Prof , 2015. (Encontro)
3. 37%Reuniado Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2014. (Congresso)
4. Apresenta(;ao de F’oster/PameI no(a) XX Escola de Verao em Quimica Fa éutica e Medicinal e Il
Inter I de Iy F: logia, 2014. (Congresso)

Estudo de dinamica molecular para avahagao conformacional de pré -farmacos dendriméricos de 3-
hidroxiflavona, potencialmente antichagésicos e leishmanicidas..

5. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXIII Int: ti | Symposium on Medicinal Chemistry, 2014.
(Simpdsio)
Conformational profile evaluation of 3-hydroxyflavone dendrimeric prodrugs potentially antichagasic and
leishmanicide.

6. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) Il Symposium on Drug Design and Development for
Neglected Diseases, 2013. (Simposio)
Molecular properties evaluation of a second generation dendrimers potentially antichagasic and
leishmanicide.

7. Simpésio de Nanotecnologia, 2013. (Simpésio)

8. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XLVIIl Semana Universitéria Paulista de Farmacia e
Bioquimica, 2013. (Congresso)
Molecular properties evaluation of a second generation dendrimers potentially antichagasic and
leishmanicide..

9. |Simpésio de Dendrimeros: Importancia no Contexto da Nanotecnologia, 2012. (Simpésio)

10. XLVII Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, 2012. (Simpésio)

11. 34 Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2011. (Congresso)

12. |Escola Brasileira de Modelag Molecular, 2011. (Oficina)

13. llInternational Symposium on Drug Discovery, 2011. (Simpésio)

14. |l Simpésio de Planej eD Ivi de Novos Farmacos para Doengas

Negllgenuadas 2011. (Simpésio)
15. International Seminar of Nanotechnology, 2011. (Seminario)
16. Sao Paulo Advanced School on Chemistry, 2011. (Congresso)

17. XLVl Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, 2011. (Congresso)

18. XVICongresso Paulista de Far éuticos, VIl Seminario Inter i | de Fari éuticos, 2010.
(Congresso)
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Curriculo Lattes

5th Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry, 2010. (Simpdsio)

V Escola de Mod Comp ional em Si: Biolégicos, 2010. (Oficina)

XLV Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, 2010. (Congresso)

Cong o Interdisciplinar de A éncia Domiciliar, 2009. (Congresso)

Pr de Atualizaca éutica "Uso de dispositivo Inalatério para trat to de d G
resplratorlas" 2009. (Outra)

Pra de Atualizagéo F: éutica da Divisdo de Farmacia do HC-FMUSP "Eflcat:la,
seguranga e mecanismo de agéo de Tocili b no to de Artrite R toide”, 2009.
(Outra)

Pre de Atualizagio F éutica "Atualizagao em Insulinas", 2009. (Outra)

Apresentagédo de Poster / Painel no(a) V Encontro de TCC do Centro de Ciéncias da Saude da
Unisantos, 2008. (Encontro)
Proposta de desenvolvimento de um novo farmaco analogo da indometacina com doador de ¢xido nitrico.

Jornada farmacéutica da Saide Unisantos, 2007. (Outra)

XV Congresso Paulista de Farmacéuticos, 2007. (Congresso)

4° Ciclo Racine para universitarios, 2005. (Simpésio)

S, F éutica Uni >s, 2004. (Outra)

Organizagéo de evento

1.

Bancas

Bancas

Ferraz, H.G.; SANTOS, S. S.
Escola de Inverno em Farmacos e Medicamentos (EPIFAR), 2016. (Congresso, Organizagéo de
evento)

SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J,; FERREIRA, E.|.; PRIMI, M C.
IV Symposium on Drug De5|gn and Develoy t for Neglected Di 2015. (Congresso,
Organizagéo de evento)

SANTOS, S. S.; PRIMI, M. C.; GIAROLLA, J.; FERREIRA, E.I.
XIIl National Meeting of Medicinal Chemistry Professors, 2015. (Congresso, Organizacéo de evento)

FERREIRA, E.I.; RANGEL-YAGUI, C. O.; SANTOS, S. S.
1l Symposium on Drug Design and Devel t for Neglected Di: 2013. (Congresso,
Organizagéo de evento)

FERREIRA, E.I.; GIAROLLA, J.; POLIDORO, A; SANTOS S S.
Simposio de Dendrlmeros Importanaa no t
Organizagéo de evento)

,2012. (Congresso,

FERREIRA, E.I.; TROSSINI, G.; ANDRICOPULO, A. D.; VAZ, B. A;; SANTOS, S. S.; BRITO, C. L.; SILVA,
F.; LEMES, J. P; GIAROLLA, J.; PACHIONI, J.; ARRIBAS, M. A;; PRIMI, M. C.; SA, M. M.; SEGRETTI, N.;
SERAFIM, R. A M OTELO, V. A.

1l Simposio de Planej e Desenvolvi de Novos Farmacos para Doengas
Negligenciadas, 2011 (Congresso, Organizagéo de evento)

Participacdao em banca de trabalhos de conclusao

Graduagao

1.

SANTOS, S. S.; Cunha, T.K.; SOUZA, A. J. C.

Participagdo em banca de Gabriel L. C. Greco e Levi M. R. dos Santos. Quimi pia da tuber
aplicagao de dendrimeros na busca de novos tuberculostaticos, 2016

(farmacia) Universidade Catdlica de Santos

CRAVEIRO, M.V; BIANCO, G.G.; SANTOS, S. S.

Participagdo em banca de Aline de Paula Fonseca. Estudos visando a sintese total da(+)-xilarenona e
estudo de modelagem molecular, 2014

(Farmacia e Bioquimica) Universidade Federal de Séo Paulo

SANTOS, S. S.; GIAROLLA, J.; RANDO, D. G.
Parm:lpagao em banca de VInICIUS de Matos. Avaliagao in silico de aspectos toxicolégicos de
e outros postos bioativos, 2013

(Farmécia e Bioquimica) Universidade Federal de Sdo Paulo

SANTOS, S. S.,; GIAROLLA, J.; RANDO, D. G.

Participagcdo em banca de Fernanda Rosa Andre. S-nitrosilagédo da Src Qui estudos tedricos do
papel das cisteinas C-terminais no processo regulatério da atividade enzimatica, 2013

(Farmacia e Bioquimica) Universidade Federal de Sdo Paulo

SANTOS, S. S.; POLLI, M. C.

Participagdo em banca de Mariana Bertini Teixeira. Avaliagcao do custo beneficio do tratamento com
pro-farmacos classicos e reciprocos e seus precursores disponiveis no mercado farmacéutico
brasileiro, 2011

(Ciéncias Farmacéuticas) Pontificia Universidade Catélica de Campinas

SANTOS, S. S.; POLLI, M. C.

Participag@o em banca de Bruna Taliani Tuan; Natélia Grasiela Mendes. Farmacos aprovados pelo FDA
no periodo de 2006 a junho de 2011, 2011

(Ciéncias Farmacéuticas) Pontificia Universidade Catolica de Campinas
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