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POLIDORO, A. Estudo da sintese de pro-farmacos dendriméricos
potencialmente cardiovasculares contendo rosuvastatina e acido
acetilsalicilico. 2013. 212p. Dissertacdo - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2013.

RESUMO

Doencas cardiovasculares podem ocasionar manifestagdes clinicas graves
como infarto agudo do miocéardio e acidentes vasculares tromboticos,
constituindo a principal causa de morte no mundo, fato esse que desperta
grande interesse da industria farmacéutica. As causas normalmente estédo
relacionadas a elevacdo dos niveis de colesterol e a agregacédo plaquetaria,
gue acarretam eventos vaso-oclusivos. Entre as alternativas terapéuticas para
0 controle e prevencao das doencas cardiovasculares podem-se destacar os
inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima-A redutase (HMG-CoA
redutase), popularmente conhecidos como estatinas. A rosuvastatina merece
destaque nessa classe de farmacos, devido a maior seletividade e poténcia na
reducdo dos niveis de colesterol LDL. O acido acetilsalicilico, antiinflamatorio
nao-esteroide, também representa uma importante alternativa terapéutica para
prevencao de doencas cardiovasculares, devido a sua ampla aceitacdo como
inibidor da agregacédo plaquetaria. Considerando seus mecanismos de acéao,
estatinas e acido acetilsalicilico podem ser usados em conjunto para a
prevencao de doencas cardiovasculares. Face ao exposto e tendo-se em vista
a importancia dos dendrimeros como transportadores de farmacos na
latenciacao, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver o pro-farmaco
dendrimérico potencialmente ativo em doencas cardiovasculares contendo
rosuvastatina e acido acetisalicilico. Diversas metodologias de sintese foram
realizadas na tentativa de obtencao do proé-farmaco dendrimérico composto por
mio-inositol ou etilenoglicol como foco central, acido L(-)-malico e etilenoglicol
como espacantes e rosuvastatina e acido acetilsalicilico como compostos
bioativos. Parte dos intermediarios propostos foi sintetizada e purificada com
sucesso. As maiores dificuldades encontradas foram a purificacdo dos
compostos e a hidrélise seletiva da protecdo do acido malico protegido.
Adicionalmente, realizaram-se estudos computacionais para prever a liberacao
dos farmacos do pré-farmaco dendrimérico.

Palavras-chave: doencas cardiovasculares; aterosclerose; dendrimeros;
latenciacao.



POLIDORO, A. Synthesis study of potential cardiovascular dendrimer
prodrugs containing aspirin and rosuvastatin. 2013. 212p. Dissertation —
Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, 2013.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases can lead to several clinical manifestations such as
myocardial infarction and stroke. Those diseases represent the main cause of
death globally and this fact triggers a great interest from the pharmaceutical
industries. The causes are usually related to high cholesterol levels and platelet
aggregation, which are responsible for the vaso-occlusive events. Among the
available drug therapy for control and prevention of cardiovascular diseases,
the inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-CoA
reductase), popularly known as statins, can be highlighted. Rosuvastatin
deserves mention in this class of drugs due to its greater selectivity and potency
in reducing the levels of LDL cholesterol. Aspirin, a nonsteroidal anti-
inflammatory, also represents an important drug therapy for treatment and
prevention of cardiovascular diseases, due to its widespread acceptance as a
platelet aggregation inhibitor. Considering their mechanism of action, aspirin
and statin can be used in association for prevention of cardiovascular diseases.
This said and taken into account that dendrimers are important as carriers in
prodrug design the purpose of this work was the synthesis of dendrimer
prodrugs potentially active in cardiovascular diseases containing aspirin and
rosuvastatin. Several synthetic methods have been used with the aim to
synthesizing the dendrimer produgs composed of myo-inositol or ethyleneglycol
as core, L-(-)-malic acid and ethyleneglycol as spacer groups and rosuvastatin
and aspirin as bioactive compounds. Some of the proposed intermediates was
synthesized and purified successfully. The main difficulties were purification of
compounds and selectivy desprotection of protected malic acid. Additionally,
computational studies were performed in order to predict the release of those
drugs from dendrimer prodrugs.

Keywords: cardiovascular diseases; atherosclerosis; dendrimers; prodrug
design.



Introduc¢do e Objetivos

Uma idéia que ndo é perigosa ndo merece nem mesmo ser
chamada de idéia.

Oscar Wilde



1 INTRODUCAO

11 DOENCAS CARDIOVASCULARES E ATEROSCLEROSE

As doencas cardiovasculares (DCVs) sé&o consideradas a principal
causa mundial de mortes no século XXl (PSARROS et al., 2012). Essas
doencas fazem parte de um grupo de enfermidades cronicas néo
transmissiveis e sdo, em sua maioria, provenientes de um processo
aterosclerético, que pode levar ao desenvolvimento de doenca arterial
coronariana, doenca cerebrovascular e doenca vascular periférica (SANTOS et
al., 2008; WHO, 2011a). Outras DCVs, que nao seréo discutidas neste trabalho
e que independem do desenvolvimento da aterosclerose, sdo as doencas
congénitas e reumaticas do coragao, cardiomiopatias e arritmias cardiacas
(WHO, 2011a).

A aterosclerose é caracterizada por processo inflamatorio progressivo e
cronico, que acomete artérias de medio e grande calibre (LAHOZ, MOSTAZA,
2007; TOTH, 2008; Van DIJK et al., 2010). Ha mais de 150 anos a
aterosclerose é considerada uma doenca, no entanto, o entendimento sobre a
sua etiologia e evolucao tem crescido intensamente nos ultimos anos (BAHIA
et al., 2006; LIBBY, RIDKER, HANSSON, 2009).

O seu desenvolvimento € marcado por espessamento da camada
intima e média das artérias com consequente perda de sua elasticidade. Esse
espessamento é ocasionado pela formacédo de uma placa a partir do acumulo
de lipideos, tecido fibroso e células inflamatérias que, apos diversos estagios
de progressao, leva o nome de placa de ateroma (LAHOZ, MOSTAZA, 2007).

A placa de ateroma € a responsavel pelas manifestacfes clinicas da
doenca. Isso porque ela é capaz de estreitar a luz do vaso sanguineo e,
consequentemente, reduzir a disponibilidade de oxigénio para os tecidos,
processo denominado de isquemia tecidual. Além disso, placas ricas em
lipideos sao instaveis e podem se romper levando a formacdo do trombo,
principal mediador de eventos vaso-oclusivos, aumentando o risco de infarto
agudo do miocérdio e morte (INSULL Jr, 2009).



De acordo com Francoso e Coates (2002), esse processo pode ter
inicio na infancia e progredir lentamente até a vida adulta, quando incidiréo as
manifestacbes clinicas da doenca. Estudos demonstram que as estrias
gordurosas, precursoras da placa de ateroma, podem aparecer na camada
intima da aorta aos trés anos de idade e nas coronarias durante a adolescéncia
(FORD, 2003).

Como as placas de ateroma apresentam tendéncia em se desenvolver
nas artérias que fornecem sangue ao coracao (artérias coronarias), ao cérebro
(artéria caroétida, artéria vertebral e artérias cerebrais) e artérias de extremidade
inferior (artéria iliaca e femoral), as manifestacfes clinicas sdo mais evidentes
nesses locais (LAHOZ, MOSTAZA, 2007).

Os sinais e sintomas variam de acordo com o local afetado e estédo
diretamente relacionados com a perfusdo sanguinea limitada, que reduz a
disponibilidade de oxigénio para os tecidos (isquemia tecidual), em decorréncia
da obstrucéo dos vasos que os alimentam (BRASHERS, 2008). A Figura 1 traz
representacdo dos locais mais afetados pela aterosclerose e suas

manifestacdes clinicas.

Acidente vascular cerebral
Ataque isquémico transitaro
Infarto agudo do miocardio

Angina (instavel e estavel)
Morte sibita

Claudicacéo intermitente

Isquemia critica de membro,
Necrose e grangrena

Figura 1. Manifestacdes clinicas da aterosclerose
(adaptado de VILES-GONZALEZ, FUSTER, BADIMON, 2004).

No geral, quando as artérias corondrias sdo comprometidas, o paciente
pode desenvolver sindrome coronariana aguda (angina e infarto agudo do
miocérdio) ou, até mesmo, morte subita (GRECH, RAMSDALE, 2003; LAHOZ,
MOSTAZA 2007). No cérebro, a principal consequéncia é o acidente vascular
cerebral (AVC) e o ataque isquémico transitério, que, quando ocorre em

episédios sucessivos, pode levar o paciente a deméncia. Ja nas artérias



periféricas, utiliza-se o termo claudicacdo intermitente ou isquemia aguda
menor para suas manifestacdes clinicas, que sdo caracterizadas pela dor
intensa e muitas vezes limitante dos membros inferiores. Pode ocorrer também
a isquemia critica de membro com evolugdo para necrose e gangrena (VILES-
GONZALEZ, FUSTER, BADIMON, 2004; LAHOZ, MOSTAZA, 2007).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Apesar do significativo avanco no diagndstico e tratamento, as DCVs
constituem a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo, afetando
tanto paises de baixa e média renda, quanto paises de alta renda (CHAPMAN,
2007; FRANCO et al., 2011).

Em 2008, 17,3 milhdes de pessoas morreram de DCVs, sendo 7,3
milhdes de mortes decorrentes de infarto agudo do miocardio e 6,2 milhdes por
acidente vascular cerebral. Para 2030, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que esse numero suba para 23,6 milhdes (WHO, 2013).

Entre as doencas néo transmissiveis, as DCVs sdo responsaveis por
48% dos Obitos, ultrapassando o cancer (21%), doencas respiratorias (12%),
diabetes mellitus (3%) e outras doencas nao transmissiveis (16%), como
mostra a Figura 2 (WHO, 2011).

Outras doengas
nao transmissiveis

Diabetes mellitus
16% 1%

Cancer
21%

Doengas
cardiovasculares
48%
Doengas
respiratorias
12%

Figura 2. Distribuicdo das principais causas de morte por doengas néo transmissiveis
no mundo (adaptado de WHO, 2011a).



No Brasil, as doengas n&o transmissiveis representaram 58% das
mortes registradas em 2007. A Figura 3 mostra que entre essas enfermidades,
as DCVs foram, e continuam sendo, as principais responsaveis pelo maior

ndmero de Obitos em todas as regides do Pais (SCHMIDT et al., 2011).

800 Bl Curas
[ Dizoees
B Fesplratnizs
700 B Cincer

O cargovzscuianes

00+

iy
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300
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100
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1006 ' 2007 ' '1996 ' 2007 ' '199-5 ':u:u:u; ' ' 1006 2007 1995' 2007
Norte Mordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

WMortalidade (a cada 100.000 pessoag)

Figura 3. Indice de mortalidade por doencas néo transmissiveis nas regiées do Brasil,
em 1996 e 2007 (adaptado de SCHMIDT et al., 2011).

De acordo com o Ministério da Saude, no ano de 2009, ocorreram
193.309 mortes por DCVs atribuiveis a aterosclerose, em individuos acima de
30 anos, sendo que 95.449 dessas mortes foram causadas por doencas
isquémicas do coracao e 97.860, por doencas cerebrovasculares (MANSUR,
FAVARATO, 2012).

Embora represente a principal causa de morte no Pais, vale ressaltar
gue o numero de mortes por DCVs vem caindo nos ultimos dez anos,
principalmente nas regifes sul e sudeste e na faixa etaria acima de 60 anos
(SCHIMIDT et al., 2011; MANSUR, FAVARATO, 2012). Entretanto, o indice de
mortalidade do Brasil ainda permanece alto, quando comparado aos demais
paises da América do Sul, além de alguns paises da América do Norte e
Europa, como EUA, Portugal e Reino Unido (SCHIMIDT et al., 2011).

Além do impacto social das DCVs no Pais e no mundo, a necessidade
de internacdo hospitalar, atendimento e acompanhamento ambulatorial,

procedimentos cirdrgicos, métodos terapéuticos e de diagndstico determinam,



também, relevante impacto econdmico (RIBEIRO et al., 2005). Em 2004,
gastaram-se, aproximadamente, 30,8 bilhdes de reais com DCVs, sendo 36,4%
desse valor com cuidados em saude, 8,4% com previdéncia social e 55,2%
com a perda de produtividade. No total, o custo com DCVs representa 8% do
gasto total com a saude no Pais e corresponde a 1,74% do produto interno
bruto (PIB) (AZAMBUJA et al., 2008).

1.3 FATORES DE RISCO ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DAS
DOENCAS CARDIOVASCULARES

Desde 1948, estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a maioria
das DCVs pode ser atribuida a diversos fatores de risco. Esses fatores sao
classificados em reversiveis, podendo ser de natureza biolégica (dislipidemia,
hipertenséo arterial, diabetes mellitus e obesidade) ou comportamental
(tabagismo, etilismo, habitos alimentares inadequados e sedentarismo), e
irreversiveis, como idade, género, histérico familiar e etnia (O’DONELL,
ELOSUA, 2008; SANTOS et al., 2008; FARIAS JUNIOR et al., 2011). De acordo
com a OMS, esses fatores sao considerados fatores de risco classicos e sao
responsaveis por 75% das DCVs do mundo (WHO, 2011b).

Com a evolucdo da ciéncia nos Uultimos anos, atualmente sao
associados mais de 300 novos fatores de risco ao desenvolvimento de DCVs
(PRASAD et al., 2010). Entre eles, podem-se citar: niveis elevados de proteina
C-reativa (FERRANTI, RIFAI, 2002; SANTOS et al., 2003); fibrinogénio sérico
elevado (PARASKEVAS et al., 2008); infeccdo e doenca periodontal
(CARALLO et al., 2010); resistétncia a insulina e estresse oxidativo
(FERRANINI, 10ZZ0, 2006; HAIDARI et al., 2010). Muitos desses fatores de risco
ndo sdo tdo novos, entretanto, assim como os fatores que surgiram
recentemente, precisam ser mais bem avaliados e mensurados (PRASAD et
al., 2010; WHO, 2011b). Portanto, esses nao serdo abordados nessa revisao.

E importante ressaltar que a existéncia de um fator de risco ndo implica
necessariamente o aparecimento de uma doenca cardiovascular. No entanto,
por ser uma doenca de origem multifatorial, a presenca de varios desses

fatores aumenta, consideravelmente, essa possibilidade. Vale lembrar que



conhecer e detectar fatores de risco envolvidos é extremamente importante
para definir o risco cardiovascular e delinear estratégias de intervengéo contra
essas doencgas (LAHOZ, MOSTAZA, 2007).

Nesta revisdo sO se discutird a dislipidemia, pois além de ser um dos
principais fatores de risco no desenvolvimento da aterosclerose, esta
estritamente relacionada ao presente trabalho. As referéncias que discutem
sobre os fatores irreversiveis podem ser encontradas no Quadro 1. As
referéncias que discutem sobre os demais fatores de risco reversiveis estdo no
Quadro 2 (dentro do tépico 1.3.2).



1.3.1 Fatores derisco irreversiveis

Quadro 1. Fatores de risco irreversiveis envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose

Fator de Risco

Comentario

Referéncia

Idade

A incidéncia de DCVs aumenta com a idade independente do
Sexo ou etnia.
Idade de risco:
Homens: acima de 45 anos
Mulheres: acima 55 anos

LAHOZ, MOSTAZA, 2007.

Género

O namero de mortes no mundo por DCVs é maior em homens
que em mulheres. Entretanto, como as mulheres normalmente
desenvolvem essas doencas entre 7 a 10 anos mais tarde que
0os homens, o risco de comorbidades, como diabetes e
hipertenséo arterial, € maior. Portanto, as consequéncias de uma
DCV em mulheres tendem a ser mais graves em relagcdo aos
homens.

SCHENCK-GUSTAFSSON, 2009.
TAN, GAST, SCHOUW, 2010.
WHO, 2011a.

Histérico familiar

Os fatores de risco mais importantes associados ao
desenvolvimento de DCVs sdo de origem genética, como a
hipertenséo, dislipidemia e diabetes. Além disso, a influéncia da
familia nos hébitos de vida do individuo também deve ser
considerada no desenvolvimento da doenca (tabagismo,
sedentarismo e habitos alimentares inadequados).

Em estudo realizado em 2004, foi observado que das 109
criancas e adolescentes com historia familiar de DCV prematura,
41,1% apresentaram um ou mais fatores de risco para a
aterosclerose.

SANTOS et al., 2008.
CROUCH, GRAMLING, 2005.
BANERJEE, 2012.

Etnia

A populacao sul-asiatica tem maior prevaléncia e mortalidade por
DCVs entre 0s grupos étnicos, tais como caucasianos, negros
africanos, judeus israelenses, malaios, chineses e japoneses,
independentemente de suas filiacdes religiosas e estilo de vida.

FOROUHI, SATTAR, 2006.
PRASAD et al., 2010.




1.3.2 Fatores de risco reversiveis

1.3.2.1 Dislipidemias

O colesterol é molécula lipidica indispensavel para as células
animais (YOKOYAMA, 2000). Ao contrario da sua imagem popular
negativa, o colesterol € essencial para a homeostase do organismo,
contribuindo para inimeras funcdes vitais, atuando como precursor na
sintese de horménios esterdides (testosterona, estrogénio, progesterona,
cortisol e desidroepiandrosterona) e também na sintese de acidos biliares,
indispensaveis para a digestdo de gordura. Aliado & luz solar, o colesterol
é indispensavel, ainda, para a sintese de vitamina D, relacionada com o
fortalecimento 6sseo. Outro papel fundamental dessa molécula é a
constituicio de membranas celulares. O colesterol promove suporte
estrutural celular e pode, inclusive, atuar como antioxidante. Sua
presenca no organismo também é fundamental na conducéao de impulsos
nervosos especialmente ao nivel das sinapses. Cerca de 75% do
colesterol enddogeno sdo sintetizados pelo figado, enquanto que o0s
demais 25% sé&o provenientes da dieta (COLPO, 2005).

Por ser molécula lipofilica (Figura 4), a solubilidade do colesterol
nos fluidos bioldgicos é limitada, o que torna sua circulacdo no organismo
dependente de moléculas transportadoras, denominadas lipoproteinas
(VOET, VOET, 2008).
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Figura 4. Estrutura quimica do colesterol.



As lipoproteinas plasmaticas sdo complexos moleculares de
proteinas transportadoras denominadas apolipoproteinas em combinacéo
com fosfolipidios, colesterol, ésteres de colesterol e triglicerideos (TG)
(Figura 5). As apolipoproteinas (proteinas livres) se combinam com 0s
lipideos formando estrutura globular lipoproteica, que varia em tamanho,
densidade, composi¢cdo e fungdo no organismo. De acordo com essas
caracteristicas, as lipoproteinas podem ser divididas em quilomicrons
(QM), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de
densidade intermediéaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (NELSON, COX, 2002; FORTI,
DIAMENT, 2006).
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Figura 5. Estrutura de uma lipoproteina de baixa densidade (LDL).
Fonte: http/Ammn2.uah.esimapa/seminarios/activos/U. Mayores/Lipoproteinasipages/LDL_jpg.htm

Evidéncias clinicas comprovam alta correlacdo entre niveis
elevados de LDL e niveis reduzidos de HDL com a incidéncia de doencas
cardiovasculares (PENALVA et al., 2008). As LDL séo responsaveis por
transportar o colesterol produzido pelo figado para os demais tecidos
periféricos (NELSON, COX, 2002). Durante a passagem pela corrente
sanguinea, essas lipoproteinas podem se depositar na parede arterial
lesionada, onde sofrem processo de oxidacao, iniciando a formacdo da
placa de ateroma. Por essa razdo, as LDL sdo conhecidas como
lipoproteinas aterogénicas e seus niveis elevados (hipercolesterolemia)

implicam maior risco de acumulo de colesterol na camada intima arterial,
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favorecendo o desenvolvimento da aterosclerose (INSULL Jr, 2009). As
IDL e as VLDL, precursoras da LDL, também sdo consideradas
lipoproteinas aterogénicas (SBC, 2007).

De acordo com Tsompanidi e colaboradores (2010), as HDL
possuem efeito antiaterogénico. Isso porque essas moléculas realizam o
transporte reverso do colesterol, ou seja, removem 0 colesterol em
excesso dos tecidos periféricos, transportando-os de volta para o figado.
Essa remocdao inclui os lipideos internalizados em macréfagos da placa
de ateroma. Dessa maneira, as HDL sdo consideradas antitrombdticas
por amenizarem a progressao da aterosclerose.

Sendo assim, o desequilibrio dos niveis dessas lipoproteinas no
organismo torna-se importante fator de risco para o desenvolvimento de
DCVs, ja que o colesterol € o principal componente da placa de ateroma.
Esse desequilibrio, denominado dislipidemia, pode ocorrer quando ha
interferéncia de fatores ambientais e/ou genéticos na producao,
catabolismo ou na depuracdo plasmatica de lipoproteinas circulantes
(RABELO, 2001). Os desequilibrios podem ser classificados como
primarios, quando sua origem for genética (hipercolesterolemia familiar),
ou secundarios, quando fatores ambientais sdo os causadores do fenoétipo
(MALLOY, KANE, 2007).

A IV Diretriz brasileira sobre dislipidemias e prevencdo da
aterosclerose (2007) preconiza que os niveis de colesterol ligado a LDL
(LDL-C) iguais ou superiores a 160 mg/dL (hipercolesterolemia isolada),
de triglicérides (TG) iguais ou acima de 150 mg/dL (trigliceridemia isolada)
ou ambos os niveis elevados (hiperlipidemia mista) representam risco no
desenvolvimento de DCVs. A reducéo dos niveis de colesterol ligado a
HDL (HDL-C) para valor menor ou igual a 40 mg/dL para homens e menor
ou igual a 50 mg/dL para mulheres, reducdo isolada ou em associacao
com aumento dos niveis LDL-C e TG, também representa importante fator

de risco cardiovascular (SBC, 2007).



1.3.2.2 Outros fatores de risco reversiveis
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Quadro 2. Fatores de risco reversiveis envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose.

Fator de Risco

Comentario

Referéncia

Hipertenséo arterial sistémica
(HAS)

O mecanismo pelo qual a HAS favorece a evolugdo da
aterosclerose € pouco conhecido. Entretanto, acredita-se que além
das alteragdes morfolégicas no endotélio, os niveis elevados de
angiotensina 1l possam estimular a proliferagdo de células do
muasculo liso e favorecer a aterogénese. Além disso, a
angiotensina Il parece ter acdo pro-inflamatoria, estimulando a
formacao de radicais livres no plasma e reduzindo a formagéo de
oxido nitrico pelo endotélio. Por sua vez, essa reducdo de 6xido
nitrico, aumenta a adesao leucocitaria ao endotélio e a resisténcia
periférica, dificultando a perfusdo sanguinea.

LAHOZ, MOSTAZA, 2007

ROMAN, BADILLA, DUSSAUBAT,
2010

Tabagismo

Diversos efeitos do tabagismo podem ser associados ao
desenvolvimento da aterosclerose, sendo os principais: alteragcéo
morfolégica e bioquimica do endotélio; excesso de peroxidacédo
lipidica por meio de radicais livres presentes no cigarro;
desestabilizacdo das placas de ateroma e aumento da atividade
de coagulacéo e agregacdo plaquetaria. Vale ressaltar que esses
efeitos séo validos também para os fumantes passivos.

ERHARDT, 2009

Diabetes mellitus

Os mecanismos pelos quais essa condicao influencia na
progresséo de DCVs ndo sdo totalmente elucidados.
Aparentemente, a hiperglicemia favorece a glicosilagdo de
particulas de LDL-C, tornando-as mais suscetiveis a sofrerem
oxidacao e, portanto, formando particulas mais aterogénicas e
com meia-vida maior. Em contrapartida, particulas de HDL-C
glicosiladas possuem meia-vida reduzida e perdem sua
caracteristica antiaterogénica.

DOKKEN, 2008
HEINONEN, 2011
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Quadro 2. Fatores de risco reversiveis envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose. (cont.)

Fator de Risco

Comentario

Referéncia

Obesidade

A obesidade é frequentemente associada a comorbidades que
representam fatores de risco estabelecidos para o
desenvolvimento de DCVs, como diabetes mellitus, HAS e
dislipidemia. Em adicdo, nos ultimos anos, essa condi¢éo tem sido
encarada como um fator de risco independente e 0s mecanismos
envolvidos estdo em estudo. Uma das hipéteses € que o tecido
adiposo possa atuar de maneira similiar a uma célula enddcrina,
liberando citocinas e moléculas de adeséo, representando uma
fonte de mediadores pro-inflamatérios que influenciam na lesdo
endotelial, favorecendo a aterogénese.

GOMES et al., 2010
MARINOU et al., 2010
ZALESIN et al., 2011

Sedentarismo

Apesar dos mecanismos desconhecidos, sabe-se que a prética
regular de atividade fisica pode reduzir a incidéncia de DCVs.
Esse efeito benéfico parece estar associado com a desaceleracao
da aterogénese, melhoria da disfuncédo endotelial e do processo
inflamatorio. Em adicdo, a pratica de atvidades fisicas pode
controlar varios fatores de risco associados como diabetes melitus,
HAS e obesidade. A American Heart Association recomenda no
minimo 30 minutos de atividade fisica diaria e moderada na
prevencao primaria de DCVs.

AHMED et al., 2012
SHO-JEN et al., 2013

Alimentacao

E comprovado que dietas ricas em colesterol, gorduras saturadas,
gordura-trans, acucar refinado, sal e baixo consumo de frutas,
vegetais e fibras aumentam o risco cardiovascular, contribuindo
diretamente com os fatores de risco associados como a
obesidade, hipertensao arterial, dislipidemia e diabetes mellitus.

CERVATO et al., 1997
WHO, 2011a
FROHLICH, ALSARRAF, 2013
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1.4 FISIOPATOLOGIA DA ATEROSCLEROSE

A compreensdo molecular da fisiopatologia da aterosclerose é
fragmentada e os dados presentes na literatura sdo controversos.
Entretanto, sabe-se que existe correlagdo entre o acimulo de lipideos na
camada subendotelial, oxidacdo lipidica e o processo inflamatorio
(INSULL Jr, 2009).

O endotélio vascular apresenta papel central no desenvolvimento
da aterosclerose. Em condic¢@es fisiologicas, as células endoteliais atuam
como barreira fisica, impedindo a passagem livre de moléculas e outras
células para o intersticio. Além disso, essas células produzem
substancias vasodilatadoras (como o 6xido nitrico) e vasoconstritoras
(angiotensina Il e endotelina), que, quando em equilibrio, sédo capazes de
manter o tbnus vascular. O endotélio também é responsavel por manter o
fluxo sanguineo laminar, inibir a adesdo e agregacdo plaquetaria, a
proliferacdo de ceélulas do musculo liso, a coagulacdo sanguinea e
controlar a resposta inflamatoria, mantendo uma superficie com
caracteristicas antitromboéticas (BAHIA et al., 2006; KAPERONIS et al., 2006;
CHAPMAN, 2007).

A aterogénese (Figura 6), processo de formacdo da placa de
ateroma, € iniciada quando a func&o normal do endotélio € comprometida
por uma lesdo. Como discutido anteriormente, diversos fatores de risco
reversiveis e irreversiveis podem ocasionar lesdo nas células endoteliais
e favorecer o desenvolvimento da aterosclerose (SANTOS et al., 2008).
Quando essas células estdo lesadas, a funcédo protetora do endotélio é
comprometida e a atividade vasoconstritora se superpde a atividade
vasodilatadora (BAHIA et al., 2006; TOTH, 2008).

A partir da disfuncéo do endotélio, a infiltracéo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL-C) na camada intima das artérias é facilitada.
Sendo assim, o nivel de LDL-C circulante no organismo é um fator
determinante no desenvolvimento da doenca, pois quanto maior esse
nivel, maior seu acumulo na camada subendotelial (INSULL Jr, 2009).
Essas moléculas de LDL-C depositadas na camada intima sofrem

oxidagdo através de enzimas como a 5'-lipoxigenase, fosfolipase A2 e
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mieloperoxidase (TOTH, 2008). As particulas de LDL-C oxidadas (LDL-
Cox) tornam-se pré-inflamatorias, ativando o sistema imunoldgico inato do
organismo. Essas particulas recrutam mondcitos, que penetram na
camada subendotelial e se diferenciam em macréfagos. Os macréfagos,
por sua vez, fagocitam as LDL-Cox formando as células espumosas, que
quando acumuladas, ddo origem as estrias gordurosas (CORREA-
CAMACHO, DIAS-MELICIO, SOARES, 2007). A formacdo de estrias
gordurosas na camada intima arterial € o primeiro estagio que predispde
a progressao da placa de ateroma e pode se desenvolver ainda na
infancia ou adolescéncia (CASELA FILHO et al., 2003; INSULL Jr, 2009).

Uma vez formadas, as células espumosas estimulam a producao
de citocinas, incluindo a interleucina-1 (IL-1), que induz a migracao e
proliferacdo das células do musculo liso da camada média arterial para a
camada intima. Na camada intima, as células do musculo liso produzem
matriz extracelular, que migra sobre a estria gordurosa formando a placa
de ateroma (CASELA FILHO et al.,, 2003; KAPERONIS et al., 2006).
Linfécitos T também podem se acumular na lesdo aterosclerdtica,
contribuindo para o processo inflamatério crénico. Existem evidéncias de
gue as células do muasculo liso, os linfécitos T e as células endoteliais
expressam outras moléculas biologicamente ativas, que participam do
crescimento da placa de ateroma, como o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de necrose tumoral (TNF-a), fator de
transformacéo do crescimento (TGF-b) e fator estimulante de col6nias de
mondcitos (M-CSF), embora, o exato momento da expressdo de cada
uma delas ainda nao tenha sido esclarecido (VERRI, FUSTER, 1997).

As placas de ateroma crescem lentamente de modo que os
depdsitos de colesterol, em adi¢do a proliferacdo celular, formam placas
grandes o suficiente para projetar-se para o lumen da artéria, reduzindo o
fluxo sanguineo e podendo ocasionar oclusdo total do vaso. Como
consequéncia, a disponibilidade de oxigénio para os tecidos é reduzida e,
entdo, ocorrem as manifestacdes clinicas (CARVALHO et al., 2010).
Outro agravante da placa aterosclerética € a sua estabilidade. As placas
de capa fibrosa fina, com poucas células do musculo liso e ricas em

lipideos e células inflamatérias sdo instaveis e podem se romper. O
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rompimento das placas de ateroma leva a exposicdo imediata do seu
conteudo para a corrente circulatéria, ativando plaquetas e fatores de
coagulacdo, que levam a formacdo do trombo, principal mediador de
eventos vaso-oclusivos. Quando suficientemente grande, o trombo pode
obstruir artérias importantes ligadas ao cérebro e ao coracéo, levando a
eventos isquémicos graves como AVC, infarto agudo do miocéardio ou até
mesmo a morte do paciente (TOTH, 2008).

[imen

endotélio macrdfagos
estria gordurosa
@
- " L @ °
média -
1 adventicia 2
depdsito de ruptura da placa

colesterol e de ateroma

e
® 2

b,

/'
)

i \I

i
(e
=
o

"

b

at
(®)

célula
3 espumosa 4

Figura 6. Resumo da aterogénese: (1) artéria normal (2) leséo endotelial,
recrutamento de macréfagos e formacéo da estria gordurosa; (3) formacao da
capa fibrosa sobre a leséo; e (D) ruptura da placa de ateroma
(adaptado de CHANNON, 2002).

15 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

1.5.1 Farmacos hipolipemiantes

De acordo com a IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e
Prevencéo da Aterosclerose (2007), todos os pacientes com dislipidemia
e risco cardiovascular devem receber orientacdes sobre medidas néo
farmacoldgicas, ou seja, relacionadas ao estilo de vida. Normalmente, as

medidas dietéticas sdo as primeiras a serem instituidas podendo,
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inclusive, eliminar a necessidade do uso de farmacos (SBC, 2007). Em
contrapartida, para alguns casos especiais como hipercolesterolemia de
origem genética e em pacientes que ja desenvolveram doenga vascular
coronariana ou periférica, s6 alteragbes no estiio de vida ndo séo
suficientes e o emprego da terapia farmacolégica é necesséario.

As mudangas no estilo de vida e alimentagdo ndo serdo
detalhadas nessa revisdo, mas € importante ressaltar que estas séo
indispensaveis e devem ser adotadas em paralelo ao tratamento
farmacolégico, para que este atinja seu pleno potencial (MALLOY, KANE,
2007).

1.5.1.1 Acido nicotinico

O &cido nicotinico (Figura 7) foi o primeiro farmaco introduzido na
terapéutica para o tratamento de dislipidemias. Também conhecido por
niacina ou vitamina B3, o acido nicotinico € obtido a partir da oxidagcéo da
molécula de nicotina (STACH et al., 2012). A niacina age em multiplos
alvos e tecidos para modular o perfil lipidico e seus efeitos sao
dependentes de altas doses. No tecido adiposo, 0 acido nicotinico atua
inibindo a lipdlise, levando, em poucas horas, a menor liberacdo de acidos
graxos na corrente circulatoria. Como consequéncia, ocorre reducao do
fornecimento de substrato para a sintese hepatica de triglicerideos e mais
especificamente, particulas de VLDL, precursora da LDL. Em adicao, a
niacina possui efeito direto sobre o0s hepatdcitos, bloqueando a
diacilglicerol aciltransferase-2 (DGAT-2), enzima chave na sintese
hepatica de triglicerideos. Quando essa enzima € inibida, ocorre um
aumento na degradacdo de apolipoproteina B e diminuicdo da secrecao
de VLDL e LDL no plasma (ROZMAN, MONOSTORY, 2010).

Sua atividade é favoravel na reducao de 15 a 30% de LDL e 20 a
40% de TG. Além disso, a niacina pode aumentar os niveis de HDL em 15
a 30%. Estudos clinicos demonstraram que o acido nicotinico sozinho ou

combinado com outros agentes hipolipemiantes pode reduzir
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significativamente a mortalidade e complicagcées cardiovasculares da
aterosclerose (STACH et al., 2012).

Os principais efeitos adversos da niacina sao rubor, prurido,
hiperuricemia, hiperglicemia e hepatotoxicidade (CHAPMAN et al., 2010).
Recomenda-se a dose inicial de 500 mg ao dia com aumento progressivo
para até 1 a 2 g diarias (SBC, 2007).
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Figura 7. Estrutura do acido nicotinico.

1.5.1.2 Fibratos

Os fibratos estdo disponiveis na terapéutica desde 1970
(STEINER, 2005). Entretanto, 0 mecanismo de acao desses derivados de
acido fibrico ndo é totalmente elucidado. Acredita-se que eles possam
agir estimulando receptores nucleares denominados receptores ativados
por proliferadores de peroxissomas do tipo alfa (PPAR-a) (CHAPMAN et
al., 2010). Como consequéncia desse estimulo, ocorre modulacdo na
expressao de varios genes relacionados ao metabolismo e transporte das
lipoproteinas. Sua atividade é favoravel na reducao de 30 a 50% dos TG,
podendo também reduzir os niveis de LDL e aumentar os niveis de HDL
entre 5 e 6%%(SBC, 2007; STEINER, 2005).

A Figura 8 mostra a estrutura geral dos derivados do acido fibrico.
Os fibratos sdo analogos do &cido fenoxiisobutirico. A relacdo entre
estrutura e atividade biol6gica ndo é bem esclarecida, mas sabe-se que a
porcdo acida isobutirica é essencial para a atividade e que fibratos
esterificados nessa porcao sdo proé-farmacos e requerem metabolizacdo
in vivo para exercerem sua atividade biolégica. Em adicdo, a introducao
de cloro na posicao para do anel aromatico ou anel isopropilico ligado a

duas moléculas de cloro produz compostos com meia-vida relativamente
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elevada. O grupo espacante € opcional e, portanto, ndo interfere com a
atividade destes compostos (HARROLD, 2008).

No Brasil, os farmacos dessa classe disponiveis na terapéutica
séo o etofibrato, genfibrozila, fenofibrato, ciprofibrato e bezafibrato (Figura
8). As doses recomendadas variam entre 100 a 1200 mg/dia, dependendo
do fibrato utilizado. Alguns efeitos adversos de farmacos dessa classe séo
distarbios gastrointestinais, mialgia, astenia, litiase biliar, diminuicdo da
libido, erupcdo cutanea, prurido, cefaleia e perturbacdo do sono (SBC,
2007).

Estrutura geral dos fibratos:
CH3 O

J

[anel aromatico—O—[grupo espacante]—C—C,

OH
CH3

CH3 O

Cl —N
< > I >/_Q O_(CH2)3fC c/
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(B) genfibrozila

CH; o
” CH3 O ' /
o— C c H3 Cl O_?_C\
cl CH; OH
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\
HN CH; OH
Cl
O
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Figura 8. Estrutura geral e fibratos disponiveis na terapéutica: (A) etofibrato;
(B) genfibrozila; (C) fenofibrato; (D) ciprofibrato e (E) bezafibrato.

1.5.1.3 Sequestrantes de acidos biliares

Os acidos biliares, moléculas sintetizadas a partir do colesterol, sdo

indispensaveis para a absorcdo intestinal de nutrientes e vitaminas
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lipossoluveis e representam uma importante via de eliminacdo do
colesterol no organismo (POREZ et al., 2012).

Os sequestrantes de &cidos biliares ou resinas de troca ibnica sao
estruturas poliméricas com carga positiva (sitios de aménio quaternério ou
aminas protonaveis no pH intestinal), que se ligam nos &cidos e nos sais
biliares intestinais (INSULL Jr, 2006). Essa ligacdo compromete a
circulacdo entero-hepatica dos acidos biliares, aumentando sua excrecdo
fecal em até trés vezes mais que o normal. Para manter a homeostase do
organismo, o citocromo P450 7A1 (CYP7ALl) é estimulado a aumentar a
sintese de &cidos biliares a custa do colesterol plasméatico. Em
contrapartida, ocorre 0 aumento na expressao de receptores especificos
de LDL nos hepatécitos, que vao induzir a depuracdo de LDL plasmético,
reduzindo o nivel dessa lipoproteina aterogénica na corrente circulatéria
(INSULL Jr, 2006; OUT, GROEN, BRUFAU, 2012).

O efeito desses farmacos na reducao do colesterol € variavel. Em
média, os sequestrantes de acidos biliares podem reduzir entre 9 a 28%
do valor de LDL e, ocasionalmente, podem proporcionar leve aumento
dos niveis de HDL (0-9%) (OUT, GROEN, BRUFAU, 2012). A associagao
com estatinas pode potencializar o efeito hipolipemiante dessas resinas
(SBC, 2007).

Os farmacos dessa classe (colestiramina, colestipol e
colesevelam) estdo disponiveis na terapéutica desde 1973. Entretanto, no
Brasil, somente a colestiramina (Figura 9) é comercializada. A dose inicial
recomendada pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (2007) é de
4 g/dia, podendo atingir até, no maximo, 24 g/dia. Os efeitos adversos sao
pouco tolerados e os mais comuns sdo disturbios gastrointestinais como
desconforto abdominal, constipacdo, nausea, inchaco, flatuléncia e
intensificacdo de hemorroidas (SBC, 2007; HOU, GOLDBERG, 2008).

—+—————CH—CH,—CH—

00

CH,N*(CHg)sCl

— —n

Figura 9. Estrutura da colestiramina.
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1.5.1.4 Inibidor da absorcao de colesterol

Essa classe de farmacos € representada pela ezetimiba (Figura
10), o primeiro e, até entdo, unico inibidor da absorcdo de colesterol
presente na terapéutica. A ezetimiba atua inibindo a absorgéo intestinal
de colesterol biliar e da dieta através da sua ligagdo em uma proteina
especifica localizada na borda escovada do intestino delgado,
denominado NPC1L1. A inibicdo dessa proteina faz com que o colesterol
permaneca no lumen intestinal, sendo eliminado pelas fezes. Em adicao,
como mecanismo compensatorio ao decréscimo de colesterol plasmatico,
ocorre aumento na expressao de receptores de LDL nos hepatdcitos,
aumentando a depuracdo dessa lipoproteina e reduzindo sua
concentracédo no plasma (ROZMAN, MONOSTORY, 2010).

A dose recomendada de ezetimiba € de 10 mg/dia, sem quaisquer
restricobes de horario e alimentacdo, pois seu mecanismo de acdo é
seletivo e ndo prejudica a absor¢do de TG, vitaminas lipossoluveis e
outros nutrientes (SBC, 2007). Como monoterapia, a ezetimiba € capaz
de reduzir de 17 a 22% dos niveis de LDL. Entretanto, € comum a
associacao com inibidores da HMG-CoA redutase pelos efeitos aditivos
observados na reducdo das lipoproteinas aterogénicas (HOU,
GOLDBERG, 2009; RIZZO et al., 2009; ROZMAN, MONOSTORY, 2010).

A ezetimiba é um farmaco bem tolerado e os efeitos adversos
como diarréia e fadiga sao raros e, por essa razdo, tem sido utilizada em
pacientes que nao toleram os efeitos gastrointestinais dos sequestrantes
de acidos biliares (HOU, GOLDBERG, 2009; RIZZO et al., 2009).

OH

Figura 10. Estrutura da ezetimiba.



21

1.5.1.5 Inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A redutase

Os inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A redutase
(HMG-CoA  redutase), também conhecidos como estatinas,
revolucionaram o tratamento da dislipidemia devido a potente acdo na
reducdo dos niveis lipidicos em adicdo ao baixo indice de efeitos
adversos (BRAUTBAR, BALLANTYNE, 2011). As estatinas atualmente
sdo farmacos de primeira escolha na reducao dos niveis de LDL para a
maioria dos pacientes, podendo reduzir, também, os niveis de TG e
induzir leve aumento de HDL (LINARELLI, POTT Jr, 2008; BRAUTBAR,
BALLANTYNE, 2011).

Os farmacos dessa classe atuam na biossintese hepatica do
colesterol, mais especificamente na via do mevalonato, na qual a enzima
HMG-CoA redutase exerce papel fundamental e limitante (WIERZBICKI,
POSTON, FERRO, 2003; MALLOY, KANE, 2007). As estatinas, ao
inibirem competitivamente a HMG-CoA redutase, impedem a conversao
do substrato HMG-CoA em éacido mevalbnico, comprometendo uma das
etapas iniciais da sintese de colesterol pelo figado (Figura 11). Como
consequéncia do bloqueio da sintese hepatica de colesterol, os niveis de
VLDL, IDL e, principalmente, LDL, sdo reduzidos. A reducdo de
lipoproteinas circulantes induz a expressao de receptores de superficie
especificos de LDL nos hepatdcitos, que, por sua vez, liga-se a LDL e,
também, a VLDL e IDL, aumentando a depuracdo dessas moléculas.
Dessa maneira, 0 mecanismo de acao das estatinas € considerado duplo,
pois além da reducdo da biossintese de colesterol, a expressdo de
receptores de LDL hepaticos aumenta a depuracdo das lipoproteinas
aterogénicas circulantes, reduzindo o nivel de colesterol plasmatico
(FIEGENBAUM, HUTZ, 2006; CAMPO, CARVALHO, 2007; LINARELLI,
POTT JR, 2008).

Recentemente, outros efeitos benéficos ao sistema cardiovascular
tém sido associados ao uso de estatinas. Os efeitos pleiotropicos, como
assim sdo chamados, independem da inibicdo da enzima alvo e incluem a
melhoria da funcéo endotelial por aumento da producao de Oxido nitrico,

atividade antiinflamatéria, antitrombotica e antioxidante (LUVAI et al., 2012).
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Figura 11. Resumo da sintese hepética do colesterol
(adaptado de CAMPO, CARVALHO, 2007).

A lovastatina, primeira estatina introduzida na terapéutica, foi
aprovada em 1987, pelo FDA (U.S Food and Drug Administation)
(TOBERT, 2003). Desde entéo, as estatinas vém despertando o interesse
da industria farmacéutica. Atualmente, o arsenal terapéutico conta com
sete farmacos dessa classe, que podem ser divididos de acordo com a
sua origem (Figura 12). As estatinas de origem natural sdo representadas
pela lovastatina e pela pravastatina, a sinvastatina tem origem
semissintética, enquanto que a fluvastatina, a atorvastatina, a
rosuvastatina e a pitavastatina sdo totalmente sintéticas. Dessas sete,
somente a pitavastatina ndo esta disponivel no Brasil (FONSECA, 2005;
BRAUTBAR, BALLANTYNE, 2011).
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Figura 12. Estatinas disponiveis na terapéutica nacional.

A relagdo entre a estrutura e atividade das estatinas é bem
definida. A atividade biologica dos inibidores da HMG-CoA redutase pode
ser justificada pela semelhanca estrutural desses compostos com a HMG-

CoA, substrato natural da enzima (Figura 13) (CAMPO, CARVALHO, 2007).

analogia estrutural

HMG-CoA

lovastatina metabdlito ativo

Figura 13. Semelhanca estrutural entre o metabdlito ativo da lovastatina e o substrato
natural da enzima HMG-CoA redutase (HMG-CoA).

No geral, a estrutura dos inibidores da HMG-CoA redutase é
composta por grupos lipofilicos ligados a cadeia lateral comum,
representada pelo &cido heptandico 3,5-diidroxilado. Essa cadeia é
indispensavel para a atividade bioldgica, sendo a porcéo responsavel pela
ligacdo ao sitio catalitico da enzima. Além da presenca dessa cadeia,

outras condi¢cdes estruturais s80 necessarias para a atividade
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hipolipemiante das estatinas, sendo elas (CAMPO, CARVALHO, 2007;
HARROLD, 2008):

- estatinas que contém lactona na sua estrutura, como a
lovastatina e a sinvastatina, sdo pro-farmacos do tipo bioprecursores e
devem ser metabolizadas em sua forma ativa, liberando o &cido
heptandico 3,5-diidroxilado, para interacao no sitio catalitico enzimatico;

- estereoquimica das hidroxilas do C3 e do Cs deve ser igual a
encontrada no metabdlito ativo da lovastatina para que ocorra a inibicdo
enzimatica;

- a distancia de dois carbonos entre o Cs e 0 sistema de anéis é
importante para a atividade e qualquer alteracdo nessa porcdo da
molécula leva a perda ou a reducao da atividade biolégica;

- a dupla ligacéo entre o0 Cs e 0 C; pode aumentar ou reduzir a
atividade, dependendo do sistema de anéis presentes na estrutura. A
ligacdo simples entre esses carbonos favorece a atividade quando o
sistema de anéis for decalineo, como o da lovastatina, ou for algum
heterociclico especifico, como o pirrol da atorvastatina. Ja a ligacao dupla
favorece a atividade biol6gica de estatinas com outros sistemas de anéis,
como o da fluvastatina e da rosuvastatina;

- alteragcbes no sistema de anéis (grupo lipofilico) podem
preservar a atividade biolégica quando o anel decalineo (lovastatina,
sinvastatina e pravastatina) for substituido pelo anel inddlico (fluvastatina),
pirrol (atorvastatina) ou pirimidina (rosuvastatina). Esses grupos
volumosos sdo importantes por conduzirem a interacdes hidrofébicas com
a enzima.

A reacdo adversa mais relevante das estatinas € a miopatia,
caracterizada pela dor muscular intensa e fragueza, acompanhada do
aumento dos niveis de creatinoquinase. Quando em sua forma grave,
denominada rabdomidlise, pode levar a hospitalizacdo do paciente, além
de induzir mioglubindria e falha renal. Entretanto, sua incidéncia é em
menos 0,1% do pacientes e 0s sintomas desaparecem quando a terapia é
interrompida. Os mecanismos pelos quais as estatinas induzem a
rabdomidlise ndo sdo bem estabelecidos. Acredita-se que a deplecao de

outros isoprendides que ndo o colesterol, provenientes da sintese
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hepatica, possa induzir esse mecanismo. Outra hipotese reportada na
literatura é o acesso das estatinas lipofilicas aos tecidos extra-hepaticos,
gue podem danificar as células do musculo esquelético (TOBERT, 2003).

Entre os farmacos inibidores da HMG-CoA redutase, a
rosuvastatina merece destaque, por reduzir os niveis de LDL-C entre 43 a
51% nas doses iniciais de 5 a 10 mg (CALZA, 2009).

A estrutura quimica da rosuvastatina (Figura 14) é composta por
um grupo metanossulfonamida estavel, polar e que Ihe confere baixa
lipofilicidade, o que parece limitar seu acesso ao musculo esquelético e
reduzir os efeitos adversos musculares, além de favorecer a interacdo
com o receptor por meio de ligacédo ionica (LUVAI et al., 2012).

A interacdo da rosuvastatina com a HMG-CoA redutase é quatro
vezes maior em relacdo ao substrato natural. A afinidade aumentada pela
enzima prolonga seu tempo de acdo. O prolongamento da meia-vida foi
observado em estudo comparativo realizado entre atorvastatina,
sinvastatina e rosuvastatina. Este estudo mostrou que 7 horas apos a
administracdo oral desses farmacos em ratos, 62% das enzimas
permaneciam inibidas, quando se administrou rosuvastatina, enquanto
gue para atorvastatina e para sinvastatina esse valor foi de 13 e 7%,
respectivamente. Em adi¢do, a concentracdo necessaria para inibir 50%
da sintese de colesterol nos hepatécitos de ratos (ICsp) foi de 0,16 nM
para a rosuvastatina, 1,16 nM para atorvastatina, 2,74 nM para a
sinvastatina, 3,78 nM para fluvastatina e 6,93 nM para a pravastatina.
Esses dados mostram que a rosuvastatina é o inibidor da HMG-CoA
redutase mais potente disponivel atualmente no Brasil, sendo
recomendada tanto na prevencao primaria, como secundaria de doencas
cardiovasculares (CALZA, 2009).
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Figura 14. Estrutura da rosuvastatina com destaque para o grupo
metanossulfonamida.

1.5.2 Agentes antitromboticos

Cerca de 80% dos eventos cardiovasculares sao decorrentes de
uma oclusdo trombotica. Como discutido anteriormente, a coagulacéao
sanguinea e a agregacao plaquetaria sdo eventos importantes para a
formacgao do trombo, mediador de eventos vaso-oclusivos agudos. Dessa
maneira, a administracdo de agentes antitromboticos (inibidores da
agregacao plaquetaria e anticoagulantes sanguineos), bem como de
agentes fibrinoliticos, é altamente justificada, confirmada por diversos
estudos clinicos e recomendada na prevencgao primaria ou secundaria de

DCVs (ROSITO, SILVA, FUCHS, 2000).

1.5.2.1 Cascata de coagulacédo e farmacos anticoagulantes

Quando o endotélio é danificado, ocorre ativacdo proteolitica
sequencial de pré-enzimas por proteases do plasma, denominada cascata
de coagulacdo, que tem como objetivo restabelecer a hemostase
(FERREIRA et al., 2010; KING, HOLLEY, MOORES, 2013). De acordo
com o novo modelo baseado em superficies celulares, essa cascata pode
ser divida em quatro fases: iniciacdo, amplificacdo, propagacdo e
finalizacdo (Figura 15) (FERREIRA et al., 2010).

A fase de iniciacdo ocorre nas células da lesdo endotelial que

expressam uma proteina transmembrana denominada fator tecidual (FT).
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O FT age como receptor e cofator para o fator VIl sanguineo, ativando-o e
formando complexo FVIIa/FT, responsavel pela ativacdo dos fatores de
coagulacdo FIX e FX (obtendo-se os fatores FIXa e FXa). Quando
ativado, o FXa associa-se com o seu cofator FVa, formando o complexo
protrombinase. A protrombinase, por sua vez, € responsavel por
transformar a protrombina (FIl) em trombina, que tem como principal
funcdo ativar as plaquetas e desencadear a agregacao plaquetaria no
local da lesdo. A trombina formada nessa primeira fase ndo é suficiente
para a formacéo do coagulo de fibrina, mas é de fundamental importancia
para a segunda fase (fase de amplificacdo), onde além de ativar as
plaquetas, vai ativar, também, os fatores de coagulacédo V, Xl e VIl ligado
ao fator de Von Willebrand (FVIII/FVYW) que estdo presentes na superficie
plaquetaria. Nessa segunda fase ocorre a dissociacédo do FVIII/FVW, que
libera o FvW, responsavel pela agregacdo plaquetaria na leséo.
(ZHENDER, 2007; FERREIRA et al., 2010).

Na fase de propagacao ocorre um recrutamento de grande namero
de plaquetas para o sitio da lesdo e producdo do complexo tenase
(FIXa+FVllla), que produz o Fxa. Esse fator interage com o fator Va nas
plaquetas, dando origem ao complexo protrombinase na superficie
plaquetaria ativada, responsavel por converter grande quantidade de
protrombina em trombina. A trombina, agora em maior quantidade, vai
clivar o fibrinogénio em monémeros de fibrina, que formam um polimero
sobre a lesdo (tampédo plaquetario ou coagulo de fibrina) (FERREIRA et
al., 2010).

Por fim, a dltima fase (fase de finalizac&o), refere-se ao controle da
coagulacdo na regido da lesdo. Para tanto, quatro anticoagulantes
enddgenos atuam evitando a oclusao trombotica do vaso: o inibidor da via
do fator tecidual (TFPI), que regula a fase inicial da cascata, inibindo a
conversdo de FVIla/FT em fator Xa, e, portanto, limita a coagulacéo;
proteina C (PC) e proteina S (PS), dependentes de vitamina K e que
inativam os fatores procoagulantes FVa e FVllla por protedlise, sendo a
PS é um cofator que aumenta a atividade da PC e a antitrombina (AT),
responsavel pela inibicdo de serinoproteases (FIXa, FXa, FXla e FXlla) e
da trombina (ZHENDER, 2007; FERREIRA et al., 2010).
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Os farmacos anticoagulantes podem atuar de maneira direta ou
indireta na cascata de coagulagdo. Os farmacos que atuam de maneira
direta, como os derivados de hirudina, argatrobana e ximelagatrana, néo
estdo disponiveis na terapéutica nacional e, portanto, ndo seréo
discutidos nessa revisdo (TERRA-FILHO, MENNA-BARRETO, 2010). Ja
os farmacos qua atuam de maneira indireta, como é o caso dos
antagonistas da vitamina K e da heparina, estdo aprovados para uso no
Pais e serdo discutidos na sequéncia. Os alvos da acdo desses farmacos
estéo representados na Figura 15.

v
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Figura 15. Novo modelo de cascata de coagulacdo com destaque para os alvos

de farmacos anticoagulantes (adaptado de FERREIRA et al., 2010).

> Anticoagulantes orais: antagonistas da vitamina K

Os antagonistas da vitamina K sdo anticoagulantes orais

utilizados ha mais de 70 anos na profilaxia de eventos tromboticos.
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Entretanto, possuem aplicagdo clinica limitada devido as inumeras
interacdes com outros farmacos e alimentos (SHAMEEM, ANSELL, 2013).
Os farmacos dessa classe atuam inibindo a enzima que converte
o 2,3-epodxido da vitamina K (metabdlito inativo) em vitamina K, que é
necessaria para a sintese de fatores de coagulacao FlIl, FVII, FIX, FX e
das proteinas anticoagulantes PC e PS. A inibicdo das proteinas PC e PS
seria, teoricamente, adversa aos efeitos desejados, entretanto, esta
diminuicdo € compativel com o efeito anticoagulante (HAMERSCHLAK,
ROSENFELD, 1996). Dessa maneira, 0s antagonistas da vitamina K néo
possuem atividade anticoagulante intrinseca e inibem a coagulacdo de
forma indireta (CATERINA et al., 2007; SHAMEEM, ANSELL, 2013).

A estrutura quimica desses compostos é derivada da 4-hidroxi
cumarina. Os farmacos diferem em relacdo ao substituinte da posicéao 3 e
meia-vida (Figura 16). Entre os derivados o mais utilizado € a varfarina e
sua dose recomendada varia entre 2 a 5 mg/dia. O principal efeito
adverso é a hemorragia, que normalmente ocorre quando altas doses de
anticoagulante sdo administradas. Também, podem ocorrer reacdes de
hipersensibilidade, naduseas, vomitos e diarréias (PINEDE et al., 2001;
TELES, FUKUDA, FEDER, 2012).

(A) varfarina

(C) femprocumona
(B) acenocumarol

OH OH
(L IC”@
O 0o o)

(D) dicumarol

Figura 16. Estrutura quimica dos anticoagulantes derivados da
4-hidroxi cumarina: (A) varfarina; (B) acenocumarol; (C) femprocumona;
(D) dicumarol.
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> Inibidores indiretos da trombina: heparinas

Os farmacos da classe das heparinas (Figura 17) sdo estruturas
polissacaridicas sulfatadas de uso parenteral, que podem ser de origem
natural ou sintética. As heparinas de origem natural disponiveis na
terapéutica sdo classificadas de acordo com a sua massa molecular em
heparinas n&o fracionadas ou de alta massa molecular e de baixa massa
molecular (dalteparina, enoxaparina, tinzaparina). Ja as heparinas de
origem sintética sdo representadas pelos pentassacarideos fondaparinux
e idraparinux (CATERINE et al., 2007).

A atividade anticoagulante da heparina é definida com indireta,
pois seu mecanismo antitrombdtico ocorre por meio do aumento da
atividade da antitrombina, um anticoagulante endogeno, responsavel por
inibir as proteases e fatores de coagulacéo tais como fator FIXa, Flla, FXI,
trombina e FXa (COSMI, PALARETI, 2012).

A administracdo das heparinas é realizada por meio de bomba de
infusdo. A dose inicial intravenosa continua é de 80 a 100 unidades/kg. A
enoxaparina pode ser administrada por via subcutanea para fins
profilaticos assim como o fondaparinux. O principal efeito adverso, como o
de qualquer outro anticoagulante, € a hemorragia e, por essa razao, o
acompanhamento laboratorial do paciente é importante. Podem ocorrer
também casos de trombocitopenia induzida por heparina, reacdes
alérgicas, nas heparinas de origem animal, e alopecia reversivel
(ZEHNDER, 2007).

CH.080, GOOH CH,080;5
0 0 0
OH OH 0, fa OH
0 0 ™ —0- -
NHSO, OH NHS0;

Figura 17. Estrutura da heparina (CHAVES et al., 2010).
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1.5.2.2 Agentes fibrinoliticos

Ha& mais de 25 anos, os agentes fibrinoliticos sdo recomendados
na terapia de reperfusdo arterial em pacientes com infarto agudo do
miocéardio e acidente vascular cerebral (SBC, 2004; CALABRO et al., 2012).

A terapia fibrinolitica é voltada para a lise da malha de fibrina que
envolve o trombo j& estabelecido. Normalmente, alguns trombos recém-
formados s&o removidos pelo sistema fibrinolitico do organismo, sem
causar danos a parede arterial. O principal mediador dessa remocao é a
plasmina, originaria do plasminogénio sérico, uma pré-enzima que é
ativada por proteases conhecidas como ativadoras de plasminogénio. Os
agentes tromboliticos, como também sao chamados, atuam como as
enzimas ativadoras de plasminogénio, através da formacdo de um
complexo com a pré-enzima inativa, favorecendo a formagéo de plasmina
e a consequente lise do trombo. Os farmacos tromboliticos disponiveis na
terapéutica sdo: (1) primeira geracdo: estreptoquinase e uroquinase; (2)
segunda geracdo: alteplase, e (3) terceira geracado: reteplase e
tenecteplase (LU, LEMKE, 2008).

A reacdo adversa mais comum € a hemorragia e ocorre, na
maioria dos casos, devido a baixa especificidade dos agentes
tromboliticos a fibrina. Os farmacos s&o administrados via intravenosa e a
dose é variavel. E importante ressaltar que para fins de reperfuséo arterial
apos infarto agudo do miocéardio, os beneficios sdo maiores naqueles
tratados o mais precocemente possivel (no maximo, até 3 horas apos o
inicio dos sintomas) (ROSITO, SILVA, FUCHS, 2000; SBC, 2004; LU,
LEMKE, 2008).

1.5.2.3 Mecanismo da agregacao plaquetaria e farmacos que atuam na

sua inibicéao

As plaquetas séo fragmentos celulares anucleados que se originam
do citoplasma dos megacariocitos, que quando inativas, possuem formato

discoide (PALOMO et al., 2009). Sua funcdo no organismo compreende
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Varios processos bhioldgicos, desde o combate a agentes infecciosos até o
inicio do reparo tecidual, em que possui papel relevante (FALCAO et al.,
2013). Sabe-se que os processos de adesdo, ativagcdo e agregacao
plaquetaria sobre uma lesdo endotelial ou placa de ateroma contribuem
de forma significativa para a formacédo de trombos nas artérias coronarias,
podendo obstruir total ou parcialmente estes vasos, levando a eventos
isquémicos agudos (OLIVEIRA et al., 2010).

Quando h& uma lesdo no endotélio, as plaguetas aderem a matriz
extracelular com a finalidade de promover a reparagao tecidual. Esta
adesdo plaquetaria é mediada por proteinas subendoteliais, como
colageno e, principalmente, o fator de von Willebrand. ApoOs esse
processo, multiplas vias metabdlicas sdo ativadas e levam ao aumento na
concentragdo intracelular de ions calcio que, por sua vez, levam a
formacdo de tromboxano A2 (TXA;) e a ativacdo das plaquetas. As
plaquetas ativadas liberam o contetdo dos seus granulos, que séo
compostos por: difosfato de adenosina (ADP), adenosina trifosfato (ATP),
serotonina, calcio, fribrinogénio, fator de von Willebrand; citocinas e
fatores pro-trombaticos, que proporcionam o aumento da reatividade e da
agregacdo das plaquetas. O receptor de glicoproteina llb/llla, que
também € o principal receptor de adesdo, possui papel fundamental na
agregacao plaquetaria, bem como o fibrinogénio, responsavel por
estabilizar o trombo e servir como ponte entre as plaquetas (OLIVEIRA et
al., 2010; FALCAO et al., 2013).

Diversas enzimas presentes no interior das plaquetas estéo
envolvidas no controle da sua reatividade e agregacdo como, por
exemplo, a ciclooxigenase 1 (COX 1) e a fosfodiesterase Il (PDE3). A
primeira tem como principal funcdo a sintese de TXA,, um potente
agonista da agregacado plaquetaria. J4 a PDE3, esta relacionada com a
conversdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) em adenosina
monofosfato (AMP). Esta Ultima aumenta a concentracdo de calcio
intracelular e favorece a agregacdo plaquetaria. Além de enzimas,
receptores ndo glicoproteicos de ADP na superficie das plaguetas, como
0S receptores purinérgicos P2Y; e P2Yi,, também proporcionam o

aumento da reatividade e agregacéao plaquetaria (PALOMO et al., 2009).
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A Figura 18 mostra representacdo esquematica de uma plaqueta e
0s possiveis alvos de agdo de farmacos antiplaquetarios. Os farmacos
disponiveis para essa finalidade podem atuar como inibidores enzimaticos
(inibidores da COX-1 ou da PDE3), como antagonistas de receptores
glicoproteicos (receptor lIb/llla) ou antagonistas de receptores néo
glicoproteicos (receptor de ADP). Os mecanismos de acgdo desses

farmacos serdo discutidos na sequéncia.
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Figura 18. Representacao esquematica de uma plagueta e o alvo de acéo dos
farmacos inibidores da agregacéo plaguetaria (adaptado de PALOMO et al., 2009).

> Inibidores da fosfodiesterase 11l (PDE3)

Os farmacos dessa classe agem como inibidores seletivos da
PDE3 no interior das plaguetas, aumentando a concentracdo de AMPc
intracelular. Por sua vez, o AMPc em concentracfes elevadas inibe a
liberacdo do calcio intracelular, favorecendo a vasodilatacdo e inibindo a
agregacao plaquetaria (SILVA et al., 2013). Em adicdo, esses farmacos

blogueiam a recaptacdo de adenosina, estimulando sua acao nos
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receptores de adenosina (A; e A;), aumentando os niveis de AMPc e
inibindo a agregacao plaquetaria (LU, LEMKE, 2008).

A classe é representada por dois farmacos: o dipiridamol e o
cilostazol (Figura 19). O dipiradamol € uma pirimidopirimidina com
atividade inibitéria na PDE3 e na recaptacdo de adenosina. E pouco
utilizado como monoterapia e normalmente é administrado em associacéo
com o &cido acetilsalicilico, formulacdo comercialmente disponivel para a
prevencado secundéaria de AVC (YOUSOUF, BHATT, 2011). Ja o cilostazol
€ um derivado quinolinico, com potente atividade antiplaquetaria por via
oral. Seu uso é aprovado para casos de claudicacao intermitente e, assim
como o dipiridamol, a associa¢do com acido acetilsalicilico é vantajosa na
prevencdo secundaria de AVC (ZEHNDER, 2007; LU, LEMKE, 2008;
YOUSOUF, BHATT, 2011). Os efeitos adversos desses farmacos sao
raros e incluem cefaleia, palpitacdes e diarreia (PALOMO et al., 2009).

cilostazol

dipiridamol
Figura 19. Estruturas do dipiridamol e do cilostazol.

> Inibidores do receptor purinérgico P2Y

O difosfato de adenosina (ADP) exerce papel relevante na
formacédo do trombo por promover a ativagdo e agregacao plaquetaria. O
alvo molecular da ADP nas plaquetas séo os receptores purinérgicos P2Y
acoplados a proteina G, mais especificamente, o P2Y; e o0 P2Y,.
Inicialmente, a ADP liga-se a P2Y; iniciando a agregacéo plaquetaria.
Posteriormente, a ligacdo da ADP ao receptor P2Y3, leva a agregacao

plaquetaria acentuada pela inibicdo da adenilato ciclase e reducdo dos
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niveis de AMPc (LU, LEMKE, 2008; BUCH, PRENDERGAST, STOREY,
2010).

Os farmacos dessa classe agem por inibicdo irreversivel e
seletiva do receptor purinérgico P2Y,, impedindo a ligacdo da ADP e,
consequentemente, a agregacao plaguetaria sustentada. O clopidogrel e
a ticlopidina (Figura 20), derivados da tienopiridina, representam esses
inibidores e sdo extensamente prescritos para a prevencao de infarto
agudo do miocardio, doenca arterial periférica e AVC. Entretanto, a
ticlopidina apresenta alguns efeitos adversos graves como neutropenia e
a purpura trombocitopénica trombética, o que fez com que essa fosse
substituida nos ultimos anos pelo clopidogrel, farmaco bem tolerado e
com baixo indice de efeitos adversos, que podem incluir diarreia,
nauseas, vOmitos e erupcdes cutaneas (BUCH, PRENDERGAST,
STOREY, 2010; YOUSUF, BHATT, 2011).

Tanto a ticlopidina quanto o clopidogrel sdo pro-farmacos e
necessitam do metabolismo hepatico para terem atividade. As doses
recomendadas sdo de 250 mg duas vezes ao dia para a ticlopidina e
300 mg como dose de ataque e 75 mg/dia como dose de manutencéo
para o clopidogrel (ZEHNDER, 2007; BUCH, PRENDERGAST, STOREY,

2010).
cl s

CHj;

ticlopidina

clopidogrel
Figura 20. Estrutura da ticlopidina e do clopidogrel.

Recentemente, novos inibidores da P2Y foram aprovados para
uso clinico, sendo eles: prasugrel e ticagrelor (Figura 21). O prasugrel é
um inibidor irreversivel derivado da tienopiridina. A diferenca entre o
clopidogrel e o prasugrel é poténcia, sendo que este Ultimo possui
atividade antiplaquetaria mais robusta. O prasugrel também é um pré-

farmaco, porém necessita de menos etapas em relacdo ao clopidogrel
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para ter atividade. J& o ticagrelor € um derivado da ciclo-pentil-triazol-
pirimidina, que inibe, reversivelmente, a P2Yi,, sem necessitar de
ativacao hepética pelo CYP450 (citocromo P450) (YOUSUF, BHATT, 2011).

' F
HO \ = CH H3CA/< °
~"0 NN S TN o— | '
S
ticagrelor prasugrel
OH OH

Figura 21. Estruturas do ticagrelor e do prasugrel.

> Antagonistas dos receptores de glicoproteina llb/llla

Os receptores de glicoproteinas llb/llla estdo presentes em
abundancia na superficie das plaquetas e correspondem ao principal
receptor de fibrinogénio, constituindo a via final e mais importante da
agregacdo plaquetaria (BUCH, PRENDERGAST, STOREY, 2010;
YOUSUF, BHATT, 2011). A molécula de fibrinogénio utiliza esse
complexo glicoproteico para realizar ligacdes cruzadas com as plaquetas,
favorecendo a agregacao plaquetaria. Dessa maneira, a inibicdo desses
receptores € um alvo relevante para prevencdo de eventos
cardiovasculares trombaoticos.

Os compostos que atuam como antagonistas dos receptores de
glicoproteina llb/llla incluem o anticorpo monoclonal abciximabe, primeiro
farmaco da classe aprovado para ser utilizado em sindromes coronarias
agudas, além da eptifibatida (peptideo) e a tirofibana (ndo-peptidico)
(Figura 22) (GOMES et al.,, 2000; ZEHNDER, 2007). Todos séo
administrados por via parenteral, com indicacdo para o tratamento de
angina instavel e infarto agudo do miocardio. Os principais efeitos
adversos sdo a hemorragia e a trombocitopenia. Entretanto, com o
advento das tienopiridinas (clopidogrel), esses farmacos estdo entrando
em desuso (ZEHNDER, 2007; LU, LEMKE, 2008; YOUSUF, BHATT, 2011).
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Figura 22. Estruturas da eptifibatida e da tirofibana (adaptado de LU; LEMKE, 2008).

> Inibidores da ciclooxigenase 1 (COX-1)

A enzima ciclooxigenase possui duas isoformas no organismo:
ciclooxigenase-1 (COX-1) e clicooxigenase-2 (COX-2). A COX-1 esta
presente em todos os tecidos inclusive nas plaguetas, nas quais sua
funcdo principal é sintetizar tromboxano A2 (TXA;). O TXA; é uma
prostaglandina que induz a agregacao plaquetaria, vasoconstricdo e
proliferacdo do musculo liso, sendo importante mediador de eventos vaso-
oclusivos agudos, tais como infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral (ARAB et al., 2003; ARAUJO et al., 2005). Dessa maneira, 0s
farmacos que antagonizam essa via interferem na agregacao plaquetaria,
podendo reduzir o risco de isquemia tecidual.

O acido acetilsalicilico (AAS) (Figura 23) é o prototipo dos
farmacos inibidores das ciclooxigenases. O AAS pertence a classe dos
antiinflamatérios ndo-esteroides e sua descoberta representou importante
guebra de paradigmas no que se diz respeito ao desenvolvimento de
farmacos, que até entdo era limitada a descoberta ao acaso, pois este é
um dos primeiros farmacos da histéria obtido por sintese (VIEGAS Jr,
BOLZANI, BARREIRO, 2006; LU, LEMKE, 2008).
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Figura 23. Estrutura do acido acetilsalicilico (AAS).

Atualmente, o AAS € o0 antiplaguetario mais comumente
empregado na prevengdo de eventos cardiovasculares decorrentes da
aterotrombose (SILVA et al.,, 2013). O seu uso como estratégia na
prevencdo primaria e secundaria em pacientes com enfermidades
cardiovasculares estabelecidas merece destaque pela ampla aceitacéo,
além de ser comprovado por diversos estudos clinicos (YOUSUF, BHATT,
2011). O AAS é capaz de reduzir em 34% a prevaléncia de infarto do
miocardio, em 25% os acidentes vasculares cerebral, em 67% o
tromboembolismo pulmonar e em 23% a trombose venosa profunda
(GABRIEL et al., 2006; GARCIA, LOPEZ-JARAMILLO, 2008).

O mecanismo de acdo do AAS ¢é inibir a sintese de
prostaglandinas mediante a inativacdo da ciclooxigenase (COX), através
da acetilacéo covalente, irreversivel e ndo seletiva das isoenzimas COX-1
e COX-2 (MONTEIRO et al., 2008). Ao inibir a COX-1, como
consequéncia, ocorre inibicdo da sintese de TXA; pelas plaquetas,
reduzindo a agregacdo plaquetaria (YOUSUF, BHATT, 2011). Essa
inibicdo permanece até o final do ciclo de vida das plaguetas (7 a 10 dias)
(LU, LEMKE, 2008).

A dose indicada para prevencdo de DCVs ainda € assunto de
debate entre muitos especialistas (YOUSUF, BHATT, 2011). Entretanto, a
Sociedade Brasileira de Cardiologia recomenda a administracdo de
200 mg/dia, encontrada na formulacéo existente no Pais (SBC, 2004).

Seus principais efeitos adversos consistem em intolerancia por
desconforto gastrico, Ulceras gastricas e duodenais. Com menos

frequéncia ocorrem hepatotoxicidade, asma, exantemas e toxicidade
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renal. Além disso, a acdo antiplaquetaria do AAS contraindica seu uso em
pacientes com hemofilia (FURST, ULRICH, 2007; MONTEIRO, 2008).
Recentemente, a literatura relata casos de resisténcia ao AAS,
identificados quando este ndo exerce seus efeitos cardioprotetores em
pacientes com complicacfes tromboéticas. Esses casos de resisténcia tém
gerado polémica e preocupado especialistas da area. Entretanto, essa
situacao foi observada em menos de 1% dos pacientes, por meio da
avaliacdo bioquimica da atividade direta do AAS na enzima COX-1. O
mecanismo pelo qual essa resisténcia aparece ndo é bem estabelecido.
Uma das hipoteses esta relacionada ao uso concomitante com outros
antiinflamatérios ndo-esteroides, que inibem a COX-1 e competem com o
AAS pelo sitio catalitico da enzima. O problema é que enquanto a inibicdo
dos AAS é irreversivel e prolongada durante todo o ciclo de vida da
plaqueta, a inibicdo da COX-1 pelos demais antiinflamatérios né&o
esteroides € reversivele a consequéncia € que o efeito na inibicdo da
agregacao plaquetaria é reduzido. Outros fatores como o tabagismo,
fatores genéticos, mutacdes na enzima COX-1 também podem estar
associados a essa resisténcia (LU, LEMKE, 2008; YOUSUF, BHATT, 2011).
Outros farmacos da classe dos inibidores da COX-1 sé&o o triflusal,
sulfimpirazona e o indobufeno (Figura 24). O triflusal tem estrutura
guimica semelhante ao AAS e 0 mesmo mecanismo de ac¢ado, porém suas
propriedades farmacocinéticas sao diferentes. O metabdlito do triflusal, o
acido benzoico 2-hidroxi-4-(trifluormetil) ou HTB, também é capaz de inibir
a COX-1, enquanto que o metabdlito do AAS, o acido salicilico, ndo tem
efeito significativo sobre as plaquetas. Em contrapartida, ndo existem
vantagens terapéuticas do triflusal na prevencdo de DCVs em relagdo ao
AAS. Porém, costuma-se associar o uso do triflusal com o menor indice
de efeitos adversos (KASKI, FERNANDEZ, GUIU, 2008; LU, LEMKE, 2008).
A sulfimprazona, derivado da fenilbutazona, € um inibidor
reversivel e, portanto, de curta duracdo (4 a 6 horas) da COX. O
indobufeno também é um inibidor reversivel, porém potente, da COX-1 e
gue mostrou eficacia semelhante ao AAS. Entretanto, o uso desses

farmacos é restrito a poucos paises (LU, LEMKE, 2008).
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Figura 24. Estruturas do triflusal, sulfimpirazona e indobufeno.

1.5.2.4 Associacgdo entre estatinas e acido acetilsalicilico para prevencéo
de doencas cardiovasculares

A partir do conhecimento da fisiopatologia da doenca e do
mecanismo de acdo das estatinas e do AAS, pode-se sugerir que a
combinacado desses farmacos representa uma escolha logica na reducéo
do risco cardiovascular em pacientes com doenca arterial coronariana
estabelecida. O raciocinio € simples: enquanto as estatinas impedem a
formacdo de novas placas de ateroma por reducdo do colesterol
plasmatico e, também, estabilizam as placas ja formadas, o AAS impede
gue as placas instaveis ja instaladas no vaso sanguineo provoquem
trombos na corrente circulatéria (CHAPMANN, 2007).

Estudos clinicos ja demonstraram que a associacdo entre
estatinas e AAS é vantajosa para a reducao dos riscos de infarto agudo
do miocardio fatal e ndo fatal e AVC, em comparacdo com a utilizacao
desses farmacos isolados (CHAPMANN, 2007). Por exemplo, em estudo
realizado por Hennekens e colaboradores (2004) com 73.900 pacientes, a
coadministracdo de pravastatina e AAS representou reducdo no risco de
infarto agudo do miocardio fatal e ndo fatal de 31% e reducdo de 29% no
risco de AVC em comparacao ao acido acetilsalicilico como monoterapia.
Quando comparado a administracdo isolada de pravastatina, esses
valores foram de 26% para infarto agudo do miocardio fatal e ndo fatal e
31% para o AVC. Esse mesmo estudo sugeriu que a atividade da estatina
pode ser sinérgica ao AAS, devido as propriedades antiinflamatérias

desses farmacos.
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Dessa maneira, a combinacdo desses farmacos pode representar
uma importante alternativa terapéutica na prevencdo de mortes
prematuras por DCVs (CHAPMANN, 2007).

1.6 PLANEJAMENTO DE NOVOS FARMACOS

Entre os métodos de introdugcdo de novos farmacos na
terapéutica, os processos de modificacdo molecular sdo os mais
promissores (WERMUTH, 2008). Pode-se dizer que a modificacao
molecular € um processo promissor, tendo-se em vista a capacidade de
reduzir propriedades indesejaveis e ressaltar as desejaveis, mediante
retirada, substituicdo ou introducdo de grupos quimicos, cuja participacao
na atividade biolégica € determinante, ou cuja funcdo acessoria pode
auxiliar na interacdo com o receptor. Buscam-se, atraves desse processo,
a obtencdo de farmacos mais potentes, com menos efeitos adversos,
maior especificidade, ou com melhores propriedades farmacocinéticas e
organolépticas. Entre os processos de modificagdo molecular, merece

destaque a latenciacao.

1.7 LATENCIACAO

A latenciacdo consiste, pela definicdo classica, na ligacdo do
farmaco com um transportador, por meio de ligacdo biorreversivel,
tornando o composto inativo ou parcialmente inativo. Este, in vivo,
mediante reacdo quimica ou enzimatica, libera a porcéo ativa no local de
acao ou préximo dele (Figura 25). Através desse processo sdo obtidos os
pré-farmacos, uma das classes de farmacos latentes obtidas por esse
processo de modificacdo molecular (CHUNG et al., 2005: SILVA et al.,
2005; WERMUTH, 2008).
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Figura 25. Representagao esquematica do conceito de pro-farmaco classico
(adaptado de RAUTIO et al., 2008).

O objetivo no desenvolvimento de pré-farmacos, de maneira
geral, est4 voltado para melhorar diversas propriedades indesejaveis do
farmaco prototipo sem alterar, no entanto, a atividade biolégica do
farmaco. Esse processo permite reduzir problemas relacionados a fase
farmacocinética e farmacéutica dos farmacos e, indiretamente, a fase
farmacodinamica, problemas esses que limitam sua utilizagc&o clinica.

Segundo Wermuth (1984), as formas latentes podem ser
classificadas em pro-farmacos, subdivididos em pro-farmacos classicos,
bioprecursores, pro-farmacos mistos e reciprocos, e farmacos dirigidos,
dependendo essa classificacdo do emprego e do tipo de grupo
transportador.

Os pré-farmacos classicos sdao aqueles definidos anteriormente.
Compreendem a ligacdo do farmaco a um transportador adequado e
objetivam aprimoramento das propriedades farmacocinéticas com
consequente melhora da atividade terapéutica. Outras vantagens sao o
aumento da biodisponibilidade, seletividade, prolongamento de acéo e
reducao da toxicidade (CHUNG et al., 2005).

Os bioprecursores correspondem a farmacos latentes na auséncia
de transportador. S&o estruturas que necessitam do metabolismo,
geralmente pelo sistema redox celular, para se tornarem ativas, ou seja, 0
metabdlito € quem exerce a atividade biolégica (CHUNG, FERREIRA,
1999; CHUNG et al, 2005; RAUTIO et al., 2008). Exemplo de
bioprecursor é a lovastatina. Esse inibidor da HMG-CoA redutase possui

uma lactona na sua estrutura, que precisa ser hidrolisada para liberar sua
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porcao responsavel pela atividade biolégica (SILVA et al., 2005; CHUNG
et al., 2005).

J& os pré-farmacos reciprocos sdo formas latentes em que o
transportador e o farmaco apresentam atividade biolégica. A associacédo
de dois compostos ativos em uma mesma molécula permite o sinergismo
de acdo entre os farmacos que podem atuar por mecanismos Unicos ou
diferentes entre si (CHUNG, FERREIRA, 1999; SILVA et al.,, 2005;
CHUNG et al., 2005).

Quando a estrutura latente possui caracteristicas de pro-farmaco
classico e de bioprecursor, se apresentando como uma molécula inativa,
gue necessita de diversas etapas metabdlicas para a liberacdo da forma
ativa, esta recebe o nome de pré-farmaco misto. Nesse caso, 0
transportador necessita ser metabolizado na sua forma ativa para poder
liberar o farmaco no local de acdo (CHUNG et al., 2005).

Os farmacos dirigidos séo planejados para serem seletivos para
determinados alvos biologicos através da ligacao reversivel do farmaco a
grupos transportadores especificos. Esse tipo de forma latente necessita
de conhecimento prévio sobre as caracteristicas do alvo e sua relagcao
com o transportador. O objetivo principal dessa modificacdo molecular é
reduzir os efeitos adversos por acao inespecifica do farmaco em outros
alvos (CHUNG et al., 2005; SILVA et al., 2005; HAN, AMIDON, 2000).

1.8 DENDRIMEROS

A origem do termo dendrimero vem do grego, em que “dendron”
significa arvore e “meros”, significa parte. Nesse contexto, os dendrimeros
representam nova classe de polimeros, que se assemelham aos ramos
de uma arvore, devido a sua estrutura repetitiva e com elevado nimero
de ramificacbes (TOMALIA et al., 1985; CAMINADE, 2011). A primeira
estrutura seguindo esse conceito foi apresentada para a comunidade
cientifica em 1978, por Vogtle e colaboradores, com o nome de moléculas
‘em cascata”. Em 1985, materiais analogos foram descritos Newkome,

com o nome de arborols (derivado do latim “arbor”, que significa arvore) e
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por Tomalia, que as definiu como dendrimeros (MOOREFIELD, PERERA,
NEWKOME, 2012). Desde entéo, diversas estruturas dendriméricas foram
propostas. A mais conhecida e utilizada mundialmente é o dendrimero de
poliamidoamina (PAMAM), sintetizado por Tomalia e colaboradores, em
1984 (Figura 26) (CAMINADE, 2011; MOOREFIELD, PERERA,
NEWKOME, 2012).
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Figura 26. Dendrimero de PAMAM de 32 geracdo (HALFORD, 2005).

Os dendrimeros sao estruturas que diferem dos polimeros
lineares tradicionais, pois além de possuirem formato globular, sdo
simétricos, com baixo grau de polidispersdo e possuem grande numero
de grupos funcionais periféricos (NANJWADE et al., 2009; SZYMANSKI,
MARCOWICZ, OLASIK, 2011). S&o considerados exemplos de
nanotecnologia e seu tamanho pode variar entre 10 a 30 A (PILLAI,
PANCHAGNULA, 2001).

A estrutura basica de um dendrimero € definida na presenca de
trés componentes principais: um foco central multifuncional; camadas de
ramificacfes repetidas, conhecidas como monémeros ou dendrons, que
partem desse foco central, e grupos de superficie funcionalizados (Figura
27) (AULENTA, HAYNES, RANNARD, 2003). O foco central do

dendrimero € denominado geracdo zero e a cada camada de dendrons
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adicionada determina-se uma nova geracao. Essa subsequente adicéo de
geracdes multiplica de forma linear o didametro do dendrimero e de forma
exponencial o numero de grupos funcionais da estrutura (NANJWADE et
al., 2009; BHATTACHARYA et al., 2013).

No geral, os dendrimeros de geracdo baixa possuem uma estrutura
aberta e, a medida que as gera¢fes aumentam, o dendrimero adquire sua
forma caracteristica globular (D’EMANUELE, ATTWOOQOD, 2005). Vale
ressaltar que essa adicdo de geracdes € finita e limita-se ao impedimento
estérico entre as ramificacées (GRAYSON, FRECHET, 2001; McCARTHY
et al., 2005).

s foco central

— geragbes

= grupos periféricos

Figura 27. Representacdo esquematica de um dendrimero de terceira geragéo.
O foco central (geracdo zero) esta representado em vermelho. As geragdes
estdo representadas em azul (primeira geracdo), verde (segunda geragéo) e
ciano (terceira geragdo). A superficie funcionalizada esta representada em roxo
(adaptado de TWIBANIRE, GRINDLEY, 2012).

As caracteristicas estruturais dessas moléculas as tornam
interessantes para inOmeras aplicacdes no campo biomédico, com
destaque para o transporte de farmacos (SVENSON, 2009). De acordo
com Szymanski e colaboradores (2011), os dendrimeros podem prolongar

o tempo de acdo de farmacos, aumentar a estabilidade e proteger contra

degradacdo no meio biologico. Além disso, o0s grupos funcionais
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periféricos permitem que o farmaco seja direcionado a um tecido
especifico. Entretanto, para atuarem como transportadores, 0s
dendrimeros devem possuir algumas caracteristicas, como baixa
imunogenicidade, baixa toxicidade, perfis de retencdo, distribuicdo e
biodisponibilidade adequados para atravessar barreiras biolégicas e ndo
serem eliminados da corrente circulatoria antes da atividade
farmacolégica (BOAS, HEEGARD, 2004; SZYMANSKI, MARKOWICZ,
MIKIUCIUK-OLASIK, 2011).

Os dendrimeros podem ser utilizados como transportadores de
farmacos por dois métodos principais: (1) incorporacdo do composto
bioativo nas cavidades internas da malha dendrimérica e (2) ligacdo
covalente do farmaco na superficie dendritica funcionalizada (NAJLAH et
al., 2006). No presente trabalho, propbde-se nova metodologia de
transporte de farmacos por dendrimeros, na qual os dendrons sdo os
farmacos/compostos bioativos ligados a um espacante (acido L(-)-malico)
e as geracdes crescem a medida que camadas repetidas de farmaco e
espacante sdo adicionadas, proporcionando aumento exponencial do
composto ativo a cada geracdo. Esse novo método mereceu pedido de

patente por Ferreira e Giarolla (2008) e esta em analise no INPI (Figura 28).
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Figura 28. Representacdo esquematica de transporte de farmacos por
dendrimero. (A) Ligacdo do farmaco a superficie covalente do dendrimero; (B)
Incorporacé@o do farmaco na malha dendrimérica e (C) Dendrimero de terceira
geracdo, em que os farmacos compdem os dendrons (FERREIRA; GIAROLLA,
2008; LIN, JIANG, TONG, 2010).
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1.8.1 Sintese dos dendrimeros

A sintese de dendrimeros vem sendo estudada desde 1979
(NANJWADE, 2009). De modo geral, os dendrimeros séo sintetizados por
etapas repetitivas, que permitem o controle do tamanho final da estrutura.
O numero de etapas empregadas na sintese varia de acordo com a
geracgao que se deseja (INOUE, 2000; TORASKAR, PANDE, KADAM, 2011).

Dois métodos tradicionais e bem fundamentados pela literatura
sdo utilizados na obtencgéo das estruturas dendriméricas. O primeiro leva
o nome de sintese divergente e foi desenvolvido pelos grupos de
pesquisa de Tomalia e Newkome. O segundo, desenvolvido por Hawker e
Frechét, recebe o nome de sintese convergente. A diferenga basica entre
0os metodos estd na direcdo de crescimento da estrutura dendritica.
Enquanto a abordagem divergente permite um crescimento radial “de
dentro para fora”, a abordagem convergente faz o contrario, permitindo o
crescimento do dendrimero de “fora para dentro” (LIU, FRECHET, 1999).

O método divergente utiliza um foco central multifuncional como
molécula inicial da sintese. A partir desse foco central, adicionam-se,
repetitivamente, os dendrons, até que toda a superficie multifuncional do
foco central esteja ocupada. Este foco central ligado a primeira camada
de mondémeros é classificado como dendrimero de primeira geracao. Por
sua vez, os monémeros adicionados ao foco central possuem superficie
funcionalizada, que permite o crescimento da malha dendrimérica pela
adicdo de novos mondémeros. A adicdo de novos dendrons ao dendrimero
de primeira geracdo classifica a estrutura como sendo de segunda
geracdo. Esse processo pode ser repetido até que se alcance o namero
de geracdes desejadas ou até que o impedimento estérico entre as
ramificacdes limite a adicdo de novos mondémeros (Figura 29) (BABU et
al., 2010).

A principal desvantagem da abordagem divergente sdo as
reacdes incompletas nos grupos terminais. Essas reac6es geram falhas e
imperfeicbes na estrutura levando a obtencdo de dendrimeros com
diferentes massas moleculares. Apesar disso, esse método de sintese é o

preferido na maioria das industrias que produzem dendrimeros comerciais
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como a Dendrimax (EUA), DSM Fine Chemicals (Holanda) e Perstop
Group (Suécia), além de ser a rota utilizada na sintese de dendrimeros de
PAMAM (ESFAND, TOMALIA, 2001; JESUS, 2003).

A abordagem convergente surgiu com o objetivo de solucionar os
problemas de reagdo incompleta e falha nas estruturas dendriméricas
obtidas pelo método divergente. Ao contrario do método anterior, a
molécula inicial da sintese € o dendron. A partir do dendron, sao
adicionados novos mondmeros como “blocos de construgao”, até que se
obtenha estrutura com o0 numero de ramificacbes desejado.
Posteriormente, essa estrutura ramificada € adicionada ao foco central
multifuncional, formando o dendrimero (MEDINA, EL-SAYED, 2009). O
método convergente leva a formacdo de dendrimeros monodispersos, de
facil purificagdo e com alto rendimento. Entretanto, ndo permite a
obtencéo de geracdes mais elevadas como o método divergente, devido
ao impedimento estérico entre as ramificacbes e o foco central (JESUS,
2003; NANJWADE et al., 2009).
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Figura 29. Esquema de sintese de dendrimeros pelo método divergente (A) e
convergente (B) (adaptado de BOAS, HEEGARD, 2004).

1.8.2 Aplicacdes dos dendrimeros

As caracteristicas peculiares dos dendrimeros, como tamanho
nanoscopico, superficie altamente funcionalizada, baixa polidispersdo e
processo de sintese bem controlado, permitem a essas novas

arquiteturas moleculares elevada gama de aplicacdes, especialmente na
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area biomédica (KLAIJNERT, BRYSZEWSKA, 2001). Entre as aplicacdes
citadas na literatura podem-se destacar o0 transporte de farmacos, a
terapia génica e a imagiologia médica (SVENSON, 2009).

Cerca de 40% dos compostos bioativos desenvolvidos pelas
industrias farmacéuticas sao rejeitados devido a baixa biodisponibilidade
em decorréncia da solubilidade limitada em agua e/ou baixa
permeabilidade pelas membranas biolégicas. Em adicdo, 17% dos
farmacos lancados na terapéutica exibem atividade biolégica abaixo do
esperado pelas mesmas razOes. Dessa maneira, 0 emprego de
transportadores de farmacos tornou-se alternativa vidvel e necesséria,
despertando grande interesse da indUstria farmacéutica. Nesse contexto,
os dendrimeros sdo excelentes candidatos ao transporte de farmacos,
pois possuem a capacidade de atravessar barreiras biologicas com taxas
satisfatorias (SVENSON, 2009).

Nos ultimos anos, a estrutura dendritica tem sido estudada com
sucesso como transportador de farmacos nas vias transdérmica, oral,
ocular e pulmonar (NANJWADE et al., 2009). Além de favorecer a
passagem pelas membranas biolégicas, os farmacos incorporados na
malha dendrimérica ou ligados covalentemente a sua superficie, podem
apresentar melhora na solubilidade em agua e meia-vida maior em
relacdo ao farmaco livre. Além disso, os dendrimeros podem proporcionar
a liberacdo controlada dos farmacos e, também, dirigi-los para o tecido
alvo. Essas caracteristicas permitem maior seletividade e
biodisponibilidade e conduzem a maior eficacia terapéutica (LEE etal., 2005).

A incorporagcdo de moléculas de cisplatina, farmaco
antineoplasico, em dendrimeros de PAMAM, é um exemplo da aplicacéo
dos dendrimeros no transporte de farmacos. A associacdo do farmaco na
estrutura dendritica melhorou a solubilidade em &agua da cisplatina,
reduziu sua toxicidade e permitiu 0 acumulo do farmaco na massa tumoral
cinco vezes superior em relacdo ao farmaco livre, o que favoreceu a
inibicdo do crescimento do tumor (LEE et al., 2005). Outro exemplo sao
os dendrimeros de PAMAM conjugados com fluoruracila, farmaco
antineoplasico de elevada toxicidade. Esses dendrimeros apresentaram

boa solubilidade e liberacdo controlada, com redugcdo dos efeitos
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adversos da fluoruracila (KLAJNERT, BRYSZEWSKA, 2001). Além da
atividade antineoplasica, dendrimeros com atividade antiviral e
antibacteriana também sdo encontrados com frequéncia na literatura
(BOAS, HEEGARD, 2003).

A aplicacdo dos dendrimeros na terapia génica é focada
principalmente na capacidade dessas macromoléculas em transportar
DNA, RNA e plasmideos para o interior das células atingindo seu nucleo
(GONZALO, MUNOZ-FERNANDEZ, 2009). O emprego de dendrimeros
na transfeccdo de genes torna-se vantajoso em relacdo ao método
cldssico, que utliza virus como vetor, uma vez que essas novas
arquiteturas moleculares possuem baixa imunogenicidade (NANJWADE
et al., 2009). Nesse contexto, dendrimeros de PAMAM mostraram-se
eficientes no transporte de material genético. Os acidos nucleicos que
compdem DNA possuem grupos fosfato, que interagem com o
dendrimero de PAMAM através dos grupos amina presentes na sua
superficie. Os dendrimeros podem transportar grande quantidade de
material genético em relacdo aos lipossomas e aos virus, além de serem
mais estaveis. Essa atividade foi tdo promissora que, dendrimeros de
PAMAM ativados, denominados SuperFect™, sdo comercializados para
fins de terapia génica (KLAIJNERT, BRYSZEWSKA, 2001).

Os dendrimeros também possuem atividade promissora como
transportadores de agentes de contraste utilizados em técnica de
diagnostico in vivo por ressonancia magnética nuclear. Normalmente,
utiliza-se sal de gadolinio como agente de contraste, entretanto, sua baixa
massa molecular faz com que esse composto alcance zonas
extravenosas, dificultado a visualizacdo dos vasos sanguineos, quando
esta for necessaria. Dessa maneira, diversos grupos desenvolveram
complexos dendriméricos com ions de gadolinio. Os testes preliminares
mostraram que a utilizacdo desse complexo foi vantajosa, pois o
complexo se comportava como um agente de contraste melhor em
relacdo ao gadolinio livre, aprimorando a visualizacdo das estruturas
vasculares (KLAIJNERT, BRYSZEWSKA, 2001; JESUS, 2003).
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1.9 MODELAGEM MOLECULAR

A aplicacdo da modelagem molecular estd em ascenséo, ndo so
na area farmacéutica, mas, também, em outras areas biologicas, na
guimica e nas ciéncias dos materiais. Nos Ultimos anos, o
desenvolvimento de recursos computacionais tanto de maquina
(hardware) quanto de programas (softwares), em adicdo ao
desenvolvimento de técnicas de quimica computacional, ressonancia
magnética nuclear, bioquimica e biologia molecular e cristalografia de
raios-X, permitiram a expansdo dessa importante area para a quimica
farmacéutica (ANDRADE, TROSSINI, FERREIRA, 2010).

Segundo a IUPAC, a modelagem molecular é a investigacéo das
estruturas e das suas propriedades moleculares utilizando a quimica
computacional e técnicas de visualizacdo grafica, a fim de fornecer
representacdo tridimensional do sistema em estudo, sob um dado
conjunto de circunstancias ou critérios definidos pelo investigador
(SANT’ANNA, 2002). Como o proprio nome ja diz, a modelagem
molecular consiste na proposicdo de modelos, ou seja, hipoteses que
podem ou ndo se aproximar da realidade (SANTOS, 2001).

A aplicacdo da modelagem molecular na area farmacéutica, mais
especificamente no planejamento de farmacos, € voltada para a
descoberta de novos ligantes, otimizacdo de protétipos ja existentes e
para o planejamento racional de candidatos a farmacos (ANDRADE,
TROSSINI, FERREIRA, 2010). Essa abordagem computacional (ou in
silico), que visa auxiliar o planejamento de novos farmacos, € denominada
no campo da quimica medicinal como Computer Assisted Drug Design
(CADD). O CADD compreende diversos métodos que objetivam, por
exemplo, determinar distancias interatdmicas; definir densidade eletrénica
de moléculas; estudar o perfil de equilibracdo conformacional como meio
de definir a conformacéo bioativa do ligante; explorar racionalmente as
atividades biolégicas das substancias, bem como seu mecanismo de acao
ao nivel eletrdnico e/ou molecular, além de identificar interacdes
especificas entre o farmaco e o receptor para a determinacdo de grupos
farmacoféricos (BARREIRO, RODRIGUES, 1997). Tratando-se de CADD,



52

duas abordagens séo classicas na constru¢cdo de modelos: a abordagem
dependente do receptor ou Structure-based drug (SBDD) e a abordagem
indireta ou Ligand-based drug design (LBDD) (SANT’ANNA, 2002).

A abordagem direta considera de maneira explicita as interacdes
entre o farmaco e a estrutura de um receptor obtido por dados
cristalograficos ou por homologia de proteinas, por exemplo. Ja a
abordagem indireta considera a correlacao entre a atividade biologica dos
ligantes com a sua prépria estrutura quimica, ou variavel associada a
essas estruturas, de modo que se torna possivel propor o sitio ativo para
um receptor hipotético, denominado modelo farmacoférico. Esta Ultima
compreende estudos de relacdo quantitativa entre estrutura quimica e
atividade biolégica (QSAR) e é amplamente utilizada no planejamento de
novos farmacos (BARREIRO, RODRIGUES, 1997; SANT'ANNA, 2009).

Para calcular as propriedades de moléculas, a modelagem
molecular utiliza-se de programas computacionais ou algoritmos
(PATRICK, 2008). Entretanto, as moléculas de partida né&o
necessariamente estdo na sua conformacao mais estavel e seus angulos
de ligacbes e angulos diédricos podem estar distorcidos. Para corrigir
essas distorcOes, as moléculas devem ser otimizadas pelo processo de
minimizacdo de energia. Duas abordagens matematicas sdo utilizadas
como base nesse processo: (1) métodos de mecanica molecular; (2)
métodos de mecanica quantica (CARVALHO et al., 2003).

Os métodos de mecéanica molecular consideram as moléculas
como um conjunto de atomos conectados e nao incluem elétrons em seus
célculos. Essa conexdo entre os atomos pode ser representada por mola
com constantes de forca caracteristicas. O campo de forca neste caso é
constituido pela somatéria de energias, como distancia de ligacéao,
angulos de ligacdo, angulos diédricos, distancias de van der Waals,
ligacbes de hidrogénio e interacbes eletrostaticas. Esta somatéria esta
relacionada com as posicdes de equilibrio do sistema e podem ser
associadas como penalidades energéticas para seu afastamento, isto €,
as constantes de forgca das “molas” que ligam os atomos (BARREIRO,
RODRIGUES, 1997). Dessa maneira, a minimizacdo de energia € um

processo na qual se busca reduzir em conjunto essas penalidades, ou
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seja, reduzir a energia a um minimo, através de um algoritmo matematico
adequado (SANT’ANNA, 2009).

Ao contrario do processo de mecéanica molecular, a mecéanica
guantica considera em seus calculos as interacdes entre elétrons e
nucleos. Esses calculos séo realizados por meio de aproximacoes
baseadas em dados empiricos e, portanto, ndo sdo exatos. O método ab
initio e 0 método semi-empirico sdo subdivisdes desse tipo de calculo. A
aplicacdo dos métodos ab initio é limitada a sistemas pequenos e requer
maior tempo computacional. Os métodos semi-empiricos, por sua vez,
podem ser aplicados em sistemas com 10 a 120 atomos e sao mais
rapidos, porém menos exatos (CARVALHO et al., 2003).

E importante ressaltar que as moléculas ndo sdo estaticas. Em
sistemas reais, 0os atomos sofrem interferéncias em sua energia cinética,
como por exemplo, pela temperatura da biofase. Essa energia cinética
alterada permite que a molécula sofra mudangas conformacionais a todo
0 momento. Portanto, um modelo que considera s6 a conformacédo de
menor energia gerada pela minimizacdo € limitado. Nesse contexto, a
aplicacdo de métodos de dinamica molecular permite a obtencdo da
conformacao mais estavel. A dinamica molecular compreende método de
analise conformacional em que o modelo sofre estiramentos das suas
ligacbes e alteragdes angulares, simulando o “aquecimento” da molécula
e permitindo que barreiras energéticas sejam vencidas. A dinamica
molecular gera, ao longo do tempo, varias conformagdes com valores de
energias diferentes, que devem ser analisados para se chegar a uma
estrutura de conformacdo mais estavel (CARVALHO et al., 2003;
SANTA’ANNA, 2009). Portanto, a minimizacdo de energia e a analise
conformacional devem ser utilizadas em conjunto para a otimizacao da
geometria da molécula.

Por fim, €& importante lembrar que o0 uso de programas
computacionais por si s6 ndo é suficiente para se obter um composto
bioativo. Esse processo deve ser multidisciplinar, ou seja, devem-se
combinar os recursos de modelagem molecular com os de sintese
guimica e atividade biolégica. A modelagem molecular representa uma

ferramenta que pode facilitar e otimizar o processo de descoberta de
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novos farmacos, mas ndo pode, jamais, substituir a parte experimental in
vivo e in vitro (HEHRE, SHUSTERMAN, 2000; SANT'ANNA, 2002;
EKINS, MESTRE, TESTA, 2007).
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

As doengas cardiovasculares sdo consideradas problema de
salde publica de ambito global, representando a maior causa de
mortalidade e morbidade, independentemente do grau de
desenvolvimento do pais (CHAPMAN, 2007; FRANCO et al., 2011). Os
indices de mortalidade por essas doencas, apresentados pelas
estatisticas, sdo assustadores, principalmente quando se sabe que a
maioria dessas mortes pode ser evitada com modificacbes no estilo de
vida, como a pratica de exercicio fisico e alimentacdo adequada.

A maioria das doencas cardiovasculares é proveniente de
processo aterosclerético de origem multifatorial, no qual a dislipidemia e a
disfuncdo endotelial estdo diretamente relacionadas (SANTOS et al.,
2007; WHO, 2011a). Os fatores de coagulacdo e as plaquetas também
estao relacionados com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
por estarem envolvidos na formacdo do principal mediador de eventos
vaso-oclusivos, o trombo (TOTH, 2008).

Com base na importancia dos lipideos no desenvolvimento da
placa de ateroma e a influéncia da agregacao plaquetaria e dos fatores de
coagulacao na formacéo do trombo, a terapia farmacologica na prevencao
primaria e secundaria das doencas cardiovasculares é voltada para o
controle desses fatores. Varios farmacos hipolipemiantes que atuam na
reducdo dos niveis de colesterol bem como agentes antitrombéticos
(inibidores da agregacdo plaquetaria e inibidores da trombina) e
fibrinoliticos, que atuam impedindo a formac&o do trombo ou degradando
0 trombo ja estabelecido, estdo presentes na terapéutica (SBC, 2004;
SBC, 2007). Entre esses farmacos, merece destague a rosuvastatina,
pertencente a classe dos inibidores da HMG-CoA redutase, farmacos de
primeira escolha para o tratamento da dislipidemia e os inibidores da
COX-1, em especial o &acido acetilsalicilico, inibidor da agregacao
plaquetaria amplamente utilizado e com potencial reconhecido na
prevencao de doencas cardiovasculares (GABRIEL et al., 2006; GARCIA,
JARAMILLO, 2008; CALZA, 2009).
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A partir do conhecimento da fisiopatologia da doenca e do
mecanismo de acdo desses farmacos, a associacdo de acido
acetilsalicilico e estatinas representa escolha légica na reducdo do risco
cardiovascular em pacientes com doenga arterial coronariana
estabelecida. Essa logica foi comprovada por Hennekens e colaboradores
(2004), que consideraram a associacdo entre pravastatina e AAS
vantajosa na reducédo dos riscos de infarto agudo do miocardio e acidente
vascular cerebral. Estudo semelhante com a rosuvatatina ainda néo foi
realizado. Mas para este projeto acredita-se que o0s beneficios
observados com a pravastatina sejam extrapolados para a rosuvastatina,
gue atualmente é a estatina mais potente e com menos efeitos adversos
disponivel na terapéutica nacional.

Face ao exposto e considerando as caracteristicas promissoras
dos dendrimeros como transportadores de farmacos, o objetivo principal
desse trabalho foi desenvolver pro-farmacos dendriméricos de primeira
geracdo contendo rosuvastatina e acido acetilsalicilico, potencialmente
ativo em doencas cardiovasculares, esperando obter liberagéo controlada,
toxicidade reduzida e aumento da eficacia dos compostos bioativos.

Os dendrimeros serdo construidos utilizando como referéncia o
pedido de patente de Ferreira e Giarolla (2008), em que os dendrons sao
compostos pelos farmacos, o que leva ao aumento exponencial dos
compostos ativos a cada subsequente geragdo. Duas estruturas
dendriméricas foram propostas para este trabalho, sendo a diferenca
entra elas o foco central utilizado (Figura 30). Os focos centrais
escolhidos foram mio-inositol (dendrimero 1) e etilenoglicol (dendrimero
2). O etilenoglicol também foi utilizado como espacante na sintese do pré-
farmaco dendrimérico, sendo a sua funcado ligar a molécula de acido
acetilsalicilico a molécula de rosuvastatina. Outro espacante utilizado foi o
acido malico, responsavel por ligar o foco central aos farmacos e,
também, permitir o crescimento da malha dendrimérica por meio da sua
hidroxila livre.

Para este projeto também foi proposto utilizar a modelagem

molecular como ferramenta na avaliacdo preliminar da liberacdo desses
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compostos, seguindo o protocolo utilizado por Giarolla e colaboradores

(2010).
OR R=
RO OR o
RO OR

OR

dendrimero 1:
mio-inositol como foco central

/\/OR
RO

dendrimero 2:
etilenoglicol como foco central *a esterificagio pode ocorrer em qualquer uma das hidroxilas
Figura 30. Estruturas propostas para os pro-farmacos dendriméricos de primeira

geracgao contendo rosuvastatina e acido acetilsalicilico utilizando diferentes focos
centrais.




Material e Métodos

Nada é dificil se for dividido em pequenas partes.

Henry Ford



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Reagentes e solventes

o 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC);
o 2,2-dimetoxipropano;
o 4-dimetilaminopiridina (DMAP);

. 4-nitrofenilcloroformato;

o acetato de etila;

o acetona;

. acetonitrila;

o acido aceético glacial;

o acido acetilsalicilico (AAS);
o acido cloridrico;

o acido L(-)-malico;

o acido p-toluenossulfénico;
o acido sulfurico;

o agua deuterada;

o alcool metilico;

o bicarbonato de sédio;

o carbonildiimidazol (CDI);
o cloreto de sédio;

o cloroformato de etila;

o cloreto de oxalila;

o cloreto de terc-butildimetilsilano (TBDMSCI);

° cloreto de tionila;
° cloroférmio;
° cloroférmio deuterado;

° dicicloexilcarbodiimida (DCC);
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o diclorometano;

o dimetilformamida (DMF);

. dimetilsulfoxido deuterado;
. éter etilico;

. etilenoglicol,

. hidroxido de sodio;

. hexano;

. imidazol;

. mio-inositol;

° N-metilmorfolina;

. piridina;

o rosuvastatina célcica;

o sulfato de sodio anidro;

o sulfato de magnésio anidro;
o tetracloreto de carbono;

o tetraidrofurano (THF).

3.1.2 Equipamentos

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

o microondas para sintese CEM, modelo Discover;

o rotaevaporador Buchi.

o Cromatégrafo automatico Isolera Prime, Biotage.

3.1.3 Softwares para modelagem molecular

o Accelrys ViewerLite 5.0 (Accelrys Inc.);

o Gaussian G03 (Gaussian 03W for Windows, version 6);

o HyperChem 7.51 (HyperChem Program Release 7 for Windows);
o MOLSIM 3.2 (DOHERTY, 1997).
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3.1.4 Software para edicdo dos espectros de Ressonancia

Magnética Nuclear

] MestreC 4.7



3.2 METODOS

3.2.1 Sintese
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(*A esterificagdo pode ocorrer em qualquer uma das hidroxilas)

Figura 31. Esquema geral de sintese do dendrimero proposto utilizando mio-inositol como foco central. TBDMS: terc-butildimetilsilano.
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Figura 32. Esquema geral de sintese do dendrimero proposto utilizando etilenoglicol como foco central. TBDMS: terc-butildimetilsilano.
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3.2.1.1 Sintese do acido 2-(2,2-dimetil-5-ox0-1,3-dioxolan-4-ila)acético
(&cido malico protegido) (GREEN, KIDDLE, THOMPSON, 1995;
GIAROLLA, 2007)

O O

DMP/H*
HO —  » HO
OH 0
O  OH o O7LCH3

H5;C
Figura 33. Sintese do acido malico protegido (GIAROLLA, 2007).

Manteve-se sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente o
acido L(-)-malico (7,50 mmol), &cido p-toluenossulfénico (0,16 mmol) e
2,2-dimetoxipropano (20,33 mmol). Apos 30 minutos, adicionou-se agua
(150 mL) e o produto foi extraido com diclorometano (trés vezes com 150
mL). As fases organicas foram reunidas, secadas com sulfato de sodio
anidro e filtradas. O solvente foi removido sob pressao reduzida a 50 °C, e
0 produto obtido foi recristalizado em cloroférmio/tetracloreto de carbono
1:1 (VN).
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3.2.1.2 Sintese do pro-farmaco dendrimérico de primeira geracao

Os estudos sintéticos foram realizados com a colaboracdo da
aluna de iniciagdo cientifica Ana Luisa Lampert Cadore, da doutoranda
Soraya da Silva Santos e dos pos-doutorandos Jeanine Giarolla Vargas,

Fabricio Vargas, Marco Aurélio da Graca Arribas e Marcio Henrique Zaim.

3.2.1.2.1 Sintese do intermediario |A — mio-inositol como foco central

OR
OH o
RO OR
HO OH , HO o
o método A
(0] método B
HO oH © CHs métodoC RO OR
método D
OH HsC método E OR R= Q
NO
e} O7LCH3
H3C

Figura 34. Sintese do intermediério IA utilizando mio-inositol como foco central

do dendrimero.

> Método A: método utilizando dicicloexilcarbodiimida (DCC) como

agente condensante

o Experimentos Al, A2 e A3

Foram mantidos em banho de gelo e sob agitagdo magnética o
acido malico protegido (AMP) e o agente condensante DCC nas
concentracfes molares e no solvente indicado pela Tabela 1. Apds 30
minutos, retirou-se o banho de gelo e adicionou-se a
4-dimetilaminopiridina (DMAP) e o mio-inositol, com exce¢do dos
experimentos A2 e A3, que nao utilizam DMAP. Manteve-se a agitacdo a
temperatura ambiente conforme as condi¢cdes descritas na Tabela 1. Ao
término da reacdo, o conteudo reacional foi filtrado por filtracdo simples e,

posteriormente, adicionou-se o solvente adequado ao filtrado, que foi



63

extraido em etapas (Tabela 1). A fase organica obtida foi secada com
sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente removido sob pressdo
reduzida a 50 °C.

A reacédo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada
(CCD), com fase movel cloroférmio/metanol 2:1 (v/v) no experimento Al e
hexano/acetato de etila 2:1 (v/v) nos experimentos A2 e A3.

Os procedimentos realizados para purificacdo do produto obtido no
método A2 e A3 estdo descritos na Tabela 1.

. Experimento A4

Manteve-se sob agitacdo magnética e banho de gelo o &acido
malico protegido, o mio-inositol e o DMAP nas concentra¢cdes molares e
no solvente indicado pela Tabela 1. O DCC foi adicionado ao poucos ao
conteudo reacional, por 5 minutos. Apos esse periodo, o banho de gelo foi
removido e manteve-se a agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas.
Ao término da reacdo, o meio reacional foi filtrado sob pressdo reduzida.
Ao filtrado obtido, adicionou-se 0 solvente adequado para posterior
extracdo, seguindo o procedimento descrito na Tabela 1. A cada etapa da
extracdo, filtrou-se a camada organica sob pressédo reduzida. A fase
organica obtida foi secada com sulfato de soédio anidro, filtrada e o
solvente removido em rotaevaporador, sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacdao foi acompanhada por CCD, com fase movel
hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).

O procedimento realizado para purificacdo do produto obtido no

experimento A4 esta descrito na Tabela 1.



Tabela 1. Condi¢Bes de reacéo, tratamento e purificacdo para os experimentos Al, A2, A3 e A4

Experi- | Reagentes/ | Concentracdo | Condi¢cbes | Tratamento dareacgéo Purificacéo Referéncia
mento solvente molar/ reacionais
volume
Al AMP 1,50 mmol 8 horas acetato de etila (70 mL) - adaptado de
DCC 1,50 mmol T.A. Extracao: D'IA\MZEOI;Oet
al., :
mio-inositol 0,25 mmol NaHCO3* (100 mL x1)
DMAP 0,15 mmol agua (100 mL x1)
THF 30 mL NaCl* (100 mL x1)
A2 AMP 2,87 mmol 26 horas acetato de etila (50 mL) coluna cromatogréfica adaptado de
DCC 2.87 mmol T.A. Extracao: hexano/acetato de etila DEI'-ONG et
mio-inositol 4,35 mmol NaHCOs* (50 mL x2) (gradiente de concentragao) al. 2007.
THE 30 mL NaCl* (50 mL x2)
A3 AMP 2,87 mmol 24 horas acetato de etila (50 mL) precipitagdo em adaptado de
DCC 2 87 mmol TA. Extracio: diclorometano com baixa DELONG et
’ temperatura (congelador al., 2007.
mio-inositol 4,35 mmol NaHCOz* (50 mL x2) P (cong )
THE 30 mL NaCl* (50 mL x2)
A4 AMP 1,00 mmol 24 horas diclorometano (50 mL) precipitacdo em éter etilico adaptado de
DCC 1,00 mmol TA. Extracio: com baixa temperatura NEISES,
. (congelador) STEGLICH,
mio-inositol 3,00 mmol HCI 0,5 M (70 mL x2) 1985,
DMAP 0,80 mmol NaHCO3z* (70 mL x2)
DMF anidro 20 mL (filtracdo a cada etapa)

*solucdo saturada/T.A.: temperatura ambiente

64



65

> Método B: método do anidrido misto utilizando 4-nitrofenilcloroformato
(adaptado de VARGAS, 2007)

Em banho de gelo e agitacdo magnética, adicionou-se solucéo de
N-metilmorfolina (8,90 mmol) em 1 mL clorofémio a solu¢éo de acido
malico protegido (8,62 mmol) em 3 mL de cloroférmio. Agitou-se por 15
minutos. Em seguida, adicionou-se o 4-nitrofenilcloroformato (8,90 mmol)
solubilizado em 1 mL de cloroférmio. Apés 30 minutos, adicionou-se a
solucdo de mio-inositol (1,44 mmol) em 1 mL de cloroférmio. Manteve-se
a agitacao e o banho de gelo por mais 1 hora. Posteriormente, o banho de
gelo foi retirado e a reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 24
horas. Ao término da reacdo, diluiu-se a mistura reacional com 50 mL de
diclorometano e extraiu-se, subsequentemente, com solugcdo aquosa de
hidroxido de sodio 1 M (duas vezes com 10 mL), solucédo saturada de
cloreto de sédio (10 mL), solugdo aquosa de acido cloridrico 1 M (duas
vezes com 10 mL) e, novamente, com solugdo saturada de cloreto de
soédio (10 mL). A fase organica foi secada com sulfato de sodio anidro,
fillrada e o solvente foi removido em rotaevaporador, sob presséo
reduzida, a 50 °C.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase movel

cloroformio/metanol 2:1 (v/v).

> Método C: utilizando carbonildiimidazol (CDI) como agente

condensante

Sob atmosfera inerte de nitrogénio e agitacdo magnética,
adicionou-se o0 acido malico protegido e o CDI em solvente e
concentracfes molares descritas na Tabela 2. Apds o tempo de reacéo
T1 adicionaram-se o mio-inositol e 0 DMAP (este dltimo somente para o
experimento C1), ao meio reacional (Tabela 2). O sistema foi aquecido a
80 °C e manteve-se a agitacdo pelo tempo de reacdo T2, de acordo com
a Tabela 2. Ao término da reacao, adicionou-se o solvente adequado e 0

produto foi extraido em etapas (Tabela 2). A fase orgéanica foi secada com
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sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi removido em
rotaevaporador, sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, com fase movel
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v).
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Tabela 2. Condi¢Ges de reacéo e tratamento para os experimentos C1, C2, C3, C4

Experimento | Reagentes/ Concentracéo Condicbes de Tratamento da reagdo Referéncia
selvare molar/volume reacao
C1 AMP 1,00 mmol T1: 30 minutos acetato de etila (30 mL) adaptado de
CDI 1,00 mmol T.A. Extracao: ABOUSSAFY et al., 2010.
mio-inositol 0,16 mmol T2: 24 horas NaHCOz* (30 mL x1)
DMAP 0,10 mmol 80 °C agua (30 mL x1)
DMF anidro 20 mL NaCl* (30 mL x1)
C2 AMP 1,00 mmol T1: 10 minutos acetato de etila (30 mL) adaptado de
CDI 1,50 mmol T.A. Extracao: BODE et al., 2010.
mio-inositol 1,00 mmol T2: 3 horas NaCl (30 mL x2)
DMF anidro 15 mL 80 °C agua (30 mL x2)
C3 AMP 1,00 mmol T1: 8 horas acetato de etila (30 mL) adaptado de HUSSAIN, LIEBERT,
CDI 1,50 mmol T.A. Extracéo: HEINZE, 2004.
mio-inositol 1,00 mmol T2: 24 horas NaHCOz* (30 mL x1)
DMF anidro 20 mL 80 °C NaCl* (30 mL x1)
agua (30 mL x1)
C4 AMP 1,00 mmol T1: 5 minutos acetato de etila (30 mL) adaptado de
CDI 1,50 mmol T.A. Extracdo: TUKULULA, 2009.
mio-inositol 2,50 mmol T2: 16 horas agua (30 mL x1)
DMF anidro 15 mL 80 °C NaHCOgz* (30 mL x1)

NaCl* (30 mL x1)

*solucdo saturada / T.A.: temperatura ambiente
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> Método D: método do cloreto de acido utilizando cloreto de tionila
(adaptado de HOSAGANDI, DAVE, 1996)

Em atmosfera inerte de nitrogénio e banho de gelo, adicionou-se o
acido méalico protegido (5,70 mmol) e, aos poucos, o0 cloreto de tionila
(8,55 mmol) em 20 mL de DMF anidro. Ap6s 20 minutos, adicionou-se,
gota a gota, solucdo de 5 mL de DMF anidro contendo mio-inositol (0,95
mmol) e piridina anidra (3,00 mmol). Posteriormente, retirou-se o banho
de gelo e o sistema foi aquecido a 80 °C por 3 horas.

A reacdo foi acompanha por CCD, em fase mdvel hexano/acetato
de etila 2:1 (v/v).

> Método E: método utilizando  1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (EDC) (adaptado de HORVATH, DEPRE, ORMEROD, 2008)

o Experimento E1

Adicionou-se, sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente, o
acido malico protegido (5,30 mmol) e o EDC (5,80 mmol) em 20 mL de
DMF. Ap6s 15 minutos, adicionou-se ao meio reacional o mio-inositol
(5,60 mmol) e o DMAP (0,50 mmol). Manteve-se a agitacdo e o sistema
foi aquecido a 80 °C, por 24 horas. Ao término da reacdo, adicionou-se
acetato de etila (50 mL) e o conteudo reacional foi extraido em etapas
com solucdo aquosa de acido cloridrico 1 M (duas vezes com 50 mL) e
com solucdo saturada de cloreto de sodio (duas vezes com 50 mL). A
fase organica foi secada com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente
removido sob pressao reduzida a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, com fase movel

hexano/acetato de etila 1:1 (v/v).
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o Experimento E2: sintese em reator de micro-ondas

Em reator de micro-ondas, adicionaram-se o acido malico protegido
(5,30 mmol), EDC (5,80 mmol), mio-inositol (5,60 mmol) e o DMAP
(0,50 mmol) em 20 mL de DMF. Manteve-se o contetdo reacional sob
agitacdo magnética, seguindo-se as condi¢Bes reacionais descritas na
Tabela 3. As etapas da Tabela 3 foram realizadas para uma Unica reacao.

A reacédo foi acompanhada ao final de cada etapa por CCD, com
fase movel cloroférmio/metanol 4:1 (v/v). Esse procedimento foi realizado

sete vezes (Tabela 3).

Tabela 3. Condigbes de reagdo em micro-ondas para o experimento E2.

Etapa Poténcia (W) Temperatura (°C) Tempo
(minutos)
1 50 W 100 7
2 50W 120 7
3 70W 120 7
4 70W 130 10
5 70W 140* 10
6 70W 150* 10
7 70W 160* 10

*sistema sob refluxo
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3.2.1.2.2 Sintese do intermediario IB — etilenoglicol como foco central

H C+O (0] (e}
oo M, Ho o - O
. (0] /\/O
) o método A NO NO
CH; método B o) o) Q7L
HaC método C CH3
HaC

Figura 35. Sintese do intermediério 1B utilizando etilenoglicol como foco central
do dendrimero.

> Método A: método do anidrido misto (adaptado de VARGAS, 2007)

Em banho de gelo e agitacdo magnética, adicionou-se a solugcéo de
N-metilmorfolina em 3 mL de THF a solucdo de acido malico protegido
dissolvido em 3 mL de THF, considerando as concentracbes molares
descritas na Tabela 4. Agitou-se por 15 minutos e, em seguida, adicionou-
se o cloroformato de etila (experimento Al) ou o 4-nitrofenilcloroformato
(experimento A2) solubilizado em 3 mL de THF (Tabela 4). Manteve-se a
agitacdo por mais 30 minutos e adicionou-se a solucédo de etilenoglicol em
3 mL de THF (Tabela 4). Apos 1 hora, retirou-se o banho de gelo e
manteve-se a agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. Ao término
da reacdo, diluiu-se a mistura reacional com 50 mL de acetato de etila e
extraiu-se, subsequentemente, com solucéo aquosa de hidroxido de sodio
1 M (duas vezes com 15 mL), solucdo saturada de cloreto de sédio (15
mL), solucdo aquosa de &cido cloridrico 1 M (duas vezes com 15 mL) e,
novamente, com solucdo saturada de cloreto de sédio (15 mL). A fase
organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e removeu-se o
solvente em rotaevaportador, sob presséo reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, com fase movel

hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).
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Tabela 4. Condi¢Oes de reagdo e tratamento para os experimentos Al e A2

Experimento Reagentes Concentracdo | CondicOes de
molar (mmol) reacao
Al AMP 5,75 24 horas
cloroformato de etila 1,25 T.A.
etilenoglicol 2,85
N-metilmorfolina 1,25
A2 AMP 1,00 24 horas
4- 1,25 T.A.
nitrofenilcloroformato 0.10
etilenoglicol 1,00
N-metilmorfolina
T.A.: temperatura ambiente
> Método B: método utilizando EDC como agente condensante

Adicionaram-se, sob agitacdo magnética, o acido malico protegido
e o EDC em solvente, concentracbes molares e condi¢cdes reacionais
descritas na Tabela 5. Ap0s tempo de reacdo T1, adicionou-se o
etilenoglicol e 0o DMAP e manteve-se a agitacao pelo tempo de reacdo T2
e condi¢des reacionais adequadas (Tabela 5). Ao término da reacéo,
adicionou-se o solvente adequado e o conteudo foi extraido em etapas de
acordo com o procedimento de tratamento da reacdo (Tabela 5). A fase
organica foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente
removido em rotaevaporador, sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, em fase modvel
cloroféormio/metanol 2:1 (v/v) para o experimento B1 e hexano/acetato de
etila 1:1 (v/v) para o experimento B2.

O produto obtido no experimento B2 foi purificado por coluna
cromatografica utilizando hexano/acetato de etila como fase mével, em

gradiente de concentracao.



Tabela 5. Condi¢bes de reacéo e tratamento para os experimentos Cl e C2
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Experimento

Reagentes/solventes

Concentracao molar dos

Condicdes de reacao

Tratamento da

Referéncia

reagentes/ volume reacao
Bl AMP 5,75 mmol T1: 30 minutos acetato de etila (50 adaptado de
EDC 6,27 mmol Banho de gelo mi.) GOLDBERG,
. _ Extracio: GHANDEHARI,
etilenoglicol 2,85 mmol T2: 24 horas EX1acao. SWAAN, 2010;
DMAP 2,85 mmol 50 °C (refluxo) agua (70 mL. x3) GIAROLLA,
THF 30 mL 2012.
B2 AMP 5,30 mmol T1: 15 minutos diclorometano (30 mL) adaptado de
X . HORVATH,
EDC 5,80 mmol T.A. Extracéao: DEPRE
etilenoglicol 5,60 mmol T2: 24 horas HCI 1 M (50 mL x2) ORMERdD,
DMAP 0,50 mmol TA. NaCl* (50 mL x2) 2008.
diclorometano 20 mL

*solucdo saturada

T.A.: temperatura ambiente
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> Método C: método utilizando CDI como agente condensante
(adaptado de AL-MASRI et al., 2012)

Em atmosfera inerte de nitrogénio e sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente, adicionaram-se o &cido malico protegido
(5,40 mmol) e o CDI (5,50 mmol) em 15 mL de THF anidro. Apés 15
minutos, adicionou-se ao meio reacional o etilenoglicol (2,70 mmol) e o
DMAP (0,54 mmol). Manteve-se a agitagcdo em atmosfera inerte por 24
horas. Apds esse periodo, adicionou-se diclorometano (30 mL) e extraiu-
se o conteudo reacional com agua (duas vezes com 50 mL), solucdo
aquosa de &cido cloridrico 1 M (duas vezes com 50 mL) e solucdo
saturada de cloreto de sodio (duas vezes com 50 mL). A fase organica foi
secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido em
rotaevaporador, sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, em fase movel
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v).

O produto obtido foi purificado por coluna cromatografica utilizando

hexano/acetato de etila como eluente em gradiente de concentracao.
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3.2.1.2.3 Sintese do malato de etilenoglicol

CHs

s
ON N
5 metodoA N N
o CH; método B

HaC

intermediario IB - 2 ramificagoes

O (e}
(e}
HO™ o > HO/\/ONOH
o método A
o CH; método B O OH
HaC

intermediario IB - 1 ramificagao

Figura 36. Sintese do malato de etilenoglicol.

> Método A: método utilizando solucdo aquosa de acido cloridrico
(adaptado de MANTELL, 2007)

O intermediéario IB com 1 ramificacdo (1 RAM), ou 2 ramificacbes
(2 RAM), foi disssolvido em solucdo aquosa de acido cloridrico e
acetonitrila, sob agitacdo magnética, seguindo as condicbes e
concentracfes molares descritas pela Tabela 6. Manteve-se a agitacdo a
temperatura ambiente (Tabela 6). Ao término da reacdo, 0 meio reacional
dos experimentos A2, A3 e A4 foi tratado de acordo com o procedimento
da Tabela 6. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro,
filtrada e o solvente removido em rotaevaporador, sob pressao reduzida, a
50 °C.

No experimento Al, o solvente foi removido sob pressao reduzida,
em rotaevaporador, a 50 °C sem tratamento prévio.

A reacdo foi acompanhada por CCD, em fase movel

hexano/acetato de etila 1:1 (v/v).
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Tabela 6. Condigdes de reacgéo e tratamento para os experimentos Al, A2 e A3
Experi- | Reagentes/ | Concentracdo | Condigbes | Tratamento
mento e hEies molar/ reacionais dareacéo
volume
Al intermediério 2,58 mmol 3 horas -
IB (1 RAM) 14 mL TA.
HClI1 M 14 mL
acetonitrila
A2 intermediario 0,23 mmol 3 horas acetato de
IB (2 RAM) TA etila (30 mL)
HCI0,5M 12 mL Extracao:
acetonitrila 12 mL agua
(30 mL x3)
A3 intermediario 0,70 mmol 3 horas acetato de
IB (2 RAM) TA etila (30 mL)
HCI 0,1 M 21 mL Extracao:
acetonitrila 21 mL agua
(30 mL x3)
T.A.: temperatura ambiente
> Método B: método utilizando acido acético glacial (adaptado de

DAMEN et al., 2000)

O intermediério 1B, com 1 ramificacdo (1 RAM) ou 2 ramificacbes
(2 RAM), foi dissolvido, sob agitacdo magnética, em acido acético glacial,
THF e agua seguindo as condicfes e concentracdes molares descritas na
Tabela 7. Manteve-se a agitacdo a temperatura ambiente e em tempo
indicado pela Tabela 7. Ao término da reacdo, o conteudo reacional foi
tratado com o procedimento adequado para cada método (Tabela 7).
Apés o tratamento, a fase organica foi secada com sulfato de sdédio
anidro, filtrada e o solvente removido em rotaevaporador, sob pressao

reduzida, a 50 °C. Durante a remocédo do solvente, o produto foi lavado

exaustivamente com acetato de etila e, posteriormente, com
diclorometano.
A reagdo foi acompanhada por CCD, em fase movel

hexano/acetato de etila 1:1 (v/v).
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Tabela 7. Condicdes de reacdo e tratamento para os experimentos Bl e B2
Experi- Reagentes/ Concentracao | Condigbes | Tratamento
mento e hEies molar /volume | reacionais | dareacao

Bl intermediério IB 0,53 mmol 2 horas acetato de
(1 RAM) TA etila
acido acético 10 mL (30 mL)
glacial Extracéo:
THF 10 mL Agua
égua 10 mL (30 mL x5)
B2 intermediério IB 0,78 mmol 4 horas acetato de
(2 RAM) TA etila
acido acético 16 mL (30 mL)
glacial Extracéo:
THF 4 mL agua
agua 8 mL (30 mL x5)
T.A.: temperatura ambiente
3.2.1.2.4 Sintese do intermediario Il
O @)
HO OH —— > HO
* HOT N método A e
método B
j\ método C e}
método D
0~ “CHs O)\CH3
Figura 37. Sintese do intermediério II.
> Método A: método utilizando DCC como agente condensante

(adaptado de DAMEN et al., 2000)

Sob agitacdo magnética e banho de gelo, adicionou-se o acido
acetilsalicilico (AAS) (1,00 mmol) e o DCC (1,00 mmol) em 30 mL de THF.

Apé6s 30 minutos, o banho de gelo foi retirado e adicionaram-se o DMAP

(0,10 mmol) e o etilenoglicol (2,00 mmol). Manteve-se a reacdo em

agitacdo magnética e a temperatura ambiente por 24 horas. Ao final

desse periodo, o conteudo reacional foi filtrado por filtracdo simples. Em

seguida, adicionaram-se 70 mL de acetato de etila ao filtrado, que foi
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extraido em etapas com 50 mL de solucdo saturada de bicarbonato de
sodio, 50 mL de &gua e 50 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio.
ApOs a extracao, a fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro,
fillrada e o solvente foi removido em rotaevaporador, sob pressao
reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, com fase movel
cloroférmio/metanol 2:1 (v/v).

> Método B: método do anidrido misto (adaptado de VARGAS, 2007)

Adicionou-se, em banho de gelo e agitacdo magnética, solucdo de
N-metilmorfolina em 1 mL de THF a solugcdo de AAS em 3 mL de THF.
Agitou-se por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se o cloroformato
correspondente (Tabela 8), solubilizado em 1 mL de THF. Apos 30
minutos, adicionou-se solucao de etilenoglicol em 1 mL de THF. Manteve-
se a agitacdo e o banho de gelo por 1 hora. Posteriormente, o banho de
gelo foi retirado e a reacdo foi mantida de acordo com as condi¢des
descritas na Tabela 8. Ao término da reacao, diluiu-se o meio reacional
com 50 mL de acetato de etila (experimento Bl) ou 50 mL de
diclorometano (experimentos B2 e B3) e lavou-se, subsequentemente,
com solucédo aquosa de hidréxido de sédio 1 M (duas vezes com 15 mL),
solucdo saturada de cloreto de sédio (15 mL), solucdo aquosa de acido
cloridrico 1 M (duas vezes com 15 mL) e, novamente, com solucéo
saturada de cloreto de sodio (15 mL). A fase orgéanica foi secada em
sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi removido em
rotaevaporador, sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, com fase movel

cloroformio/metanol 2:1 (v/v).
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Tabela 8. Condicdes de reacdo e tratamento para os métodos B1, B2, B3

Experimento Reagentes Concentracao | Condic¢des
molar (mmol) | reacionais
Bl AAS 1,00 Tempo: 72
etilenoglicol 2,00 horas
cloroformato de etila 1,00 T.A
N-metilmorfolina 1,00
B2 AAS 1,00 Tempo: 72
etilenoglicol 2,00 horas
4-nitrofenilcloroformato 2,20 TA.
N-metilmorfolina 2,20
B3 AAS 1,00 Tempo: 50
etilenoglicol 10,0 horas
4-nitrofenilcloroformato 2,20 R%féug(g a
N-metilmorfolina 2,20

*T.A.: temperatura ambiente

> Método C: método do cloreto de acido

Em atmosfera inerte de argbnio e agitacdo magnética, adicionou-se
0 AAS e, aos poucos, o cloreto de acido correspondente, seguindo as
condicBes reacionais, solvente e concentracbes molares descritas na
Tabela 9. Apds tempo de reacdo T1, adicionou-se, gota a gota, solucao
de etilenoglicol e piridina anidra no meio reacional. Manteve-se a agitacao
em atmosfera inerte de argénio por tempo de reacdo T2 e as condicdes
de reacdo indicadas pela Tabela 9. Apds o tempo de reacdo T2, o
solvente da reacdo foi removido em rotaevaporador, sob presséo
reduzida, a 50 °C e, posteriormente, adicionou-se o solvente adequado
(Tabela 9). O produto foi extraido em etapas seguindo o procedimento da
Tabela 9. A fase organica foi secada com sulfato de magnésio anidro,
filtrada e o solvente foi removido em rotaevaporador, sob pressao
reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, em fase movel

cloroféormio/metanol 9:1 (v/v).
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Purificou-se o produto por coluna cromatogréafica, utilizando

cloroférmio/metanol como fase moével em gradiente de concentragao.
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Tabela 9. Condicdes de reacéo e tratamento para os métodos C1 e C2
Experimento Reagentes/solvente Concentragcao molar/ Condicbes Tratamento da Referéncia
volume reacionais reacao
Cl AAS 1,00 mmol T1: 1 hora acetato de etila adaptado de
etilenoglicol 10,60 mmol banho de gelo (70 mL) MINEMOTO, 2006.
cloreto de oxalila 3,40 mmol T2: 24 horas Extragdo:
piridina anidra 5,30 mmol banho de gelo agua
acetona anidra 30 mL (40 mL x2)
N&HCOg*
(40 mL x3)
C2 AAS 1,00 mmol T1: 15 minutos agua (50 mL) adaptado de
etilenoglicol 20,00 mmol banho de gelo Extracao: JIANG, 2010.
cloreto de tionila 10,00 mmol T2: 24 horas acetato de etila
- : : (50 mL x3)
piridina anidra 2,00 mmol aguecimento
acetona anidra 15 mL 60 °C (refluxo)

*solucdo saturada
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> Método D: método utilizando EDC como agente condensante

Manteve-se, sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente, o AAS
(5,30 mmol) e o EDC (5,80 mmol) em 20 mL de acetona. Ap6s 15 minutos,
adicionaram-se o DMAP (0,50 mmol) e o etilenoglicol (5,60 mmol) e manteve-
se a agitacdo magnética por 24 horas. Ao final desse periodo, o solvente foi
removido em rotaevaporador, sob pressao reduzida, a 50 °C. Posteriormente,
adicionaram-se 30 mL de diclorometano ao produto e, em seguida, o material
foi extraido com solucdo aquosa de acido cloridrico 1 M (duas vezes com
50 mL) e solucao saturada de cloreto de sédio (duas vezes com 50 mL). A fase
organica obtida foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi
removido em rotaevaporador, sob pressao reduzida, a 50 °C.

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

O produto obtido foi purificado por coluna cromatografica, com fase
moével hexano/acetato de etila em gradiente de concentragao.

3.2.1.2.5 Sintese da rosuvastatina protegida (COREY, VENKATESWARLU, 1972)

'i'BDMS 'i'BDMS

TBDMS

—_—

imidazol

OH o CI;H3 NI OH

A
s M
1IN N
o |

Figura 38. Sintese da rosuvastatina protegida.

Adicionou-se, sob temperatura ambiente, atmosfera inerte de argénio e
ao abrigo da luz, a rosuvastatina (1 mmol) e o imidazol (5 mmol) em 2 mL de
DMF anidro. Em seguida, adicionou-se o cloreto de terc-butildimetilsilano
(TBDMSCI) (2,4 mmol). Mantiveram-se as condi¢cdes reacionais por 12 horas.
Ao término desse periodo, adicionou-se acetato de etila ao meio reacional

(20 mL) e o produto foi extraido com agua (cinco vezes com 30 mL). A fase



82

organica foi secada sob sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente
removido em rotaevaporador, sob presséo reduzida, a 50 °C.

A reacdo foi acompanhada por CCD, com fase movel
cloroférmio/metanol 9:1 (v/v).

O produto obtido foi purificado em cromatégrafo automatico Isolera

Prime, com fase mével cloroformio/metanol em gradiente de concentracgao.

3.2.2 Métodos de anélise dos compostos obtidos

3.2.2.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A anélise de RMN 'H e *3C foi realizada em Espectrémetro Bruker 300
MHz, modelo Advanced DPX-300, disponivel na Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

3.2.2.2 Analise Cromatografica

> Em camada delgada
A analise cromatografica em camada delgada foi realizada em
cromatoplacas de silica-gel com as fases moéveis adequadas para cada

metodologia anteriormente descrita.

> Em coluna
A analise cromatografica em coluna foi realizada com silica-gel 70-230
mesh e em cromatdgrafo automatico, com as fases moveis adequadas para

cada metodologia anteriormente descrita.
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3.2.3 Modelagem molecular

Os estudos de modelagem molecular contaram com a colaboracdo da
mestranda Soraya da Silva Santos, da pds-doutoranda Jeanine Giarolla Vargas
e da Dra. Kerly F. M. Pasqualoto, do Instituto Butantan.

3.2.3.1 Estudo in silico de liberacdo dos pré-farmacos dendriméricos de
primeira geragéo (GIAROLLA et al., 2010)

As estrutura dos dendrimeros de primeira geracdo com uma e duas
ramificagbes contendo mio-inositol (foco central), etilenoglicol (foco central e
espacante), acido L(-)-malico (espacante), acido acetilsalicilico e rosuvastatina
(compostos bioativos), foram construidas em suas formas neutras no programa
HyperChem 7.51, a partir das coordenadas cartesianas extraidas do Protein
Data Bank (PDB). Os codigos das estruturas utilizadas na construgdo dos

dendrimeros e as respectivas resolucdes estdo no Quadro 2.

Quadro 2. Informacgfes sobre os dados cristalograficos utilizados na construcdo dos
modelos utilizados no estudo in silico de liberacdo

Cdédigo de Resolucéao Referéncia
entrada no
PDB
rosuvastatina 1IHWL 2,10 A ISTVAN,
DEISENHOFER, 2001.
acido 1TGM 1,86 A SINGH et al., no prelo.
acetilsalicilico
etilenoglicol 3AT2 1,60 A KINOSHITA et al., 2011.
mio-inositol 3HO6 1,60 A PRUITT et al., 2009.
acido L(-)-mélico 3DR3 2,00 A SINGER et al., no prelo.

Os modelos construidos com uma e duas ramificacbes contendo mio-
inositol ou etilenoglicol como foco central foram minimizados utilizando o

método de mecéanica molecular em campo de forca empirico MM+, sem
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qualquer restricdo, nos programas nos HyperChem 7.51 e MOLSIM 3.2
(DOHERTY, 1997). Calcularam-se as cargas atbmicas parciais implementando
o0 método semiempirico em campo de forca AM1, também no programa
HyperChem 7.51.

Posteriormente, os modelos de energia baixa foram submetidos a
simulagbes de dinamica molecular, realizadas em protocolo de 1 ns, cada
passo 1 fs, a temperatura de 310 K. Os arquivos trajetoria foram salvos a cada
20 passos, resultando em 50.000 conformacdes. Posteriormente, gerou-se o
perfil de amostragem conformacional e dele extraiu-se a conformagdo de
menor energia para cada modelo da regido de equilibragdo. Utilizaram-se estes
conférmeros, ap6s minimizacdo de energia, para o célculo de cargas atbmicas
parciais de potencial eletrostatico (ChelpG) com método ab initio HF/3-21G*
(Gaussian GO3W). O mapa de potencial eletrostatico (MPE) foi calculado em
superficie Connolly e visualizado na faixa de coloracéo de -8,4 eV (vermelho
intenso, maior distribuicdo de densidade eletrénica) a 8,4 eV*? (azul intenso,
menor distribuicdo de densidade eletronica) (Gaussview).

O programa Viewer Lite 5.0 foi utilizado para determinar o numero de
ligacOes de hidrogénio e para gerar a superficie de acessibilidade ao solvente,

determinando o impedimento estérico dos modelos.



Resultados e Discussdo

Quantas vezes a gente, em busca da ventura,
Procede tal e qual o avozinho infeliz:

Em vdo, por toda parte, os éculos procura
Tendo-os na ponta do nariz!

Mario Quintana
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE

4.1.1 Sintese do acido 2-(2,2-dimetil-5-0x0-1,3-dioxolan-4-ila)acético
(dcido mélico protegido) (GREEN, KIDDLE, THOMPSON, 1995; GIAROLLA,
2007)

A estrutura do acido L(-)-malico é composta por dois acidos carboxilicos
livres, o que poderia dificultar a sintese dos dendrimeros, resultando em
reacdes cruzadas e dificultando, também, o processo de identificacdo e
purificacdo dos compostos obtidos. Dessa maneira, para promover seletividade
nas reacdes dos intermediarios envolvidos na construgcdo dos pré-farmacos
dendriméricos, Giarolla (2007) estabeleceu as condi¢cdes reacionais para a
protecdo de um dos acidos carboxilicos por meio de uma lactona, de modo que
o outro grupo ficasse livre para reagir, obtendo-se o acido malico protegido.

Os resultados de RMN obtidos para o produto final foram semelhantes
aos descritos por Green e colaboradores (1995) e por Giarolla (2007). O
espectro de RMN 'H (Espectro 1), apresentou dois singletos em 1,55 ppm e
1,60 ppm, que correspondem aos hidrogénios dos grupos metila da lactona do
acido malico protegido (H:1 e Hy). Em adicdo, o RMN de 3C (Espectro 2)
apresentou sinais dos carbonos das metilas da lactona em 25,81 ppm e
26,75 ppm (Cs € C7) e um sinal em 35,99 ppm, relativo ao carbono Cs. A
presenca destes sinais nos espectros de RMN de *H e *3C indica que o acido
malico protegido foi obtido. O produto final apresentou-se como cristais

aciculares de coloragéo branca e o rendimento médio foi de 60%.



Espectro 1. RMN tH do acido malico protegido.
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RMN *H (CDCls), 300 MHz, § = ppm

7,26 (CDCls); 1,55, 1,60 (s, 6H, Hy, Hy); 2,91 (ddd, 2H, Hs J =3,9 Hz, J = 17,25,

J=6,6 Hz, J=17,25 Hz); 4,70 (dd, 1H, Hs, J = 6,3 Hz, J = 3,9 Hz); 10,30 (s, 1H, Hs)
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Espectro 2. RMN **C do &cido malico protegido.
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RMN *3C (CDCls), 75 MHz, 8 = ppm

77,00 (CDCl); 25,81 (Cg); 26,75 (C7); 35,99 (Cy); 70,42 (Cs); 111,36 (Cs);
171,83 (Cy); 174,57 (Ca)
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4.1.2 Sintese dos pro-farmacos dendriméricos

4.1.2.1 Sintese do intermediario IA — mio-inositol como foco central

> Método A: métodos utilizando DCC como agente condensante

Em todas as variacOes realizadas para o método A (experimentos Al,
A2, A3 e A4), a dicicloexilcarbodiimida (DCC) foi o agente condensante de
escolha. A utilizacdo desta carbodiimida tem sido de grande relevancia nos
altimos 50 anos. Sua moderada atividade e o custo relativamente baixo
tornaram esse reagente popular na sintese de amidas, ésteres e anidridos
acidos (SHEEHAN, HESS, 1955; PRASAD, BHARANTHI, HASEENA, 2011;
JOULLIE, LASSEN, 2010).

O primeiro passo das reacgdes de acoplamento que utilizam DCC € a
adicdo do &acido carboxilico a carbodiimida, normalmente em proporcao
equimolar, resultando na formacdo de uma O-aciluréia, um poderoso agente
acilante. ApGs a sua formacéao, este intermediario sofre ataque nucleofilico do
par de elétrons do oxigénio do alcool, levando a formacédo do éster desejado e
de um produto secundario inativo, a N,N-dicicloexilureia (DCU) (Figura 39). Por
ser insolavel em diversos solventes organicos como diclorometano, cloroférmio,
éter etilico e piridina, a formacdo desse produto secundario pode ser
caracterizada por um precipitado no meio reacional, 0 que permite sua
remocdo por filtracdo simples (SANTOS, 2009; JOULLIE, LASSEN, 2010).
Entretanto, sabe-se que a precipitacdo do DCU durante a reacdo pode ocorrer
de maneira incompleta, dificultando a purificacdo do produto final (JOULLIE,
LASSEN, 2010).
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Figura 39. Mecanismo de esterificagéo utilizando DCC (VALEUR, BRADLEY, 2009).

o Experimento Al (adaptado de DAMEN et al., 2000)

No experimento Al a propor¢cdo molar utilizada entre o alcool (mio-
inositol) e o acido (acido malico protegido) foi de 1:6, objetivando o maior
numero de substituicdes possivel do espacante ao foco central do dendrimero.

Apés 8 horas de reacdo, as placas de cromatografia em camada
delgada com fase movel cloroférmio/metano 2:1 (v/v) apresentaram duas
manchas. A primeira com Rf de 0,57, relacionada ao produto secundario da
reacdo (DCU), e a segunda, com Rf de 0,92, que pode estar relacionada ao
intermediario desejado (intermediério 1A).

O espectro de RMN de 'H (Espectro 3) mostrou excesso de sinais,
provavelmente relacionados ao produto secundario da reacdo (DCU), que
dificultam a sua interpretacdo. Dessa maneira, ndo foi possivel observar com
clareza os sinais correspondentes ao intermediario desejado, tampouco dos

materiais de partida utilizados. Portanto, esse experimento foi inconclusivo.



OR i o
R= 4
RO OR 3
0

o

RO OR O 7LCH3
OR HoC 2
1

o og e o o o ol o e og o e e g g ol

Ll | a0

Espectro 3. RMN *H (300 MHz, DMSO d) da reacéo de esterificacdo entre
mio-inositol e acido malico protegido utilizando DCC (experimento Al).
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> Experimento A2 (adaptado de DELONG et al., 2007)

No experimento A2, a propor¢cdo molar utilizada entre acido malico
protegido e o mio-inositol foi de 1:1,5, respectivamente, seguindo o protocolo
da referéncia utilizada.

Ap6s 26 horas de reacdo, as placas de cromatografia em camada
delgada com fase modvel hexano acetato de etila 2:1 (v/v) mostraram a
formacéo de duas manchas com Rf de 0,50 e 0,79. A mancha com Rf de 0,50
pode estar relacionada ao DCU, enquanto que a mancha mais apolar, com Rf
de 0,79, pode indicar a formacdo do intermediario IA.

O RMN de *H (Espectro 4) apresentou sinais referentes aos hidrogénios
do acido malico protegido em 1,63 e 1,65 ppm (H; e Hy), entre 2,92 e 3,08 ppm
(Hs3) e entre 4,71 e 4,80 ppm (Hsz). Em adicéo, os sinais entre 3,09 e 4,14 ppm
podem estar relacionados ao hidrogénios do anel do mio-inositol, o que indica a
formacéo do produto desejado. Apesar dos indicios da obtencéo do produto, o
RMN de 'H apresenta excesso de impurezas na regido entre 1 e 2 ppm,
relacionadas ao produto secundario da reacéo (DCU).

Como houve indicios da obtencdo do intermediario IA por esse
experimento, realizou-se purificacdo por coluna cromatografica (coluna 1) do
produto. O eluente foi adicionado em gradiente de concentracdo, seguindo as
proporcdes de 3:17, 6:14, 9:11, 12:8 e 15:5 de hexano/acetato de etila (v/v),
respectivamente. Ao término da coluna, a fracdo de interesse com Rf de 0,79
foi isolada.

O RMN de 'H da fracéo isolada pela coluna 1 (Espectro 5) mostrou
sinais referentes ao acido malico protegido em 1,51 e 1,62 ppm (H1 e Hy), entre
2,72 e 2,88 ppm (H,) e em entre 4,63 e 4,65 ppm (H3). Em adicao, sinais dos
hidrogénios do anel do mio-inositol possivelmente estdo entre 3,56 e 4,61 ppm.
Para o RMN de 13C (Espectro 6), os sinais do acido malico protegido estdo em
25 e 26 ppm (Cs e Cy), 35,9 ppm (Cs), 70,57 ppm (C>), 111 ppm (C3) 171 ppm
(Cy) e 172 ppm (C4) e o sinais do mio-inositol estdo entre 70 e 71 ppm
(carbonos do anel). No entanto, mesmo apés a coluna cromatografica, os
sinais do DCU permaneceram no produto e sao visiveis tanto no espectro de

IH como o de 13C, nas regibes entre 1 e 2 ppm e 20 a 40 ppm,
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respectivamente. Estes resultados mostram que o produto ndo foi purificado
COM sucesso.

Com o objetivo de remover totalmente o DCU da amostra, partiu-se da
fracdo isolada da coluna 1 e realizou-se nova coluna cromatogréfica (coluna 2),
também em gradiente de concentracdo, seguindo as proporc¢des de 10:0, 9:1,
8:2, 7:3, 6:4, 55, 4.6, 3:7, 2.8, 1:9 e 0:10 de hexano/acetato de etila (v/v),
respectivamente. Apés a coleta da fracao de interesse (Rf 0,79), o espectro de
RMN *H (Espectro 7) ainda apresentava sinais do DCU entre 1 e 2 ppm, além
dos sinais do intermediario IA, ja discutidos anteriormente. Portanto, as colunas

cromatograficas ndo foram eficientes na purificacdo do composto de interesse.
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Espectro 6. RMN **C (75 MHz, CDCl;) da coluna 1 do produto da esterificacdo entre

mio-inositol e acido malico protegido utilizando DCC (método A2).
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Espectro 7. RMN "H (300 MHz, CDCls) da coluna 2 do produto da esterificacdo entre

mio-inositol e acido malico protegido utilizando DCC (método A2).
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o Experimento A3 (adaptado de DELONG et al., 2007)

Como houve indicios da obtencéo do intermediario IA pelo experimento
A2 e as colunas cromatograficas ndo foram eficientes na purificacdo do
composto, o objetivo do experimento A3 foi repetir o procedimento de sintese
realizado no experimento anterior (A2), contudo, utilizando outro método para
purificagdo do produto obtido.

Ao término da reacdo, a placa de cromatografia em camada delgada
com fase molvel hexano/acetato de etila 2:1 (v/v) mostrou 0 mesmo
comportamento do produto obtido no experimento A2, sendo duas manchas
distintas com Rf de 0,50 (DCU) e Rf 0,79 (intermediario |A).

Como discutido anteriormente, apesar do DCU ser insolavel em diversos
solventes organicos, a sua precipitacdo no meio reacional pode ocorrer de
maneira incompleta, dificultando a purificacdo de produtos obtidos quando se
utiliza DCC como agente condensante (JOULLIE, LASSEN, 2010). Dessa
maneira, para forcar a precipitacdo do DCU no produto final, utilizou-se
diclorometano e baixa temperatura (congelador), como técnica de purificacao
para esse método.

Apés o tratamento da reacdo e remocdo do acetato de etila por presséo
reduzida, adicionou-se diclorometano (quantidade suficiente para solubilizar o
produto) e a amostra foi armazenada em congelador. Apds 24 horas, a amostra
foi filtrada (filtracdo simples) para remover DCU precipitado e, em seguida,
adicionou-se mais diclorometano a amostra, que foi armazenada novamente
em congelador. Esse procedimento foi realizado por cinco dias, até que nao
houvesse mais DCU precipitado no diclorometano.

O RMN de 'H (Espectro 8) do produto, apés o procedimento descrito
anteriormente, apresentou sinais indicativos da obtencao do intermediario IA ja
citados anteriormente para o experimento A2. No entanto, a técnica utilizada
para precipitar o excesso de DCU da amostra nao foi eficiente. Nota-se, entre 1
e 2 ppm, que o0s sinais relativos ao produto secundario permaneceram na
amostra. Portanto, assim como a coluna cromatografica, essa técnica nao foi

eficiente na purificagcdo do composto desejado.
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Espectro 8. RMN "H (300 MHz, CDCls) da produto da esterificagéo entre mio-inositol e

acido malico protegido apés o procedimento de purificagdo (experimento A3).
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o Experimento A4 (adaptado de NEISES, STEGLICH, 1985)

Frente a dificuldade de purificagdo encontrada para os produtos
anteriores, o0 objetivo do experimento A4 foi solucionar o problema de
purificagdo dos compostos obtidos com a utilizagcdo de DCC como agente de
acoplamento. Para esse método, a fase organica foi filtrada sob presséo
reduzida a cada etapa da extracdo, com a finalidade de remover o excesso de
DCU formado durante a reagao.

A propor¢cdo molar entre 4cido malico protegido e o mio-inositol foi de
1:3, de acordo com a referéncia utilizada. Ap6s 24 horas de reacdo, a
cromatografia de camada delgada com fase mdvel hexano/acetato de etila
2:1 (v/v) indicou a formac&o de duas manchas distintas. A primeira, com Rf de
0,52, pode estar relacionada a DCU, enquanto que a segunda mancha, com Rf
0,82, pode corresponder ao intermediario 1A.

A técnica para purificacdo do produto obtido foi semelhante a descrita
para o método A3, entretanto utilizou-se éter etilico em substituicdo ao
diclorometano. Esse procedimento foi realizado duas vezes, até que néo
houvesse mais precipitacdo de DCU na amostra.

Ap6s o procedimento de purificacdo, o RMN de 'H (Espectro 9)
apresentou sinais correspondentes aos hidrogénios H; e H, em 1,56 e
1,62 ppm, entre 2,86 ppm e 3,03 ppm relativos ao hidrogénios H,, e entre 4,78
e 4,82 ppm, relacionados ao hidrogénios Hs. Em adicao, os sinais entre 3,96 e
4,08 ppm podem representar os hidrogénios do anel do mio-inositol, indicando
a formacéo do produto desejado. No entanto, os sinais entre 1 e 2 ppm indicam
gue o produto secundario, DCU, permanece na amostra.

Os resultados obtidos pelo método A demonstram a dificuldade de
purificar os produtos sintetizados com DCC como agente condensante. Por
esta razao, optou-se por buscar métodos alternativos que gerassem reacdes

mais limpas e de facil purificacdo para a obtencéo do intermediario IA.
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acido malico protegido utilizando DCC (método A4).
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> Método B: método do anidrido misto utilizando 4-nitrofenilcloroformato
(adaptado de VARGAS, 2007)

O método B foi realizado com o objetivo de obter o intermediario IA
utiizando um reagente que levasse a obtencdo do produto com menos
impurezas e de facil purificacdo em relacdo ao método com DCC. Com essa
finalidade, optou-se por utilizar o 4-nitrofenilcloroformato. A fungédo desse
reagente é formar um anidrido misto com o acido carboxilico da reacao, que
por sua vez, pode reagir rapidamente com um nucledéfilo, como um alcool,
levando a formacdo do éster desejado. O anidrido misto tem como
caracteristica possuir reatividades diferentes entre suas carbonilas, como pode
ser observado pelo mecanismo de reacdo (Figura 37). A carbonila a é mais
eletrofilica, ou seja, mais reativa, em relacéo a carbonila b, o que leva a maior
seletividade de reacdo e, consequentemente, a obtencdo de produtos com
menos impurezas (MONTALBELLTI, FALQUE, 2005).

A proporcao molar utilizada para esse método foi de 1:6 (alcool:acido),
com o objetivo de se obter o maior numero de substituicbes ao foco central.
Apo6s 24 horas de reacao, as placas de cromatografia em camada delgada com
fase movel cloroférmio/metanol 2:1 (v/v) mostraram a formacdo de duas
manchas diferentes do material de partida. O acido malico protegido possui Rf
de 0,23, enquanto que os demais produtos da reacdo apresentaram valores de
Rf de 0,46 e 0,61.

O RMN de *H (Espectro 10) mostrou a formacédo do anidrido misto entre
0 acido malico protegido e o 4-nitrofenilcloroformato. Conforme explicado
anteriormente, a formacdo desse anidrido misto faz parte do mecanismo de
reacdo desse agente condensante e este deveria ter sofrido ataque nucleofilico
do mio-inositol para a formacéo do intermediario desejado, 0 que ndo ocorreu
(Figura 40). Os sinais que evidenciam a formacdo desse composto podem ser
observados entre 7,29 e 8,34 ppm, correspondentes ao anel nitrado do agente
condensante, além dos sinais do acido malico protegido em 1,60 e 1,64 ppm
(Hy e Hy), sinais em campo mais baixo, mas caracteristicos do acido malico
protegido na regido entre 3,08 e 3,26 ppm (H,) e entre 4,81 e 4,84 ppm (H53).

O espectro de RMN 13C (Espectro 11) confirma a obtencédo do anidrido

misto, pelos sinais entre 121,69 e 125,48 ppm, que correspondem aos
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carbonos do anel nitrofenila. Em adicéo, o sinal em 154,89 ppm refere-se ao
carbono do anel ligado ao oxigénio e o sinal em 145,54 ppm esté relacionado a
carbonila do anidrido. Os sinais do acido malico protegido podem ser
observados na regiao de 25 ppm (Cs € C7), 111,51 ppm (Cs) e 36,23 ppm (Cs),
70,34 ppm (C,) e em 171,55 ppm, que corresponde a carbonila da lactona. O
sinal em 166,87 refere-se a carbonila (C,) do anidrido.

Os resultados obtidos pelo RMN de 'H e 13C indicam que o mio-inositol
ndo é um bom nucledfilo para esse tipo de reacdo. Corroborando esse
resultado, métodos semelhantes também utilizando acido malico protegido e
mio-inositol foram realizados pelo grupo de dendrimeros do LAPEN, utilizando
cloroformato de etila e cloroformato de metila. Entretanto, os resultados obtidos
foram analogos aos observados com o 4-nitrofenilcloroformato, pois também

levaram a obtencdo do anidrido misto estavel (SANTOS, 2012). Portanto, o
método do anidrido misto néo foi eficiente na obtencéo do intermediério IA.
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Figura 40. Mecanismo de reagao do 4-nitrofenilcloroformato (adaptado de GIAROLLA, 2012).
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Espectro 10. RMN *H (300 MHz CDCly) da rea(;ao de esterlflcagao entre mio-inositol
e acido malico protegido utilizando 4-nitrofenilcloroformato (método B).
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Espectro 11. RMN *3C (75 MHz, CDCl;) da reacéio de esterificacdo entre mio-inositol e
acido malico protegido utilizando 4-nitrofenilcloroformato (método B).
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> Método C: métodos utilizando CDI como agente condensante

Como os métodos que utilizaram DCC resultaram em produtos de dificil
purificacdo e o método do anidrido misto ndo foi eficiente na sintese do
intermediario |IA, optou-se pela busca de outro agente condensante, que
levasse a obtencdo do intermediario IA, com menos problemas na purificacéo.
Para esse método, o carbonildiimidazol, um reagente imidazolico conhecido
como CDI, foi o agente acoplante de escolha. O CDI foi sintetizado em 1958,
durante a busca por melhores agentes condensantes em relagdo ao DCC
(ANDERSON, PAUL, 1958; HAN, KIM, 2004). Esse reagente é frequentemente
utiizado em sintese de peptideos, ésteres e tioésteres (MONTALBETTI,
FALQUE, 2005).

O mecanismo de reacdo do CDI (Figura 41) envolve a formacdo de um
intermediario de sintese reativo, o acilimidazol, que, ao sofrer ataque
nucleofilico de um alcool, leva a formacdo do éster desejado. O produto
secundario dessa sintese é o imidazol, que apresenta boa solubilidade em
agua, o que pode facilitar a purificacdo dos produtos obtidos por esse método
em relacdo aos obtidos com DCC. Outra vantagem é que a formacdao in situ de
imidazol pode dispensar do uso de base durante 0 processo sintético
(MONTALBETTI, FALQUE, 2005).

o 0
?I) /“\ )J\ o
/C\ + N/\N N/\N > R; N/\NH + HN/\N - )I\ R, . HN/\\N
e
R; OH \%’ \Q/ \§/ l\/ R.,—OH R4 0 ~
2

aCi imidazol ) o

acido - éster dazol
carboxilico col acilimidazol alcool imidazo

Figura 41. Mecanismo de reacao do carbonildiimidazol (CDI) (CHRISTIE, 1993).
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o Experimento C1 (adaptado de ABOUSSAFY et al., 2010)

O experimento C1 utilizou a propor¢cdo molar entre mio-inositol e acido
malico protegido de 1:6, respectivamente. A utilizacdo dessa proporcao teve
como objetivo obter o maximo de substituicbes possiveis do espacante ao foco
central.

Apos 24 horas de reacgdo, a placa de cromatografia em camada delgada
com fase mével hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) mostrou a formacédo de duas
manchas com valores de Rf distintos. A primeira, com Rf de 0,54, pode estar
relacionada ao produto secundario formado na reacado (imidazol) e a segunda
mancha, mais apolar e com Rf de 0,90, esta, possivelmente, relacionada ao
intermediario 1A.

Apesar da placa de cromatografia em camada delgada apresentar
indicios da formac&o do produto, o RMN de 'H (Espectro 12) ndo apresenta os
sinais correspondentes ao intermediario de interesse. O espectro do produto
obtido apresenta sinais na regido entre 6,42 e 8,14 ppm, que podem estar
relacionados aos hidrogénios do imidazol, e sinais em 2,94 e 2,08 ppm,
correspondentes ao solvente utilizado na reacdo (DMF). Os sinais
caracteristicos do acido malico protegido discutidos nos métodos anteriores
bem como os sinais do mio-inositol estdo ausentes neste espectro. Portanto,

este método néo foi eficiente na obtencéo do intermerdiario IA.
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Espectro 12. RMN "H (300 MHz, CDCl;) da reac&o de esterificacdo entre mio-inositol

e acido malico protegido utilizando CDI (experimento C1).
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o Experimento C2 (adaptado de BODE et al., 2010)

Para o experimento C2, utilizou-se excesso de agente condensante,
objetivando deslocar a reagdo para a formacdo do intermediario reativo
(acilimidazol). Além disso, utilizou-se, também, mio-inositol em proporgao
equimolar ao acido malico protegido, com o intuito de facilitar o ataque
nucleofilico do alcool ao acilimidazol, favorecendo a formacéo do intermediério
IA. Dessa maneira, as propor¢cdes molares utilizadas foram de 1:1:1,50 de
acido malico protegido, mio-inositol e CDI, respectivamente.

Apo6s o periodo de 3 horas de reacdo, a placa de cromatografia em
camada delgada com fase moével hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) mostrou a
formacédo de duas manchas diferentes em relacdo ao material de partida com
valores de Rf de 0,78 e 0,93. A mancha mais apolar (Rf 0,93) pode estar
relacionada ao intermediario IA.

Apesar de o RMN de 'H (Espectro 13) apresentar sinais relativos ao
acido malico protegido em 1,55 e 1,50 ppm (H1 e Hy), entre 4,63 e 4,66 ppm
(Hs3) e na regido entre 2,73 e 2,95 (H4) (com excecéo aos sinais em 2,91 e 2,83
ppm, que correspondem ao residuo de DMF, solvente utilizado na reacdo) e os
sinais em 7,19 e 7,97 ppm, que sugerem a presenca do produto secundario da
reacdo (imidazol), os sinais do mio-inositol estdo ausentes, como pode ser
observado pela area ampliada no espectro. Dessa maneira, assim como 0
experimento anterior, o experimento C2 nao foi eficiente para a sintese do

intermediario IA.
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Espectro 13. RMN *H (300 MHz, CDCls) da reacéo de esterificacéo entre mio-inositol

e acido malico protegido utilizando CDI (experimento C2). Software: MestreC 4.7.
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o Experimento C3 (adaptado de HUSSAIN, LIEBERT, HEINZE, 2004)

O método C3 foi realizado com o objetivo de se obter o intermediario IA,
aumentando o tempo de reacdo entre acido malico protegido e CDI para 8
horas, favorecendo a obtencdo do acilimidazol. A proporcdo molar utilizada
para esse experimento foi a mesma que a utilizada para o experimento anterior
(C2), sendo de 1:1:1,50 de &cido malico protegido, mio-inositol e CDI,
respectivamente.

Ao término da reacdo, a placa de cromatografia em camada delgada em
fase mével hexano/acetato de etila 1:1 mostrou a formacao de duas manchas.
A primeira, com Rf de 0,25, correspondente ao acido malico protegido livre, e a
segunda, mais apolar, com Rf de 0,87, que pode representar o intermediario
IA.

O RMN de *H (Espectro 14) apresentou sinais do acido malico protegido
livre em 1,48 e 1,53 ppm (H; e Hy), entre 2,68 e 2,87 ppm (H,), na regido entre
4,66 e 4,69 ppm (H3) e em 11,76 ppm (Hs). Em adicdo, o espectro mostrou
sinais que sugerem a formacao do acilimidazol, que deveria ter sofrido ataque
nucleofilico do mio-inositol para a formacdo do intermediario 1A, o que nao
ocorreu. Os sinais que evidenciam a obtencao desse intermediario estao entre
7,06 e 8,13 ppm (hidrogénios do anel imidazolico) e sinais do acido malico
protegido deslocados para campo baixo em 1,58 ppm, entre 3,22 e 3,48 ppm e
entre 4,82 e 4,85 ppm, correspondentes aos hidrogénios metililicos da protecao
(Hr e Hy), hidrogénios Hs e Hs do acido malico protegido, respectivamente.
Ademais, os sinais do mio-inositol estdo ausentes no espectro, sugerindo que o
este ndo € um bom nucledfilo, assim como observado para o método do
anidrido misto (método B). Portanto, o método C3 néo foi eficiente na obtencéo

do composto de interesse.
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Espectro 14. RMN *H (300 MHz, CDCls) da reacéo de esterificacéo entre mio-inositol
e acido malico protegido utilizando CDI (método C3). Software: MestreC 4.7



112

o Experimento C4 (adaptado de TUKULULA, 2009)

O objetivo do experimento C4 foi utilizar excesso do &lcool para
favorecer o ataque nucleofilico do mio-inositol ao acilimidazol, levando a
formacdo do intermediério IA. A proporcdo molar utilizada para esse proposito
foi de 2,5:1 (mio-inositol/acido malico protegido, respectivamente).

ApOs 16 horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada em fase
moével de hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) mostrou a formacdo de duas
manchas com valores de Rf de 0,26 e 0,86. A primeira mancha representa o
acido malico protegido, enquanto que a segunda, mais apolar, pode estar
relacionada ao intermediario de interesse.

Apesar do excesso de sinais e da ma qualidade do RMN de 'H do
produto obtido (Espectro 15), o que dificulta sua interpretacdo, os sinais
relativos ao acido malico protegido podem ser observados em 1,50 e 1,55 ppm
(H1 e Hy), entre 2,65 e 2,93 ppm (Hy) e entre 4,79 e 4,82 ppm (H3). Entretanto,
0s sinais correspondentes ao mio-inositol estdo ausentes no espectro e,
portanto, o intermediario 1A n&o foi obtido.

Dessa forma, os experimentos que utilizaram CDI como agente
condensante n&o foram satisfatorios. Entre as alternativas realizadas, o
experimento C3 foi 0 que mais se aproximou da obtencdo do composto de
interesse. No entanto, ndo houve reacdo entre o acilimidazol e o mio-inositol
para formacdo do éster desejado. Dessa maneira, foi necessaria a busca por
novos meétodos mais eficazes que os discutidos anteriormente para a sintese

do intermediario IA.
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Espectro 15.

e acido malico protegido utilizando CDI (experimento C4).

RMN *H (300 MHz, CDCl;) da reagdo de esterificagdo entre mio-inositol
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> Método D: método do cloreto de acido utilizando cloreto de tionila
(adaptado de HOSAGANDI, DAVE, 1996)

Como nenhum dos métodos anteriores foi eficiente na obtencdo do
intermediario 1A, optou-se por utilizar o método do cloreto de &cido. A formacéao
de cloretos de acido corresponde a um dos métodos mais simples de ativacdo
do acido carboxilico para sintese de ésteres e amidas. Normalmente, esse tipo
de reacao ocorre em duas etapas. A primeira etapa refere-se a conversao do
acido carboxilico em cloreto de &cido, utilizando um agente clorante como o
cloreto de tionila. A segunda etapa é a reacao de acoplamento do alcool ou da
amina ao cloreto de &cido obtido na etapa anterior (Figura 42) (HAN, KIN,
2004; MONTALBETTI, FALQUE, 2005).

Uma das maiores desvantagens desse tipo de reacédo é a formacao de
acido cloridrico no meio reacional. Alguns compostos como grupos protetores
utilizados em sintese de peptideos, podem ser sensiveis ao meio acido. Para
tanto, recomenda-se 0 uso de uma base para capturar o acido cloridrico
formado durante o processo sintético (MONTALBETTI, FALQUE, 2005).

1. Sintese do cloreto de acido:

CI - O
1/ N\ o0 €38 -Cl’ + SO T
A pmo— AL | el = s
Ry~ “OH cl R Yo" a O RN | R >Cl
acido cloreto de cloreto de acido
carboxilico tionila
2. Rea de acoplamento (sintese éster):

o C
/}Q e+ HOI

Ri ( +OH
R2 éster

—OH
alcool

Figura 42. Mecanismo de reacdo de formac&o do éster com cloreto de tionila
(ALLINGER et al., 1976).

Apesar da sintese com cloreto de &cido ser aparentemente simples,
esse método ndo foi eficiente na obtencao do intermediario IA. Apds 3 horas

de reacao, a cromatografia em camada delgada em fase movel hexano/acetato
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de etila 2:1 (v/v) mostrou a formacdo de uma mancha com 0O mesmo
comportamento do material de partida, apresentando o mesmo valor de Rf do
acido malico protegido de 0,17. Portanto, ndo houve a formacédo do cloreto de
acido correspondente, tampouco do intermediario de interesse. Dessa maneira,

a reacao foi interrompida.

> Método E: método utilizando 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(EDC) (adaptado de HORVATH, DEPRE, ORMEROD, 2008)

Considerando que o método com DCC (método A), apesar da dificuldade
de purificacao, foi o0 mais promissor na obtencao do intermediario IA em relagcéo
aos métodos utilizando 4-nitrofenilcloroformato (método B), CDI (método C) e
cloreto de tionila (método E), o objetivo do método E foi utilizar outro agente de
acoplamento com propriedades semelhantes ao DCC, no entanto, de facil
purificacdo. Com esse propoésito utilizou-se o EDC, uma carbodiimida que,
assim como o DCC, leva a formacao de uma ureia como produto secundario, a
(1-(3-diaminopropil)ureia) ou EDU. O EDU apresenta boa solubilidade em agua
e pode ser facilmente removido por extracdo aquosa acida, o que faz do EDC
uma alternativa interessante ao uso do DCC (MARDER, ALBERICIO, 2004;
JOULLIE, LASSEN, 2010). O mecanismo de reacédo desse agente condensante

encontra-se na Figura 43.

CH o CH
0 " Hy Hp Hy Hy /753 HoH Il H Ho Hy Hy /772 )]\ R
)I\“ H,C—C -N=C=N—C-C -C -N —> “g-o—¢ — » H;6—C -N—C—N—C-C-C'-N R o
R OH \CH3 R4 \\/ILH alcool EDU \CH3
| éster
4cido EDC CH,

carboxilico |

Figura 43. Mecanismo de reacdo do EDC (GIAROLLA, 2012).

Realizaram-se duas variacbes para o método utilizando EDC como

agente condensante, os experimentos E1 e E2. Tanto para E1 quanto para E2,
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as proporcdes molares utilizadas seguiram o protocolo descrito por Horvath e
colaboradores (2008), sendo a propor¢do molar entre acido malico protegido e
mio-inositol de 1:1,05, respectivamente. A diferenca entre os dois experimentos
foi que o E2 foi realizado em reator de micro-ondas, enquanto que para o E1
utilizou-se aquecimento convencional.

E importante ressaltar que a sintese organica em micro-ondas tem
crescido intensamente nos Ultimos anos. Sdo indmeras as vantagens dessa
técnica em relacdo aos métodos tradicionais, com destaque para a reducao no
tempo total de reacao, além da possibilidade de maiores rendimentos. Isso s6 é
possivel porque o reator de micro-ondas faz a transferéncia direta de energia e,
portanto, sem perda, ao contrario do aquecimento convencional. Além disso,
essa transferéncia energética ocorre de maneira mais rapida e mais intensa,
sendo capaz de gerar, em tempos menores, energia suficiente para ultrapassar
a energia de ativacao da formacéo do produto desejado, facilitando o processo
sintético. Entre outras vantagens podemos citar, também, a seguranca do
método, apesar das altas temperaturas que podem ser alcancadas, além da
necessidade de menor quantidade de reagentes e solventes (KATRITZKY et
al., 2006).

Para o experimento E1, utilizando aquecimento convencional, apés 24
horas de reacdo a cromatografia em camada delgada em fase movel
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) mostrou a formacdo de duas manchas
distintas. A mancha mais polar e com Rf de 0,28 corresponde ao acido malico
protegido livre. J& a mancha mais apolar, com Rf de 0,94, sugere a obtencao
do intermediario de interesse.

Entretanto, o RMN de 'H do produto obtido por esse método néao
mostrou resultado satisfatorio. O espectro apresenta sinais relativos ao acido
malico protegido em 1,39 e 1,34 ppm (H:1 e H,), entre 2,55 e 2,78 ppm (H4),
com excecao dos sinais em 2,67 e 2,57 ppm, que correspondem aos sinais do
solvente utilizado na reacdo (DMF), e sinais na regido de 4,48 e 4,51 ppm (H3).
Os sinais em 7,04 e 7,18 ppm podem estar relacionados ao DMAP, catalisador
utilizado no processo sintético. Contudo, os sinais do mio-inositol estéo
ausentes, indicando que esse método ndo foi eficiente na obtencdo do

intermediario IA.
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Apesar das inUmeras vantagens oferecidas pela sintese em reator de
micro-ondas, 0 experimento E2, assim como o E1, ndo permitiu a obtencéo do
composto desejado. Ao término de cada etapa da reagdo, uma aliquota foi
retirada para analise por cromatografia em camada delgada em fase movel
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v). Entretanto, as sete etapas realizadas
mostraram comportamento cromatogréfico semelhante ao do &cido malico
protegido, apresentando o mesmo valor de Rf de 0,28. Dessa maneira, o
experimento com EDC em reator de micro-ondas néo resultou no produto de

interesse.
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Espectro 17. RMN "H (300 MHz, CDCl;) da reac&o de esterificacdo entre mio-inositol
e acido malico protegido utilizando EDC (experimento E1).
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4.1.2.2 Sintese do intermediario IB — etilenoglicol como foco central

Frente as dificuldades observadas na sintese do dendrimero utilizando
mio-inositol como foco central, realizou-se, em paralelo ao trabalho original, a
sintese do dendrimero utilizando etilenoglicol como alternativa ao mio-inositol.

A escolha desse novo foco central foi baseada no nimero de grupos
funcionais presentes na estrutura dessa molécula. Considerou-se que
moléculas com menos grupos funcionais permitiriam maior controle do
processo sintético, bem como poderiam favorecer o maior namero de
substituicdes por menor impedimento estérico entre as ramificagbes e o centro.
Além do etilenoglicol, outros focos centrais com menos grupos funcionais em
relacdo ao mio-inositol, como a etilenodiamina e o glicerol, foram estudados
pelo grupo do LAPEN para esse proposito (resultados ndo mostrados).
Entretanto, os resultados mais promissores foram observados com o

etilenoglicol e estes ser&o discutidos com mais detalhes a seguir.

> Método A: método do anidrido misto (adaptado de VARGAS, 2007)

o Experimento Al: método utilizando cloroformato de etila

O método Al utilizou cloroformato de etila como agente condensante e
N-metilmorfolina, como catalisador. O cloroformato de etila, assim como o0 4-
nitrofenilcloroformato, ja citado anteriormente, € utilizado no método do anidrido
misto para sintese de ésteres, aminas e tioésteres (MONTALBETTI, FALQUE,
2005). A proporcdo molar empregada foi de 1:2 de foco central e acido malico
protegido, respectivamente, objetivando o maior numero de substituicdes
possiveis ao foco central.

A placa de cromatografia em camada delgada, ap6s 24 horas de reacéo,
mostrou a formagdo de uma mancha com Rf de 0,66, valor diferente dos
materiais de partida, que foram 0,35 para o etilenoglicol e 0,57 para o acido

malico protegido, em fase mével hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).
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O espectro RMN 'H (Espectro 18) apresentou sinais do &cido malico
protegido em 1,43 e 1,44 ppm, relativos aos hidrogénios das metilas da lactona
(H1 e Hy). Os sinais entre 2,57 e 2,78 ppm e proximos de 4,53 e 4,58 ppm sao
relacionados aos hidrogénios H, e Hs, respectivamente, do acido malico
protegido. Entretanto, os sinais do etilenoglicol ndo foram observados, o que
indica que nao houve a formacgao do produto desejado.

De maneira semelhante ao que foi discutido anteriormente para a
sintese do intermediério 1A com 4-nitrofenilcloroformato, durante o mecanismo
de reacado, o cloroformato de etila forma um intermediario de sintese, um
anidrido misto, com o acido envolvido na reacdo. Esse anidrido misto deve
sofrer um ataque nucleofilico do alcool, para que ocorra a formacéo do éster.
Entretanto, esse ataque nucleofilico ndo ocorreu. Portanto, o que se observa
no espectro é o anidrido misto formado entre o cloroformato de etila e o 4cido
malico protegido. Os sinais em 1,11 e 1,13 ppm e proximos a 4,00 ppm estao
relacionados aos hidrogénios do Hs e do Hg. A presenca desse intermediario de
sintese pode ser confirmada no RMN **C (Espectro 19). Esse espectro
apresentou sinais em 14,06, 61,21 e 169,13 ppm, relativos aos carbonos C1, C;
e a carbonila do anidrido misto (C3), respectivamente. Também estdo
presentes os sinais do acido malico protegido em 25 e 26, 35, 70, 110, 164 e
170 ppm, referentes, respectivamente, aos carbonos das metilas da lactona (Cq
e Cio), Cg, Cs, Cs, C4 € C; desse intermediario.

Portanto, a reacdo com cloroformato de etila levou a formacédo do
anidrido misto, que se apresentou estavel frente ao ataque nucleofilico do foco

central, impedindo a formacéo do éster desejado.
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Espectro 18. RMN "H (300 MHz, CDCl;) da reac&o de esterificacéo entre etilenoglicol

e acido malico protegido utilizando cloroformato de etila (experimento Al).



122

i.0588

HL-H—--L«L; eenasindaesivyns

Espectro 19. RMN C (75 MHz, CDCl;) da reac&o de esterificacéo entre etienoglicol e
acido malico protegido utilizando cloroformato de etila (experimento Al).
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J Experimento A2: método utilizando 4-nitrofenilcloroformato

Para o experimento A2, utilizou-se como o agente condensante o 4-
nitrofenilcloroformato, objetivando favorecer o ataque nucleofilico do
etilenoglicol ao anidrido misto (intermediario de sintese), considerando que o
grupo nitrofenil corresponde a melhor grupo de saida em relagéo ao grupo etila
do cloroformato de etila, utilizado no método anterior. Além disso, h& diferencas
maiores entre as duas carbonilas do anidrido misto, o que € importante para o
ataque nucleofilico subsequente.

A proporcdo molar utilizada na reacéo foi de 1:2 (foco central e acido
malico protegido, respectivamente). Apds 24 de reacdo, a cromatografia em
camada delgada em fase movel hexano/acetato de etila 2:1 (v/v) apresentou
duas manchas com valores de Rf de 0,41 e 0,61, mais apolares em relacdo ao
material de partida (etilenoglicol, Rf 0,35). A mancha mais apolar, de Rf 0,61,
pode estar relacionada ao intermediario IB.

No entanto, o resulto obtido para esse método nédo foi satisfatério. O
RMN de 'H (Espectro 20) apresentou sinais relacionados aos hidrogénios do
acido malico protegido em 1,47 e 1,51 ppm (H1 e Hy), entre 2,98 e 3,15 ppm
(Hs) e entre 4,71 e 4,74 ppm (H3). Nesse espectro, sao evidentes, também, os
sinais dos hidrogénios do anel nitrofenila entre 7,19 e 8,19 ppm, indicando que
assim como para o método anterior, ocorreu a formacdo do anidrido misto
estavel frente ao ataque nucleofilico do alcool. Em adicdo, o0 RMN de 13C
(Espectro 21) confirma a formacdo desse anidrido, por meio dos sinais em
145 ppm, relativos ao carbono carbonilico do 4-nitrofenilcloroformato, além dos
sinais dos carbonos do anel nitrado entre 120 e 140 ppm. Ademais, 0s sinais
dos carbonos do acido malico protegido podem ser encontrados em: 25,61 e
26,5 ppm (Cs e Cy); 36,09 ppm (Cs); 70,32 ppm (C»); 114,42 (C3); 166,96 ppm
(Cy) e 171,60 (C4). Dessa maneira, assim como 0 mio-inositol, o etilenoglicol

nao foi um bom nucledfilo para esse método e o intermediério IB nédo foi obtido.
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Espectro 20. RMN "H (300 MHz, CDCl;) da reac&o de esterificacéo entre etilenoglicol
e acido malico protegido utilizando 4-nitrofenilcloroformato (experimento A2).
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Espectro 21. RMN **C (75 MHz, CDCl;) da reacéo de esterificacdo entre etilenoglicol
e acido malico protegido utilizando 4-nitrofenilcloroformato (experimento A2).
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> Método B: método utilizando EDC como agente condensante

Como os métodos anteriores que empregaram cloroformato de etila e 4-
nitrofenilcloroformato ndo foram eficientes na sintese do intermediario 1B,
optou-se por utilizar o EDC como agente condensante para as reacdoes do
método B. A escolha desse reagente foi baseada na boa solubilidade em agua
do produto secundério da reacao (EDU), o que poderia facilitar o processo de

purificacdo dos compostos obtidos, como foi discutido anteriormente.

. Experimento Bl (adaptado de GOLDBERGH, GHANDEHARI, SWAN,
2010; GIAROLLA, 2012)

A proporgao molar utilizada para esse método de etilenoglicol e acido
malico protegido foi de 1:2, respectivamente. Apds 24 horas de reacao, a
cromatografia em camada delgada em fase movel cloroférmio/metanol 2:1 (v/v)
mostrou a formagao de mancha com Rf de 0,69, valor diferente dos materiais
de partida, etilenoglicol (Rf 0,25) e acido malico protegido (0,37).

O RMN 'H (Espectro 22) apresentou sinais em 1,60 e 1,62 ppm, que
séo indicativos dos hidrogénios metilicos do acido malico protegido (Hi e Hy).
Podem-se observar, também, sinais entre 2,44 e 2,59 ppm e na regido de 4,35
e 4,38 ppm, relativos aos hidrogénios H, e H3 do espacante, respectivamente.
Em adicdo, o singleto em 3,96 ppm pode ser relativo aos hidrogénios do
etilenoglicol (Hs e Hs), sugerindo a obtencdo do intermediario IB com duas
ramificacdes.

O RMN C (Espectro 23) apresentou sinais em 25,18 e 25,34, 26,13 e
26,58 ppm, que caracterizam carbonos das metilas do acido malico protegido
(Cs € C7). Os sinais proximos de 35, 70 e 110 ppm podem estar relacionados
aos carbonos Cs, C, e C3 do espacante, respectivamente. As carbonilas do
acido malico protegido e do éster formado podem ser observadas pelos sinais
entre 170 e 172 ppm. Ademais, o sinal relativo ao carbono do etilenoglicol
aparece em 62,09 ppm.

Apesar dos indicios da obtencdo do produto, o excesso de impurezas

nos espectros mostra que o EDU néo foi removido com sucesso pela extracao
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aquosa utilizada no tratamento da reagdo, sendo necessério realizar a

purificacdo do composto por coluna cromatografica.
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Espectro 22. RMN "H (300 MHz, CDCl;) da reac&o de esterificacéo entre etilenoglicol
e acido malico protegido utilizando EDC (experimento B1).
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Espectro 23. RMN *°C (75 MHz, CDCls) da reacéo de esterificacdo entre etilenoglicol
e acido malico protegido utilizando EDC (experimento B1).
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J Experimento B2 (adaptado de HORVATH, DEPRE, ORMEROD, 2008)

ApOs 24 horas de reagdo, a cromatografia em camada delgada em fase
moével hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) mostrou a formagdo de duas manchas
com Rf de 0,42 e 0,76. A obtencdo de dois produtos com diferentes
polaridades pode indicar a formacéo do intermediério IB com uma substituicdo
(mais polar, Rf 0,42) e duas substituicdes de acido malico protegido (mais
apolar, Rf 0,76).

O RMN de H do produto impuro (Espectro 24) apresenta sinais, que
podem estar relacionados ao intermediario IB com diferentes substituicbes,
como indicado pela placa cromatografica. Os espectro apresenta sinais do
acido malico protegido em 1,54 e 1,59 ppm (H; e Hy), entre 2,76 e 2,97 ppm
(H4) e entre 4,67 e 4,72 ppm (H3). Ademais, os sinais do etilenoglicol com uma
substituicdo estdo na regidao entre 3,77 e 3,80 ppm (Hs) e entre 4,21 e
4,26 ppm (Hg). O singleto em 4,32 ppm indica a obtencdo do intermediario IB
com duas substituicdes (Hs e Hg).

O RMN de 3C (Espectro 25) apresentou-se coerente ao RMN de *H.
Podem-se observar sinais dos carbonos do &acido malico protegido em
25,64 ppm e 26,55 ppm (Cg e C7), 35,93 ppm (C,), 70,44 ppm (Cs), 111,21 ppm
(C3), 169,28 ppm (Ci) e 172,26 ppm (C4), em adicdo aos sinais
correspondentes aos carbonos do etilenoglicol do intermediario com uma
ramificacdo, que estdo em 60,25 ppm (C,) e 66,50 ppm (C,), e sinais dos
carbonos do intermediario com duas ramificacdes em 63,49 ppm (C4 e Cp).

Como houve indicios da obtencéo do intermediario IB por esse método,
o produto obtido foi purificado por coluna cromatografica, utilizando como
eluente hexano e acetato de etila em gradiente de concentracdo. As
proporcdes utilizadas foram de 1:0; 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5; 4:6; 3:7 e 2:8 (v/v) de
hexano e acetato de etila, respectivamente. Esse procedimento foi realizado
com sucesso € as fragdes com Rf de 0,42 e 0,76 foram isoladas.

O RMN de 'H (Espectro 26) da primeira fracdo (Rf 0,76) apresentou
sinais referentes ao intermediario 1B dissubstituido puro. A obtencédo desse
produto pode ser confirmada pelos sinais do acido malico protegido em 1,50 e
1,55 ppm (H1 e Hy), em 2,82 ppm (Hs) € em 4,65 ppm (Hsz). Ademais, o sinal

dos hidrogénios do etilenoglicol (Hs e Hg) esta representado por um singleto
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em 4,28 ppm. O RMN de 13C (Espectro 27) confirma a obtengdo desse
composto. O sinal correspondente aos carbonos do etilenoglicol (Cy e Cyp)
pode ser observado em 62,47 ppm e os sinais dos carbonos do acido mélico
protegido podem ser observados em 25,76 ppm e 26,71 ppm (Cs e Cy),
36,02 ppm (C,), 70,49 ppm (Cs), 111,14 ppm (C3), 168,90 ppm (C,) e 171,83
ppm (Ca).

A segunda fragdo isolada na coluna cromatografica corresponde ao
derivado monossubstituido (Rf 0,42). O RMN de "H (Espectro 28) e o RMN de
13C (Espectro 29) confirmam a obtencéo desse produto, pois além dos sinais do
acido malico protegido ja discutidos anteriormente, os sinais referentes ao
etilenoglicol no RMN de 'H estdo presentes em 3,73 e 4,17 ppm (Hs e Hg,
respectivamente) e em 60,25 (Cp) e 66,56 ppm (C,) no RMN de 3C.

Os produtos purificados pela coluna cromatografica apresentaram-se
como um 6leo de cor amarelo claro e os rendimentos obtidos foram de 24%
para o intermediario com uma ramificacdo e 32% para o intermediario com
duas ramificacoes.

Apesar do resultado satisfatério obtido com esse método na sintese do
intermediario 1B, vale ressaltar que o0 mesmo protocolo de sintese foi aplicado
para a sintese do intermediario 1A (foco central de mio-inositol). Entretanto,
este mesmo procedimento ndo foi eficiente na obtencdo composto de

interesse.
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Espectro 24. RMN *H (300 MHz, CDCl;) da reac&o de esterificacéo entre etilenoglicol
e acido malico protegido utilizando EDC (experimento B2).
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Espectro 25. RMN **C (75 MHz, CDCl;) da reacéo de esterificacdo entre etilenoglicol

e acido malico protegido utilizando EDC (experimento B2).
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Espectro 26. RMN 'H do intermediario IB com duas ramificacées utilizando EDC

(experimento B2). Software: MestreC 4.7.

RMN 'H (CDCl3), 300 MHz, § = ppm

7,21 (CDCls); 1,50, 1,55 (s, 12H, Hy, Hp); 2,82 (ddd, 4H, Ha, J =3,9 Hz, J = 18 Hz,
J=6,6 Hz, J=18 Hz); 4,28 (s, 4H, He, Hs); 4,65 (dd, 1H, Hs, J = 6,6 Hz, J = 3,9 Hz)
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Espectro 27. RMN °C do intermediario IB com duas ramifica¢des utilizando EDC
(experimento B2). Software: MestreC 4.7.

RMN *C (CDCls), 75 MHz, § = ppm

77 (CDCl3); 25,76 (Ce); 26,71 (C7); 36,02 (C»); 62,47 (C4 € Cp); 70,49 (Cs);
111,14 (C3); 168,90 (C1); 171,83 (Ca)




135

[ o omom o @ o — W = Om @ -
@~ @ w0 — @ M~ © 0 o [ e = Y B = B S o] @
[ - o= = = = P~ - [ = = R R N =]
= = = - = = = = oo L e B L e L]

ppm (1) ' ppm (t1)

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

¥.280
8
7
G
4]
1
2]
7
G
4]
4
2
1
3
1
T
G
2
0
7
]
2]

1.544

1.496

T ST e S e B e e L
Lo A T e I o I oV oA o I S

WP

= - L e ra = b
o =] [ L) L] o =
3 = = o = w =

7.0 6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)

Espectro 28. RMN *H do intermediario IB com uma ramificacdo obtido utilizando EDC
(experimento B2). Software: MestreC 4.7.

RMN 'H (CDCl3), 300 MHz, § = ppm

7,28 (CDCls); 1,49, 1,54 (s, 6H, Hy, Hy); 2,82 (ddd, 2H, Hs J = 4,5 Hz, J = 16,95
Hz J=5,7 Hz, J=16,95 Hz); 3,73 (t, 2H, Hs, J= 4,3 Hz); 4,17 (m, 2H, He); 4,7 (dd,
1H, Hs, J = 4,5 Hz, J = 5,9 Hz)
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Espectro 29. RMN C do intermediario IB com uma ramificacéo obtido utilizando EDC
(experimento B2). Software: MestreC 4.7.

RMN *C (CDCls), 75 MHz, § = ppm

77,18 (CDCl); 26,15 (Cg); 30,16 (C-); 36,02 (Cy); 66,56 (Ca); 60,25 (Cy); 70,62
(Cs); 111,30 (Cs); 168,29 (Cy): 171,39 (Cu)
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> Método C: método utilizando CDI como agente condensante (adaptado
de AL-MASRI et al., 2012)

Diante da disponibilidade de reagentes no laboratério, o método com
CDI foi desenvolvido como alternativa ao método anterior utilizando EDC para
a sintese do intermediério IB. Apesar dos resultados insatisfatorios obtidos para
a sintese do intermediario IA como esse agente condensante, a possibilidade
de obtencdo de produtos de purificacdo facilitada, assim como para o método
com EDC, foi determinante para a escolha desse reagente.

A propor¢do molar utilizada no método C foi de 1:2 de etilenoglicol e
acido malico protegido, respectivamente. Apds 24 horas de reacdo, a
cromatografia em camada delgada em fase mével hexano/acetato de etila 1:1
(v/v) mostrou a formagédo de duas manchas com valores de Rf diferentes do
acido malico protegido e com comportamento semelhante ao obtido pelo
método B, indicando a formacdo do intermediario IB com uma e duas
substituicdes (Rf de 0,42 e 0,76, respectivamente).

O RMN de 'H (Espectro 30) e o RMN de 3C (Espectro 31)
apresentaram-se semelhantes aos espectros obtidos pelo método com EDC
(método B). Além dos sinais do acido malico protegido, extensamente
discutidos nesse trabalho, os sinais dos hidrogénios do etilenoglicol podem ser
observados entre 3,66 e 3,69 ppm, e entre 4,11 e 4,14 ppm para o derivado
monossubstituido (Hs e Hg, respectivamente), e em 4,23 ppm para o derivado
dissubstituido (Hs e Hg). Os sinais dos carbonos do foco central estédo
localizados em 60,28 ppm (Cp) e 66,49 ppm (C,) para o intermediario IB com
uma ramificacdo e 62,42 ppm (Cy e Cy) para o intermediario IB com duas
ramificacBes. Dessa maneira, o produto obtido por esse método foi purificado
por coluna cromatografica, utilizando hexano/acetato de etila em gradiente de
concentragdo, nas mesmas proporcdes utilizadas para o método anterior.

Os sinais entre 0,64 e 0,80 ppm correspondem a provavel contaminacao
pelo 6leo da bomba de alto vacuo utilizada para armazenar o produto, uma vez
gue estes sinais ndo apareceram no espectro do produto impuro. O RMN de *H
(Espectro 32) da primeira fracdo isolada, correspondente ao Rf de 0,76,
apresentou sinais referentes formacdo do intermediario IB com duas

7z

substituicdes. No espectro, € possivel observar sinais do &cido malico
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protegido j& discutidos anteriormente, em adicdo ao singleto em
4,27 ppm, correspondente aos hidrogénios do foco central (Hs e Heg),
confirmando a obtencdo do produto de interesse com duas ramificagdes.

O RMN de 'H (Espectro 33) da segunda fragdo, com Rf de 0,42,
mostrou sinais da formag¢do do intermediério IB com uma ramificagdo. O
espectro apresentou sinais 3,57 ppm e em 4,01 ppm, relacionados aos
hidrogénios do etilenoglicol (Hs e Hg, respectivamente) do intermediario IB com
uma ramificacdo. Ademais, os sinais do acido malico protegido também estao
presentes. Portanto, assim como o método com EDC, o método com CDI
também foi eficiente na obtencdo do composto de interesse.

Vale ressaltar que apesar do resultado satisfatério obtido com esse
método na sintese do intermediario IB, o mesmo protocolo de sintese utilizado,
descrito por Al-Masri e colaboradores (2012) foi aplicado para a sintese do
intermediario IA (foco central de mio-inositol). Entretanto, este mesmo
procedimento nao foi eficiente na obtencdo composto de interesse (resultados
nao mostrados).

Os produtos isolados apresentaram-se semelhantes aos produtos
obtidos pelo método com EDC, apresentando-se como um 0leo de cor amarelo
claro e os rendimentos obtidos foram de 22% para o intermediario com uma

ramificacéo e 29% para o intermediario com duas ramificacdes.
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Espectro 30. RMN *H (300 MHz, CDCls) da reacéo de esterificacio entre etilenoglicol
e acido malico protegido utilizando CDI (método C). Software: MestreC 4.7.
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Espectro 31. RMN **C (75 MHz, CDCl;) da reacéo de esterificacdo entre etilenoglicol

e acido malico protegido utilizando CDI (método C). Software: MestreC 4.7.
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Espectro 32. RMN *H (300 MHz, CDCls) do intermediario IB com duas ramificaces
obtido utilizando CDI (método C). Software: MestreC 4.7.
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Espectro 33. RMN *H do intermediario IB com uma ramificacdo obtido utilizando CDI
(método C). Software: MestreC 4.7.

RMN 'H (CDCl3), 300 MHz, § = ppm

7,01 (CDCls); 1,37, 1,32 (s, 6H, Hy, Hy); 2,67 (ddd, 2H, Hs J = 4,5 Hz, J = 16,95
Hz, J= 6,3 Hz, J=16,95 Hz); 3,57 (t, 2H, Hs, J= 4,7 Hz); 4,01 (m, 2H, He);
4,5 (dd, 1H, Hs, J = 4,5 Hz, J = 6 Hz)
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4.1.2.3 Sintese do malato de etilenoglicol

Como o intermediario IB foi sintetizado com sucesso pelos métodos
utiizando EDC ou CDI, partiu-se para a etapa de sintese do malato de
etilenoglicol. Esse composto é obtido a partir da hidrélise da lactona do acido
malico protegido presente na estrutura do intermediario IB. A desprotecéo
dessa lactona € importante, pois vai liberar a hidroxila e o &cido carboxilico
presente nessa estrutura, permitindo o crescimento da malha dendrimérica,
bem como a ligacdo do espacante aos farmacos envolvidos no dendrimero.

Para a obtencdo do malato de inositol utilizaram-se como materiais de
partida os compostos obtidos com uma ramificacdo (1RAM) e com duas
ramificacbes (2RAM), utilizando EDC ou CDI como agentes de acoplamento. A
reacdo de desprotecéo foi realizada por dois métodos distintos: o método A,
adaptado de Mantell (2007), que utiliza solugdo aquosa de acido cloridrico e
acetonitrila em proporcdo molar de 1:1; e o método B, adaptado de Damen e
colaboradores (2000), que utiliza acido acético, THF e agua.

Para o método A, realizaram-se trés variacbes com diferentes
concentracfes molares da solucdo de acido cloridrico. No experimento Al,
utilizando como material de partida o intermediario IB com 1RAM, empregou-se
solucdo aquosa de &cido cloridrico 1 M. Apés 3 horas de reacdo, a
cromatografia em camada delgada em fase movel hexano/acetato de etila 1:1
(v/iv) mostrou a formacdo de mancha mais polar em relacdo ao material de
partida, com Rf de 0,1, sugerindo a hidrdlise da lactona. Resultado semelhante
foi observado para os experimentos A2 e A3, que partiram do intermediario 1B
com 2RAM e que empregaram solucdo aquosa de éacido cloridrico 0,5 M e
0,1 M, respectivamente.

Apesar dos indicios da obtencdo do malato de etilenoglicol, os espectros
de RMN de 'H ndo foram satisfatérios. O RMN de H do experimento Al
(Espectro 34) apresentou sinais dos hidrogénios do etilenoglicol entre 3,78 e
3,81 ppm (Hs) e entre 4,14 e 4,17 ppm (Hs), porém em baixa intensidade. Os
sinais do H; do espacante podem ser observados entre 2,84 e 2,97 ppm,
entretanto, os sinais do Hsz e os sinais dos hidrogénios metilicos da protecéo

estdo ausentes no espectro (H; e H,). Esse resultado indica que, além da
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hidrélise da lactona, houve hidrdlise da ligacdo éster entre o espacante e o foco
central.

O espectro do experimento A2 (Espectro 35) apresentou somente sinais
referentes ao acetato de etila, solvente utilizado no tratamento da reacao,
Portanto, o experimento A2 ndo foi satisfatorio assim como o experimento A3
(Espectro 36), que também n&o apresentou sinais relativos ao produto
desejado, tampouco do material de partida utilizado. Dessa maneira, 0S
métodos que empregaram solucdo aquosa de acido cloridrico ndo foram
eficientes na obtengdo do malato de etilenoglicol.

Para o método B, realizaram-se duas variacdes de sintese: 0
experimento B1, que utiliza &cido acético, THF e agua, na proporcdo de 1:1:1
(v/vlv) e como material de partida o intermediario com IB com 1RAM; e o
método B2, que utiliza os mesmos reagentes/solventes, entretanto na
proporcao de 4:1:2 (v/v/v) e utilizando como material de partida o intermediario
IB com 2RAM.

Apés 2 horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada do
produto do experimento B1 em fase mével hexano/acetato de etila 1:1 (v/v),
mostrou a formagdo de a mancha com Rf de 0,34, mais polar em relagao ao
material de partida, que tem Rf de 0,42. No entanto, o RMN de 'H (Espectro
37) indica que ndo houve hidrélise da protecao do intermediario IB, pelos sinais
em 1,48 e 1,53 ppm, correspondentes aos hidrogénios metilicos da lactona (H1
e H,). Em adicdo, apesar do excesso de sinais do espectro, é possivel
identificar os sinais ja discutidos anteriormente para o intermediario IB de
1RAM. Portanto, esse experimento nao foi eficiente na obtencdo do malato de
etilenoglicol.

O experimento B2 também ndo apresentou resultado satisfatério. Apos 3
horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada em fase movel
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) mostrou a formacdo de mancha mais polar em
relacdo ao material de partida, com Rf de 0,12. Entretanto, o RMN de 'H
(Espectro 38), semelhante ao correspondente ao método A, ndo apresentou
sinais relativos ao produto de interesse. Dessa maneira, nenhum dos métodos

estudados foi eficiente na sintese do malato de etilenoglicol.
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Espectro 34. RMN *H (300 MHz, D,0) da reacé&o de obtencéo do malato de
etilenoglicol utilizando HCI 1 M (experimento Al).
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Espectro 35. RMN "H (300 MHz, CDCI;) da reac&o de obtencdo do malato de
etilenoglicol utilizando HCI 0,5 M (experimento A2).



147

OH O 4 4 O
HO 3
O o
o O OH 2
1

i\

Espectro 36. RMN "H (300 MHz, CDCI;) da reac&o de obtencdo do malato de
etilenoglicol utilizando HCI 0,1 M (experimento A3).
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Espectro 37. RMN "H (300 MHz, CDCI;) da reac&o de obtencdo do malato de

etilenoglicol utilizando acido acético, THF e agua 1:1:1 (v/v/v) experimento B1).




149

OH O 4 4 O
HO 3
O o
o O OH 2
1

AR

Ly
e e LW

0 9 d 1 5 1 3 2 1 pEm
! f
1 H .
1 i

Espectro 38. RMN "H (300 MHz, CDCI;) da reac&o de obtenco do malato de
etilenoglicol utilizando acido acético, THF e agua 4:1:2 (v/v/v) (experimento B2).
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4.1.2.4 Sintese do intermediario Il

> Método A: método utilizando DCC como agente condensante (adaptado
de DAMEN et al., 2000)

No método A, utilizou-se DCC como agente condensante e DMAP como
catalisador da reacao. Optou-se inicialmente por essa metodologia, pois como
discutido anteriormente, o DCC €& amplamente utilizado em reacdes de
condensacao, apesar da dificuldade de remogé&o do DCU. A proporgao molar
utilizada entre o AAS e o etilenoglicol foi de 1:2, respectivamente.

ApOs 24 horas de reacao, a mancha do AAS (Rf de 0,30) desapareceu
da placa cromatografica com fase movel cloroférmio/metanol 2:1 (v/v),
indicando que o material de partida foi consumido na reacdo. Em adicao, a
placa de cromatografia em camada delgada mostrou trés manchas com
diferentes valores de Rf. A mancha mais polar, com Rf de 0,25, é referente ao
material de partida etilenoglicol. As demais manchas com Rf de 0,60 e 0,95
podem estar relacionada ao DCU e ao produto de interesse, nesta ordem.

O espectro de RMN de 'H (Espectro 39) mostrou excesso de sinais que
estdo relacionados ao DCU, produto secundario da reacdo. Apesar das
impurezas, é possivel identificar o singleto em 2,21 ppm, caracteristico dos
hidrogénios do grupo acetila (H;) do AAS, além dos sinais entre 6,99 e
7,97 ppm (Hz), que representam os hidrogénios do anel aromatico orto-
dissubstituido desse farmaco. Nesta ultima regido, os sinais do catalisador
utilizado na reacédo (DMAP) também estdo presentes. Ja os sinais entre 3,72 e
4,35 ppm podem estar relacionados ao hidrogénios do etilenoglicol do
intermediario 1l (Hs e Hy), indicando a possivel obtencéo do produto. Entretanto,
o sinal em 10,5 ppm, referente ao proton do acido carboxilco do AAS (H3),
indica que pode haver mistura entre o intermediario Il e o farmaco, além do
DCU e do DMAP.

Portanto, apesar dos indicios da sua obtencéo, o produto apresentou-se
bastante impuro. Neste caso, considerou-se a dificuldade de purificacdo dos

compostos obtidos com DCC (intermediério 1A) e optou-se por buscar métodos
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alternativos, que pudessem resultar em reacdes mais limpas e de facil

purificacdo. Esses métodos serdo discutidos na sequéncia.

i W)

Espectro 39. RMN "H (300 MHz, DMSO ds) da esterificacio entre acido acetilsalicilico
e etilenoglicol utilizando DCC (Método A).
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> Método B: método do anidrido misto (adaptado de VARGAS, 2007)

o Experimento B1: método utilizando cloroformato de etila

O experimento B1 empregou cloroformato de etila como agente
condensante e N-metilmorfolina como catalisador para a sintese do
intermediario 1l. O objetivo desse método foi obter o produto com menos
impurezas em relacdo ao método anterior. A propor¢cdo molar utilizada entre
acido acetilsalicilico e etilenoglicol foi de 1:2, respectivamente.

ApGs 72 horas de reacgédo, a placa de cromatografia em camada delgada
em fase movel cloroférmio/metanol 2:1 (v/v) mostrou a formacdo de um produto
mais apolar (Rf de 0,6) em relagédo ao acido acetilsalicilico (Rf de 0,3), o que &
desejado.

Entretanto, o RMN de 'H (Espectro 40) ndo apresentou sinais da
obtencao do intermediario Il. No espectro, € possivel observar a formacéo do
anidrido misto entre o cloroformato de etila e o AAS, assim como foi observado
na sintese dos demais intermediarios do dendrimero que empregaram
processo sintético semelhante. A formacdo do anidrido misto pode ser
confirmada pela presenca de sinais entre 4,29 e 4,38 ppm (H3) e entre 1,21 e
1,41 ppm (H4), relativos aos hidrogénios do agente condensante. Em adicéo, €
possivel identificar os sinais entre 7,12 e 8,02 ppm (H2) e o0 singleto em
2,32 ppm (H3), referentes ao anel aromatico e aos hidrogénios do grupo acetila
do AAS, respectivamente.

O RMN de 1C (Espectro 41) evidencia a formacdo do anidrido misto
pela presenca dos sinais dos carbonos do agente condensante em 14,02 ppm
(C7) e 60,70 ppm (Cg), além dos sinais das carbonilas do anidrido em
148,76 ppm (Cs) e 158,58 ppm (C4). Os demais sinais observados no espectro
correspondem ao AAS, localizados entre 120 e 140 ppm e em 151,49 ppm,
correspondentes aos carbonos do anel aromatico (C3), além do sinal em
21,09 ppm (C,) e 169,24 ppm (C,), relativos ao carbono metilico e carbonilico,
nesta ordem.

Nota-se que apesar de ndo apresentar o intermediario de interesse, 0

espectro apresenta-se mais limpo em relacdo ao método anterior utilizando
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DCC como agente condensante. Dessa maneira, optou-se por continuar

estudando o método do anidrido misto, porém, buscando novas alternativas
para esse tipo de reacao.
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Espectro 40. RMN

'H (300 MHz, CDCl,) da esterificacdo entre &cido acetilsalicilico e
etilenoglicol utilizando cloroformato de etila (experimento B1).
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Espectro 41. RMN *°C (75 MHz, CDCI;) da esterificacdo entre acido acetilsalicilico e
etilenoglicol utilizando cloroformato de etila (experimento B1).
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J Experimento B2: método utilizando 4-nitrofenilcloroformato

Como a reacdo com cloroformato de etila gerou um anidrido misto
estavel frente ao ataque nucleofilico do etilenoglicol, levando a ndo obtencédo
do intermediério I, propds-se, para o0 experimento B2, utilizar o 4-
nitrofenilcloroformato em substituicdo ao cloroformato e etila. O 4-
nitrofenilcloroformato possui em sua estrutura um grupo nitrofenila, que se
comporta como um melhor grupo de saida em relacdo ao etila do cloroformato
de etila, o que pode favorecer o ataque nucleofilico do etilenoglicol ao anidrido
misto e, consequentemente, a formacgao do intermediario desejado.

A proporcdo molar utilizada entre AAS e etilenoglicol foi de 1:2,
respectivamente. Apds 72 horas de reacdo, as placas de cromatografia em
camada delgada na fase movel cloroformio/metanol 2:1 (v/v) mostraram a
formacéo de duas manchas com Rf de 0,78 e 0,9, sendo que a mancha mais
apolar, de Rf 0,9, pode estar relacionada ao produto esperado.

O RMN de *H (Espectro 42) apresentou sinais do AAS em 2,31 ppm (H1)
e sinais entre 7 e 8 ppm, relativos aos hidrogénios do anel aromatico (H,).
Nesta ultima regido, também é possivel identificar os sinais do anel aromatico
do agente condensante em 7,34 e 8,28 ppm (H3), sugerindo a obtencdo do
anidrido misto. Esse resultado pode ser mais bem visualizado pelo RMN de 13C
(Espectro 43). Nesse espectro € possivel observar sinais das carbonilas do
anidrido misto em 145,9 ppm (Cs) e 151,4 ppm (C4). Os sinais dos carbonos da
acetila do AAS estdo presentes em 20,94 ppm (C,) e 169,57 ppm (C,) e entre
121,6 e 161,9 ppm (Cz), com excecao dos sinais em 124,44 e 126,31 ppm, que
correspondem aos carbonos do anel aroméatico do 4-nitrofenilcloroformato (Cs).

Ao contrario do esperado, a utilizagdo do 4-nitrofenilcloroformato néo
favoreceu o ataque nucleofilico do etilenoglicol e, assim como observado para
0 experimento Bl, essa reacdo gerou um anidrido misto estavel. Dessa
maneira, com 0 objetivo de favorecer o ataque ao anidrido misto para a
formacdo do intermediario Il, optou-se por manter esse agente condensante,

alterando as condi¢Bes de reacao.
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Espectro 42. RMN "H (300 MHz, CDCl;) da esterificac&o entre acido acetilsalicilico e
etilenoglicol utilizando 4-nitrofenilcloroformato (experimento B2).
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Espectro 43. RMN C (75 MHz, CDCl;) da esterificag&o entre acido acetilsalicilico e
etilenoglicol utilizando 4-nitrofenilcloroformato (experimento B2).
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o Experimento B3: excesso do alcool e aquecimento a 60 °C

Para o experimento B3, alteraram-se as condi¢cdes da reacdo a fim de
favorecer o ataque nucleofilico do etilenoglicol ao anidrido misto. A reacéo foi,
entdo, realizada a 60 °C, com excesso do &lcool, sendo a proporcdo molar
entre AAS e etilenoglicol de 1:10, respectivamente.

Ap6s 50 horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada na fase
movel cloroférmio/metanol 2:1 (v/v) mostrou comportamento semelhante
aguele obtido para o experimento B2, indicando a formacédo de duas manchas
distintas com Rf 0,75 e 0,9. Esse resultado sugere que houve novamente a
formacgao do anidrido misto.

O RMN de 'H (Espectro 44) também foi semelhante ao RMN de 'H do
experimento anterior. O espectro apresentou sinais do AAS em 2,31 ppm (H1) e
sinais entre 7 e 8 ppm, que correspondem aos hidrogénios do anel aromatico
(H2). Em adicdo, nesta ultima regido também é possivel observar os sinais dos
hidrogénios do anel aromatico do 4-nitrofenilcloroformato (Hs).

Portanto, assim como o0s experimentos anteriores, que utilizaram
cloroformatos, esse método nao foi eficiente na obtencédo do intermediario Il

nem mesmo com a modificacdo das condi¢des reacionais.
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Espectro 44. RMN "H (300 MHz, CDCl;) da esterificac&o entre acido acetilsalicilico e
etilenoglicol utilizando 4-nitrofenilcloroformato, excesso do alcool e aguecimento
(experimento B3).
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> Método C: método do cloreto de &cido
o Experimento C1: utilizando cloreto de oxalila (adaptado de MINEMOTO,
2006)

Diante da dificuldade da obtencdo do intermediario |l utilizando

cloroformato de etila e 4-nitrofenilcloroformato como agentes condensantes,
buscaram-se métodos alternativos de esterificagcdo. O experimento C1 utilizou
cloreto de oxalila, um agente clorante com mecanismo de acdo semelhante ao
cloreto de tionila, para a reacdo de condensacao. A propor¢cdo molar utilizada
entre AAS e etilenoglicol foi de 1:10,6, respectivamente.

Apés 24 horas de reacdo, as placas de cromatografia em camada
delgada mostraram a formacao de duas manchas de carater mais apolar que o
AAS (Rf 0,16) com valores de Rf de 0,28 e 0,41 em fase movel
cloroférmio/metanol 9:1 (v/v).

No RMN de 'H (Espectro 45a) é possivel observar sinais de oito
hidrogénios distintos na regidao entre 6,89 e 8,13 ppm, que podem estar
relacionados ao hidrogénios do anel aromatico do intermediario Il e aos
hidrogénios do anel aromatico do AAS (H; e Hy). O singleto em 2,35 ppm
(Espectro 45b) pode estar relacionado aos hidrogénios do grupo acetila do AAS
(H1). Ademais, nesse mesmo espectro, os sinais entre 3,94 e 3,95 ppm e entre
4,21 e 4,24 ppm sugerem a presenca dos hidrogénios do etilenoglicol do
intermediario Il (Hz e Hj), porém em baixa intensidade. Esses resultados
indicam que possivelmente, a reacao gerou mistura entre o produto desejado e
o material de partida (AAS).

Como houve indicacdes da obtencéo do intermediario Il pelo método C1,
decidiu-se pela purificacdo do produto, utilizando coluna cromatografica em
gradiente de concentracdo. O sistema solvente utilizado para a purificacéo foi
cloroféormio/metanol nas proporcdes de 10:0; 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5; 4:6; 3.7 e
2:8 (vlv), respectivamente. Entretanto, o procedimento foi ineficiente na

tentativa de isolar o intermediario 1l (dados ndo mostrados).
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etilenoglicol utilizando cloreto de oxalila com destaque para a regido entre 6 e 9 ppm

(experimento C1). Software: MestreC 4.7.
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Espectro 45b. RMN 'H (300 MHz, CDCls) da esterificacio entre acido acetilsalicilico e
etilenoglicol utilizando cloreto de oxalila com destaque para a regido entre 2 e 4,6 ppm

(experimento C1). Software: MestreC 4.7.
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o Experimento C2: método utilizando cloreto de tionila (adaptado de JIANG,
2010)

Como o método C2 possivelmente foi eficiente na obtencdo do
intermediario I, as reacbes com cloretos de acido podem representar boa
alternativa para essa sintese. Dessa maneira, o experimento C2 consiste na
utilizacdo de outro cloreto de acido como agente condensante: o cloreto de
tionila. A proporcdo molar utilizada entre AAS e etilenoglicol foi de 1:20,
respectivamente.

A placa de cromatografia em camada delgada na fase movel
cloroférmio/metanol 9:1 (v/v) mostrou a formacédo de um produto mais apolar
com Rf de 0,5, em relacdo ao AAS (Rf 0,16), o que sugere a obtencédo do
intermediario 1.

O RMN de *H (Espectro 46) apresentou sinais referentes ao AAS livre
em 2,36 ppm (Hy), em 10,43 ppm (Hs) e entre 6,90 e 8,14 ppm (H2). Nesta
ultima regido, é possivel identificar sinais de oito hidrogénios distintos,
sugerindo a obtencdo de mistura entre o intermediario de interesse e o material
de partida. Entretanto, o singleto em 3,79 ppm pode estar relacionado aos H; e
H, do etilenoglicol com duas substituicbes, o que ndo € desejado. Dessa
maneira, 0os metodos com agentes clorantes ndo foram eficientes para a
sintese do intermediario Il ou apresentaram produto de dificil separacdo na
coluna cromatografica. Entdo, optou-se pela busca de outra rota sintética para

a sintese do intermediario de interesse.
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165

> Método D: método utilizando EDC como agente condensante (adaptado
de HORVATH, DEPRE, ORMEROD, 2008)

Para o método D utilizou-se o EDC como agente condensante e o DMAP
como catalisador da reacdo. Como discutido anteriormente, alternativamente
ao DCC, o EDC forma como produto secundario da rea¢do o EDU, sendo este
solavel em &gua, o que facilita a sua remocdo. Além disso, o EDC mostrou
bons resultados para a sintese do intermediario 1B, que também utiliza como
material de partida o etilenoglicol, o que torna esse método promissor.

A proporgdo molar utilizada entre AAS e etilenoglicol foi de 1:1,05, de
acordo com a referéncia descrita por Horvath e colaboradores (2008). Apos 24
horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada na fase mobvel
hexano/acetato de etila 1:1 (v/v) mostrou a formacdo de quatro manchas
bastante proximas, mas diferentes do AAS (Rf de 0,40), o que sugere que
houve reagao. Os valores de Rf obtidos foram: 0,45; 0,60; 0,75; e 0,84.

O RMN de 'H (Espectro 47) do produto impuro apresentou sinais que
sugerem a obtencdo do intermediario de interesse. Esses sinais podem ser
observados em 2,43 ppm (H1), entre 3,85 e 4,45 ppm (Hz e Hy) e entre 6,83 e
8,03 ppm (H.). Entretanto, nesta ulltima regido, existem sinais de oito
hidrogénios distintos, 0 que pode representar a mistura de AAS (material de
partida) e do intermediario Il, assim como observado para o método C. O RMN
de 13C (Espectro 48) apresentou sinais da obtencdo do intermediario Il em
66,73 e 60,84 ppm (Cs e Cs, respectivamente), relacionados aos carbonos do
etilenoglicol, em 12,73 ppm, referente carbono metilico do AAS (C;), em
170,20 ppm, relacionado a carbonila do grupo acetila do farmaco (C,) e os
sinais dos carbonos do anel aromatico entre 112,26 e 136,02 ppm (C3). Assim
como para o RMN de H, nesta ultima regido existem sinais em excesso, que
podem corresponder aos carbonos do anel aromatico do AAS livre. Esses
resultados sugerem a obtencéo do intermediério Il impuro.

Como os resultados foram promissores, realizou-se uma coluna
cromatografica para purificar o produto obtido. A coluna foi realizada em
gradiente de concentracao utilizando as propor¢des de 10:0; 9:1; 8:2; 7:3; 6:4;

5:5; 4:6; 3:7; 2:8; 1.9 de hexano/acetato de etila, respectivamente. Apds o
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processo de purificagdo, somente a fragdo correspondente ao Rf de 0,45 foi
isolada.

O RMN de 'H (Espectro 49) dessa fracdo mostrou que a sintese do
intermediario 1l por esse método foi bem sucedida. Os sinais em 7,9 (Hs), 7,4
(H4), 7,2 (H3), 6,7 (H2) e 2,22 ppm (H1) correspondem aos hidrogénios do anel
do AAS. Em adicao, os sinais em 3,7 e 4,2 ppm sao relativos aos hidrogénios
do etilenoglicol (Hs e Hs, respectivamente). O RMN de 13C (Espectro 50)
confirma a obtencéo desse produto pelos sinais em 20,8 ppm (C;), 60,2 ppm
(C11), 66,7 ppm (C10), 123,1 ppm (Cg); 123,7 (C4); 126,1 (Ce); 131,7 (C7); 133,9
(Cs), 150,4 (Cs); 164,7 (Co) € 170,1 (C,). Dessa maneira, o método com EDC
mostrou ser o melhor método para a sintese do intermediario 1l. O produto
obtido apresentou-se como um 6leo de cor castanha e com rendimento médio
de 31%.
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Espectro 48. RMN **C (75 MHz, CDCl;) da esterificacdo entre Acido acetilsalicilico e
etilenoglicol utilizando EDC (Método D).
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Espectro 49. RMN *H do intermediario Il utilizando EDC (Método D). Software: MestreC 4.7.

RMN 'H (CDCl3), 300 MHz, § = ppm

2,22 (s, 3H, Hy): 3,7 (t, 2H, He, J=4,4 Hz); 4,2 (t, 2H, H7, J =4,1 Hz); 7,9 (d, 1H, Hs,
J=7,8 Hz); 7,4 (t, 1H, Hs, J=7,7 Hz); 7,2 (t, 1H, Ha, J=7,7 Hz); 6,7 (d, 1H, Hy, J=8,1 Hz)
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Espectro 50. RMN *°C do intermediério Il utilizando EDC (Método D). Software:

MestreC 4.7.

RMN *°C (CDCls), 75 MHz, § = ppm

77,4 (CDCl3); 20,8 (Cy); 60,2 (C11); 66,7 (C10); 123,1 (Cg); 123,7 (Ca); 126,1 (Ce);

131,7 (C-); 133,9 (Cs); 150,4 (Cs); 164,7 (Cs); 170,1 (C»)
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4.1.2.5 Sintese da rosuvastatina protegida (COREY, VENKATESWARLU, 1972)

Considerando a disponibilidade de grupos funcionais livres na molécula
de rosuvastatina e a possibilidade de reacdes cruzadas que esses grupos
poderiam ocasionar durante o0 procedimento de esterificagdo com o
intermediario Il, optou-se por proteger as hidroxilas livres desse farmaco. Esta
protecdo teve o objetivo de conferir seletividade de reacdo para a proxima
etapa de esterificacdo e, consequentemente, obter de um composto com
menos impurezas.

O grupo protetor escolhido para esse procedimento foi o terc-
butildimetilsilano (TBDMS). De acordo com Greene e Wuts (1999), esse grupo
protetor € um dos mais populares na sintese organica, por ser estavel em
grande variedade de processos sintéticos e, principalmente, ser facilmente
removido sob condi¢cdes que néo interferem em outros grupos funcionais, o que
o0 torna interessante para a sintese do dendrimero proposto.

Apoés 12 horas de reacéo, a cromatografia em camada delgada mostrou
a formacdo de duas manchas mais apolares em relagdo a rosuvastatina (Rf
0,33), com valores de Rf de 0,66 e 0,9, que indicam a formagao do produto
desejado com uma e duas hidroxilas protegidas, respectivamente.

Como o objetivo desse experimento foi obter o produto com as duas
hidroxilas protegidas, optou-se por purificar o composto obtido utilizando o
cromatografo automatico Isolera Prime, com fase mdével cloroférmio/metanol
em gradiente de concentracdo. Esse procedimento foi realizado com sucesso e
a fracao de interesse com Rf de 0,9 foi isolada.

O RMN de 'H (Espectro 51) do produto apresentou sinais referentes a
rosuvastatina com as duas hidroxilas protegidas. Esses sinais podem ser
observados em 0,76 e 0,78 ppm, correspondentes hidrogénios Hiz e em 0 ppm,
correspondentes aos hidrogénios H;4 do grupo protetor. Como as hidroxilas
protegidas estdo ligadas aos carbonos quirais do farmaco, o0s sinais
correspondentes aos hidrogénios metilicos His podem apresentar-se como
guatro singletos distintos. Entretanto, € possivel observar no espectro a
presenca de seis singletos nessa regido. Acredita-se que os dois singletos
adicionais possam estar relacionados ao excesso de reagente utilizado na

reacdo, que ao entrar em contato com a agua utilizada no procedimento de
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extracao, formou um derivado hidroxilado (TBDMSOH). Em adic&o, o singleto
em 0,81 ppm também parece estar relacionado ao grupo protetor hidroxilado.
Os demais sinais presentes no espectro séo correspondentes da rosuvastatina
e estdo localizados entre: 7,47 e 7,51 ppm (H,); 6,95 e 7,01 ppm (H>); 6,35 e
6,43 ppm (Hs3); 5,34 e 5,42 ppm (H4); 4,13 e 4,18 ppm (Hs); 4,00 e 4,05 ppm
(He); 3,46 ppm (Hi2); 3,41 ppm (Hi1); 3,22 e 3,30 ppm (Ho); 2,34 e 2,53 ppm
(Hs); 1,44 e 1,65 ppm (H7) e 1,16 e 1,92 ppm (Hi0). Esses sinais em adi¢éo aos
sinais do grupo protetor discutidos anteriormente confirmam a obtencdo do
intermediario desejado. Entretanto, este apresenta o TBDMSOH como

impureza.
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42 MODELAGEM MOLECULAR

4.2.1 Estudo in silico de liberacdo do pro-farmaco dendrimérico de
primeira geragcédo (GIAROLLA et al., 2010)

O estudo in silico de liberacdo dos pro-farmacos dendriméricos foi
aplicado seguindo trabalho anterior realizado por Giarolla e colaboradores
(2010). O objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento dos dendrimeros
propostos frente a atividade enzimatica, ou seja, avaliar, de modo preliminar,
como seria a clivagem dessas estruturas em sistema bioldgico contendo
enzimas hidroliticas, no caso, esterases inespecificas. Para o desenvolvimento
desse estudo, planejaram-se dendrimeros de uma e duas ramificacbes com
foco central de mio-inositol ou etilenoglicol, acido L(-)-malico e etilenoglicol
como espagantes, rosuvastatina e acido acetilsalicilico como compostos
bioativos.

Ao término do protocolo computacional, os dendrimeros foram avaliados
pelas carbonilas das ligacbes do tipo éster presentes na estrutura. Esse
processo consistiu em avaliar dois aspectos importantes: a disponibilidade
espacial e a densidade eletrénica das carbonilas. Outro aspecto abordado foi o
numero de ligacbes de hidrogénio intramoleculares que podem contribuir para
a estabilidade dos modelos.

A disponibilidade espacial foi analisada com o objetivo de prever o
acesso enzimatico aos grupos carbonilicos. E importante ressaltar que a
liberacdo desses dendrimeros depende, primordialmente, do acesso das
enzimas as ligacoes labeis presentes na estrutura, de modo que o impedimento
estérico representa fator limitante neste processo. Em adi¢cdo, o potencial
eletrostatico dos grupos carbonilicos foi avaliado por meio de mapas de
potencial eletrostatico (MPE). Os MPE refletem a suscetibilidade da carbonila a
clivagem enzimatica, sendo que as carbonilas com menor densidade eletrénica
(eletrofilicas) sdo consideradas as mais favoraveis ao ataque nucleofilico
enzimatico. Para essas duas analises, as carbonilas das ligagdes do tipo éster
foram divididas e nomeadas como: C1, carbonila proxima ao foco central; C2,

carbonila proxima a rosuvastatina; C3, carbonila préxima ao etilenoglicol e C4,
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carbonila proxima ao &cido acetilsalicilico (Figura 44). Vale ressaltar que
apesar do acido acetilsalilico possuir um grupo carbonila na sua estrutura,
nesse estudo s6 foram consideradas as carbonilas utilizadas na montagem dos

dendrimeros.

(1)

Figura 44. Representacdo esquematica do dendrimero planejado para o estudo com foco
central de mio-inositol (1) ou etilenoglicol (2) e com uma e duas ramificagfes de
rosuvastatina e acido acetilsalicilico. Destaque para as carbonilas suscetiveis a clivagem.

Apés as simulacbes de dinamica molecular, obtiveram-se o0s
conférmeros de menor energia minima para os modelos com uma e duas
ramificacbes com os diferentes focos centrais. Esses conférmeros foram

by

avaliados quanto a sua integridade estrutural (root means square derivation,
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RMSD), valor de energia total do sistema e nimero de ligagcbes de hidrogénio
presentes na estrutura. Os dados obtidos nessa avaliagdo encontram-se na
Tabela Il.

A integridade estrutural dos modelos foi avaliada a partir do valor de
RMSD gerado pela superposicdo do conférmero de menor energia minima
obtido por dindmica molecular, com o modelo obtido na minimizacdo de
energia. Considerou-se que a integridade estrutural foi mantida quando o valor
de RMSD apresentava-se menor que 1,5 A, como instituido por Tokarski e
Hopfinger (1997). Para os modelos estudados, foi possivel observar a
manutencao da integridade estrutural, pois os valores de RMSD permaneceram
inferiores a 1,5 A (Tabela 10).

A energia total do sistema (Eta) foi calculada para determinar sua
estabilidade. Essa energia corresponde a soma das contribuicbes energéticas
para cada modelo. Algumas dessas contribuicdes séo, por exemplo, a energia
de estiramento, interacdo do tipo 1-4 (Lennard Jones), interacdo de van der
Waals, energias de flexdo e torcdo, além das interacdes eletrostaticas de
ligac&o de hidrogénio e de solvatacdo. No geral, quanto mais negativo € o valor
de Eww, mMais energeticamente favoravel € o sistema (TOKARSKI,
HOPFINGER, 1997).

Em relacdo a estabilidade, pode-se notar que tanto para os modelos
com etilenoglicol quanto para os modelos com mio-inositol como foco central,
guanto maior o numero de ramificacbes, mais negativo o valor de Ea €,
portanto, mais energeticamente favoravel o sistema. Entretanto, para o0s
modelos com mio-inositol o ndamero de ligacbes de hidrogénio nédo foi
determinante para a reducéo de energia total do sistema, ja que o0 modelo com
uma ramificacdo apresentou maior numero de ligacdes intramoleculares de
hidrogénio (trés ligacbes) e menor valor de Eia €em relacdo ao modelo com
duas ramificacbes. Este Ultimo apresentou menor numero de ligacdes de
hidrogénio (duas ligacGes) e maior valor de Eiy. Portanto, a relacdo entre
numero de ligacBes de hidrogénio e estabilidade para esse modelo foi inversa.

Para os modelos com etilenoglicol como foco central, o comportamento
observado foi contrario aos modelos com mio-inositol. O nimero de ligacdes de

hidrogénio apresentou relacdo direta com a reducdo do valor de E.a. Nesse
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caso, foi possivel observar que quanto maior o numero de ligacdes de

hidrogénio, mais energeticamente favoravel foi o sistema.

Tabela 10. Parametros obtidos para os dendrimeros propostos com diferentes focos centrais

Foco central | Numero de | RMSD (A) Etotal Numero de
ramificacdes (kcal/mol) ligacOes de
hidrogénio
mio-inositol 1 0,119 -100,736 3
2 0,236 -126,956 2
etilenoglicol 1 8,58 x 102 -50,3957 2
2 0,110 -23,7142 0

Como citado anteriormente, a informacdo sobre a previsdo do ataque
nucleofilico enzimatico foi avaliada pela superficie de acessibilidade ao
solvente e o mapa de potencial eletrostatico. Para o modelo com uma
ramificagdo e mio-inositol como foco central (Figura 36), as carbonilas C2
(préxima a rosuvastatina), C3 (proxima ao espacante de etilenoglicol) e C4
(préxima ao acido acetilsalicilico) apresentaram area de superficie de
acessibilidade ao solvente semelhante. Entretanto, a ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre a C2 e o foco central pode prejudicar o ataque enzimatico
nessa regiao. Dessa maneira, o ponto de clivagem mais favoravel parece ser a
C4, pois este possui menor densidade eletrénica em relacdo a C3.

Os demais modelos com duas ramificacdes e foco central de mio-inositol
(Figura 37), uma ramificacdo com foco central de etilenoglicol (Figura 38) e
duas ramificacdes com foco central de etilenoglicol (Figura 39) apresentaram
resultados semelhantes ao anterior. A carbonila C4, proxima ao acido
acetilsalicilico, mostrou ser a mais suscetivel ao atague enzimatico, devido a
maior superficie de acessibilidade ao solvente e a menor densidade eletrénica.

Dessa maneira, o estudo in silico de liberacdo dos dendrimeros mostrou-
se ferramenta Util na determinacdo dos provaveis pontos de clivagem da
estrutura dendritica, entretanto, esses ndo substituem ensaios in vivo e in vitro,

gue devem ser realizados para validacdo dos dados obtidos.
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Ligagao de
hidrogénio

Saev il N 5.4 eV

Figura 45. Modelo 3D do dendrimero de uma ramificagdo de rosuvastatina e acido
acetilsalicilico e foco central de mio-inositol. As ligacdes de hidrogénio estdo
representadas por linhas verdes pontilhadas. O grupo carbonilico com maior superficie
de acessibilidade ao solvente esta destacado em rosa. A faixa de coloracdo do MPE
foi de -8,4 eV? (vermelho) a 8,4 eV2 (azul). Os carbonos estdo representados em
cinza, hidrogénios em branco, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul, flior em azul
claro e enxofre em amarelo.
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Ligagao de
hidrogénio

-8.4eV2Em T 8.4eV?

Figura 46. Modelo 3D do dendrimero de duas ramificagcbes de rosuvastatina e acido
acetilsalicilico e foco central de mio-inositol. As ligacdes de hidrogénio estdo
representadas por linhas verdes pontilhadas. O grupo carbonilico com maior superficie
de acessibilidade ao solvente esta destacado em rosa. A faixa de coloracdo do MPE
foi de -8,4 eV? (vermelho) a 8,4 eV2 (azul). Os carbonos estdo representados em
cinza, hidrogénios em branco, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul, flior em azul
claro e enxofre em amarelo.
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Ligacaode o
hidrogénio

C1

saev2 il T 8.4ev?

Figura 47. Modelo 3D do dendrimero de uma ramificagdo de rosuvastatina e acido
acetilsalicilico e foco central de etilenoglicol. As ligacdes de hidrogénio estédo
representadas por linhas verdes pontilhadas. O grupo carbonilico com maior superficie
de acessibilidade ao solvente esta destacado em rosa. A faixa de coloragdo do MPE
foi de -8,4 eV? (vermelho) a 8,4 eV2 (azul). Os carbonos estdo representados em
cinza, hidrogénios em branco, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul, flior em azul
claro e enxofre em amarelo.
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Ligacao de
hidrogénio

-8.4eV2 g I 8.4eV2

Figura 48. Modelo 3D do dendrimero de duas ramificagbes de rosuvastatina e acido
acetilsalicilico e foco central de etilenoglicol. As ligacdes de hidrogénio estédo
representadas por linhas verdes pontilhadas. O grupo carbonilico com maior superficie
de acessibilidade ao solvente esta destacado em rosa. A faixa de coloragdo do MPE
foi de -8,4 eV? (vermelho) a 8,4 eV2 (azul). Os carbonos estdo representados em
cinza, hidrogénios em branco, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul, flidor em azul
claro e enxofre em amarelo.



Conclusédes

A teoria sempre acaba, mais cedo ou mais tarde,
assassinada pela experiéncia.

Albert Einstein
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5 CONCLUSOES PARCIAIS

> SINTESE DO INTERMEDIARIO 1A

o Os métodos que utilizaram DCC como agente condensante foram os
mais promissores e, possivelmente, levaram a obtencao do produto desejado.
Entretanto, as reacdes apresentaram muitas impurezas, de dificil eliminacéo;

o Apesar da reacdo mais limpa, o método do anidrido misto com 4-
nitrofenilcloroformato gerou um anidrido misto estavel, que ndo sofreu ataque
nucleofilico pelo alcool e, portanto, ndo levou a formagcédo do intermediario de
interesse;

o As reacdes com CDI, cloreto de tionila e EDC néo foram eficientes na

sintese do intermediario IA.

> SINTESE DO INTERMEDIARIO IB

o Os métodos do anidrido misto com cloroformato de etila e 4-
nitrofenilcloroformato levaram a obtencdo de um anidrido misto estavel
semelhante ao obtido na sintese do intermediario IA, e, portanto, ndo foram
eficientes;

o Os experimentos que utilizaram EDC (experimento B2) e CDI como
agentes condensantes geraram o intermediario de interesse com uma e duas

ramificacBes. Estes foram purificados com sucesso por coluna cromatogréafica.

> SINTESE DO MALATO DE ETILENOGLICOL

o As reacdes de desprotecdo do acido malico protegido utilizando solucéo
aquosa de acido cloridrico 1 M, 0,5 M e 0,1 M levaram a hidrélise do éster da
ligacdo entre espacante e foco central. O mesmo foi observado para o método

com acido acético glacial: THF:4gua nas proporcdes de 4:1:2 (VIVIV);
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. O método com &cido acético glacial: THF:agua nas proporgdes de 1:1:1
(v/vIv) ndo hidrolisou a ligagao éster entre o etilenoglicol e o espagante, porém,
ndo gerou o intermediario desprotegido.

> SINTESE DO INTERMEDIARIO 11

o Assim como para o intermediario IA, as reacdes que utilizaram DCC
apresentaram espectros com excesso de impurezas e de dificil interpretacéo.
Existem indicios da obtencdo do intermediario Il, entretanto, diante da
dificuldade de remoc¢éo do DCU, decidiu-se utilizar outros métodos de sintese;
o Métodos do anidrido misto utilizando cloroformato de etila e 4-
nitrofenilcloroformato, nas suas diferentes variacdes, ndo foram eficientes.
Estes levaram a formacdo do anidrido misto estavel entre o agente
condensante e o AAS;

o O método com cloreto de oxalila ndo gerou o intermediario de interesse;
o Existem indicios da obtencdo do intermediario Il pelo método com
cloreto de tionila, entretanto, o produto obtido foi de dificil purificacéo;

o O intermediario Il foi obtido e purificado com sucesso utilizando o

método com EDC.

> PROTECAO DAS HIDROXILAS DA ROSUVASTATINA

o A protecdo das hidroxilas do farmaco foi realizada com sucesso.
Entretanto, o espectro apresentou excesso de sinais referentes ao grupo

protetor hidroxilado.
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> MODELAGEM MOLECULAR

o A modelagem molecular auxiliou na avaliagdo preliminar do
comportamento dos dendrimeros frente as esterases inespecificas, apontando

0S provaveis pontos de clivagem.



Perspectivas

Existem coisas melhores adiante do que qualquer outra que
deixamos para tras.

C.5. Lewis
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6 PERSPECTIVAS

] Explorar novas metodologias para a sintese do intermediario 1A, bem
como seus métodos de purificacao;

° Dar continuidade a sintese e purificacdo do intermediario IB e do
intermediario Il utilizando EDC como agente condensante;

] Estudar novas condi¢cOes reacionais para desprotecdo do malato de
etilenoglicol;

o Sintetizar o intermediario Ill a partir da rosuvastatina protegida.
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O livro é um mestre que fala, mas que ndo responde.
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