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RESUMO
A leishmaniose é considerada uma doenca tropical extremamente negligenciada,
que afeta regides de extrema pobreza. Trata-se de doenca emergente com alta
morbidade e mortalidade. Aproximadamente 20 diferentes espécies de parasitas
intracelulares obrigatérios do género Leishmania tém sido identificadas como
patogénicas. Estes protozoarios sao transmitidos ao hospedeiro humano por meio
da picada de insetos hematéfagos, conhecidos como flebotomineos. A quimioterapia
€ escassa, limitada e muito cara. Os farmacos disponiveis apresentam elevada
toxicidade, bem como suscitam numero elevado de casos de resisténcia.
Considerando-se que a descoberta e o desenvolvimento de novos agentes
leishmanicidas sao extremamente necessarios o objetivo deste trabalho foi contribuir
com essa busca utilizando-se o método de modificagdo molecular, a latenciacéo.
Tendo em vista que os dendrimeros tém sido muito utilizados como transportadores
de farmacos, propbs-se a sintese de farmacos dirigidos dendriméricos de primeira
geracao de hidroximetilnitrofural (NFOH), composto que apresenta potencial
atividade leishmanicida. Assim, pretendeu-se desenvolver farmacos dirigidos de
NFOH, que apresentem acdo seletiva nos macréfagos, devido a presenca de
manose na estrutura, além de farmacos dirigidos, que apresentem acao seletiva no
parasita, devido a presenca de inositol em sua estrutura. Variedade de métodos
sintéticos foi utilizada com o intuito de obter os dendrimeros dirigidos propostos. Os
estudos sintéticos desenvolvidos indicam a provavel obtencdo dos dendrimeros
dirigidos de manose e de inositol, embora os produtos estejam impuros e sem o
agente bioativo incorporado. A maior dificuldade encontrada foi a purificagdo dos
compostos obtidos. Em adicdo, métodos de modelagem molecular foram
empregados para compreender os mecanismos de liberagdo dos farmacos
dendriméricos dirigidos de primeira geracao. Caracteristicas moleculares, tais como
disponibilidade espacial e potencial eletrostatico, foram avaliadas para predizer a

regiao mais suscetivel a acao enzimatica com vistas a liberacado do composto ativo.



i

SANTOS, S.S. Potencial leishmanicides: synthesis study of first generation
dendrimer targeted drugs with hydroxymethylnitrofurazone. 2012. 200p.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is considered a superneglected tropical disease and affects primarily
areas of extreme poverty. It represents an emergent illness with high morbidity and
mortality. About 20 different species of intracellular parasites of Leishmania spp.
have been identified as pathogenic. Those protozoans are transmitted to human
hosts by means of the female phlebotomine sandflies bite. The chemotherapy is
scarce, limited, and expensive. The drugs available can cause undesirable side
effects and there are already reports of the increased number of drug resistance.
Considering that, the discovery and the development of new leishmanicide agents
are urgently needed, the objective of this work as to contribute to this search using
the method of molecular modification, prodrug design. Taken into account that
dendrimers can be used as drug carriers, the purpose of this work was the synthesis
of first generation dendrimer targeted drugs of hydroxymethylnitrofurazone (NFOH),
that shows potential leishmanicide activity. Thus, we designed NFOH targeted drugs
with selective action in macrophages, due to the presence of mannose in the
structure, and also NFOH targeted drugs that present selectivity for the parasite, due
to the presence of inositol in the structure. Several synthetic methods have been
used with the aim of synthesizing the targeted dendrimers with NFOH. Synthetic
studies suggested the targeted dendrimers of D-mannose and of myo-inositol have
been obtained, although impure and without the bioactive agent. The major difficulty
was the purification of the compounds. In addition, molecular modeling methods were
applied to understand the bioactive compound releasing from the first generation
leishmanicide targeted dendrimers. Molecular features as spatial hindrance and
electrostatic potential were evaluated to predict which region would be the most
available to an enzymatic action regarding the bioactive compound release.
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INTRODUCAO E

OBJETIVOS

Descobrir consiste em olhar para o que todos
veem e pensar algo diferente.

Roger Von Oetch



1. INTRODUGAO

1.1 Leishmaniose

As primeiras observacdes e descricdes do género Leishmania efetuaram-se no
fim do século XIX. Borovsky (1898) identificou este parasita em um paciente com a
forma cutdnea da doenca, em Tachkent (Asia Central). Leishmann e Donovan
redescreveram o parasita de um caso de calazar indiano, em 1903. Mas foi em 1909
que Lindenberg, Carini e Paranhos demonstraram a presenca dos parasitas nas lesées
de pacientes brasileiros. Gaspar Vianna deu-lhe o nome de Leishmania braziliensis e,
em 1912, descobriu a acao curativa do tartaro emético, mudando definitivamente a
sorte dos pacientes com leishmaniose em todo o mundo (REY, 2001).

O termo leishmaniose determina um grupo de doencas causadas por
protozoarios flagelados do género Leishmania (MACHADO et al., 2009; BOER et al.,
2011). Trata-se de zoonose complexa, causada por 20 espécies diferentes destes
parasitas. Enfermidade com amplo espectro e diferentes manifestagdes clinicas e
epidemiolégicas, é doenca emergente, com alta morbidade e mortalidade nos paises
tropicais, subtropicais e Bacia do Mediterraneo (SUCRE et al, 1997; LINDOSO,
LINDOSO, 2009; FARIA et al., 2011; SEN, CHATTERJEE, 2011; DUTCHIE et al.,
2012). A leishmaniose pode se apresentar na forma tegumentar (classicamente dividida
em cutanea, mucosa e mucocutanea) ou na forma visceral e vem sendo reconhecida
como doenca oportunista associada a AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome), o
que favorece manifestagdes clinicas graves e faléncia terapéutica. Estas manifestacées
podem variar de simples lesdes cutdneas de autorresolucdo a doenca visceral fatal
(MAYRINK et al., 2006; COELHO, TOSI, COTRIM, 2004; SUZUKI et al., 2008; NAGILL,
KAUR, 2011; FIDALGO, GILLE, 2011; CROFT, OLLIARO, 2011).

Estas infec¢coes tém maior prevaléncia em paises em desenvolvimento, onde a
mortalidade é afetada pela falta de acesso aos cuidados de saude. Muitos dos
medicamentos disponiveis para tratar essas doencas sao caros, apresentam dificil
administragao e muitos efeitos téxicos. Além disso, existe a falta de vacinas eficazes
para a prevencao destas enfermidades (DENNY et al., 2006; SEN, CHATTERJEE,
2011; BOER et al., 2011; TIUMAN et al., 2011).



1.1.1 Agente etioldgico

A leishmaniose é causada por parasitas da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastidae, género Leishmania (Figura 1), subgénero Leishmania (CAVILLO et al.,
2011; YONEYAMA et al, 2006; UENO et al, 2009; SEN, CHATTERJEE, 2011;
NAGILL, KAUR, 2011).

Esse protozoario € um dos principais agentes causadores de doenga no ser
humano, sendo parasita intracelular obrigatério, que se multiplica nas células do
sistema fagocitico mononuclear (principalmente macrofagos) dos mamiferos suscetiveis
(SOUZA et al., 2010; TULADHAR, NATARAJAN, SATOSKAR, 2011; MURRAY, 2012).

A leishmaniose é uma doenca que envolve complexa interagao entre o patégeno,
vetores artrépodes, reservatorio (animal pequeno, por exemplo, o cdo) e o ser humano
(SOUZA, DAY, 2011). Em seu ciclo evolutivo apresenta duas formas principais:
amastigota e promastigota. A forma promastigota € flagelada, alongada e movel e
apresenta vida extracelular. Esta é a forma infecciosa, que esta presente no intestino de
flebotomineos. A outra forma de Leishmania é a amastigota, que tem vida intracelular
obrigatéria em tecidos de hospedeiros mamiferos, apresenta formato arredondado e é
encontrada no tecido do hospedeiro em fagolisossomos, principalmente nos
macréfagos (FARIA et al.,, 2011; YONEYAMA et al., 2006; TIUMAN et al., 2011).

A capacidade de sobrevivéncia da Leishmania, tanto no vetor flebotomineo como
no fagolisossomo de macréfagos em mamiferos, estd associada a expressdao de

glicoconjugados em sua superficie, como glicosilfosfatidilinositol (UENO et al., 2009).

D (

Figura 1: Leishmania na forma promastigota.

Fonte: http://www.fiocruz.br/ccs/media/leishmaniose.jpg



O ciclo evolutivo (Figura 2) se desenvolve da seguinte forma: ao se alimentar em
animal infectado (reservatério), o inseto vetor ingere sangue juntamente com células do
Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM) parasitado com formas amastigotas da
Leishmania. No tubo digestivo do inseto, estas formas sdo transformadas em
promastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria e, assim, migram até a proboscida
do mosquito. Pequenos mamiferos como roedores e caes, em geral, servem como
reservatorios desses patdgenos e, neste contexto, o homem €& hospedeiro acidental
(SERVICE et al., 2006; SOUZA et al., 2010; HARHAY et al., 2011).

As leishmanias na forma promastigota sdo inoculadas pela picada do inseto
vetor, que injeta parasitas na pele do hospedeiro. O sistema imunoldgico estimula o
deslocamento de células inflamatérias para o local da picada, principalmente
macréfagos e neutréfilos. Os promastigotas podem sofrer acdo litica do sistema
complemento, sendo destruidos pelos mecanismos de defesa do hospedeiro.
Entretanto, estas formas podem aderir a superficie do macréfago e ser fagocitadas.
Dentro do vacuolo parasitéforo (fagolisossoma) elas perdem o flagelo e se transformam
em amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria. Os amastigotas, ao contrario
dos promastigotas, mostram alta atividade enzimatica, sdo capazes de degradar
metabdlitos oxidativos toxicos do macréfago e, também, sdo altamente adaptados ao
pH baixo do fagolisossoma. Nesta forma, sobrevivem e se multiplicam no interior dos
vacuolos fagociticos, promovendo o rompimento do macréfago e gerando a liberagao
de novos amastigotas, que serdo fagocitados por outros macréfagos. Os macréfagos
infectados produzem, de forma exacerbada, quimiotaxinas, que irdo atrair novos
macréfagos, 0os quais serao parasitados criando, dessa forma, um ciclo que ira auxiliar
na multiplicacdo exponencial do parasita. Este estagio € de natureza crénica e pode
perdurar por meses a anos sem sinais e sintomas evidentes, dependendo da
suscetibilidade e estado imunolégico do hospedeiro (FARIA et al., 2011; YAO, 2010;
SMITH et al, 1997; SEN, CHATTERJEE, 2011; TULADHAR, NATARAJAN,
SATOSKAR, 2011).
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Figura 2: Ciclo evolutivo do parasita (CHAPPUIS et al., 2007).

1.1.2 Vetor e transmissao
A transmisséo ocorre através da picada de flebotomineos. Os vetores que

promovem a transmissdo do parasita sao mosquitos hematéfagos do género
Phlebotomus, responsavel pela transmissdo da doenca na Asia, e o género Lutzomyia
(Figura 3), na América. A doenca é transmitida aos seres humanos por,
aproximadamente, 30 espécies de mosquitos flebotomineos. No Brasil, ha 16 espécies
de Lutzomyia identificadas como transmissoras da doenga (CHAPPUIS et al., 2007;
FREZARD, DEMICHELLI, RIBEIRO, 2009; AMORA et al., 2009; NAGILL, KAUR, 2011;
HOTEZ, SAVIOLI, FENWICK, 2012).

Figura 3: Mosquito Lutomy/a vetor da leishmaniose.

Fonte: http://www.fiocruz.br/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm



As fémeas do género Lutzomyia medem de 2 a 3 milimetros e sdo os vetores
responsaveis pela transmissdo da doenca. Este mosquito possui habitos vespertinos e
matutinos, periodos em que apresenta maior atividade (MAURER, DONDJI, STEBUT,
2009; PAILA, SAHA, CHATTOPADHYAY, 2010; ROMERO, BOELAERT, 2010; SEN,
CHATTERJEE, 2011; NAGILL, KAUR, 2011; DUTCHIE et al., 2012).

O vetor habita em matas, florestas secundarias e areas de rochas calcarias.
Entretanto, fatores como o desmatamento e a ocupagdo humana desordenada
promoveram adaptacdes destes vetores, trazendo-os para areas urbanas habitadas. O
mosquito Lutzomyia longipalpi coloniza o ambiente peridomiciliar, sendo capaz de se
adaptar a altas temperaturas e baixa umidade. As maiores taxas de transmissao
ocorrem durante as chuvas. A expansao da leishmaniose resultou no estabelecimento
de novas areas endémicas, o que demonstra a adaptabilidade do vetor. Assim, a
doenca que era praticamente rural passou a ter distribuicdo mais ampla em areas
urbanas (MARZOCHI et al., 2009; AMORA et al., 2009; SOUZA, DAY, 2011).

Outro mecanismo de transmissao possivel é a transmissao direta, ou seja, sem
flebotomineos. Apesar da transmissdo pelo mosquito ser a mais comum, a
contaminacao pode ocorrer, também, por transfusdo sanguinea e por compartilhamento
de seringas entre usuarios de drogas (MACHADO et al., 2009; SERVICE et al., 2006;
ROMERO, BOELAERT, 2010; HARHAY et al., 2011).

1.1.3 Epidemiologia

A leishmaniose ¢ amplamente distribuida pelo mundo, prevalente na Africa,
América Latina, Asia, Bacia do Mediterraneo e Oriente Médio (Figura 4). Depois da
malaria, a leishmaniose é a doenca parasitaria que provoca mais mortes no mundo.
Esta enfermidade é endémica em 88 paises, 72 deles em desenvolvimento, nos quais
ha cerca de 350 milhdes de pessoas expostas a doenca. A incidéncia mundial esta
aumentando e € uma das doencgas consideradas pela Organizacao Mundial de Saude
(OMS) como negligenciada (WHO, 2012a; LINDOSO, LINDOSO, 2009; ALAKURTTI et
al., 2010; SHARMA, SINGH, 2008; SEN, CHATTERJEE, 2011; BOER et al., 2011;
DUTCHIE et al.,, 2012). E assim denominada devido ao baixo interesse financeiro que

desperta em industrias farmacéuticas, servicos de saude publica e outras autoridades



para o investimento em atividades de investigacao, controle e tratamento (REITHINGER
et al., 2007).
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Figura 4: Distribuicdo geografica da (A) leishmaniose visceral no Velho e Novo Mundo,
(B) leishmaniose tegumentar no Novo Mundo, (C) leishmaniose cutdnea no Velho
Mundo causada por L. aethiopica e espécies afins e (D) leishmaniose cutanea no Velho
Mundo provocada por L. major.

Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html (2012b)

A prevaléncia estimada das leishmanioses no mundo é de 12 milhées de casos.
O numero preciso de ocorréncias € desconhecido devido a subnotificacdo, pois a
notificacdo compulséria ocorre em apenas 40 dos 88 paises endémicos. Estima-se que
ocorram entre 1 e 2 milhdes de casos novos e 200.000 ébitos por ano. Cinco paises
concentram 90% dos casos: Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddao (WHO, 2012a;
GACHET et al., 2010; CAVILLO et al., 2011; NAGILL, KAUR, 2011; HOTEZ, SAVIOLI,



FENWICK, 2012). As mudancas climaticas, desmatamento, urbanizagcao desordenada,
condicdes socioeconémicas, migragdo de pessoas para areas endémicas e coinfecgao
com o virus HIV (Human immunodeficiency virus) sao fatores que favorecem a
expansao e propagacgao da leishmaniose (LINDOSO, LINDOSO, 2009; LACKOVIC et
al., 2010; MARZOCHI et al., 2009; NAGILL, KAUR, 2011; SOUZA, DAY, 2011).

No Brasil, € uma antropozoonose de notificagdo compulséria, cuja importancia é
crescente. Aproximadamente 90% dos casos de leishmaniose visceral registrados no
continente americano ocorrem no Brasil. Estima-se que acontegam cerca de 28 mil
Nnovos casos ao ano, com distribuicdo geografica entre o norte da Amazdnia e a regiao
sudeste do Pais, incluindo a regiao centro-oeste e com predominio no nordeste
brasileiro com 77% dos casos. Os estados mais afetados sdo Bahia, Ceara, Maranhéo
e Piaui, que correspondem a 66% dos casos (REY, 2001; SOUZA et al., 2010;
MARZOCHI et al., 2009; HARHAY et al., 2011).

O parasitismo e a doenca sdao observados em climas quentes, tropicais e
subtropicais, nas Américas e na Africa, mas também em climas temperados do
Mediterraneo e da Asia. Além disso, a tendéncia é ter um ciclo mais rural ou selvagem
de transmissdo. Nas regides endémicas, as condicdes socioecondmicas da populagao
facilitam a maior exposi¢do do individuo ao vetor, favorecendo o desenvolvimento da
doenca. A populacdo suscetivel € constituida, principalmente, de trabalhadores
empenhados em obras de desbravamento, como a abertura de estradas, derrubadas
para o aproveitamento agricola do solo e outras finalidades, bem como de lenhadores,
cagadores, garimpeiros, entre outros. Estdo sujeitos ao mesmo risco os moradores
destas regides e um grupo em expansao tem sido os viajantes em busca do turismo
ecolégico, pois com o aumento das viagens internacionais, a leishmaniose esta sendo
transportada para areas onde nao se manifestava anteriormente (RANG, DALE,
RITTER, 2001; MAURER, DONDJI, STEBUT, 2009; NAGILL, KAUR, 2011).

Quanto a leishmaniose visceral, aspecto novo e preocupante na epidemiologia é
a urbanizacao da doenca, que expandiu suas areas de transmissdo para as periferias
dos grandes centros urbanos, como demonstram os surtos registrados em Teresina,
Natal, Sao Luis, Belo Horizonte e Rio de Janeiro. O nimero de casos registrados em
regides urbanas estd aumentando anualmente (Figura 5). A proporcao de infectados



que desenvolvem sinais e sintomas da doencga é de, aproximadamente, 18:1. O grupo
etario mais acometido pela leishmaniose visceral se situa entre os 10 e 20 anos, mas
tanto adultos quanto criangas sao infectados, sendo de 4:1 a proporcao de doenga nos
individuos do sexo masculino comparativamente ao do feminino (HARHAY et al., 2011;
AMATO NETO et al., 2008). Segundo Markell, John e Krotoski (2003), esta é uma
doenca que afeta especialmente criangas. Entretanto, o que se observa na literatura é a
controvérsia de informagées com relagdo ao grupo etario mais acometido pela
leishmaniose visceral, o que indica a necessidade de pesquisas para uniformizacao dos

dados epidemiolégicos desta doenca.

1981 1980-1989

@ Cidades com mais de 100,000
habitantes com mais de 10 casos

1890-1999 2000-2000 de leishmaniose visceral por ano.

Figura 5: Expansao da leishmaniose visceral em regides urbanas no Brasil, periodo de
1981-2009 (HARHAY et al., 2011).

1.1.4 Manifestacoes clinicas

Como mencionado anteriormente, esta doenga pode apresentar diferentes
manifestacdes clinicas tais como a forma: cutanea, mucosa/mucocutanea, visceral e
dérmica poés-calazar. O desenvolvimento de diferentes formas de leishmaniose esta

relacionado a espécie do parasita, resposta imunolégica do hospedeiro e meio
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ambiente envolvido (DUTCHIE et al,, 2012). A Tabela | apresenta as manifestacdes

clinicas, cepas do protozodrio e distribuicdo geografica da leishmaniose.

Tabela | — Manifestacdes clinicas, estirpes de protozoarios e paises acometidos

(DUTCHIE et al., 2012)

Leishmaniose Leishmania sp.

Paises acometidos

Cutanea Complexo L. mexicana

Complexo L. tropica

Complexo L. major

Complexo L. aethiopica

Complexo L. braziliensis

Complexo L. guyanensis

Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica,
Equador, Estados Unidos, Guatemala, Guiana Francesa,
México, Peru, Suriname e Venezuela

Afeganistdo, Azerbaijdo, Iindia, Ira, Iraque, Israel,
Marrocos, Paquistao, Siria, Turquia e Uzbequistao
Afeganistdo, Ardbia Saudita, Argélia, Azerbaijao, Burkina
Faso, Camardes, Cazaquistdo, Chade, Egito, Etidpia,
Gambia, Gana, Gedrgia, Guiné Bissau, lémen, india, Ir4,
Iraque, Israel, Jordania, Kuwait, Libia, Mali, Marrocos,
Mauritania, Mongolia, Niger, Nigéria, Oma, Paquistao,
Quénia, Senegal, Siria, Sudao, Tunisia, Turquemenistéao,
Turquia e Uzbequistao

Etiépia, Quénia e Uganda

Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica,
Equador, Guatemala, Guiana Francesa, Honduras,
México, Nicaragua, Panam@, Paraguai, Peru e Venezuela
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica,
Equador, Guatemala, Guiana, Guiana Francesa,
Honduras, Nicaragua, Panamd, Peru, Suriname e

Venezuela

Mucosa/ Complexo L. braziliensis

mucocutanea

Complexo L. guyanensis

Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica,
Equador, Guatemala, Guiana Francesa, Honduras,
México, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru e Venezuela
Colémbia, Costa Rica, Equador, Guatemala, Honduras,

Nicaragua e Panama
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Tabela | — Manifestacdes clinicas, estirpes de protozoarios e distribuicao
geogréfica (DUTCHIE et al., 2012) (cont.)
Leishmaniose Leishmania sp. Paises acometidos
Visceral ou Complexo L. donovani/  Afeganistdao, Albania, Ardbia Saudita, Argélia, Argentina,
calazar L. chagasi Arménia, Azerbaijao, Bangladesh, Bolivia, Bdsnia, Brasil,

Bulgaria, Butdo e Herzegovina, Cazaquistdao, Chade,
China, Chipre, Coldmbia, Croéacia, Djibuti, Egito, El
Salvador, Eritréia, Eslovénia, Espanha, Etiopia, Franga,
Géambia, Geoérgia, Grécia, Guatemala, Honduras, [émen,
india, Ird, Iraque, lIsrael, ltalia, Jordania, Libano, Libia,
Maced6nia, Malta, Marrocos, Mauritania, México,
Ménaco, Montenegro, Nepal, Nicaragua, Oma, Paquistao,
Paraguai, Portugal, Quénia, Quirguistdo, Republica
Centro-Africana, Roménia, Senegal, Siria, Somalia, Sri
Lanka e Sudao

Dérmica pés- Bangladesh, China, india, Ird, Iraque, Nepal, Paquistao,

calazar Complexo L. donovani  Quénia e Sudao

1.1.4.1 Leishmaniose cutanea

A forma cuténea (Figura 6) pode ser de autorresolugdo, com imunidade de longa
duragdo. Uma das variantes dessa leishmaniose é a mucocutanea, causada pela
Leishmania braziliensis, que acomete pele e mucosas, formando ulcera. A doenca é
caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes ulcerosas na pele, que perduram por
varios meses e, na maioria dos casos, sao resolvidas pela atividade de células T. A
cura ocorre por reepitelizacdo, com a formacado de cicatrizes, muitas vezes,
desfigurantes. No entanto, em pacientes com problemas na resposta imunoldgica,
podem evoluir para doenca crbnica de longa duracdo, com o desenvolvimento de
leishmaniose tegumentar ou leishmaniose cutédnea difusa recorrente (EL-ON, 2009;
ROMERO, MORILLA, 2008; GONZALEZ et al., 2010; NAGILL, KAUR, 2011; SHARMA,
SINGH, 2008; TULADHAR, NATARAJAN, SATOSKAR, 2011; BOER et al., 2011).

Esta forma apresenta periodo de incubagédo que pode variar de 15 dias até trés

meses. A doenga inicia-se com a formacado de um nddulo cutaneo pruriginoso, que
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progride para ulcera pouco dolorosa, arredondada ou oval, rasa, com os bordos
elevados e fundo granuloso, exsudativo ou seco, com tamanho bastante variado, de
poucos milimetros até mais de 10 cm (Figura 6). Pode progredir para lesées nodulares,
que se estendem e disseminam por todo o corpo, em regides como face, joelhos,
tornozelos, cotovelos e dorso das maos, causando hiperqueratose. O diagndstico se da
pelas lesbes sugestivas em pacientes de areas endémicas e com a identificagdo do
parasita pelos métodos disponiveis. Nos casos de exame direto negativo ou auséncia
dos parasitas, os exames indiretos, como o teste imunolégico de Montenegro (teste de
hipersensibilidade retardada) e os exames sorolégicos auxiliam no diagndstico. As
lesbes podem cicatrizar espontaneamente, mas, em muitos casos dependendo da
imunidade do individuo, isso nado ocorre (MARKELL, JOHN, KROTOSKI, 2003;
MAURER, DONDJI, STEBUT, 2009).

Figura 6: Lesado nodular provocada pela leishmaniose cutanea.
Fonte: http://www.paho.org/Spanish/AD/DPC/CD/leish-fotos2.htm

1.1.4.2 Leishmaniose mucosa

O principal agente etiolégico da leishmaniose mucosa é a Leishmania
braziliensis, embora outras espécies ja tenham sido implicadas como causadoras da
doenca. Esta forma de leishmaniose (Figura 7) é causada pela reativagdo de infecgao
latente, ap6s a lesao cutanea primaria, embora em alguns casos nao haja historico de
infeccao primaria. Os principais locais de acometimento sao o septo nasal e a regiao
orofaringea (SERVICE et al., 2006; AMATO et al., 2007). Esta forma da doenga pode
causar lesoes terrivelmente mutilantes das partes moles do nariz, labios, palato mole,
que tende a se estender para as areas vizinhas (MARKELL, JOHN, KROTOSKI, 2003).
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A leishmaniose mucosa pode produzir doenga inflamatéria potencialmente fatal.
Ocasiona resposta inflamatéria intensa, com extensa destruigdo tecidual, habitualmente
progressiva. Os sinais e sintomas de acometimento nasal sdo epistaxe, formacdo de
crostas, saida de secrec¢ao, hiperemia e deformidade do local ou de regides adjacentes
a pele. Para fins de diagnéstico deve-se realizar bidpsia ou raspagem das lesdes
ulceradas e examina-las microscopicamente com laminas coradas com Giemsa. Além
disso, o material pode ser semeado em meio de cultura de NNN (Novy-MacNeal-
Nicolle) ou podem-se realizar testes imunoldgicos, como a Reagdo de Montenegro.
Devido a complicagdes, o tratamento deve ser iniciado imediatamente apds o
diagndstico, com o objetivo de impedir possiveis lesdes desfigurantes, disturbios de
alimentacao e obstrucdo das vias aéreas (MAYRINK et al., 2006; SHARMA, SINGH,
2008; AMATO et al., 2007).

Figura 7: Lesao decorrente de leishmaniose mucosa (VELOZO et al., 2006).

1.1.4.3 Leishmaniose visceral

Ha estimativa de 500.000 novos casos € mais de 50.000 mortes pela doenca ao
ano. A migracéo, falta de medidas de controle e coinfecgdo com HIV séo os principais
fatores do aumento da incidéncia de leishmaniose visceral. Apesar de todas as formas
de leishmaniose apresentarem consequéncias devastadoras, a leishmaniose visceral é
a forma mais grave da doenga que, se ndo tratada, apresenta taxa de mortalidade de
quase 100%. Também denominada calazar, € uma doenca sistémica, causada por
Leishmania donovani, que parasita células do sistema fagocitico mononuclear do
hospedeiro. A doenca apresenta periodo de incubacao variavel de 10 dias a trés anos.
Caracteriza-se, clinicamente, por febre alta de mais de duas semanas, abdémem

edemaciado devido a hepatoesplenomegalia (Figura 8), anemia, hemorragias,
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emagrecimento progressivo evidente, mucosas descoradas, manifesta¢des intestinais
(diarréia) e respiratérias (tosse). A doenga pode ser rapida, levando o paciente a morte
dentro de algumas semanas, principalmente se nao tratada, ou também, assumir curso
cronico. O diagnédstico pode ser realizado por exame direto em esfregagcos de aspirado
de medula 6ssea ou bago, com coloragdo de Giemsa, ou por técnicas sorolégicas como
imunofluorescéncia indireta e ensaios imunoenzimaticos (CHAPPUIS et al., 2007;
TEMPONE et al., 2004; ROMERO, BOELAERT, 2010; NAGILL, KAUR, 2011; SOUZA,
DAY, 2011; COTA, SOUSA, RABELLO, 2011).

A imunossupressdo decorrente de infec¢des virais, como o HIV, aumentou a
incidéncia de casos de leishmaniose visceral, como infec¢ao oportunista. Além disso, os
pacientes coinfectados tém reducdo da resposta terapéutica e favorecimento da
reativacdo da leishmaniose. Adicionalmente, esta parasitose provoca evolucao das
condigbes clinicas da AIDS em individuos infectados. Outro grupo possivelmente
afetado sdo os pacientes transplantados, que utilizam continuamente farmacos
imunossupressores (MACHADO et al, 2009; PALUMBO, 2008; PAILA, SAHA,
CHATTOPADHYAY, 2010; COTA, SOUSA, RABELLO, 2011).

7

Figura 8: Sinais de hepatoesplenomegalia provocada pela leishmaniose visceral.

Fonte: http://www.paho.org/Spanish/AD/DPC/CD/leish-fotos2.htm
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1.1.5 Quimioterapia
1.1.5.1 Farmacos utilizados

O tratamento é baseado na utilizagcao de farmacos leishmanicidas. A OMS e o
Ministério da Saude do Brasil recomendam o0s antimoniais pentavalentes,
estibogluconato de soédio e antimoniato de meglumina, como farmacos de primeira
escolha contra todas as formas de leishmaniose. Entre os farmacos considerados de
segunda escolha estao anfotericina B, pentamidina e paromomicina (MAYRINK et al.,
2006; GONZALEZ et al., 2010; NAGILL, KAUR, 2011; CROFT, OLLIARO, 2011; BOER
etal., 2011).

A variabilidade da eficacia dos farmacos para o tratamento da leishmaniose esta
relacionada as diferencas na sensibilidade das espécies de Leishmania aos farmacos
existentes, as diferentes manifestagdes clinicas, ao estado imunol6gico do paciente e
as propriedades farmacocinéticas dos farmacos (CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006;
FIDALGO, GILLE, 2011).

Atualmente, existem 25 compostos e formulagdes disponiveis que apresentam
atividade contra leishmaniose, mas apenas alguns sao classificados como farmacos
leishmanicidas para uso humano (FIDALGO, GILLE, 2011).

E notéria a caréncia de investimento financeiro para investigacdo e pesquisa de
farmacos para o tratamento da leishmaniose. Os farmacos utilizados no apresentam
diversos problemas, incluindo: tratamentos prolongados, elevada toxicidade, baixa
eficacia, alto custo, limitada disponibilidade de diagnéstico e resisténcia do parasita.
Estima-se que 50% dos pacientes ndo tém acesso adequado a diagnéstico e
tratamento. Tais fatos ressaltam a necessidade de desenvolvimento de terapias
inovadoras e alternativas para o controle e terapéutica da leishmaniose (DENNY et al.,
2006; SCHRIEFER, WILSON, CARVALHO, 2008; TEMPONE et al., 2010; BOER et al.,
2011; DUTCHIE et al., 2012).
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1.1.5.1.1 Antimoniais
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Figura 9: Estrutura (A) antimoniato de meglumina e (B) estibogluconato de sodio.

Na atualidade, existem somente dois antimoniais em uso clinico, ambos
pentavalentes: o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de soédio (Figura 9),
utilizados desde a década de 1940. Os antimoniais sdo 0s agentes mais eficazes na
atualidade para tratar a doenca, no entanto, apresentam dificil administracdo, o
tratamento é lento, de alto custo e potencialmente toxico (COELHO, TOSI, COTRIM,
2004; TAVARES, 2001; FREZARD, DEMICHELI, RIBEIRO, 2009; CROFT, OLLIARO,
2011; BOER et al., 2011).

Sugere-se que, in vitro, os macréfagos promovam o acumulo de antimoniais
pentavalentes. O mecanismo de ag&o ainda necessita ser esclarecido, mas se acredita
que os antimoniais pentavalentes inibam enzimas da via glicolitica e da oxidacao de
acidos graxos do parasita. Outra hipoétese de mecanismo aventada € a de ligagdo com
sitios sulfidrilicos, resultando na morte dos protozoarios. Estudos recentes sugerem que
0s antimoniais pentavalentes atuem como pré-farmacos, sendo convertidos em
antimoniais trivalentes. Os antimoniais trivalentes inibem a enzima tripanotiona redutase
in vitro e, desta forma, induzem a perda de tidis intracelulares, promovendo
desequilibrio fatal na homeostase desses grupos, levando ao acumulo de espécies
reativas de oxigénio. Evidéncias recentes indicam que os antimoniais matam os
parasitas por apoptose (FREZARD, DEMICHELI, RIBEIRO, 2009; TEMPONE et al.,
2004; SOUZA et al., 2010).

O antimoniato de meglumina (Glucantime®) ¢é utilizado na dose de 15-20
mg/kg/dia, por 20 a 40 dias, de acordo com a indicagdo, por via intravenosa ou

intramuscular. Vale ressaltar que as aplicacdes intramusculares sao dolorosas e podem
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formar abscessos frios, além do risco de infeccdo secundaria. Os efeitos colaterais
sistémicos exigem supervisdo médica (TAVARES, 2001; MALTEZOU, 2010; FREZARD,
DEMICHELI, RIBEIRO, 2009).

O estibogluconato de sédio € menos téxico que os antimoniais mais antigos,
sendo o0 mais eficaz entre os farmacos disponiveis para o tratamento de leishmaniose.
A dose recomendada € de 20 mg/kg/dia, durante 20 dias, por via intravenosa ou
intramuscular (MARKELL, JOHN, KROTOSKI, 2003; TAVARES, 2001; MALTEZOU,
2010; MURRAY, 2012).

Os efeitos colaterais sdo bem conhecidos e estdo relacionados principalmente
com a sua toxicidade cardiaca, hepatica, pancreatica e renal. Antimoniais pentavalentes
nédo séo dialisaveis, gerando acumulo em individuos com nefropatias e arritmias graves
(AMATO NETO et al., 2008). Sao os efeitos mais comuns: artralgia, mialgia, cefaléia,
anorexia, leucopenia, aumento de uréia e creatinina, neuropatias, hemorragias,
arritmias cardiacas e pancreatite quimica. Efeitos colaterais menos frequentes sao
morte subita e herpes zoster. Estes medicamentos sdo mal-absorvidos pelo sistema
digestivo, provocando irritagdo na mucosa intestinal, promovendo nauseas, vémitos, e
estimulam, reflexamente, a salivagdo e as glandulas brénquicas, aumentando a
expectoracao (TAVARES, 2001; CHAPPUIS et al., 2007; REITHINGER et al., 2007).
Esses farmacos s&o contraindicados em casos de gestacdo, cardiopatias e
hepatopatias (REY, 2001; MURRAY, 2012).

Os resultados do tratamento nem sempre séo satisfatérios e a falta de resposta
terapéutica aos antimoniais € elevada, pois a resisténcia a estes agentes esta
aumentando. A OMS recomenda para o leste da Africa, 0o uso da associacdo de
paromomicina e antimoniais pentavalentes, como tratamento de primeira escolha para
leishmaniose (TRACY et al., 2003; SOUZA et al., 2010; BOER et al., 2011).
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1.1.5.1.2 Desoxicolato de anfotericina
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Figura 10: Estrutura da anfotericina B.

Os primeiros relatos da eficiéncia da anfotericina B (Figura 10) no tratamento da
leishmaniose sdo de Lacaz e Sampaio, no final da década de 1950, e no inicio da
década de 1960 (AMATO NETO et al., 2008). Tratamento alternativo ou de segunda
escolha para leishmaniose, a anfotericina B pertence ao grupo de antibiéticos poliénicos
isolados de diferentes espécies de Streptomyces (TRACY et al., 2003; EL-ON, 2009;
CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006; CROFT, OLLIARO, 2011; TIUMAN et al., 2011).

A anfotericina B lipossdmica mostrou-se eficaz no tratamento de casos de
leishmaniose resistente aos antimoniais no Mediterraneo, Franca, india e Brasil, além
de apresentar melhor perfil de seguranca (COELHO, TOSI, COTRIM, 2004; SANTOS et
al., 2008; ALAKURTTI et al., 2010). As formulacdes lipidicas de anfotericina B podem
ser especialmente Uteis aos pacientes que ndo respondem ao tratamento antimonial ou
que ndo conseguem tolerar os cursos prolongados do tratamento parenteral. No
entanto, o alto custo desta apresentacdo farmacéutica dificulta o0 seu uso em
populacoes carentes (TRACY et al., 2003; PALUMBO, 2008; CROFT, OLLIARO, 2011;
TIUMAN et al., 2011; MURRAY, 2012).

Este farmaco interage através de sua ligacdo com esterdis (ergosterol ou
episterol) presentes na membrana plasmatica de Leishmania, causando aumento de
permeabilidade, promovendo a perda de nutrientes, lise celular, com consequente
morte do parasita. E seletivo devido & maior afinidade de anfotericina B por ergosterol,
esterol predominante nestes protozoarios, e ndo ao colesterol, esterol predominante
nas células de mamiferos. A interagdo da anfotericina B com o ergosterol gera canais
transmembranas, que induzem altera¢des de permeabilidade a cations, agua, glicose e

que afetam enzimas de membrana. A anfotericina B € o farmaco de escolha para o
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tratamento da leishmaniose durante a gestacao (AMATO NETO et al.,, 2008; PAILA,
SAHA, CHATTOPADHYAY, 2010; FIDALGO, GILLE, 2011).

A dose indicada para o tratamento de leishmaniose € de 0,2 a 1 mg/kg/dia,
administrada em 14 dias consecutivos. Esta medicacdo é contraindicada em individuos
com cardiopatias e nefropatias. Apresenta como efeitos colaterais febre, calafrios,
vbmitos, cefaléia, hipotensdo, astenia, dores musculares e articulares, anemia,
leucopenia, flebite, depressdo da medula 6ssea, hipocalemia e nefrotoxicidade (REY,
2001; MARKELL, JOHN, KROTOSKI, 2003; MALTEZOU, 2010; TIUMAN et al., 2011).

1.1.5.1.3 Pentamidina
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Figura 11: Estrutura da pentamidina.

A pentamidina (Figura 11) € uma diamidina aromatica, carregada positivamente,
e mais utilizada devido a sua estabilidade, solubilidade em agua e menor toxicidade
comparada aos demais farmacos desta classe. Considerada como farmaco de segunda
escolha devido aos efeitos adversos provocados, € toxica para diferentes protozoarios.
E utilizada como alternativa aos pacientes que ndo respondem ao tratamento com
antimoniais ou formulagdes lipidicas de anfotericina B (COELHO, TOSI, COTRIM, 2004;
SERVICE et al., 2006; TEMPONE et al., 2004; TIUMAN et al., 2011).

O mecanismo de acdo é desconhecido, mas ha a proposicdo de que a
pentamidina interfira na sintese de poliaminas de DNA, alterando morfologicamente o
cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial. A dose recomendada no
tratamento € de 2 a 4 mg/kg/dia, por via intramuscular ou intravenosa, diariamente ou
em dias alternados, com o total de 12 a 15 aplicagdes. E contraindicada em casos de
gravidez, diabetes, nefropatias e cardiopatias (MARKELL, JOHN, KROTOSKI, 2003;
CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006; FIDALGO, GILLE, 2011).
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O isetionato de pentamidina pode causar dispnéia, anorexia, astenia, nauseas,
dor abdominal, hepatite, taquicardia, vémitos, cefaléia, hipoglicemia, hipotensédo durante
a infusdo, aumento de uréia e creatinina, sincope, diabetes, leucopenia e pancreatite. E
capaz de se depositar em varios érgaos, sendo acumulado principalmente no figado,
rins, bago e glandulas suprarrenais (TAVARES, 2001; RANG, DALE, RITTER, 2001).

1.1.5.1.4 Miltefosina
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Figura 12: Estrutura da miltefosina.

Miltefosina (Figura 12), derivado hexadecilfosfocolina, foi originalmente
desenvolvida como farmaco com atividade antitumoral. Estudos mostraram que este
farmaco é altamente ativo contra Leishmania, apresentando bons resultados para o
tratamento em criancas e em pacientes resistentes aos farmacos atualmente
disponiveis (TEMPONE et al., 2010; MALTEZOU, 2010; SANTOS et al., 2008; TIUMAN
etal., 2011).

A miltefosina foi o primeiro farmaco de uso oral aplicado no tratamento da
leishmaniose. O seu mecanismo de acao ainda ndo € bem definido, no entanto, sabe-
se que esse agente bioativo atua em enzimas envolvidas no metabolismo lipidico,
blogueando a sintese e alterando a composicdo da membrana do parasita. Pesquisas
mostram este como composto promissor para o tratamento desta doenga, porém sao
necessarios mais estudos para verificar sua eficiéncia no combate as espécies de
Leishmania existentes no Brasil. O uso de miltefosina ndo € recomendado para
gestantes e lactantes, devido aos seus efeitos teratogénicos. A dose recomendada é de
150 mg ao dia, por via oral durante 28 dias. Farmaco bem absorvido e distribuido
apresenta longa meia-vida (150 horas), o que pode favorecer o0 surgimento de
resisténcia. Estudos mostram a miltefosina como alternativa para o tratamento de
pacientes coinfectados com HIV (EL-ON, 2009; ALAKURTTI et al., 2010; SANTOS et
al., 2008; CROFT, OLLIARO, 2011; MURRAY, 2012).
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Outras alquilfosfocolinas tais como, edelfosina e ilmofosina, tém, também,
apresentado potente atividade antiparasitaria in vitro (TIUMAN et al., 2011).

1.1.5.1.5 Paromomicina
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Figura 13: Estrutura da paromomicina.

E um antibiético aminoglicosidico (Figura 13), isolado de culturas de
Streptomyces rimosus, estruturalmente relacionado com a neomicina. Tem-se mostrado
eficaz em alguns casos de leishmaniose visceral e cutanea. E utilizada em casos de
resisténcia aos outros tratamentos, apesar da toxicidade ao hospedeiro. A dose
recomendada no tratamento € de 20 mg/kg/dia, por via intramuscular, durante 20 dias
consecutivos. Apresenta efeitos colaterais como: aumento de transaminases hepaticas,
nefrotoxicidade, desconforto gastrintestinal, diarréia e ototoxicidade, podendo causar
surdez irreversivel. Este farmaco é contraindicado na gravidez. Seu mecanismo de
acao é desconhecido, mas acredita-se que atue na sintese protéica e na alteragdo da
fluidez e permeabilidade da membrana do parasita (TRACY et al., 2003; SANTOS et al.,
2008; MALTEZOU, 2010; AMATO NETO et al., 2008; TIUMAN et al., 2011).
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1.1.5.2 Compostos em estudo
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Figura 14: Estrutura (A) cetoconazol, (B) fluconazol e (C) itraconazol.

A biossintese de ergosterol, principal esterol em Leishmania spp., € um alvo
importante deste protozoario. Os azdis (por exemplo, cetoconazol e itraconazol) inibem
a enzima 14a-esterol desmetilase, inibindo a biossintese de esteréis (CROFT,
SUNDAR, FAIRLAMB, 2006; CROFT, OLLIARO, 2011).

Alguns farmacos estdo em estudo para administracdo oral, como cetoconazol,
itraconazol e fluconazol (Figura 14), isoladamente ou em combinagdo, e tém
apresentado niveis variaveis de eficacia oral (EL-ON, 2009; REITHINGER et al., 2007).

1.1.5.2.2 Alopurinol
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Figura 15: Estrutura do alopurinol.

Alopurinol (Figura 15), inibidor da enzima xantina oxidase, mostrou-se eficaz no
tratamento da leishmaniose. Acredita-se que o alopurinol iniba as enzimas da via de
recuperagao de purinas em Leishmania, envolvidas na conversdao de analogos

ribonucleosideos e na incorporagdo de RNA. Entretanto, estudos comparativos



23

demonstraram variacées na sensibilidade de promastigotas de diferentes espécies de
Leishmania ao alopurinol (CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006; AMATO NETO et al.,
2008; CROFT, OLLIARO, 2011).

1.1.5.2.3 Sitamaquina
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Figura 16: Estrutura de sitamaquina.

Sitamaquina (Figura 16) é analogo das 8-aminoquinolinas e estd em ensaios
clinicos de fase Il para o tratamento da leishmaniose. A dose investigada & de
2 mg/kg/dia, por via oral, porém mais estudos s&o necessarios para definir a dose ideal.
Trata-se de farmaco de amplo espectro, que apresentou indice de cura de 90%,
incluindo atividade contra leishmaniose visceral. Apresenta como efeitos adversos: dor
abdominal, dor de cabeca e efeitos renais graves (CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB,
2006; CHAPPUIS et al., 2007; CROFT, OLLIARO, 2011; TIUMAN et al., 2011).

1.1.5.2.4 Artemisinina

Figura 17: Estrutura de artemisinina.

Artemisinina (Figura 17), lactona sesquiterpénica isolada de Artemisia annua,

farmaco antimalarico que tem demonstrado atividade leishmanicida contra as formas
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promastigotas e amastigotas. A acdo contra Leishmania foi mediada por apoptose e

alteracdes na membrana mitocondrial do parasita (FIDALGO, GILLE, 2011).

1.1.5.2.5 Atovaquona
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Figura 18: Estrutura de atovaquona.

Atovaquona (Figura 18), uma hidroxinaftoquinona, outro farmaco antimalérico
que apresentou atividade contra Leishmania infantum, com ICsy de 15,2 pg/mL.
Acredita-se que este composto atue como competidor de ubiquinona, inibindo o
complexo citocromo BC1 mitocondrial do parasita, processo importante para produgao
de energia (FIDALGO, GILLE, 2011).

1.1.5.2.5 Tafenoquina
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Figura 19: Estrutura de tafenoquina.

Tafenoquina (Figura 19), analogo 8-aminoquinolina da primaquina, composto em

ensaio clinico (fase llb/lll) para agado antimalarica. Estudos mostraram potencial
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atividade leishmanicida. Acredita-se que atue na fragmentacdo do DNA nuclear e na
inibicdo do citocromo C redutase mitocondrial, promovendo, dessa forma, aumento na

producéo de radicais livres, com consequente apoptose (FIDALDO, GILLE, 2011).

1.1.5.2.6 Qutros compostos

Figura 20: Estrutura (A) licochalcona A, (B) 3-hidroxiflavona, (C) luteolina e (D)

quercetina.

As chalconas, como licochalcona A (Figura 20) e derivados sintéticos, exibem
potente atividade leishmanicida. Estudos experimentais mostraram que estes
compostos destroem a estrutura da mitocéndria e inibem a enzima fumarato redutase,
importante para obtencao de energia (FIDALGO, GILLE, 2011).

Pesquisas mostram que os flavondides (3-hidroxiflavona, luteolina e quercetina)
(Figura 20) promovem alterag@o na estrutura da mitocondria, devido a modificagées no
DNA mitocondrial e redugdo da producdo de ATP (Adenosina trifosfato) (FIDALGO,
GILLE, 2011).

1.1.5.3. Nitro-heterociclicos

1.1.5.3.1 Nitrofural
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Figura 21: Estrutura do nitrofural.

Também denominado nitrofurazona, o nitrofural é a semicarbazida do
nitrofuraldeido. Nitrofural (Figura 21) € um antimicrobiano eficaz contra bactérias Gram-
positivas e gram-negativas, mas também apresenta atividade contra Trypanosoma
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cruzi. Acredita-se, que a atividade tripanomicida pode estar relacionada a inibicdo de
tripanotiona redutase, enzima chave no metabolismo oxidativo do parasita. Este
composto poderia ser reduzido por esta enzima, atuando como inibidor enzimatico,
blogueando, desta forma, a reducdo de dissulfeto de tripanotiona, substrato fisiolégico
do parasita. Apesar da toxicidade, compostos nitroaromaticos sdo geralmente muito
ativos contra T. cruzi e tém sido considerados alvos importantes para modificacao
molecular (GUIDO et al., 2001; GONCALVES et al., 1994).

O nitrofural é utilizado como adjuvante no tratamento de queimaduras, na
profilaxia de infeccdes cutdneas e em casos de transplantes de pele. E, também,
indicado para o tratamento de infeccdes de feridas e Ulceras de pele causadas por
microrganismos sensiveis e em infecgcbes estafilocdcicas. Seu uso por via topica €
seguro, eficaz, indolor e de facil aplicagdo. E utilizado sistemicamente contra
tripanossomiase africana em estagios avancados e refratarios ao melarsoprol e ao nivel
hospitalar, com monitoramento do paciente. Apresenta como efeitos adversos apos
administragao oral: nausea, vémitos, dores articulares, cefaléia e polineurite. Em muitos
paises, devido aos efeitos adversos, o nitrofural foi retirado do mercado farmacéutico e,
em outros, como o Brasil, o uso é permitido apenas por via tépica (FRANCA, 2012).

Ensaios in vitro realizados por Santos (2005) mostraram potencial atividade
leishmanicida do nitrofural contra as formas promastigotas de L. chagasi e L.
braziliensis com valor de ICsg igual 2 0,70 +0,43 uM e 0,78 +0,11 uM, respectivamente.
Além disso, os estudos demonstraram que o nitrofural inibiu o crescimento das formas

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis com ICso de 0,91 £0,11 uM e 0,29 uM.

1.1.5.3.2 Hidroximetilnitrofural
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Figura 22: Estrutura de hidroximetilnitrofural.
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Chung, em 1996, obteve o derivado hidroximetilado do composto nitrofural, o
hidroximetilnitrofural (NFOH), como intermediario da sintese de pro-farmacos reciprocos
de primaquina e nitrofural, potencialmente ativos em doenca de Chagas. O NFOH
(Figura 22) foi testado em cultura de células LLC-MK2 infectadas com formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, mostrando maior atividade tripanomicida em
todas as formas parasitarias que seu precursor (nitrofural) e que o benznidazol. A maior
atividade de NFOH pode estar relacionada a maior absor¢cdo do composto hidroxilado,
devido ao aumento de sua hidrossolubilidade, uma vez que € 1,5 vez mais sollUvel em
agua que seu precursor. Derivados hidroximetilados, via de regra, sdao mais
hidrossollveis que seus prototipos. A substituicdo em um dos nitrogénios da amina
terminal pelo grupo hidroximetilico pode diminuir as ligacées de hidrogénio intra ou
intermoleculares, provocando reduc¢do do ponto de fusdo e aumento da solubilidade
aquosa (CHUNG et al., 2003; BARBOSA et al., 2007; BUNDGAARD, 1985). Os testes
de mutagenicidade demonstraram que este composto foi menos téxico, sendo quatro
vezes menos mutagénico no teste de Ames que seu protétipo (CHUNG et al., 20083;
DAVIES et al.,, 2010; GUIDO et al., 2001). Além disso, mostrou-se ativo in vivo,
comparativamente ao benznidazol, mas com toxicidade substancialmente menor
(DAVIES et al., 2010). O DL50 foi de 2 g/kg de peso.

Compostos nitro-heterociclicos, dentre estes NFOH, sdo metabolicamente
reduzidos liberando anion superéxido, que promove danos ao DNA e posterior morte
celular do parasita (HIRAKU et al., 2004). Acredita-se que o derivado hidroximetilado
possa atuar por inibicdo da tripanotiona redutase, enzima envolvida no sistema
antioxidante do parasita, por meio da redugéao do grupo nitro (LA SCALEA et al., 2001).
Também, existem relatos de que o NFOH inibe a enzima cruzaina (valor de 1Cs, igual a
10,55 £0,81 uM para o NFOH e de 22,83+1,2 yM para o nitrofural), por supresséo da
via metabdlica de cisteino-protease (TROSSINI et al., 2010a).

Estes resultados sugerem que o NFOH é um composto promissor para novos
ensaios como agente anti- T.cruzi.

Além da atividade tripanomicida, estudos realizados por Santos (2005) e Santos
et al. (2010) mostraram que o NFOH apresenta atividade contra as formas
promastigotas de L. chagasi, L. braziliensis e L. amazonensis. Os ensaios em cultura
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das formas amastigostas fora dos macro6fagos mostraram que o derivado é tao ativo
para amastigotas quanto para promastigotas. Entretanto, NFOH n&o apresentou
atividade contra as formas amastigotas dentro dos macréfagos, o que indica a
dificuldade em penetrar no macréfago, mas ndo de atuar sobre o parasita intracelular.
Esta problematica revela a importancia do planejamento de farmacos dirigidos aos
macréfagos, que podem promover o aumento da captagdo intracelular de NFOH,

permitindo sua atuagéo sobre as formas intracelulares.

1.1.6 Busca de vacinas

A vacinacdo é uma grande promessa para o controle da leishmaniose. A
utilizacdo da vacina € muito mais vantajosa, comparativamente ao tratamento
quimioterapico, pois induz o efeito prolongado e pode ser administrada para acao
profilatica e terapéutica. Além disso, a vacina ndo apresenta o problema de resisténcia,
como acontece com a quimioterapia. Embora os consideraveis avancos com relacao a
compreensao dos mecanismos imunologicos de candidatos a antigenos potenciais,
incluindo: parasitas mortos ou atenuados, proteinas puras ou recombinantes de
Leishmania, imunomoduladores, entre outros agentes antigénicos, ainda nao existe
vacina eficaz contra qualquer forma de leishmaniose humana. Ponto que merece
destaque é a imunidade adquirida contra reinfeccdo por pessoas que ja contrairam a
doenca, o que demonstra a possibilidade de desenvolvimento de vacina contra esta
enfermidade (SOUZA, DAY, 2011; NAGILL, KAUR, 2011; FIDALGO, GILLE, 2011;
DUTCHIE et al., 2012).

Atualmente, existe apenas uma vacina registrada contra a leishmaniose canina,
composta pelo antigeno ndo patogénico, complexo glicoprotéico ligante de fucose e
manose (FML), chamada Leishmune®. No Brasil, a vacinagado preventiva de caes,
como medida de controle, promoveu redugcédo da incidéncia de leishmaniose canina e
humana. Estudos mostraram que esta vacina foi capaz de aumentar a propor¢ao de
caes com resposta imunoldgica contra o parasita Leishmania, além de diminuir os
reservatérios de transmisséo e, assim, reduzir o risco de transmissao de leishmaniose
aos seres humanos (SOUZA, DAY, 2011; NAGILL, KAUR, 2011; FIDALGO, GILLE,
2011; DUTCHIE et al., 2012).
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As vacinas candidatas a prolifaxia humana sao divididas por geragdes:
- primeira geragao - popularmente conhecida como "leishmanisagao", foi desenvolvida
em 1940 e foi utilizada em varios paises. Atualmente, 0 seu uso é limitado ao
Uzbequistdo. A sua utilizagédo foi interrompida devido a falta de seguranca. Esta vacina
€ composta por parasitas vivos virulentos ou atenuados de Leishmania major, que eram
inoculados na pele e, desta forma, induziam infec¢do leve com subsequente imunidade
(NAGILL, KAUR, 2011; DUTCHIE et al., 2012);
- segunda geracao — sao baseadas no uso de proteinas recombinantes ou sintéticas,
geneticamente modificadas de Leishmania sp., bactérias recombinantes ou virus
carreadores do antigeno Leishmania. Muitas proteinas do parasita tém sido
investigadas como candidatas a vacina, tais como: clones de células T, complexos de
antigenos e bibliotecas de expressao com soro de animais e seres humanos infectados.
Dentre os antigenos estudados podem-se destacar: glicoproteina 63 (gp63),
glicoproteina de membrana 46 (gp46, também conhecida como M-2), ligante manose
fucose (FML), receptores homélogos de Leishmania para ativagdo de quinase C, entre
outros (DUTCHIE et al., 2012; NAGILL, KAUR, 2011);
- terceira geracao — consiste na injecao direta de DNA de plasmideo, que pode
promover a biossintese de proteinas enddgenas e resposta imunoldgica especifica. As
vacinas de DNA sé&o de facil produgéao e administracdo, estaveis e muito imunogénicas.
Estas vacinas sao capazes de estimular a imunidade humoral, resposta de células T
CD4+ e CD8+ (NAGILL, KAUR, 2011).

Existem muitas pesquisas na busca de vacinas efetivas contra a leishmaniose,
no entanto, estes agentes profilaticos tém apresentado resultados conflitantes com

relacdo a eficacia e ao tipo de resposta imunoldgica produzida (NAGILL, KAUR, 2011).

1.2 Dendrimeros

O primeiro dendrimero sintetizado foi o dendrimero de polipropilenoimina (PPI),
por Vogtle et al., em 1978. Este estudo consistiu na sintese controlada das ramifica¢des
por meio de etapas repetidas de mono e diaminas com o foco central. No entanto, as
dificuldades sintéticas resultaram na obtengdo de compostos de baixas geragées. Em
1985, os grupos de pesquisa de Newkome e Tomalia sintetizaram dendrimeros de
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geracdes mais elevadas e estruturas bem definidas, surgindo o primeiro grupo de
dendrimeros (NANJWADE et al., 2009; MEDINA, EL-SAYED, 2009; CHENG et al.,
2011).

A palavra dendrimero vem do grego dendron, que significa “arvore” ou “ramos”, e
meros, que significa “parte”. Os dendrimeros sdo novas arquiteturas moleculares que se
assemelham a uma éarvore, e sdo amplamente distribuidos na natureza (GAJBHIYE e/
al, 2009; JESUS, 2003; FISHER, VOGTLE, 1999; ESFAND, TOMALIA, 2001;
KAMINSKAS et al., 2012; BARRETT et al., 2009; KHANDARE et al., 2012).

Dendrimeros séo polimeros sintéticos bem definidos, extremamente ordenados,
versateis, globulares, de tamanhos nanoméricos de 10 a 30 A, com grande numero de
subgrupos funcionais reativos e espagos interiores protegidos, caracteristicas que os
tornam Gteis em sistemas biologicos (BARRETT et al., 2009; PILLAI, PANCHAGNULA,
2001; MONTANARI et al., 1998; JAIN et al., 2010; SHEN, SHI, 2010; KHANDARE et al.,
2012; SVENSON, 2009). Estes polimeros sao estruturas altamente ramificadas, que se
diferenciam dos polimeros normais devido as suas ramificacdes altamente regulares e
simétricas (LIU, FRECHET, 1999) (Figura 23). Os dendrimeros diferem dos polimeros
classicos em quatro caracteristicas: simetria, grau de ramificagdo, funcionalizacao
terminal e monodispersdo ou baixa polidispersdo. Estas propriedades permitem a
obtencdo de estruturas controladas com uniformidade molecular, superficie
multifuncional e massa molecular Unica, caracteristicas interessantes para aplicacao
destes no planejamento de farmacos. Podem ser divididos em trés partes: uma
superficie com elevado numero de sitios reativos, uma camada de ligagdes repetidas
partindo do centro e o foco central polifuncional ou nacleo, que deve possuir, no
minimo, dois grupos funcionais que permitam ligagdo com as unidades monoméricas
(NANJWADE et al., 2009; MONTANARI et al., 1998; KAMINSKAS et al., 2012; MINTZE,
GRINSTAFF et al., 2011; BARRETT et al., 2009; MEDINA, EL-SAYED, 2009; CHENG
etal.,, 2011; McNERNY, LEROUEIL, BAKER, 2010).
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Figura 23: Representagcao esquematica de um dendrimero (PERKELL, 2004).

Até o momento, numero expressivo de dendrimeros foi sintetizado e se encontra
em estudo. Os compostos mais citados na literatura sdo dendrimeros de
poliamidoamina (PAMAM), polilisina (PLL), poliamidas, poliésteres (PGLSA-OH) e
polipropilenoimina (PPI). Alguns destes estdo disponiveis comercialmente: PAMAM
(Dendritech), poliamidas (Frontier Cientifica), PLL (Colcom) e PPl (DSM) (MINTZE,
GRINSTAFF et al, 2011; BARRETT et al, 2009; JAIN et al, 2010; ASTRUC,
BOISSELIER, ORNELAS, 2010; KHANDARE et al., 2012).

Estas moléculas crescem a partir de um nucleo (designado geracdo 0) e cada
conjunto de unidades monoméricas adicionadas é designado por geracao. Esta adicao
torna cada geracdo mais ramificada que a anterior até se obter estrutura globular e
densa. Existem dendrimeros de geragdo 0 (GO) até a 10 (G10). No entanto,
dendrimeros de geragcbes maiores podem apresentar defeitos nas ramificagbes, devido
ao impedimento estérico entre os ramos. Estas estruturas podem apresentar varias
disposi¢cbes de tamanhos, formas, grupos quimicos internos e de superficie, que
permitem interacdo com farmacos (SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER, 2011;
BARRETT et al., 2009; JESUS, 2003; GRAYSON, FRECHET, 2001; McCARTHY et al.,
2005; MEDINA, EL-SAYED, 2009; NANJWADE et al., 2009).

Estas estruturas podem alterar sua conformacao mediante a acao da polaridade,
forca ibnica, pH e solvente. Os dendrimeros, para serem empregados no
desenvolvimento de farmacos e como seus transportadores, ndo devem ser toxicos,
imunogénicos (exceto para vacinas), devem ter a capacidade de atravessar barreiras
fisiolégicas, permanecer no organismo durante o tempo necessario para o efeito clinico
e serem capazes de orientar as substancias que irdo transportar. Poucos estudos sobre
a toxicidade de dendrimeros foram realizados. No entanto, alguns mostram que
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dendrimeros de pequenas geracOes (até a terceira) ndo possuem toxicidade
significativa (BOAS, HEEGAARD, 2004; QIU, BAE, 2005; NANJWADE et al., 2009;
SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER, 2011; SVENSON, 2009).

A estrutura nanoscdépica e a conformacao adotada por estes compostos sugerem
que dendrimeros de geragbes mais elevadas podem mimetizar proteinas e sao
denominados por alguns pesquisadores como “proteinas artificiais”. Entretanto, é
importante considerar a diferenca entre estas estruturas. As proteinas sdo polipeptideos
lineares, ja a arquitetura ramificada do dendrimero, em grande parte, € composta por
ligagbes covalentes, fazendo com que sejam menos flexiveis, adquirindo a forma
globular devido as interacbes entre os grupos funcionais. Estudos demonstram que
dendrimeros glicosilados sdo capazes de ter boa interagdo com receptores naturais de
carboidratos, muitas vezes, permitindo a competicdo na ligacdo com estas substancias
naturais (BOAS, HEEGAARD, 2004; FARIN, AVNIR, 2001; REYMOND, DARBRE,
2012; NANJWADE et al., 2009; McNERNY, LEROUEIL, BAKER, 2010).

1.2.1 Aplicacoes

Os dendrimeros tém sido utilizados em diversos segmentos, apresentando
aplicacbes importantes nas é&reas quimica, bioldgica, nanotecnol6gica, materiais,
engenharia e eletrénica (JAIN et al,, 2010; SHEN, SHI, 2010; MEDINA, EL-SAYED,
2009; SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER, 2011).

Provavelmente, a area em que se tém registrado maiores desenvolvimentos no
uso de dendrimeros € a darea biolégica. Isto se deve ao fato de que compostos
considerados instaveis e/ou necessarios em grande quantidade podem ser
incorporados em estruturas maiores. Assim, os dendrimeros sdo estudados em
transporte de farmacos; biotecnologia celular (proliferacdo celular); produtos
oftalmoldgicos e ortopédicos; associacao a peptideos para mimetizar colageno; terapia
génica e fotodinamica; agentes de imagem para diagnostico (Ressonancia Magnética
Nuclear, Raio-X, microscopia eletrbnica e tomografia computadorizada) e
radioimunoterapia (JESUS, 2003; LIU, FRECHET, 1999; EMANUELE, ATTWOOD,
2005).
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A genética é uma area que vem se destacando na utilizacdo dos dendrimeros
como transportadores de macromoléculas para remocao de DNA de células e utilizagdo
posterior do complexo dendrimero-DNA para terapia génica (JESUS, 2003).

1.2.1.1 Dendrimeros no transporte de farmacos

Os dendrimeros pertencem a um importante grupo de nanotransportadores,
devido as suas caracteristicas de baixa polidispersdo, elevada funcionalidade e
tamanho. Estes compostos podem melhorar as propriedades fisico-quimicas
(solubilidade), farmacocinéticas (tempo de distribuicdo, liberagdo controlada e
biodisponibilidade) e farmacodinamicas de farmacos. Os dendrimeros sdo capazes de
aumentar a solubilidade de farmacos pouco solluveis em agua, em razdo das interacdes
estabelecidas entre farmaco e dendrimero, como interagdes hidrofdbicas, ligacdes de
hidrogénio e interacbes ibnicas. Além disso, estes compostos podem proporcionar
protecdo ao farmaco contra degradacdo, maior estabilidade aos agentes bioativos,
aumento da eficacia e reducao da toxicidade (JAIN et al., 2010; MEDINA, EL-SAYED,
2009; JESUS, 2003; LIU, FRECHET, 1999; EMANUELE, ATTWOOD, 2005; ASTRUC,
BOISSELIER, ORNELAS, 2010).

Estas moléculas podem atuar como sistemas de transporte de farmacos de
forma passiva, através da melhora das propriedades de permeabilidade e liberagdo
prolongada do farmaco ou de forma ativa, por meio de sistemas de distribuigdo dirigidos
ao local de agdo, por exemplo, com o0 uso de grupos diretores para o alvo
(KAMINSKAS et al., 2012).

Para o uso destas moléculas no desenvolvimento e transporte de farmacos é
importante levar em consideragdo a biopermeabilidade macroscépica, sendo que 0s
dendrimeros de menores geracbes apresentam maior permeabilidade e menor
toxicidade (BOAS, HEEGAARD, 2004).

Os farmacos podem ser associados aos dendrimeros por (KAMINSKAS et al.,
2012; MINTZE, GRINSTAFF et al, 2011; KAMINSKAS, BOYD, PORTER, 2011;
BARRETT et al., 2009; JAIN et al,, 2010; ASTRUC, BOISSELIER, ORNELAS, 2010;
SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER, 2011; SVENSON, 2009; McNERNY,
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LEROUEIL, BAKER, 2010; MEDINA, EL-SAYED, 2009; ASTRUC, BOISSELIER,
ORNELAS, 2010):

- encapsulacdo simples, que consiste na interacao fisica, com adsorcao de moléculas
pequenas no interior do dendrimero ou por interagdo com a malha dendrimérica, devido
ao estabelecimento de interagdes hidrofobicas, eletrostaticas ou ligagdes de hidrogénio.
A encapsulacdo apresenta ndo sO as vantagens de menor custo e tempo para
obtencdo, bem como menos exigéncias regulatérias para o preparo e liberacdo de
compostos encapsulados, pois ndao sdo considerados como novas entidades quimicas.
Entretanto, o organismo pode liberar o fa&rmaco ou eliminar este complexo mais
rapidamente, o que acarreta necessidade de administragdo de doses mais elevadas
para conseguir eficiente distribuicio do composto bioativo. Exemplo desse tipo de
dendrimero é o derivado de PAMAM, conjugado com farmacos anticancerigenos
derivados de platina. Este dendrimero promove a liberagdo lenta da platina,
proporcionando maior acumulo em tumores sélidos e menor toxicidade em relagao a
cisplatina (BOAS, HEEGAARD, 2004).

- ligacédo covalente labil do farmaco ao dendrimero, que seja hidrolisada em condi¢des
fisiolégicas para a liberacdo do farmaco desejado. O agente ativo pode estar ligado
covalentemente ao dendrimero por trés vias: ligacao direta do farmaco a superficie do
dendrimero, por meio de molécula ligante (espagante) ou quando o farmaco integra o
transportador dendrimérico. Esta abordagem apresenta como vantagem a liberagao
controlada dos compostos ativos, ocorrendo, assim, a reducdo das concentragcdes a
serem administradas ao paciente. No entanto, para obtencdo destas moléculas sédo
necessarias muitas etapas sintéticas, o que demanda maior tempo e custo para o seu
preparo.

Giarolla e Ferreira, em 2008, solicitaram registro de patente de pré-farmacos
dendriméricos constituidos por mio-inositol (foco central), agente espacante (acido
malico) e o farmaco, sendo o nucleo e o espagcante moléculas capazes de participar em
vias metabdlicas celulares e/ou seus derivados farmaceuticamente aceitaveis, ou seja,
nao toxicos ao organismo humano. O farmaco esta ligado covalentemente ao
espagante, sendo os dendrons construidos com o farmaco, através de etapas seguidas

de esterificacdo. A malha dendrimérica € composta pela substancia ativa, permitindo
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aumento exponencial do farmaco a cada geracao do dendrimero (Figura 24). Assim, os

pro-farmacos podem ser ativados no organismo, obtendo-se liberagdo controlada,

reducao da toxicidade, aumento de eficicia, além de melhoria nas caracteristicas fisico-

quimicas dos agentes bioativos.
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Figura 24: Representacdo esquematica do dendrimero de terceira geracao, em que 0s
farmacos compdem as dendrons (GIAROLLA, FERREIRA, 2008).

De acordo com sua constituicdo, os dendrimeros podem ser classificados em

glicodendrimeros e peptidodendrimeros.

Glicodendrimeros sdo aqueles que contém carboidratos em sua estrutura. O

primeiro trabalho desenvolvido com glicodendrimeros foi publicado por Roy et al.,, em

1993. Neste trabalho, o aglcar foi ligado ao acido sidlico para promover atividade

inibitéria contra o virus da gripe, atuando na hemaglutinina que € um tipo de lectina que
reconhece os sialosideos nas vias respiratorias (SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER,
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2011). Os glicodendrimeros vém sendo amplamente utilizados para obtencdo de
sistemas mais seguros para o transporte de farmacos. Estes podem ser classificados
em trés categorias, de acordo com a localizagcao do carboidrato na malha dendrimérica:
dendrimeros funcionalizados com acucar, carboidrato como foco central e ramificagdes
constituidas por hidratos de carbono. Os carboidratos sdo associados a estrutura do
dendrimero com o objetivo de melhorar a biocompatibilidade das estruturas dendriticas
disponiveis (CHENG et al., 2011). Além disso, estes compostos tém sido utilizados para
o estudo da interagéo proteina-carboidrato (NANJWADE et al., 2009).

Peptidodendrimeros sao aqueles que contém peptideos na superficie ou
incorporados nas ramificagcdes. Estes polimeros desempenham relevante papel em
diversas areas biomédicas. Tais compostos combinam as propriedades de dendrimeros
organicos, como multivaléncia, e caracteristicas de peptideos e proteinas, como
catdlise e suscetibilidade a degradacao por proteases (REYMOND, DARBRE, 2012;
NANJWADE et al, 2009). Podem ser absorvidos pelas células, portanto, sao
importantes em sistemas de transporte de farmacos.

O primeiro produto farmacéutico dendrimérico disponivel comercialmente foi a
formulacdo intravaginal VivaGel® (Starpharma). Esta preparacdo € composta por
dendrimero microbicida de polilisina, indicado para o tratamento de infeccdes
herpéticas e HIV. Atualmente, existem muitos produtos em desenvolvimento nas éreas
farmacéutica, médica, terapia génica e de quimica fina (Tabela Il) (GAJBHIYE et al.,
2009; ASTRUC, BOISSELIER, ORNELAS, 2010; McNERNY, LEROUEIL, BAKER,
2010; NANJWADE et al., 2009).
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Tabela Il — Produtos em desenvolvimento que utilizam dendrimeros
(NANJWADE et al., 2009)
Produtos médicos e Prova de Lider Ensaios Mercado
farmacéuticos com conceito clinicos (terapéutica)
dendrimeros
VivaGel™ >
ADME Engineering™ >
Diagnéstico in vivo e in vitro
Stratus CS® >
MRI imagem (detecgéo de >
cancer)
Produtos para terapia génica Provade Protétipo Pré- Mercado
conceito lancamento (terapéutica)

Reagente de terapia génica

Superfect® >
Reagente de terapia génica
Priofect™ >
Produtos de ciéncia de Prova de Lider Ensaios Mercado
materiais conceito clinicos (terapéutica)
Priostar™ Dendrimers >
Starbust™ Dendrimers >

1.2.1.1.1 Propriedades farmacocinéticas dos dendrimeros

Na maioria dos estudos realizados com dendrimeros, como transportadores de
farmacos, estas macromoléculas foram administradas por via parenteral (intravenosa,
subcutanea ou intraperitoneal). Embora a administracdo parenteral tenha sido a mais
utilizada, muitas evidéncias sugerem potencial absorcéo epitelial destes compostos, no
intestino e na pele. Algumas pesquisas mostraram que os dendrimeros podem
potencializar a permeabilidade intestinal de farmacos, quando estes foram
administrados com este sistema de transporte (KAMINSKAS, BOYD, PORTER, 2011).

Apesar da extensa aplicabilidade no campo farmacéutico, o uso de dendrimeros
com grupo amina terminal (PAMAM, PPl e PLL) em sistemas biolégicos pode provocar
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significativa toxicidade, devido aos grupos funcionais catidbnicos de superficie. A
toxicidade € atribuida a interagdo inespecifica da superficie catibnica dos dendrimeros
com a carga negativa das membranas bioldgicas in vivo. Esta interagdo desencadeia
ruptura da membrana, promovendo a liberagdo de enzimas citosélicas e morte celular.
Além disso, podem ocorrer interagdes dos dendrimeros com &cidos nucléicos, o que
provoca interferéncias no ciclo celular e na sintese protéica (JAIN et al., 2010;
SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER, 2011; CHENG et al., 2011).

Estratégias para a reducdo da toxicidade dos dendrimeros envolvem o
desenvolvimento de compostos menos toxicos, com foco central biodegradavel e
unidades de repeticdo que possam ser convertidas em produtos metabdlicos.
Dendrimeros biodegradaveis estdo sendo desenvolvidos para diminuir a toxicidade,
dentre eles derivados de poliéster, poliéter e triazina. Os dendrimeros de poliésteres
tém se destacado devido a biocompatibilidade e degradabilidade in vitro e in vivo (JAIN
et al., 2010; SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER, 2011; SVENSON, 2009; MEDINA,
EL-SAYED, 2009).

Com relagédo a eliminagcdo do organismo, Barrett et al., em 2009 apresentaram
resultados mostrando que os dendrimeros sdo predominantemente excretados pelos
rins (KAMINSKAS, BOYD, PORTER, 2011).

1.2.2 Sintese dos dendrimeros

Os dendrimeros sdo preparados por meio de sintese repetitiva, que envolve o
uso de nucleos polifuncionais, que acumulam unidades monoméricas repetitivas de
modo radial exponencial, capaz de construir “brago-sobre-braco” até que topologia
semelhante a uma arvore seja estabelecida. A sintese de dendrimeros representa
procedimento “passo a passo”, muito bem controlado. A estratégia sintética repetitiva
permite o controle do numero de geracdes, grupos funcionais, massa molecular e
tamanho. As estruturas dendriticas podem ser sintetizadas quimicamente por dois
métodos principais (Figura 25): convergente e divergente (MONTANARI et al., 1998;
TOMALIA et al., 1985; KAMINSKAS et al., 2012; MEDINA, EL-SAYED, 2009).

O meétodo convergente, proposto por Hawker e Fréchet (1990), inicia com a

sintese das ramificacdes e, posteriormente, estas sdo ligadas ao ndcleo para a sintese
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do dendrimero. O principio basico do método envolve a construcdo de pequenas
unidades fragmentadas, que sdo os dendrons. Esses dendrons sao, entdao, unidos para
a ligacao ao nucleo central e, consequentemente, para a formacao final do dendrimero
(MONTANARI et al., 1998; ESFAND, TOMALIA, 2001; MINTZE, GRINSTAFF et al.,
2011; BARRETT et al., 2009; MEDINA, EL-SAYED, 2009; NANJWADE et al., 2009).

Desenvolvido por Tomalia et al. (1985), Newkome et al. (1985) e Voggtle et al.
(1978), o método divergente envolve o crescimento de um foco central, em que as
ramificacbes sao ligadas gradualmente ao nucleo, por meio de etapas sintéticas
repetitivas. Este método € caracterizado por reagbes que ocorrem por aumento do
numero de sitios, como se o dendrimero estivesse sendo construido “de dentro para
fora”, até se obter o derivado desejado (JESUS, 2003; ESFAND, TOMALIA, 2001;
KAMINSKAS et al., 2012). Neste método, o elevado numero de reagdes que sao
realizadas em uma Unica molécula pode provocar mais imperfeicbes e falhas na
estrutura (MONTANARI et al., 1998; MINTZE, GRINSTAFF et al., 2011; BARRETT et
al., 2009; SHEN, SHI, 2010; MEDINA, EL-SAYED, 2009; NANJWADE et al., 2009).
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Figura 25: Sintese de dendrimeros pelo método divergente e convergente,
respectivamente (BOAS, HEEGAARD, 2004).

Pode ocorrer problema na sintese divergente devido a reagédo incompleta dos
grupos terminais, uma vez que estes defeitos estruturais se acumulam com a
construcdo das geragcbes seguintes. Apresenta como vantagens a sintese rapida, o

crescimento exponencial e proporciona obtencdo de dendrimeros maiores. Na sintese
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convergente, 0 segmento cresce a cada passo reacional e é acoplado posteriormente
ao foco central. Desta forma, esta abordagem facilita a remocéo de subprodutos e
caracterizagdo, além da obtencdo de compostos finais mais monodispersos, com
melhor controle da massa molecular. No entanto, o método convergente nao permite a
obtencdo de tantas geragdes como o divergente, devido ao impedimento estérico
apresentado entre as ramificacdes (JESUS, 2003; KLAJNERT, BRYSZEWSKA, 2001;
MEDINA, EL-SAYED, 2009; SEBESTIK, NIEDERHAFNER, JEKER, 2011; NANJWADE
et al., 2009).

Atualmente, outros métodos estdo sendo relatados para a sintese de
dendrimeros, tais como:
- crescimento exponencial duplo — método descrito por Kawaguchi et al. (1995), na
sintese de dendrimeros de fenilacetileno. Esta abordagem utilizou monémeros fenilicos
com trés ramificacbes e um foco central triazina com duas protecoes. Esta sintese
utiliza as abordagens convergente e divergente. A protecdo ou etapas de ativacdo sao
eliminadas pelo uso sequencial de dois diferentes blocos de construgdo em duas
reacdes acopladas ortogonais. Este método apresenta as vantagens e desvantagens
dos métodos divergente e convergente. Uma das principais desvantagens é o
impedimento estérico, pois 0 dendrimero duplica de tamanho a cada nova geracao, o
que limita o numero de geragdes obtidas (MEDINA, EL-SAYED, 2009; NANJWADE et
al., 2009);
- crescimento do foco e monomeros ramificados — este método envolve pré-
montagem de espécies monoméricas, em que o foco central cresce um pouco e,
posteriormente, as ramificacbes sao ligadas neste foco. Com esta abordagem
obtiveram-se maiores rendimentos que o método convergente (NANJWADE et al.,
2009).

1.3 Modelagem molecular

A Quimica Farmacéutica estuda as origens moleculares da atividade bioldgica
dos farmacos, determinando os parametros que relacionam estrutura com atividade e
aplicando estes fundamentos no planejamento racional dos farmacos. Os receptores

celulares sdo biomacromoléculas de extrema sensibilidade, responsaveis pelo
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reconhecimento molecular de espécies enddgenas e exdgenas capazes de apresentar
atividade biologica. Estes receptores interagem reversivelmente, em geral, com as
moléculas bioativas (mediadores celulares endégenos e farmacos) (BARREIRO et al.,
1997; HENKEL, BILLINGS, 1995; EKINS et al., 2007).

A disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de
dados em rede sdo ferramentas importantes para a descoberta e planejamento racional
de novos farmacos (EKINS et al., 2007; NADENDLA, 2004; SANT'ANNA, 2009).

Segundo a IUPAC, “modelagem molecular é a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de
visualizacao grafica, visando fornecer a representacao tridimensional”.

O planejamento de farmacos auxiliado pelo computador (CADD, Computer-
Assisted Drug Design) pode ser empregado para determinar distancias interatbmicas e
densidades eletrbnicas de moléculas de interesse biolégico, estudar o equilibrio
conformacional das biomoléculas definindo as conformagdes potencialmente bioativas,
explicar as atividades farmacoldgicas das substancias, definir, confirmar ou descartar
hipbteses para o mecanismo de acao ao nivel eletrbnico e molecular de diversos
farmacos e, finalmente, identificar interacdes especificas entre farmacos e receptores,
definindo os grupos farmacoféricos. E possivel, ainda, definir hipdteses para sitios
receptores de diversas classes de farmacos. Deste modo, podem-se planejar, com base
racional, novos farmacos mais especificos e potentes, capazes de emprego terapéutico
mais seguro (CARVALHO et al.,, 2003; LIPKOWITZ, BOYD, 1990; BARREIRO et al.,
1997; CLARK, 1985; MA et al., 2011; NADENDLA, 2004; STENTA, PERARO, 2011; MA
etal., 2011).

As moléculas construidas ndo estdo, necessariamente, na conformacao mais
estavel. Durante a construcdo de uma determinada estrutura, ocorrem distorcées na
molécula, com formacao desfavoravel de comprimentos de angulos de ligagbes e
angulos diédricos. Atomos nao ligados também interagem na mesma regiéo do espago
e provocam repulsdo estérica e eletrostatica. Para corrigir estas distorcdes, a
otimizacdo geométrica das moléculas é realizada pelo processo de minimizacao de
energia, a partir de modelos de aproximacao classica, que inclui os métodos de

mecanica molecular e de dinamica molecular, e a aproximacao quantica, que inclui os
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métodos ab initio e semiempiricos. De modo geral, a escolha entre estas aproximacoes
depende das propriedades que se quer avaliar, da precisdo desejada e da capacidade
computacional disponivel para a realizagdo dos célculos. Interagcbes ndo previsiveis,
relacionadas a sobreposicao de orbital molecular, distribuicdo de densidade eletrénica
ou interferéncias estéricas podem, também, ser solucionadas pelos métodos
computacionais (CARVALHO et al., 2003; STENTA, PERARO, 2011; SANT'ANNA,
2009).

O método de mecénica molecular baseia-se na visdo classica da estrutura
molecular como um conjunto de esferas unidas por molas com constantes de forca
caracteristicas. Neste caso, o campo de forga é constituido pelo somatério de termos de
energia relacionando as posigdes de equilibrio do sistema (distdncia e angulos de
ligacdo, angulos diedros, distdncias de van der Waals, ligagbes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas, entre outros) as quais podem ser associadas penalidades
energéticas para seu afastamento. Este método permite o estudo de propriedades de
grandes sistemas moleculares, além de ser mais rapido (BURKERT, ALLINGER, 1982;
COHEN, 1996; STENTA, PERARO, 2011; NADENDLA, 2004). Atualmente, muitos
campos de forca estao disponiveis, diferindo, principalmente, quanto ao tipo de sistema
mais adequado para serem usados e 0 numero e tipo de fungbes de energia que
compdéem o campo. Alguns exemplos de campos de forgca sdo o MM (MM2 e versdes
posteriores) e AMBER, entre muitos outros (SANT’ANNA, 2009).

As simulacdes de dindmica molecular podem ser empregadas com o objetivo de
mimetizar os sistemas reais. A dindmica molecular é o método de analise
conformacional que simula evolugdo dos movimentos moleculares no tempo, chamada
trajetdria, que pode ser usada para o estudo de propriedades que dependem do tempo,
tais como a difusdo, o dobramento de cadeias moleculares (como acontece no
enovelamento de proteinas) e a distribuicdo de moléculas de solvente ao redor de um
soluto, entre outros. Em um célculo de dinAmica molecular, as moléculas, que tém certa
energia cinética, podem superar barreiras de energia potencial, o que permite a
exploragdo da superficie de energia potencial na busca de outras conformacdes
estaveis. O tempo da trajetéria avaliada €, em geral, curto, visto que a simulacao de

dindmica € um processo computacionalmente bastante oneroso. Para sistemas na faixa
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dos milhares de atomos, a maior parte das simulacdes se restringe as centenas de
picossegundos, a menos que computadores com elevada capacidade de
processamento sejam utilizados. Para sistemas menores, a trajetéria pode alcancar a
faixa de nanossegundos (SANT’ANNA, 2009).

O método de mecéanica quantica utiliza as equacgdes da fisica quantica para
calcular as propriedades das moléculas, a partir das interagcdes entre os elétrons. Os
célculos da mecénica quéantica ndo sao exatos, pois sao feitas algumas aproximacdes
baseadas em dados empiricos, e podem ser subdivididos em dois métodos: ab initio e
semiempirico. O método ab initio, apesar de ser mais preciso, consistente e nao
necessitar de dados armazenados, requer grande capacidade de memdria e tempo de
célculo do computador. O método semiempirico € menos exato, porém mais rapido e
pode ser utilizado na minimizacao de energia e otimizacao de moléculas que variam de
10 a 120 atomos (CARVALHO et al., 2003; PATRICK, 2008; STENTA, PERARO, 2011;
SANT’ANNA, 2009).

A abordagem que vem sendo mais comumente empregada € a combinacao de
métodos de mecanica quantica e mecéanica molecular. Neste método, as regides mais
relevantes quimicamente sdo tratadas com mecanica quantica, enquanto outras
porcdes sao tratadas com mecanica molecular. Proposto em 1976 por Warshel e
LeWitt, os métodos hibridos de MQ/MM tém sido empregados com sucesso na area
biolégica e de materiais. Esta abordagem proporciona melhor compreensdo dos
mecanismos de interacdo entre o farmaco e o receptor (STENTA, PERARO, 2011;
NADENDLA, 2004).

1.4 Latenciacao

Em 1899, a Schering® desenvolveu o primeiro pro-farmaco, a metenamina (ou
hexamina), e no mesmo periodo a Bayer® introduziu o acido acetisalicilico, forma
menos irritante do acido salicilico. Em 1935, a Bayer® lancou o pro-farmaco Prontosil,
antibacteriano que libera a forma ativa p-aminofenilsulfonamida, apds ativacdo de
enzimas redutoras, mas este pro-farmaco ndo foi desenvolvido intencionalmente
(HUTTUNEN, RAUNIO, RAUTIO, 2011).
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Entretanto, apenas em 1958, o termo pré-farmaco ou pré-agente foi utilizado
primeiramente por Albert, para descrever compostos que necessitavam de
biotransformacao prévia para promover efeito farmacoldgico. Em 1959, Harper propds o
termo latenciacdo de farmacos para o processo de obtencdo de pro-farmacos
(KOROLKOVAS, 1988; TESTA, KRAMER, 2009; TESTA, 2009a; TESTA, 2009b;
VERMA et al., 2009).

No entanto, apenas em meados de 1970, os pesquisadores comegaram a tracar
os destinos dos farmacos no organismo, compreendendo 0Ss processos
farmacocinéticos e a partir de entdo o planejamento de farmacos utilizando o processo
de latenciagdo tomou rumo mais definido. Pro-farmacos sao derivados quimica e
farmacologicamente inativos da molécula matriz, que necessitam de ataque quimico ou
enzimatico ou de ambos para serem convertidos no organismo no farmaco matriz, antes
ou apds alcancar o local de agédo (Figura 26) (BUNDGAARD, 1985; CHUNG et al.,
2005; SILVA et al, 2005; WERMUTH, 2008; ETTMAYER et al, 2004; TESTA,
CALDWELL, 1996; TESTA, 2004; TESTA, KRAMER, 2009; HUTTUNEN, RAUNIO,
RAUTIO, 2011; RAUTIO et al., 2008; MULLER, 2009; TESTA, 2009b; VERMA et al.,
2009).

Pro-farmaco € uma abordagem viavel para o aprimoramento de propriedades
como: solubilidade, estabilidade quimica, organolépticas, biodisponibilidade, redugéo de
pré-metabolizacdo, liberagdo controlada e reducdo da toxicidade do farmaco matriz.
Adicionalmente, os pro-farmacos tém sido utilizados para conferir seletividade ao
farmaco para o local de acdo (TESTA, KRAMER, 2009; HUTTUNEN, RAUNIO,
RAUTIO, 2011; SIMPLICIO, CLANCY, GILMER, 2008; STELLA, ADDAE, 2007; TESTA,
2009a; RAUTIO et al., 2008; MULLER, 2009; TESTA, 2009b; VERMA et al., 2009).
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Fluido extracelular Local de a¢do ou alvo
(por exemplo, célula)

Barreira biolégica

A . | : Transportado

Biotransformacgdo quimica
e ou enzimatica

Transportador g Transportado

N /
N

Pro-farmaco

Figura 26: Representacdo esquematica sobre o conceito classico de pro-farmaco
(HUTTUNEN, RAUNIO, RAUTIO, 2011).

Alguns critérios sao importantes e devem ser considerados durante o
planejamento de pré-farmacos: existéncia de grupos funcionais na molécula matriz
capazes de sofrer derivatiza¢do; existéncia de mecanismos e/ou sistemas no organismo
humano capazes de bioativar o pré-farmaco; facilidade e simplicidade de sua sintese e
purificacdo; estabilidade quimica; regeneracdo, in vivo, do composto bioativo em
quantidades ideais e toxicidade menor que o composto bioativo de partida. Dessa
forma, a latenciacdo permite atingir diversos objetivos, mediante a escolha de
transportadores adequados que, via de regra, devem ser desprovidos de atividade
biolégica e, de preferéncia, biodegradaveis. Adicionalmente, ndo devem apresentar
toxicidade ou antigenicidade intrinseca e nao acumular no organismo. Condicao
essencial é a de que farmaco/composto ativo e transportador apresentem grupos
funcionais para ligagdo quimica labil (FRIIS, BUNDGAARD, 1996; CHUNG et al., 2005;
WERMUTH, 2008).

De acordo com Wermuth (1984), os farmacos latentes podem ser classificados
em: pro-farmacos, subdivididos em pro-farmacos classicos e bioprecursores, pré-

farmacos reciprocos, pré-farmacos mistos e farmacos dirigidos.
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Pro-farmacos classicos sao substancias que envolvem a ligagdo do farmaco a
um transportador, promovendo a melhoria da atividade terapéutica por meio de
alteracdes farmacocinéticas, em geral, como biodisponibilidade. Proporcionam,
também, a diminuicdo da toxicidade, prolongamento da acdo, aumento da seletividade,
mediante a escolha de transportador adequado (CHUNG et al., 2005; SILVA et al.,
2005; TESTA, CALDWELL, 1996; TESTA, KRAMER, 2009; VERMA et al., 2009).

Bioprecursores, diferentemente dos pré-farmacos classicos, ndao apresentam
transportador. Constituem-se em moléculas resultantes de modificagdo molecular com a
formagcdo de um novo composto, sem transportador, que deve sofrer biotransformagao
in situ pelo sistema redox celular para transformar-se em metabdlito ativo (CHUNG et
al., 2005; SILVA et al., 2005; WERMUTH, 2008; TESTA, KRAMER, 2009; RAUTIO et
al., 2008; TESTA, 2009b; VERMA et al., 2009).

Pro-farmacos reciprocos sao compostos em que o transportador e o
farmaco/composto bioativo matriz apresentam atividade biol6gica, permitindo, assim,
sinergismo de agao por dupla ou Unica atividade por mecanismos distintos (SINGH,
SHARMA, 1994).

Pro-farmacos mistos sao compostos que possuem, ao mesmo tempo,
caracteristicas de pro-farmacos classicos e de bioprecursores. Constituem-se em
moléculas biologicamente inertes, que requerem varias etapas para a sua conversao a
forma ativa, prolongando a liberacdo do farmaco em um sitio ou érgdo especifico
(CHUNG et al., 2005; WERMUTH, 2008; BREWSTER, BODOR, 1994). Exemplo dessa
classe € o sistema CDS (Chemical Delivery System) (BODOR, 1987; PROKAI,
PROKAI-TATRAI, BODOR, 2000), em que o transportador deve ser bioativado
anteriormente a liberagdo do composto bioativo.

Farmacos dirigidos compreendem formas de transporte de farmaco em que o
transportador, normalmente macromoléculas, como polimeros, proteinas, hormonios,
anticorpos, tém alta seletividade por receptores celulares e a biotransformagcao é
mediada por enzimas (SCHACHT et al, 2003; TAKAKURA, HASHIDA, 1995).
Aumentam, assim, a seletividade pelo seu sitio de acao e diminuem a toxicidade. Estes
seguem a definicdo classica de latenciagdo, devendo sofrer hidrolise (quimica ou
enzimatica) para liberar a porcdo ativa (CHUNG et al, 2005; SILVA et al., 2005;
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WERMUTH, 2008). Normalmente, se associa grupo diretor a transportadores
poliméricos, aos quais se ligam os farmacos ou compostos bioativos.

Além das vantagens ja apresentadas, a latenciacdo permite, também, a
economia de tempo e recursos no desenvolvimento de novos farmacos. Ademais,
possibilitam a reintroducdo de farmacos antes descartados por suas propriedades
indesejaveis e o aprimoramento de novos farmacos antes que sejam lancados na
terapéutica (CHUNG et al., 2005; SILVA et al., 2005; WERMUTH, 2008; TESTA, 2004;
HUTTUNEN, RAUNIO, RAUTIO, 2011; STELLA, ADDAE, 2007).

Entre os diversos métodos de preparacdo de pré-farmacos, a esterificacdo € o
mais empregado. Estima-se que represente cerca de 49% de todos os produtos deste
tipo disponiveis no mercado, seguida da formagéo de amidas, imidas e carbamatos.
Frequentemente, sado utilizados para aumentar a lipofilicidade do farmaco, para
mascarar grupos acidos carboxilicos e fosfatos, permitindo a passagem destes
compostos através das membranas. Uma vez no organismo, as ligacdes ésteres sao
hidrolisadas por esterases encontradas na corrente sanguinea, figado e outros érgaos e
tecidos (RAUTIO et al., 2008; MULLER, 2009; TESTA, 2009b; VERMA et al., 2009). A
utilizacao de agente espacgante, grupo quimico que estabelece ligagdo entre o farmaco
e transportador, permite o acesso maior e melhor por parte da enzima (KOROLKOVAS,
1988; BUNDGAARD, 1985; FRIIS, BUNDGAARD, 1996).

A maioria dos pro-farmacos € ativada por hidrolise, como ocorre em 80% deles
(TESTA, KRAMER, 2009). As vias enzimaticas mais exploradas para bioconverséo
metabdlica de pro-farmacos sdo reagdes hidroliticas realizadas por esterases
(peptidases, fosfatases e carboxilesterases) e citocromo P450 (HUTTUNEN, RAUNIO,
RAUTIO, 2011; TESTA, 2009a; MULLER, 2009).

Exemplo de aplicacao deste método com o objetivo de obter farmacos dirigidos a
receptores manosidicos de macréfagos infectados com Leishmania € o de Carvalho e
colaboradores (2003), que sintetizaram o carboximetildextrano-tiomanopiranosideo-
pirimetamina (CMD-P) e o succinildextrano-tiomanopiranosideo-pirimetamina (SD-P).
Ensaiados em cultura de macroéfagos infectados, o mais ativo foi o CMD-P, que

provocou inibigdo de 46,4%, na concentracdo de 200 ug/mL.
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A latenciacao vem sendo amplamente utilizada na terapéutica, tornando-se uma
das principais ferramentas no planejamento de farmacos. Atualmente, observa-se
aumento consideravel no numero de trabalhos desenvolvidos com pré-farmacos em
patentes, publicados em periddicos, em estudos clinicos e até em medicamentos
comercializados. Aproximadamente 10% de todos os medicamentos disponiveis no
mercado farmacéutico sdo pré-farmacos. Em 2009, 15% dos 100 farmacos mais
vendidos (blockbusters) de baixa massa molecular foram classificados como pré-
farmacos. Entre 2000-2008, cerca de 20% de todos os farmacos de baixa massa
molecular aprovados pelo FDA eram pro-farmacos. Em 2008, os pro-farmacos
corresponderam a 33% dos farmacos aprovados pelo FDA. Exemplo bem sucedido de
pro-farmaco do tipo bioprecursor, disponivel na terapéutica, sdo os inibidores de bomba
de prétons, omeprazol e analogos, que sao bioativados pelas células parietais do
estémago (HUTTUNEN, RAUNIO, RAUTIO, 2011; STELLA, ADDAE, 2007; RAUTIO et
al., 2008; MULLER, 2009).

1.5 Importancia da manose no desenvolvimento de farmacos dirigidos

potencialmente leishmanicidas

1.5.1 Glicoconjugados com manose

Os protozoarios do género Leishmania sintetizam muitos glicoconjugados ricos
em manose, uma vez que estes sdo essenciais para a viruléncia e sobrevivéncia do
parasita. Este monossacarideo é importante para a biossintese destes glicoconjugados.
A manose é convertida em um complexo manose ativado, GDP-manose, produto da
reacdo catalisada por diversas enzimas, incluindo manose-6-fosfato isomerase,
fosfomanomutase e GDP-manose pirofosforilase. A supressdao do gene que codifica
GDP-manose pirofosforilase em Leishmania leva a perda total de viruléncia. As enzimas
fosfomanomutase e GDP-manose pirofosforilase transformam manose-6-fosfato em
GDP-manose, que atua como doador de manose na sintese de moléculas como
lipofosfoglicano, proteofosfoglicano, glicoinositolfosfolipidios e N-glicanos. Estudos
demonstraram que a mutagdo nas enzimas fosfomanomutase e GDP-manose

pirofosforilase reduz a capacidade de infec¢do do parasita na forma promastigota em
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camundongos ou a sobrevivéncia destes em macrofagos, sugerindo que essas
proteinas sdo essenciais para a forma intracelular, amastigota. No entanto, essas
enzimas nao sao essenciais para a sobrevivéncia das formas promastigotas
(LACKOVIC et al., 2010).

Estudos tém demonstrado a presengca de manose em glicoproteinas de
Leishmania, 0 que sugere que estas podem ser reconhecidas pelos receptores de
manose (AKILOV et al., 2007; CHAKRABORTY, CHAKRABORTY, BASU, 1998).

1.5.2 Receptores de manose

Os macrofagos sao células de imunidade inata, responsaveis pela deteccao,
captura e digestao de parasitas. Muitos patdégenos tém desenvolvido formas de utiliza-
los para sua sobrevivéncia e proliferacdo. Dentre estes, incluem-se os parasitas do
género Leishmania. Os macrofagos sédo as células do sistema imunolégico, diretamente
relacionadas com o ciclo evolutivo da leishmaniose, pois o parasita se desenvolve
dentro destes (DUTCHIE et al., 2012; REY, 2001; MAURER, DONDJI, STEBUT, 2009;
ZHANG et al., 2010).

Os mecanismos moleculares envolvidos na internalizagdo de Leishmania sao
pouco compreendidos. Entretanto, sabe-se que a entrada da forma promastigota nos
macréfagos envolve multiplas interagbes entre o parasita-hospedeiro, como o
reconhecimento de ligantes especificos na superficie do parasita por receptores de
macréfagos. Estudos demonstram que receptores de manose, receptor de fibronectina,
receptor Fc e receptores de complemento (CR1 e CR3) estdo envolvidos neste
processo (PAILA, SAHA, CHATTOPADHYAY, 2010).

Os macrofagos tém muitos receptores em sua superficie celular, como o0s
receptores de manose, cujas fungdes compreendem a liberagcdo de hidrolases
extracelulares, de reconhecimento de glicoconjugados que contenham manose terminal
presentes em membranas de patégenos (como parasita Leishmania), internalizagdo de
glicoproteinas do parasita e captura de antigenos. O receptor de manose pertence a
superfamilia de receptores da lectina tipo C, que inclui o receptor para fosfolipase A.
tipo M (mPLA2R), o DEC205 e o Endo-180. Os receptores desta familia caracterizam-se
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pela presenca de multiplos dominios transmembrana de lectina tipo C (ROSKAMP et
al., 2005; UENO et al., 2009; GAZI, POMARES, 2009; BASU, SETT, DAS, 1991).

Estes receptores estdo envolvidos na resposta imunoldgica inata pelo
reconhecimento e fagocitose de varios microrganismos, como as micobactérias,
Candida albicans, Pneumocystis carinii e Cryptococcus neoformans (AKILOV et al.,
2007).

Os receptores de manose apresentam trés dominios extracelulares responsaveis
pelo reconhecimento de ligantes enddgenos e exdgenos: dominio rico em cisteina N-
terminal, capaz de se ligar a acucares, sendo independente de calcio (TAYLOR et al.,
2005); dominio de fibronectina tipo Il, envolvido no reconhecimento dos varios subtipos
de colageno (POMARES et al,, 2006) e o dominio denominado C-type lectin like
domains (CTLD), o qual é dependente de calcio e reconhece agucares terminados em
D-manose, L-fucose e N-acetilglicosamina (TAYLOR et al, 2005). O dominio CTLD
pode interagir, também, com ligantes de origem microbiana como a manose,
encontrada na superficie de muitos microrganismos e considerada um receptor de
reconhecimento padrdao (POMARES et al., 2006).

Atualmente, no desenvolvimento de vacinas, esta sendo utilizada a técnica de
dirigir a vacina seletivamente ao local de acdo. Desta forma, é possivel aumentar a
captagdo de antigenos pelas células apresentadoras de antigeno, por meio de
revestimento do mesmo com manose, aumentando a captagdo da vacina devido a
ligagdo com os receptores especificos desse carboidrato, existentes na membrana dos
macréfagos (JANEWAY et al., 2000). Segundo Romero e Morilla (2008) lipossomas
manosilados de pentamidina mostraram maior atividade leishmanicida que o farmaco
livre para o tratamento de leishmaniose visceral, devido ao aumento da captacdo do
farmaco pelos macrofagos. A aplicagdo desse grupo diretor é, portanto, promissora no
planejamento de farmacos dirigidos potencialmente leishmanicidas, pois permite que o
farmaco atinja o local de agéao.



51

1.6 Importancia do mio-inositol em dendrimeros potencialmente leishmanicidas
H OH

OH H

HO OH

A H

Figura 27: Estrutura do mio-inositol.

O mio-inositol (Figura 27) é um polidlcool ciclico contendo um anel de seis
atomos de carbono e seis grupos OH (cicloexanopoliol). Trata-se de importante
constituinte celular, envolvido em diferentes processos bioquimicos. Em mamiferos, o
inositol existe principalmente sob a forma de derivados fosforilados, os quais participam
da comunicacao celular (ALMEIDA et al., 2003).

E um componente essencial para o desenvolvimento celular de mamiferos e
outros organismos vivos, entre eles, protozoarios patogénicos como Leishmania ssp.
Fosfolipidios sdo moléculas essenciais para a integridade da membrana e sinalizagao
intracelular. A importancia deste polialcool ciclico esta em sua participagdo como
precursor biossintético de constituintes da superficie celular de Leishmania. A presenca
de inositol livre é condicao prévia essencial para biossintese de fosfolipidios de inositol.
Este derivado pode ser fosforilado ou glicosilado para originar novos glicoconjugados
(fosfoinositideos, glicosilfosfatidilinositol e glicoinositolfosfolipidios), que estao
ancorados em proteinas como a gp-63 e atuam em muitas atividades de protecéo do
parasita contra as defesas do hospedeiro (DREW et al., 1995; WEINHART et al., 1991;
McCONVILLE, FERGUSON, 1993; SEYFANG, LANDFEAR, 2000).

Os protozoarios sdo capazes de adquirir inositol para proliferacdo. Existem dois
mecanismos principais para aquisigao de inositol: sintese de inositol a partir de glicose-
6-fosfato com a catdlise de enzimas que convertem glicose-6-fosfato nesse composto e
0 outro mecanismo é a obtencao a partir do hospedeiro, por meio de transportadores
desse alcool ciclico. No parasita, o inositol é utilizado para sintetizar derivados
fosfolipidicos, componentes estruturais da membrana e precursores de varias outras
moléculas lipidicas importantes, que estdo envolvidas na infectividade de Leishmania
em macréfagos. Estudos indicam que o processo de infeccdo depende dos lipidios

presentes na membrana, pois estes atuam na interacao parasita-macrofago. No género
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Leishmania, o inositol atravessa a membrana por transportador estruturalmente
relacionado com os transportadores transmembranas especificos como o simporte mio-
inositol H* (DREW et al., 1995; PREVIATO et al., 1992; REYNOLDS, 2009).

Os parasitas apresentam grande variedade de moléculas de
glicosilfosfatidilinositol ancoradas em proteinas, nao ligadas covalentemente. Estudos
demonstram que 15% do total de fosfolipidios celulares das formas promastigotas do
género Leishmania sao constituidos por fosfolipidios de inositol. Na forma amastigota
representam até 80% da superficie do parasita. Esta forma apresenta membrana
resistente a detergentes. Foram identificados e caracterizados alguns fosfolipidios de
inositol presentes no parasita: fosforilceramida de inositol, fosfato de fosfatidilinositol,
difosfato de fosfatidilinositol e esfingofosfolipidios de inositol (KANESHIRO,
JAYASIMHULU, LESTER, 1986; TACHADO, TABRIZI, SCHOFIELD, 1999; HSU et al.,
2007; SUTTERWALA et al., 2008).

Os fosfolipidios de inositol apresentam papel crucial na membrana formando
pontes lipidicas importantes para reconhecimento, regulagdo, crescimento, viruléncia,
diferenciacao celular, sinalizacao intracelular e modulagcdo da resposta imunoldgica.
Estes lipidios estdo envolvidos durante os estdgios de vida do género Leishmania,
sobrevivéncia (no vetor e no hospedeiro), patogénese e, também, na invasdo do
parasita aos macrofagos (SUTTERWALA et al., 2007; McCONVILLE, FERGUSON,
1993; DREW et al., 1995; ZHANG et al., 2003).

Encontraram-se proteinas com glicofosfatidilinositol ancoradas em diversos
parasitas, incluindo T. brucei, T. cruzi, Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii.
Assim sendo, o inositol pode ser um grupo diretor importante para o planejamento de
novos farmacos para o tratamento da leishmaniose (YAO, 2010; SMITH et al., 1997).
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

No Brasil e em outros paises do mundo a leishmaniose € um problema de saude
publica (SOUZA et al., 2010; AMORA et al., 2009; PAILA, SAHA, CHATTOPADHYAY,
2010). As perspectivas para o combate desta enfermidade estdo relacionadas ao
controle do vetor para evitar a transmissdo desta infeccdo e na busca por agentes
terapéuticos efetivamente eficazes para o tratamento desta doenca (PITALUGA et al.,
2009).

Diante do apresentado, € extremamente necessario estender os estudos de
planejamento de farmacos para doencas consideradas neglicenciadas, como as
endemias tropicais, entre elas a leishmaniose, com vistas a descoberta de
quimioterapicos mais eficazes que os atualmente disponiveis. Tais doencas, por
afetarem populacdes de paises pobres, sem recursos para a aquisicido de
medicamentos dessa natureza, ndo despertam interesse por parte do segmento
industrial, especialmente, as industrias multinacionais, o que dificulta a descoberta de
novos farmacos, devido a falta de incentivo econébmico e compromisso de investimento
na pesquisa e desenvolvimento destes agentes terapéuticos (CHUNG et al., 2005;
BOER et al., 2011; TIUMAN et al., 2011).

Considerando-se a caréncia de farmacos leishmanicidas realmente eficazes e
seguros para o tratamento desta patologia € premente a busca por novas alternativas
quimioterapicas. Portanto, cabe aos pesquisadores dos paises que sofrem com esta
problematica dirigir esforgos com vistas a esse objetivo.

Muitos agentes terapéuticos apresentam propriedades antiparasitarias que
surpreendem quanto a eficacia e a seletividade. No entanto, revelam problemas quanto
as propriedades fisico-quimicas, como baixa solubilidade, dificultando a agao destes
compostos por ndo atingirem o local de agédo, no caso da leishmaniose, o macrofago,
célula em que ha o desenvolvimento do parasita. Para obter maior seletividade, uma
das possibilidades é o emprego da latenciacdo (CHUNG et al., 2005; SILVA et al.,
2005; WERMUTH, 2008), que permite o planejamento de farmacos dirigidos eficientes,
de alta seletividade. Tendo em vista a importancia e as vantagens dos dendrimeros,
estes podem ser utilizados como sistemas de transporte, possibilitando além do
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aprimoramento da atividade destas substancias, a seletividade, desde que ligados a
grupos diretores da acao (JAIN et al., 2010; MEDINA, EL-SAYED, 2009; JESUS, 2003;
LIU, FRECHET, 1999; EMANUELE, ATTWOOD, 2005; ASTRUC, BOISSELIER,
ORNELAS, 2010).

Diante do exposto e considerando-se a atividade potencial do
hidroximetilnitrofural (CHUNG et al., 2003) como leishmanicida (SANTOS et al., 2010) e
o pedido de patente (FERREIRA, GIAROLLA, 2008), fruto da aplicacdo desses
transportadores para compostos bioativos, o presente trabalho teve como objetivo
sintetizar farmacos dirigidos dendriméricos de primeira geragao do hidroximetilnitrofural.

Assim, pretendeu-se a obtencao de :

1. farmaco dendrimérico dirigido do hidroximetilnitrofural, de primeira geragéo,
com acao seletiva nos macréfagos, devido a presenga de manose na estrutura;

2. farmaco dendrimérico dirigido do hidroximetilnitrofural, de primeira geracao,
com acao seletiva no parasita, devido a presenca de inositol em sua estrutura, além
deste constituir o foco central do dendrimérico planejado.

Os dendrimeros seriam compostos pelo inositol, como foco central da estrutura,
e as ramificacdes construidas com o hidroximetilnitrofural (composto com atividade) e
0s grupos diretores (manose e inositol) (GIAROLLA, 2007).

A estrutura final do farmaco dirigido de hidroximetilnitrofural com manose

proposto neste trabalho é apresentada na Figura 28.
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Figura 28: Estrutura proposta para o farmaco dirigido de hidroximetilnitrofural com

manose.

O farmaco dirigido de hidroximetilnitrofural com inositol, proposto neste trabalho,

€ apresentado na Figura 29.
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Figura 29: Estrutura proposta para o farmaco dirigido de hidroximetilnitrofural com mio-

inositol.
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A modelagem molecular foi aplicada para predicao da liberacdo dos compostos
ativos a partir do farmaco dirigido proposto, a exemplo do trabalho realizado por
Giarolla et al. (2010, 2012).

O mecanismo de liberacao sugerido para o derivado, ap0s a respectiva interacao
e internalizacdo no macréfago e/ou diretamente no parasita, compreendera: a hidrélise
dos ésteres diretamente ligados ao inositol, com hidrélise posterior do composto ativo
(hidroximetinitrofural) e do transportador maleilico, ou a hidrélise inicial das ramificagdes
mais externas, até que os dendrons ligados diretamente ao centro (inositol) sejam

liberados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Reagentes e solventes

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

» 4-dimetilaminopiridina (DMAP);
» 4-nitrofenilcloroformato (4-NFC);
= Qacetato de etila;

» 4cido acético glacial;

= 4cido cloridrico;

» 4cido L(-)-malico;

= 3cido p-toluenossulfonico;

= 4cido sulfurico;

» agua deuterada;

= alcool metilico;

» bicarbonato de so6dio;

= carbonato de potassio;

= cloreto de benzoila;

= cloreto de oxalila;

= cloreto de sbdio;

= cloreto de tionila;

= cloroformato de etila;

= cloroformato de metila;

= cloroférmio;

= cloroférmio deuterado;

*» D-manose;

» dicicloexilcarbodiimida (DCC);
» diclorometano (DCM);
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= dimetilformamida (DMF);

» dimetilsulféxido deuterado(DMSO);
= dioxano;

= éter dietilico;

= formaldeido 37%;

* hexano;

» hidroxido de sédio;

* mio-inositol;

» N,N-carbonildiimidazol (CDI);
»  N-metilmorfolina;

» nitrofural;

= sulfato de s6dio anidro;

= tetracloreto de carbono;

= tetraidrofurano (THF);

= {rietilamina.

3.1.2 Equipamentos
» espectrofotometro FTIRBomem MB100;
= espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker 300 MHz, modelo
Advanced DPX-300;
» liofilizador Christ Mod. Alpha 1-2;
» rotaevaporador Blichi;
» sintetizador paralelo Blchi.

3.1.3 Softwares para modelagem molecular
= Accelrys ViewerLite 4.2 (Accelrys Inc.);
» Gaussian GO3 (Gaussian 03W for Windows, version 6).
» HyperChem 7.51 (HyperChem Program Release 7 for Windows);
= MOLSIM 3.2. (Doherty, 1997).
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3.2 Métodos

3.2.1Sintese
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Figura 30: Esquema geral sintético proposto.
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3.2.1.1Sintese do derivado hidroximetilnitrofural (NFOH) (TROSSINI et al., 2010b).

0 0
/ \ KCO /@\/
N :CO; N
0 N/Q\¢ NJ\NH oON~ Yo F NJ\N/\OH

2 H 2 CH,0 2 H H

Figura 31: Sintese do derivado hidroximetilnitrofural (TROSSINI et al., 2010Db).

A sintese do derivado hidroximetilnitrofural foi realizada em meio alcalino.
Nitrofural (5,00 mmol), carbonato de potassio (7,50 mmol) e agua (10 mL) foram
adicionados ao meio reacional. Formaldeido (18 mL) foi colocado em duas etapas, 9
mL no inicio da reagdo e 9 mL na metade do tempo total de sintese, ou seja, trés horas
e trinta minutos. Manteve-se o meio reacional em agitacdo constante com protecdo da
luz, por 7 horas. O experimento foi acompanhado por CCD, utilizando como fase movel
cloroférmio/metanol/acido acético (85:10:5). O produto foi lavado com metanol e
recristalizado de metanol/agua (6:0,1 v/v).

3.2.1.2 Sintese do acido 2-(2,2-dimetil-5-oxo-1,3-dioxolan-4-ila)acético (acido malico
protegido) (GREEN, KIDDLE, THOMPSON, 1995; GIAROLLA, 2007).

@) O

HO H' HO
\W/\W/J\OH DMP/ \W/\\(J\O

O OH o o/,

H,C

Figura 32: Sintese do acido malico protegido (GIAROLLA, 2007).

Sob agitagéo e a temperatura ambiente foram mantidos o &cido L(-)-malico (7,50
mmol), acido p-toluenossulfénico (0,16 mmol) e 2,2-dimetoxipropano (20,33 mmol),
respectivamente. Apdés 30 minutos a temperatura ambiente, o material foi extraido em
sistema agua e diclorometano. Foi extraida mais duas vezes a fase aquosa com
diclorometano. As fases organicas foram reunidas e secadas sob agitacdo magnética
com sulfato de sodio anidro. O solvente foi removido sob pressao reduzida, a 50°C. O
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sélido obtido foi recristalizado de cloroférmio/tetracloreto de carbono 1:1 (v/v.), obtendo-
se o0 &cido malico protegido.

3.2.1.3Sintese dos farmacos dendriméricos dirigidos — método divergente

3.2.1.3.1Sintese do intermediario |

HO OH O OR OR R= o}
—_— >
HO OH Método A RO
0 0 CH,  Método B 0 0 CH,
Método C
HO OH H,C Método D OR OR H,C
Método E
Método F

Figura 33: Sintese do intermediario I.

%+ Método A - dicicloexilcarbodiimida (DCC) como agente condensante

Em banho de gelo, mantiveram-se sob agitagdo acido malico protegido e DCC,
em solvente adequado (Tabela Ill). Apés 30 minutos, o banho de gelo foi retirado e
adicionaram-se DMAP e mio-inositol, com exce¢ao do experimento A5, que nao utiliza
DMAP. A mistura reacional foi mantida sob agitacado, a temperatura ambiente conforme
as condigcbes reacionais descritas na Tabela Ill. Apds este periodo, adicionou-se o
solvente adequado e filtrou-se o conteudo reacional (Tabela Ill). O filtrado foi extraido
como relatado na Tabela Ill. A fase orgéanica foi secada com sulfato de sodio anidro e
filtrada. O solvente foi removido sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase movel hexano/acetato de etila 2:1
(V/V).
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Tabela Ill — Condigbes reacionais e tratamento realizados nos experimentos A1,
A2, A3, Ad e A5
Experimento Reagentes/ mmol/ Condicoes Tratamento da reagao Referéncia
solvente  volume reacionais
(mL) (horas)

A1 - AMP 5,75 24 Eter etilico 30 mL Adaptado de
-DCC 5,75 Filtracao DAMEN et al,
- inositol 0,96 2000; GIAROLLA,
- DMAP 0,58 FERREIRA,
- THF 30 2008.

A2 - AMP 2,06 17 DCM 50 mL Adaptado de
-DCC 2,06 SHASTINA et al.,
- inositol 2,06 Condicbes de extragédo: 2003.
- DMAP 2,06 Agua - 125 mL — 2 vezes
- DCM 80 NaCl*— 125 mL — 1 vez

A3 - AMP 2,87 4 acetato de etila 20 mL Adaptado de
-DCC 7,10 MORIZAKI,
- inositol 2,87 Condigcoes de extragao: OSAKI,1996.
- DMAP 2,87 NAHCO;* - 20 mL — 2 vezes
- THF 12 NaCl* —20 mL — 1 vez

A4 - AMP 2,87 15 acetato de etila 20 mL Adaptado de
-DCC 2,87 MORIZAKI,
- inositol 2,87 Condigcoes de extragao: OSAKI,1996.
- DMAP 2,87 NAHCO;* - 20 mL — 2 vezes
- Dioxano 15 NaCl* —20 mL — 1 vez

A5 - AMP 2,87 26 acetato de etila 50 mL Adaptado de
-DCC 2,87 DELONG,
- inositol 4,35 Condicbes de extragdo: MCFADDEN,
- THF 30 NAHCO;* - 50 mL — 2 vezes 2007.

NaCl* — 50 mL — 2 vezes

* Solugao saturada
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% Método B - 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) como agente

condensante

Em banho de gelo, mantiveram-se, por 30 minutos, sob agitacdo em solvente
adequado, acido malico protegido e EDC (Tabela IV). Em seguida, adicionaram-se mio-
inositol e DMAP. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo, conforme as condi¢des
reacionais discriminadas na Tabela IV. Ao término da reagdo, o produto foi extraido de
acordo com as descricdes da Tabela IV. A fase organica foi secada com sulfato de
s6dio anidro e filtrada. O solvente foi removido sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacgao foi acompanhada por CCD, com fase mével hexano/acetato de etila2:1
(V/V).

Tabela IV — Condigbes reacionais e tratamento realizados nos experimentos B1,
B2, B3, e B4

Experimento Reagentes/ mmol/ Condicoes Tratamento da reacao Referéncia

solvente volume reacionais

(mL)
B1 - AMP 5,75 24 h/T.A. Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- EDC 5,75 GOLDBERG,
- inositol 0,96 Condigoes de extragao: GHANDEHARI,
- DMAP 0,57 NAHCO;z* - 50 mL — 1 vez SWAAN, 2010.
- THF 30 Agua — 50 mL — 1 vez
NaCl* - 50 mL —1 vez
B2 - AMP 5,75 48 h/ T.A. Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- EDC 5,75 GOLDBERG,
- inositol 0,96 Condigoes de extragao: GHANDEHARI,
- DMAP 0,57 NAHCO3* - 50 mL — 1 vez SWAAN, 2010.
- THF 30 Agua — 50 mL — 1 vez
NaCl* - 50 mL —1 vez
B3 - AMP 2,87 46 h/ T.A. DCM - 30 mL Adaptado de
-EDC 2,87 CHUNG et al,
- inositol 0,96 Condigbes de extragao: 2011.
- DMAP 0,57 NAHCO3* - 20 mL — 3 vezes

-DCM 20 Agua — 20 mL — 3 vezes
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Tabela IV — Condigbes reacionais e tratamento realizados nos experimentos B1,

B2, B3, e B4 (cont.)

Experimento Reagentes/ mmol/ Condicoes Tratamento da reacao Referéncia
solvente volume reacionais
(mL)

B4 - AMP 2,87 51 h/70°C Acetato de etila - 20 mL Adaptado de
-EDC 2,87 CHUNG et al,
- inositol 0,96 Condigoes de extragao: 2011.
- DMAP 0,90 Agua — 50 mL - 3 vezes
- DMF 10 NAHCO3* - 50 mL — 3 vezes

* Solugao saturada
T.A.: Temperatura ambiente

% Método C — método do anidrido misto (adaptado de VARGAS, 2007)
Em banho de gelo e sob atmosfera de argdnio, adicionaram-se catalisador e

acido malico protegido em solvente adequado (Tabela V). Agitou-se por 15 minutos,

adicionando-se, entdo, o respectivo cloroformato (Tabela V). Manteve-se a agitagdo por

mais 30 minutos e adicionou-se mio-inositol. A reacao foi mantida sob agitacao e banho

de gelo por mais uma hora. Posteriormente, manteve-se 0 meio reacional sob agitacao

em temperatura adequada, conforme descrito na Tabela V. Ao final, tratou-se a reacao

como descrito na Tabela V. A fase orgéanica foi secada com sulfato de sodio anidro,

filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida a 50 °C.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase movel hexano/acetato de etila 2:1

(V/V).
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Tabela V — Condic¢des reacionais e tratamento realizados nos experimentos C1,
C2,C3,C4,C5e C6

Experimento Reagentes/ mmol/ Condicoes Tratamento da reacao Referéncia
solvente volume reacionais
(mL)
C1 - AMP 1,00 24 h/T.A. Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- cloroformato de 1,00 VARGAS,
etila Condicbes de extragao: 2007.
- inositol 0,17 NaOH 1 M - 10 mL — 2 vezes
- N-metilmorfolina 1,00 NaCl* =10 mL — 1 vez
- THF 20 HCI 1M - 10 mL — 2 vezes
NaCl* —10 mL — 1 vez
C2 - AMP 1,00 24 h/T.A. Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- cloroformato de 1,00 VARGAS,
etila Condicboes de extragao: 2007.
- inositol 1,00 NaOH 1 M - 10 mL — 2 vezes
- N-metilmorfolina 1,00 NaCl* =10 mL — 1 vez
- THF 20 HCI 1M - 10 mL — 2 vezes
NaCl* —10 mL — 1 vez
C3 - AMP 1,00 96 h/T.A.  Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- cloroformato de 1,00 VARGAS,
etila Condicoes de extragao: 2007.
- inositol 1,00 NaOH 1 M - 10 mL — 2 vezes
- N-metilmorfolina 1,00 NaCl* —10 mL — 1 vez
- THF 20 HCI 1M - 10 mL — 2 vezes
NaCl* —10 mL — 1 vez
C4 - AMP 8,62 24 h/T.A. DCM - 50 mL Adaptado  de
- 4-NFC 8,90 VARGAS,
- inositol 1,44 Condigcoes de extragao: 2007.
- N-metilmorfolina 8,90 NaOH 1 M- 10 mL — 2 vezes
- THF 50 NaCl* —10 mL -1 vez

HCI 1M - 10 mL — 2 vezes
NaCl* =10 mL — 1 vez
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Tabela V — Condic¢des reacionais e tratamento realizados nos experimentos C1,
C2, C3, C4, C5 e C6 (cont.)

Experimento Reagentes/ mmol/ Tempo e Tratamento da reacao Referéncia
solvente volume temperatura

(mL) dereacao

C5 - AMP 1,00 6h/T.A. Solvente removido sob Adaptado de
- cloroformato de 1,00 pressao reduzida. KAKWANI et
etila al., 2011.
- inositol 0,17
- trietilamina 1,00
-DCM 20

C6 - AMP 1,00 26h/75°C Acetato de etila - 40 mL Adaptado de
- cloroformato de 1,00 KAKWANI et
metila Condigcoes de extracao: al., 2011.
- inositol 1,00 Agua — 40 mL — 3 vezes
- N-metilmorfolina 1,00
- THF 20

* Solugao saturada
T.A.: Temperatura ambiente

% Método D - N',N-carbonildiimidazol (CDI) como agente condensante

Sob atmosfera de argbnio e agitacao, adicionou-se acido malico protegido e CDI
em solvente adequado anidro, conforme descrito na Tabela VI. Apdés o tempo de
ativagcdo, juntaram-se mio-inositol e outros reagentes (de acordo com o experimento)
(Tabela VI). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em atmosfera inerte, de
acordo com as condicdes reacionais relatadas na Tabela VI. Ao término da reacéao, o
produto foi extraido de acordo com as descricbes da Tabela VI. A fase organica foi
secada com sulfato de sédio anidro e filtrada. O solvente foi removido sob pressao
reduzida, a 50 °C.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase mével hexano/acetato de etila 2:1
(V/IV).
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Tabela VI — Condigbes reacionais e tratamento realizados nos experimentos D1,

D2, D3 e D4
Experimento Reagentes/ mmol/ Condicoes Condicoes de extracao Referéncia
solvente volume reacionais
(mL)
D1 - AMP 5,75 Ativ.*": 30 min.  Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- CDI 5,75 Tempo: 24 h ABOUSSAFY et
- inositol 0,96 T.A. Condigbes de extragao: al., 2010.
- DMAP 0,57 NAHCO3z* - 50 mL — 1 vez
- THF 30 Agua — 50 mL — 1 vez
NaCl* - 50 mL — 1 vez
D2 - AMP 2,87 Ativ.*": 10 min.  Eter etilico - 50 mL Adaptado de
- CDI 3,01 Tempo: 3 h BODE et al.,
- inositol 2,87 70 °C Condigoes de extracao: 2010.
- DMF 25 NaCl* — 50 mL — 2 vezes
Agua - 50 mL - 2 vezes
D3 - AMP 5,75 Ativ.*": 8 h Acetato de etila - 30 mL Adaptado de
- CDI 5,75 Tempo: 24 h HUSSAIN,
- inositol 5,75 80 °C Condigoes de extragcao: LIEBERT,
- DMF 30 NAHCO;z* - 50 mL — 1 vez HEINZE, 2004.
NaCl* —50 mL — 1 vez
Agua - 50 mL — 1 vez
D4 - AMP 5,75 Ativ.*": 5 min. Acetato de etila - 30 mL Adaptado de
- CDI 8,69 Tempo:16h TUKULULA,
- inositol 14,38 T.A. Condigoes de extragao: 2009.
- DMF 30 Agua - 60 mL — 1 vez

NAHCO;* - 60 mL — 1 vez
NaCl* —60 mL — 1 vez

* Solugao saturada
*'Ativ.: tempo de ativagdo entre AMP e CDI.
T.A.: Temperatura ambiente.

= Experimento D5 (adaptado de JONG et al., 2001)
Sob atmosfera de argbnio e agitagdo, adicionou-se acido malico protegido
(5,75 mmol) dissolvido em 10 mL de DMF anidro a solugao de CDI (11,48 mmol) em 60

mL de DMF anidro. O meio reacional foi mantido sob agitacdo por 4 horas a

temperatura ambiente. ApGs este periodo, adicionaram-se ao meio reacional 120 mL de
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diclorometano. O conteudo reacional foi extraido com 60 mL de agua. A fase aquosa foi
extraida mais duas vezes com diclorometano. As fases organicas foram unidas e
secadas sob sulfato de sédio anidro, filtradas e o solvente foi removido sob pressao
reduzida a 50 °C.

O produto obtido na etapa anterior foi dissolvido em 100 mL de DMF anidro e
foram adicionados mio-inositol (8,63 mmol) e DMAP (18,33 mmol). O meio reacional foi
mantido sob agitagdo, a temperatura ambiente e atmosfera inerte, por 4 dias. Ao final,
adicionaram-se 200 mL de diclorometano e lavou-se uma vez com solugdo aquosa de
acido cloridrico 1 M e trés vezes com solucado saturada de cloreto de sodio. A fase
organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filirada e o solvente removido sob
pressao reduzida a 50 °C.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase mével hexano/acetato de etila2:1
(V/V).

% Método E — Esterificagdo de Fisher (adaptado de SANTOS, 2005)

Mantiveram-se sob agitacao, acido malico protegido e mio-inositol com solugéao
aquosa de acido sulfurico 20% em solvente adequado, conforme as condicoes
reacionais descritas na Tabela VII. Ao final, o conteddo reacional foi extraido de acordo
com as condi¢cbes de extracao relatadas na Tabela VII. A fase organica foi secada sob
sulfato de sddio anidro e o solvente foi removido sob pressao reduzida a 50 °C.

A reacao foi acompanhada com CCD, em fase movel hexano/acetato de etila 2:1
(V/V).

Para o experimento E1 a por¢cao aquosa obtida foi liofilizada.
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Tabela VII — Condigbes reacionais e tratamento realizados nos experimentos E1
e E2

Experimento Reagentes/ Concentracdao Condicoes Condicoes de extracao
solvente volume reacionais
E1 - AMP 2,87 mmol Tempo: 3 h Acetato de etila - 20 mL
- solugdo H,SO, 3gts T.A.
20% Condicbes de extragao:
- inositol 2,87 mmol NaOH1 M-20 mL -1 vez
- THF 15 mL Agua — 20 mL - 2 vezes
E2 - AMP 5,75 mmol Tempo: 27 h Acetato de etila - 30 mL
- solugdo H,SO, 5gts 70°C
20% Condicbes de extragao:
- inositol 5,75 mmol NaHCO;s* - 50 mL — 2 vezes
- DMF 30 mL Agua - 50 mL — 2 vezes

* Solugao saturada
T.A.: Temperatura ambiente.

% Método F - cloreto de acila para esterificacao

Mantiveram-se, em banho de gelo e sob agitacdo, o acido malico protegido e o
respectivo cloreto de acido em DMF anidro, conforme descrito na Tabela VIIl. Apds o
tempo de ativacao, juntaram-se mio-inositol e 0s outros reagentes (de acordo com o
experimento). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo, de acordo com as
condigbes reacionais relatadas na Tabela VIII. Ao término da reagédo, o produto foi
extraido conforme descrito na Tabela VIII. A fase orgéanica foi secada com sulfato de
s6dio anidro e filtrada. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida, a 50 °C.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase moével hexano/acetato de etila 2:1
(V/V).
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Tabela VIl — Condicdes reacionais e tratamento realizados nos experimentos
F1,F2e F3
Experimento Reagentes/ mmol/ Condicoes Condicoes de extracao Referéncia

solvente volume reacionais

(mL)

F1 - AMP 5,75  Ativ.*: 30 min.  Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- cloreto de 5,75 Tempo: 24 h DHIMITRUKA,
benzoila Condigdes de extragao: SANTALUCIA,

- inositol 0,48 Agua — 100 mL — 3 vezes 2006.
- DMAP 2,87

-TEA 11,48

- DMF 50

F2 - AMP 2,87 Ativ.*: 10 min.  Acetato de etila - 25 mL Adaptado de
- cloreto de 2,87 Tempo: 24 h KOHL,
oxalila Condigbes de extragao: THUNUS,

- inositol 0,48 HCI 1M - 50 mL — 2 vezes LEJEUNE,
-TEA 5,75 Agua - 50 mL — 2 vezes 1997.
- DMF 25

F3 - AMP 5,75 Ativ.* 30 min. Acetato de etila - 50 mL Adaptado de
- cloreto de 2,87 Tempo: 22 h HOSANGADI,
tionila Condigoes de extragao: DAVE, 1996.

- inositol 0,48 NAHCO;3* - 100 mL — 2 vezes
-TEA 5,75 Agua — 100 mL — 2 vezes
- DMF 50

3.2.1.3.2 Sintese do malato de inositol (DAMEN et al., 2000; FERREIRA, GIAROLLA,
2008).

{} N s {} e

HC

Figura 34: Hidrélise do intermediario |, sintese do malato de inositol (GIAROLLA, 2007).

Os compostos obtidos na etapa anterior com DCC e EDC foram dissolvidos em

solucdo de acido acetico, tetraidrofurano e agua (1:1:1, v/v/v). A mistura reacional foi
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mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente, por 24 horas. Posteriormente, os
solventes foram removidos sob pressao reduzida a 50 °C. Apés a retirada do solvente,
o produto foi lavado com agua, acetato de etila e diclorometano, com 5 mL de cada
solvente, e concentrado novamente sob pressao reduzida.

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

mével de cloroférmio/metanol 2:1 (v/v).

3.2.1.3.3 Sintese do intermediario Il (adaptado de DAMEN et al., 2000; FERREIRA,
GIAROLLA, 2008).

RO OR R= o RO OR R=
COOH + HO o COOH
RO or Y bce RO o, Y .
O OH o O7LCH3 DMAP O O
RO OR H,C RO OR o
o o—/-cH,
H,C

Figura 35: Sintese do intermediario II.

A partir do produto obtido na reacdo anterior, em banho de gelo e sob agitacao,
adicionaram-se 30 mL de THF, DCC (6:1), com relagdo ao intermediario obtido. Apds
30 minutos, retirou-se o banho de gelo e foram adicionados acido malico protegido na
proporcao de 1:6, e DMAP na proporcao de 1:0,1, em relagdo ao malato de inositol. A
mistura reacional foi submetida a agitacdo vigorosa por 24 horas. Apos este periodo,
adicionaram-se 30 mL de éter dietilico, sob agitacao. Filtrou-se, o conteudo reacional
para remover o DCU. O solvente foi removido sob presséo reduzida, a 50 °C.

A reacao foi acompanhada por CCD, com fase movel cloroférmio/metanol 2:1
(V/V).
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3.2.1.3.4 Desprotecéo do intermedidrio |l, obtencdo do intermedidrio 1ll (DAMEN et al.,
2000; FERREIRA, GIAROLLA, 2008).

RO OR R= RO OR R=

COOH COOH
RO OR W CH,COOH ROQOR W
O —_— >
0] 0O THF, H_O ) 0O OH
RO OR 2 RO OR OH
0 o}

0
0—/—cH, i
H,C

Figura 36: Hidrdlise do intermediario Il, sintese do intermediario 111,

O produto obtido na reacao anterior foi dissolvido em solugédo de acido acético,
tetraidrofurano e agua (1:1:1, v/iv/v). A mistura reacional foi submetida a agitagéo, a
temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, o meio reacional foi concentrado
sob pressao reduzida, a 50 °C.

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

3.2.1.3.5 Sintese do dendrimero dirigido com manose

% Ligacdo a manose (adaptado de DAMEN et al., 2000; FERREIRA, GIAROLLA,

OR OR R= 0 HO
\CH2 R.Q OR, R= 0 R= \\
CH,
0 DCC

RO OR oH + O - OR, O o

o DMAP R0 OR, +

OH O

OH 0o OH O

OR OR OH OH OH

o OH H oo R,0 OR, OH OH

0 OH H H

Figura 37: Ligacdo de manose ao intermediario Ill.

Partindo-se do intermediario 1ll, em banho de gelo e sob agitacdo, adicionaram-
se 30 mL de THF, DCC (1:6). Apés 30 minutos, retirou-se o banho de gelo e juntaram-
se D-manose na proporcdo de 1:6 e DMAP na proporcédo de 1:0,1, em relagdo ao
intermediario lll. A mistura reacional foi submetida a agitagcdo por 24 horas. Apds este
periodo, adicionaram-se 30 mL de éter dietilico, sob agitacdo. Filtrou-se o meio
reacional para remover o DCU. O solvente foi removido sob presséo reduzida, a 50 °C.
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A reacao foi acompanhada por CCD, com fase movel cloroférmio/metanol 2:1
(V/V).

3.2.1.3.6 Sintese do dendrimero dirigido com inositol

% Ligacdo de inositol ao intermediario Il (adaptado de DAMEN et al., 2000;
FERREIRA, GIAROLLA, 2008).

OR OR R= o

L OH RQ OR, R;= o R.= OH
o
o oR OH Dce . o S
o O:O OH pwap RO i HO oH
OR OR fo on OH
0 OH HO OH 1 1 o OH HO OH

Figura 38: Ligacao de inositol ao intermediario Ill.

A partir do intermediario lll, em banho de gelo e agitacdo constante, adicionaram-
se 30 mL de THF e DCC na proporgéao de 1:6, com relagdo ao intermediario Il obtido.
Ap6s 30 minutos, adicionou-se DMAP na proporcdo de 1:0,1 e mio-inositol na
proporcdo de 1:6, em relagdo ao intermediario. A mistura reacional foi submetida a
agitacao por 24 horas e acompanhada por CCD (fase mével cloroférmio/metanol 2:1
v/v). Ao término da reagao, juntaram-se 30 mL de éter dietilico. O produto foi filtrado

para remover o DCU e concentrado sob pressao reduzida.
3.2.1.4Sintese dos farmacos dendriméricos dirigidos — método convergente
3.2.1.4.1 Sintese do intermediario IV

0
0 0 Q 0
ozN/Q\/N\HJ\H/\o;HO@oX—o:N/QVN\ j\ N )OKIOX

Figura 39: Sintese do intermediario IV.

% Método G — com NFOH
Em banho de gelo e sob atmosfera de argdnio, adicionou-se a solugcado de N-
metilmorfolina (0,47 mmol) em 1 mL de THF a solugéo de &cido malico protegido (0,47
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mmol) dissolvido em 3 mL de THF. Agitou-se por 15 minutos, adicionando-se, entdo, o
cloroformato de etila (0,47 mmol) solubilizado em 1 mL de THF. Manteve-se a agitagao
por mais 30 minutos e adicionou-se o NFOH (0,47 mmol). A reacdo foi mantida sob
agitacdo e banho de gelo por mais 1 hora. O meio reacional foi mantido sob agitacao
constante, protecdo da luz e a temperatura ambiente, por 24 horas. O produto foi
lavado com metanol e filtrado sob pressao reduzida.

O experimento foi acompanhado por CCD, utilizando como fase movel
cloroférmio/metanol/acido acético (85:10:5).

+» Esterificacao in situ

Primeira etapa — Sintese do NFOH (TROSSINI et al., 2010b).

Nitrofural (5,00 mmol), carbonato de potassio (7,50 mmol) e agua (10 mL) foram
adicionados ao meio reacional. Formaldeido (18 mL) foi colocado em duas etapas, 9
mL no inicio da reacao e 9 mL na metade do tempo total de sintese, ou seja, trés horas
e trinta minutos. Manteve-se 0 meio reacional em agitacao constante com protecao da
luz e a temperatura ambiente, por 7 horas.

O experimento foi acompanhado por CCD, utilizando como fase movel

cloroférmio/metanol/acido acético (85:10:5).

= Método H — com cloroformatos para sintese dos ésteres

Segunda etapa — Ativacdo do acido malico protegido (adaptado de VARGAS,
2007)

Em outro baldo, adicionou-se, em banho de gelo a solucao de N-metilmorfolina
(5,50 mmol) em 1 mL de THF a solugcdo de &cido malico protegido (5,50 mmol)
dissolvido em 3 mL de THF. Agitou-se por 15 minutos, adicionando-se, entdo, o
respectivo cloroformato solubilizado em 1 mL de THF (Tabela IX). Manteve-se a

agitacao por mais 30 minutos.
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Tabela IX — Cloroformatos utilizados nos experimentos H1 e H2

Experimento Cloroformato mmol
H1 cloroformato de etila 5,50
H2 4-nitrofenilcloroformato 5,50

Terceira etapa — Tentativa de esterificacao

Adicionou-se ao meio reacional da primeira etapa o acido malico protegido
ativado. Manteve-se sob agitacdo, a temperatura ambiente, e protecao da luz, por 24
horas. O produto foi lavado com metanol e filtrado a pressad reduzida.

A reagao foi acompanhada por CCD, com fase mével cloroférmio/metanol/acido
acético (85:10:5).

— Método | — Esterificacdo de Fisher
Adicionaram-se ao meio reacional da primeira etapa 7 gotas de solu¢do de acido
sulfdrico a 20% e o acido malico protegido (5,50 mmol). Manteve-se o meio reacional
em agitacao, em temperatura ambiente e prote¢éo da luz, por 24 horas. O produto foi
lavado com metanol e filtrado a presséo reduzida.
O experimento foi acompanhado por CCD, utilizando como fase movel

cloroférmio/metanol/acido acético (85:10:5).
3.2.2 Métodos de analise

3.2.2.1 Espectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A andlise de RMN 'H e 'C dos produtos formados foi realizada em
Espectrometro Bruker 300 MHz, modelo advanced DPX-300, disponivel na Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&ao Paulo.

3.2.2.2 Espectrofometria no Infravermelho (1V)
A espectrofotometria no IV foi realizada no equipamento FTIR Bomem MB100 da
Central Analitica, Instituto de Quimica da USP, com pastilhas de KBr.
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3.2.2.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A analise cromatogréafica em camada delgada foi realizada com cromatoplacas de
silica-gel G-60, marca Merck, com as fases molveis apropriadas e descritas

anteriormente.

3.2.3 Modelagem molecular

Os estudos de modelagem molecular contaram com a colaboragdo da Dra.
Jeanine Giarolla Vargas, da FCF, USP, e da Dra. Kerly F. M. Pasqualoto, do Instituto
Butantan.

3.2.3.1 Estudo de liberagdo dos dendrimeros dirigidos de primeira geragcdo (GIAROLLA
etal., 2010).

As estruturas tridimensionais dos dendrimeros dirigidos de primeira geragao com
uma, duas, trés, quatro, cinco e seis ramificacbes de NFOH (agente bioativo) e grupo
diretor (mio-inositol e manose) foram construidas usando o software HyperChem 7.51.
As estruturas cristalografadas de mio-inositol (grupo diretor e foco central), D-manose
(grupo diretor), acido malico (agente espacante) foram obtidas do banco de dados de
estruturas quimicas Protein Data Bank (PDB) e utilizadas como padroes de geometria
para a construcdo dos modelos tridimensionais com os seguintes cddigos de entrada:
3HO6 (PRUIT et al, 2009), 3M8M (SUNDARAMOORTHY, GOLD, POULQOS, 2010),
3DR3 (SINGER et al., 2009) e resolugao 1,60, 1,05, 1,45 A, respectivamente.Utilizou-se
a estrutura cristalografada do NFOH obtido por Doriguetto et al. (2005). A minimizagao
de energia de cada modelo (uma a seis ramificacbes de NFOH e grupo diretor mio-
inositol e NFOH e grupo diretor D-manose) foi realizada por mecénica molecular com
campo de forca Mecéanica Molecular (MM+), por meio dos softwares HyperChem 7,51 e
MOLSIM 3,2 (DOHERTY, 1997). As cargas atbmicas parciais foram calculadas
utilizando o método semiempirico AM1, também implementado no programa
HyperChem 7,51.

Os modelos obtidos com menor energia foram utilizados como estrutura inicial

para a realizacao das simulagdes de dinamica molecular (DM), realizadas utilizando o
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protocolo de 1 ns, cada passo de 1 fs a 300 K. Os arquivos de trajetoria foram gerados
a cada 20 passos, resultando em 50.000 conformacgdes para cada modelo. A partir do
perfil de amostragem conformacional, extrairam-se as conformagdes de menor energia
para cada modelo da regido de equilibragdo. Os confémeros de menor energia foram
utilizados para os calculos de cargas de potencial eletrostatico (ChelpG — Potential
Electrostatic Charges) usando o método ab initio HF/3-21G*, por meio do software
Gaussian GO3W. O potencial eletrostatico (PE) foi mapeado em superficie Connolly
para cada modelo. A escala utilizada no mapa de potencial eletrostatico variou de -7,5 a
7,5 eV? e os valores negativos de potencial eletrostatico (alta densidade eletrénica)
sao representados em vermelho, enquanto os valores positivos estdo em azul (baixa
densidade eletrdnica).

O software ViewerlLite 4.2 foi utilizado para: determinagdo das ligacbes de
hidrogénio, visualizagdo do modelo CPK e da superficie de acessibilidade ao solvente
para analise de impedimento estérico dos dendrimeros dirigidos construidos.



RESULTADOS E

DISCUSSAO

No meio da dificuldade encontra-se a oportunidade.
Albert Einstein
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese

4.1.1 Sintese do derivado hidroximetilnitrofural (NFOH) (Figura 31)

O NFOH, sintetizado em nosso Laboratério e considerado pro-farmaco
potencial do NF, apresenta promissora atividade antichagasica e leishmanicida
(CHUNG et al., 2003; SANTOS, 2005; SANTOS et al., 2010). Este derivado foi
utilizado neste trabalho como a porgéo bioativa do dendrimero dirigido de primeira
geracao proposto como potencialmente leishmanicida.

A sintese do NFOH foi acompanhada por cromatografia em camada delgada.
Durante sua sintese, observaram-se duas manchas com valor de Rf igual a 0,84 e
0,69. A mancha com Rf de 0,84 é referente ao nitrofural, material de partida. Ja, o
valor de Rf de 0,69 corresponde ao derivado hidroximetilado, pois este composto
apresenta maior polaridade que seu precursor, devido a introdugdo do grupo
hidroximetilénico. O espectro de RMN 'H (Espectro 1) confirmou a obtencdo do
derivado hidroximetilado de nitrofural, devido a presenca do tripleto em 4,61 ppm,
referente aos hidrogénios do grupo metilénico, e outro tripleto em 5,46 ppm,
relacionado ao grupamento hidroxila introduzido no nitrofural. No espectro de RMN
3C (Espectro 2) evidencia-se um sinal em 63,18 ppm, referente ao carbono CH, do
grupo metilénico introduzido.

O produto desta reacdo apresentou aspecto de pé de cor amarela intensa,
obtido com rendimento de 70%.
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Espectro 1: Espectro de RMN 'H de NFOH.

RMN 'H (DMSO), 300 MHz, § = ppm

2,50 (DMSO-dg); 3,29 (H20); 4,61 (t, 2H, Hyy, d = 6 Hz); 5,46 (t, 1H, Hiy,
J=6Hz);7,24 (d, 1H, H3, d = 3 Hz); 7,58 (t, 1H, Hqo, J= 6 Hz); 7,78 (s, 1H, He);
7,81 (d, 1H, Hy J= 3); 10,97 (s, 1H, Hs).
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Espectro 2: Espectro de RMN °C de NFOH.

RMN **C (DMSO), 75 MHz, § = ppm
39,53 (DMSO-dg); 63,18 (C+1); 112,68 (C4); 115,11 (Cs); 127,91 (Ce); 152,77
(Cs); 154,51 (Co).
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4.1.2 Sintese do acido 2-(2,2-dimetil-5-oxo-1,3-dioxolan-4-ila)acético (acido
madlico protegido) (Figura 32)

O &cido malico é importante na sintese dos dendrimeros, pois atua como
dendron e agente espacante. As carboxilas presentes no acido malico proporcionam
a ligacao tipo éster com o foco central (mio-inositol), bem como ligacdo aos grupos
diretores externos (inositol e manose) e ao composto bioativo (NFOH). Além disso,
este apresenta uma hidroxila no Cz, que permite o aumento das geragcdes dos
dendrimeros propostos. Entretanto, esta hidroxila possibilita a ocorréncia de reagdes
cruzadas. Portanto, para promover a seletividade da carbonila em reagir com o mio-
inositol (grupo diretor e foco central), D-manose (grupo diretor) ou composto com
atividade (NFOH) e evitar reacbes cruzadas, realizou-se a reacao para formacao da
lactona (protegéo) e obtencao do acido malico protegido (GIAROLLA, 2007).

A cromatografia de camada delgada mostrou mancha com Rf de 0,23, valor
diferente do material de partida (acido malico) de 0,15. O Rf de 0,23 mostra a
formacao de material com carater mais apolar que o material de partida, o que
sugere a obtencdo do acido malico protegido. O espectro de RMN 'H (Espectro 3)
apresentou singletos em 1,55 e 1,60 ppm, correspondentes aos hidrogénios Hg e H;
das metilas da lactona presente no acido malico protegido. No espectro de RMN *C
(Espectro 4) apareceram os sinais em 35,99 ppm, relativo ao Cs, em 25,81 ppm,
referente ao Cg, € em 26,75 ppm, que refere-se a C; da lactona do acido malico
protegido. O produto foi obtido com sucesso e apresentou aspecto de cristal agulha
de cor branca e rendimento em torno de 60%.
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Espectro 3: Espectro de RMN 'H de 4cido malico protegido.

RMN 'H (CDCls), 300 MHz, § = ppm

7,26 (CDCls); 1,55, 1,60 (s, 6H, He, H7); 2,81 (dd, 1H, Hz J = 17 Hz, J = 6 Hz);
3,00 (dd, 1H, Ho, J = 17 Hz, J=8 Hz); 4,70 (dd, 1H, Hs, J = 6 Hz, J = 3 Hz).
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Espectro 4: Espectro de RMN *C de 4cido malico protegido.

RMN *3C (CDCls), 75 MHz, § = ppm

77,00 (CDCly); 25,81 (C7); 26,75 (Ce); 35,99 (Cz); 70,42 (Cs); 111,36 (Ca);
171,83 (C4); 174,57 (Ca).
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4.1.3 Sintese dos farmacos dendriméricos dirigidos — meétodo divergente
(Figura 33)

As tentativas de obtencdo dos farmacos dendriméricos dirigidos foram
realizadas pelos métodos convergente e divergente. A abordagem divergente
consiste no crescimento das ramificagdes a partir de um foco central. Como descrito
por Giarolla (2007), o método divergente apresenta vantagem, em relagédo a sintese
pelo método convergente, pois as etapas de formacao do dendrimero ndo depedem
do composto bioativo (NFOH) para formacdo das ramificacbes. Pode-se, em
proporcoes estequiométricas, adicionar o NFOH, na ultima etapa reacional. Portanto,
o método divergente preserva o farmaco, o que é importante principalmente em
relacdo ao NFOH, que é instavel na presenca de luz, temperatura e condicoes
drasticas de pH.

4.1.3.1 Sintese do intermediario | (Figura 33)

4.1.3.1.1 Método A - DCC como agente condensante

= Experimento A1

Na patente de Ferreira e Giarolla (2008) esta descrita a sintese de farmacos
dendriméricos com a utilizacdo de DCC/DMAP, portanto este trabalho foi iniciado
fazendo uso destes, como agente condensante e catalisador, respectivamente.

O intermediario | € formado pela esterificacdo entre inositol e acido malico
protegido.

No experimento A1 utilizou-se a quantidade de inositol e &cido maélico
protegido na proporcdo de 1:6, respectivamente, devido ao numero de hidroxilas
disponiveis no inositol, com objetivo de obter o maior nimero de substituicdes
possiveis. As placas cromatograficas, apés 24 horas de reacdo, mostraram a
formagéo de duas manchas com Rf de 0,47 e 0,78, diferentes do valor encontrado
para o material de partida, acido malico protegido, que apresenta Rf de 0,23. A
mancha com Rf de 0,78 pode ser referente ao intermediario inositol-acido malico
protegido de interesse. A outra mancha corresponde ao subproduto formado pela
reagdo com DCC, o DCU (N,N “dicicloexiluréia). O espectro de RMN 'H (Espectro 5)
apresentou excesso de sinais, devido a presenca de impurezas dos procedimentos

reacionais (provavel DCU formado, subproduto da reacao). Entretanto, os sinais em
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1,54 e 1,56 ppm relacionam-se a Hg € H; do acido malico protegido, bem como
sinais em 2,80 e 4,76 ppm caracterizam, respectivamente, H, e Hz do acido malico.
Além disso, os sinais do inositol sdo observados préximos a 3,60 ppm, referentes
aos hidrogénios presentes no anel, e em 4,80 ppm, correspondendo as hidroxilas
livres. O mecanismo da reacdo do DCC, que gera a formagdo do DCU pode ser
observado na Figura 40.

O produto formado tem aspecto oleoso de cor marrom escura. O rendimento
bruto foi de 32%.

1 Oa D — OO
DCC /EO

Acido carboxilico

Figura 40: Mecanismo de esterificagdo com o uso de DCC (GIAROLLA, 2012).
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Espectro 5: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) do produto impuro da
reacdo entre mio-inositol e acido malico protegido, obtidos com o experimento A1,
que utiliza DCC como agente condensante.
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= Experimentos A2, A3, Ad e A5

Nos experimentos A2, A3 e A4, utilizou-se a quantidade de inositol e acido
malico protegido na proporcdo molar de 1:1, com o objetivo de reproduzir o protocolo
realizado pelos artigos utilizados e, também, obter alguma substituicido do mio-
inositol, para determinar as condigdes reacionais. Assim, com as condi¢des
reacionais estabelecidas, as propor¢cées molares poderiam ser reajustadas, para a
obtencdo do maior numero de substituicbes, o que € mais interessante para a
sintese de dendrimeros.

No experimento A2, a cromatografia em camada delgada mostrou a formacao
de trés manchas com valores de Rf iguais a 0,23, 0,50 e 0,80. A mancha com Rf de
0,23 é relativa ao material de partida acido mélico que ndo reagiu. A outra mancha
com Rf de 0,50, possivelmente, esta relacionada ao subproduto DCU. O que sugere
gue a mancha com valor de Rf equivalente a 0,80, pode ser referente a obtencéo do
intermediario inositol-acido malico protegido de interesse.

No entanto, apesar dos indicios de formacédo do intermediario |, observados
na placa cromatogréfica, o espectro de RMN 'H (Espectro 6) do composto obtido
indicou que o intermediario inositol-acido malico protegido néo foi obtido. O RMN 'H
desta reacdo apresentou excesso de sinais, devido a presenca de impurezas da
reacao (subproduto DCU). Além disso, o espectro apresentou sinais que indicam a
presenca do acido malico protegido em 1,51 e 1,54 ppm, relacionados aos
hidrogénios da lactona, e também, sinais em 4,70 ppm, relativos aos hidrogénios do
carbono 3, mesmo que em baixa intensidade. Entretanto, o espectro ndo apresenta

sinais referentes ao anel do inositol.
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Espectro 6: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre mio-inositol e acido malico protegido, obtidos pelo experimento A2, que utiliza
DCC como agente condensante.
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No experimento A3, a cromatografia em camada delgada do produto obtido
apés 4 horas de reacdo mostrou trés manchas. As manchas apresentaram valores
de Rf de 0,23, 0,49 e 0,80, que podem estar relacionadas, respectivamente ao
acido malico protegido que nao reagiu, ao DCU e ao intermediario desejado.

O espectro de RMN 'H (Espectro 7) apresentou excesso de sinais,
principalmente na regiao entre 1,00 e 2,00 ppm, devido a subprodutos reacionais,
como o DCU, o que dificulta sua interpretacdo. Entretanto, é possivel observar a
presenca de sinais em 1,49 e 1,51 ppm, que podem estar relacionados aos
hidrogénios metilénicos do acido malico protegido. Além disso, observam-se 0s
sinais, provavelmente, referentes aos hidrogénios dos carbonos 2 e 3 do espacante
em 2,80 e entre 4 e 5 ppm, respectivamente. Também, sdo observados sinais entre
3-4 ppm, que podem ser relativos aos hidrogénios do anel do inositol. Estes indicios

sugerem a obtengao do intermediario |, mesmo que impuro.
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Espectro 7: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do produto impuro da
reacao entre mio-inositol e 4cido malico protegido, obtidos pelo experimento A3, que

utiliza DCC como agente condensante.
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Apbs 15 horas de reagdo, a andlise cromatografica do produto obtido pelo
experimento A4 mostrou a formacédo de duas manchas com Rf equivalentes a 0,46
e 0,79, valores diferentes dos materiais de partida. A mancha com Rf de 0,46,
provavelmente, corresponde ao DCU formado no meio reacional. A outra mancha
com valor de Rf igual a 0,79 indica a obtengdo de um composto com carater mais
apolar, o que sugere a obtencao do intermediario | desejado.

O espectro de RMN 'H (Espectro 8) mostrou a presenca dos sinais em 1,54 e
1,58 ppm, que correspondem aos hidrogénios das metilas presentes no acido malico
protegido. Em adicdo, observa-se sinal, provavelmente, referente ao H, em
2,86 ppm, do agente espacante. Também, observam-se sinais que podem estar
relacionados aos hidrogénios do anel do inositol, na regido de 3,60 ppm. Em adicao,
o espectro de RMN 'H apresenta excesso de sinais que correspondem ao DCU.
Estes indicios sugerem a formacao do intermediario inositol-acido malico protegido,

embora bastante impuro.
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Espectro 8: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre mio-inositol e acido malico protegido, obtidos pelo experimento A4, que utiliza
DCC como agente condensante.
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O experimento A5 foi realizado conforme descrito por Delong, McFadden
(2007), em que a proporcado molar utilizada foi de 1:1,5 de acido malico protegido e
mio-inositol, respectivamente.

A cromatografia em camada delgada do composto obtido neste experimento
apresentou a formacao de duas manchas com Rf de 0,50 e 0,79. A mancha com Rf
de 0,50 deve estar relacionada ao DCU e a mancha com Rf igual a 0,79 revela a
formacao de produto com carater mais apolar, o que indica a sintese do
intermediario | de interesse.

Entre os experimentos realizados neste trabalho que empregam DCC, como
agente condensante, o experimento A5 foi o que mostrou espectro de RMN 'H
(Espectro 9) menos impuro. No entanto, o espectro, ainda, apresenta sinais que
estdo relacionados ao DCU.

No Espectro 9, é possivel observar a presenca de sinais 1,63 e 1,65 ppm,
referentes aos hidrogénios metilénicos da lactona do &cido malico protegido, bem
como outros sinais relativos ao espacante sao observados em 2,92 e 4,71 ppm, que
correspondem, respectivamente, aos hidrogénios dos carbonos 2 e 3 do &cido
malico. Adicionalmente, no espectro estdo presentes sinais na regidao de 3 e 4 ppm,
provavelmente relacionados aos hidrogénios do anel do mio-inositol, 0 que indicou a
formacao do composto de interesse.

Com os indicios de obtencao do intermediario | pelo experimento A5, realizou-
se a tentativa de purificacdo do composto em coluna cromatografica com gradiente
de concentracdo. O sistema solvente utilizado para a separacao foi hexano/acetato
de etila nas propor¢coes 30:170, 60:140, 90:110, 120:80 e 150:50 mL,
respectivamente. A coluna isolou mancha que na cromatografia em camada delgada
apresentou Rf de 0,79.

No espectro de RMN 'H (Espectro 10) obtido da fragdo isolada da coluna,
observam-se sinais que indicam a obtencédo do intermediario inositol-acido malico
protegido em 1,65 e 1,66 ppm, referentes aos hidrogénios dos carbonos 6 € 7 do
acido malico protegido. Além disso, 0s sinais na regido de 2,80 a 2,99 ppm € em
4,70 ppm sao evidentes e correspondem, respectivamente, aos hidrogénios dos
carbonos 2 e 3 do espagante. Em adi¢cao, observam-se sinais na regiao de 3-4 ppm,
indicativos dos hidrogénios do inositol. O espectro de RMN '*C (Espectro 11)
apresentou os sinais dos carbonos metilénicos do acido malico protegido entre 24 e
25 ppm, os sinais na regido de 35 e 110 ppm, indicam a presenca dos carbonos 2 e
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3 do acido malico. Outra evidéncia de obtencdo do composto de interesse sdo os
sinais entre 169,47 e 172, 87 ppm, indicativos de carbonos carbonilicos do &cido
malico protegido e da funcéo éster formada. Ademais, os sinais dos carbonos do
anel do inositol podem ser visualizados na regiao de 70-71 ppm.

Entretanto, mesmo ap6s a realizacdo da primeira coluna, os espectros de
RMN de 'H e '*C apresentam sinais da presenca do subproduto DCU nas regides de
1-2 ppm e 20-40 ppm, respectivamente, 0 que mostra que o composto de interesse
néo esta totalmente puro.

Com o intuito de retirar o DCU, realizou-se outra coluna cromatografica,
partindo da fracdo isolada da cromatografia anterior. A coluna foi realizada
utilizando-se, novamente, hexano/acetato de etila como eluente e em gradiente de
concentracdo com variacdo de 10% na concentracdo dos solventes a cada adicao.
Portanto, as propor¢cdes utilizadas de hexano/acetato de etila foram: 100:0, 90:10,
80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 e 0:100 mL, respectivamente.
Entretanto, o espectro de RMN 'H (Espectro 12) da fracdo de interesse mostrou,
ainda, a presenca dos sinais na regiao de 1 e 2 ppm, referentes ao DCU no
composto submetido a duas colunas, além dos sinais que correspondem ao
intermediario | de interesse, o que levou a conclusdao de que a ténica nao foi
eficiente para purificacao. O agente condensante DCC é um dos mais utilizados na
literatura para as reagdes de esterificacdo, no entanto, este composto forma DCU,
subproduto de dificil purificagdo. Dessa forma, devido a dificuldade de purificacdo
dos compostos sintetizados com DCC, optou-se pela busca de novos métodos para
sintese do intermediario |, que apresentassem reag¢des mais limpas e produtos de

mais facil purificacao.
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Espectro 9: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacdo
entre mio-inositol e acido malico protegido, obtidos pelo experimento A5, que utiliza
DCC como agente condensante.
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Espectro 10: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto da reacdo entre
mio-inositol e acido malico protegido, obtidos pelo experimento A5, fragédo isolada na

primeira coluna cromatografica.
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Espectro 11: Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCls) do produto da reacdo entre

mio-inositol e acido malico protegido, obtidos pelo experimento A5, fracédo isolada na
primeira coluna cromatografica.
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Espectro 12: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto da reacdo entre
mio-inositol e acido malico protegido, obtidos pelo experimento A5, fragédo isolada na

segunda coluna cromatografica.
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4.1.3.1.2 Método B - EDC como agente condensante

Em todos os experimentos realizados pelo método B a proporcao molar
utilizada entre o alcool e o acido foi de 1:6, objetivando o maior nimero de
substituicdes possiveis do acido malico protegido ao mio-inositol.

A principio, utilizaram-se as condigdes reacionais descritas no experimento
B1, com tempo de reacdo de 24 horas. Nesta condicao foi obtido rendimento bruto
de 12%. Com o intuito de aumentar o rendimento desta reacdo, o seu tempo foi
aumentado para 48 horas, como descrito no experimento B2, obtendo-se rendimento
bruto de 24%. Desta forma, observou-se que o aumento do tempo de reacao € fator
importante para o aumento no rendimento. A cromatografia em camada delgada
mostrou a formagédo de duas manchas com Rf equivalentes a 0,38 e 0,81, valores
diferentes dos apresentados pelo material de partida acido malico protegido. A
mancha com valor de Rf de 0,81 pode estar relacionada a formacdo do
intermediario | desejado, composto com carater mais apolar. Ja a outra mancha esta
relacionada ao EDU (1-(3-diaminopropil)uréia), subproduto formado pelo uso de
EDC nas reagdes de esterificagdo. O mecanismo das reagdes que utilizam EDC,
como agentes condensantes € apresentado na Figura 41.

O espectro de RMN 'H (Espectro 13) mostrou indicios de obtencdo do
produto desejado, pois existem sinais que podem ser referentes a H, e Hz do acido
malico proximos a 2,80 ppm, € em 4,67 ppm. A presenca dos sinais em 1,61 e
1,65 ppm indica hidrogénios metilénicos presentes na lactona do acido maélico
protegido. Além disso, observam-se sinais na regiao de 3-4 ppm, que podem estar
relacionados aos hidrogénios que constituem o anel do inositol. Em adicéo, o
excesso de sinais, possivelmente relacionados ao subproduto EDU, prejudica a
interpretagcéo inequivoca do espectro.

O espectro de IV (Espectro 14) do composto obtido apresentou bandas de
éster em 1733 cm™, banda alargada de hidroxila em 3557 cm™, que pode ser
referente as hidroxilas néo substituidas do inositol, banda de estiramento de CH
alifatico, em 2528 cm™, além de banda em 1418 cm™' relativa & deformagdo de
metilas do acido malico protegido. Como ja discutido, € provavel que o composto
desejado tenha sido obtido, porém ha a banda de amida em 1650 cm™,

provavelmente relacionada ao produto secundario, EDU.



102

j\ + CHy CHN~=N—G—cHsNT '8 CH,-CH—N=——N—G—G—N_ '8
- 3"CH;—N=—=N—=C—CH;N_ - = N=C=g—N
R™ "OH H, CH, s L O-H H, H CH,
Acido carboxilico /EO
—_—— R
H
CH,-CH;—N lll Cc—C N/CHS
s OH; " N="N—C—C—N_
O - H, H, CH,
o
R
R1-OH
H H CH
| CH, | 5
o o H.C N—r—N—C—C
S T R T AR
2 0o 2 M2 CH, o) |I| CH,
HO+O—R1 0+0—R1
R R ¥
H H
H.C—C—N=—N—C—C ke
RO C—NT—N—C—
2+ 272 CH,
o *o«*»o—m
Eliminagao
R
9 H o
M i HC—C—lllJ\lll—C—C—< o
R™ 0 + 3
H, H, H, CH,

Figura 41: Mecanismo de esterificacdo com o uso de EDC (GIAROLLA, 2012).
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Espectro 13: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre mio-inositol e acido malico protegido, obtido pelo experimento B2, que utiliza
EDC como agente condensante.
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Espectro 14: Espectro no IV do produto impuro da reacdo entre o acido malico
protegido e o inositol sintetizados pelo experimento B2, que utiliza EDC como agente

condensante.

IV (v, KBr, cm™)

3557 (von alcool); 2528 (vey alquilas); 1733 (vc-o éster); 1650 (vc-o de amida);
1418 (dcns angular assimétrica); 1105 (vc.o alcool); 946 (don alcool); 688 (Ochz

angular assimétrica).

A cromatografia em camada delgada do produto obtido pelo experimento B3
mostrou apenas uma mancha, com aspecto semelhante a mancha do acido malico
protegido, com Rf de 0,25. Além disso, o espectro de RMN 'H (Espectro 15)
apresentou apenas a presenca dos sinais relativos ao acido malico protegido em
1,57 e 1,62 ppm, e nas regides de 2,80-3,00 e em 4,70 ppm, referentes aos Hes € H7,
H. e Hs do acido malico protegido. Neste espectro ndo sdo observados sinais do
inositol. Acredita-se que o diclorometano ndo tenha sido o solvente adequado para
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esta reagao, o que desfavoreceu a formacao do intermediério I. Portanto, o espectro

apresenta apenas o acido malico protegido e, assim, por este experimento o
composto desejado nao foi obtido.
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Espectro 15: Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo

entre mio-inositol e acido malico protegido, obtido pelo experimento B3, que utiliza
EDC como agente condensante.
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Para experimento B4, utilizou-se dimetilformamida como solvente para a
reacdo na temperatura de 70 °C. Esta condicdo mostrou-se mais adequada para
solubilizacdo de todos os reagentes do meio reacional.

A placa cromatografica do produto obtido pelo experimento B4 mostrou a
formacao de duas manchas com valores de Rf equivalentes a 0,39 e 0,78, valores
semelhantes aos obtidos pelos experimentos B1 e B2. Acredita-se que a mancha
com Rf de 0,39 seja referente ao EDU, subproduto das reacdes que utilizam EDC. A
mancha com Rf de 0,78, de carater mais apolar, estaria vinculada ao intermediario
acido malico protegido-inositol.

O espectro de RMN 'H (Espectro 16) deste produto apresentou sinais que
podem estar relacionados ao espacgante, como os hidrogénios metilénicos em 1,57 e
1,61 ppm e os hidrogénios dos carbonos 2 e 3 em 2,80 e em 4,70 ppm,
respectivamente. Além disso, 0 espectro mostrou sinais na regido de 3,30 e 3,70
ppm, que, provalvelmente, sdo referentes aos hidrogénios do anel do inositol. Estes
sinais indicam a obtengéo do intermediario | de interesse. No entanto, no espectro €
possivel observar excesso de sinais, que podem ser relativos ao EDU formado,
subproduto caracteristico nas reag¢des que utilizam EDC, como agente para reacdes
de acoplamento.

Assim como o DCC, o produto formado com EDC apresentou dificil
purificacdo. Entdo, optou-se pela busca de outra rota sintética para a sintese do
intermediario inositol-acido malico protegido.
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Espectro 16: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacéo

entre mio-inositol e acido malico protegido, obtido pelo experimento B4, que utiliza
EDC como agente condensante.
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4 .1.3.1.3 Método C - método do anidrido misto

Na busca por métodos que resultassem em compostos mais puros, realizou-
se a sintese de anidridos mistos com N-metilmorfolina (como catalisador) e
cloroformatos, tais como cloroformato de etila, de metila e 4-nitrofenilcloroformato,
como agentes condensantes.

A principio, foi realizado o experimento C1, em que se utiliza a proporcéo de
1:6 para acido mdlico e mio-inositol, devido a possibilidade de ocorrerem seis
substituicdes de acido malico protegido no anel do inositol. O tempo de reagao foi de
24 horas. ApGs este periodo, observou-se na cromatografia em camada delgada a
formacao de mancha com valor de Rf igual a 0,61, diferente do Rf observado na
obtencdo do mesmo intermediario com o uso de outros métodos (Rf em torno de
0,80, com o uso de DCC e EDC). O espectro de RMN 'H (Espectro 17) apresentou
sinais da presenca de acido malico protegido em 1,56 e 1,62 ppm, referentes aos
hidrogénios das metilas da lactona, sinais entre 2,80 e 3,00 ppm relacionados aos
hidrogénios do C, e multipleto entre 4,70 e 4,73 ppm relativo aos hidrogénios do Cs,
porém auséncia de sinais de mio-inositol. Nao se obteve, portanto, o produto
desejado.

Nesta reagéo, ha a formagédo de um intermediario de sintese, o anidrido misto,
que deveria ter sofrido ataque nucleofilico pelo mio-inositol. Entretanto, a
substituicdo ndo ocorreu e o0 que se observa no espectro € a presenca deste
intermediario sintético. Os sinais entre 1,28 e 1,49 ppm e proximos a 4,20 ppm sao,
respectivamente, relativos aos hidrogénios de CH; e CH, (ligado ao oxigénio da
funcéo anidrido), que estao presentes neste intermediario de sintese.

Com o objetivo de aumentar a probabilidade de ataque nucleofilico do inositol
e avaliar o comportamento desta reacgao, realizou-se o experimento C2, em que se
adicionou inositol na proporcao 1:1 em relacdo ao acido malico protegido. Porém,
com esta modificacdo o resultado foi analogo ao experimento C1. Entdo, optou-se
pela realizacdo do experimento C3, com proporgao 1:1 (alcool/acido) e aumento no
tempo de reagdo (96 horas). Entretanto, o resultado foi o0 mesmo obtido nos

experimentos anteriores.
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Espectro 17: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da tentativa de obtengdo do

intermediario | com o experimento C3, que utiliza cloroformato de etila e N-

metilmorfolina.
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O experimento C5 consiste na utilizagdo de cloroformato de etila, como
agente de acoplamento, e trietilamina, como catalisador e aceptor de prétons. A
propor¢cdo molar utilizada neste experimento foi de 1:1 de &cido malico protegido e
mio-inositol, seguindo o protocolo utilizado pela referéncia (KAKWANI et al., 2011) e,
também, para tentar favorecer a reacdo e estabelecer as condicées reacionais
necessarias para obtencao do éster de interesse.

A cromatografia em camada delgada do experimento C5 mostrou mancha
com Rf igual a 0,61, o mesmo valor apresentado pelo anidrido misto formado entre
o 4cido malico protegido e cloroformato de etila. Além disso, o espectro de RMN 'H
(Espectro 18) deste composto revelou resultado similar aos anteriormente obtidos
com os experimentos C1, C2 e C3. Observam-se sinais referentes aos hidrogénios
do acido malico protegido em 1,56 e 1,62 ppm, entre 2,88 e 2,95 ppm e multipleto na
regiao de 4,70 ppm, que sao referentes, aos hidrogénios He e H7, Ho e Hs,
respectivamente do agente espacante. Além destes, observaram-se sinais entre
1,28 a 1,34 ppm e aqueles proximos de 4,20 ppm, relativos aos hidrogénios de CHj
e CHy presentes no anidrido misto. Portanto, com o uso de cloroformato de etila, n&o
se obteve o intermediéario I. O mecanismo desta reacao é apresentado na Figura 42.
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Figura 42: Mecanismo da reagdo de esterificagdo utilizando N-metilmorfolina e
cloroformato (GIAROLLA, 2012).
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Espectro 18: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da tentativa de obtencdo do

intermediario | com o experimento C5, que utiliza cloroformato de etila e trietilamina.
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Outro experimento realizado com o uso de cloroformato foi o C6, que
consistiu na utilizacdo de cloroformato de metila (agente condensante) e trietilamina
(catalisador) e, também, com a propor¢cao molar alcool/acido de 1:1. Apds 26 horas
de reacdo, a placa cromatografica deste composto mostrou duas manchas, que
apresentaram valores de Rf equivalentes a 0,23 e 0,55. A mancha com menor valor
revela a presenca de material de partida que nao reagiu (acido malico protegido). A
outra mancha com Rf de 0,55 mostrou carater mais polar do que as manchas
obtidas nos métodos que utilizam DCC e EDC.

O espectro de RMN 'H (Espectro 19) do composto obtido com o experimento
C6 mostrou, novamente, a formacdo de anidrido misto entre o acido malico
protegido e cloroformato de metila, sem o prosseguimento da reacdo No espectro, €
possivel observar sinais relacionados ao acido malico protegido em 1,56 e 1,62 ppm,
correspondentes aos hidrogénios das metilas do espacante, bem como os
hidrogénios Hs e Hs nas regides de 2,80 e 4,70 ppm, respectivamente. Além disso, é
possivel observar sinal em 3,70 ppm relativo aos hidrogénios do grupo metoxila,
proveniente do cloroformato de metila. Portanto, ndo se obteve o intermediario | de
interesse. A nucleofilicidade das hidroxilas do inositol, provavelmente, nao foi
suficiente para o ataque a carbonila do anidrido misto que apresentou grande
estabilidade.
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Espectro 19: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da tentativa de obtencdo do

intermediario | com o experimento C6, que utiliza cloroformato de metila e
trietilamina.
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O experimento C4 consistiu no uso de 4-nitrofenilcloroformato, como agente
condensante, e N-metilmorfolina, como catalisador. O 4-nitrofenilcloroformato foi
utilizado com o intuito de aumentar a eletrofilicidade do anidrido formado, pois o
grupo nitrofenila pode atuar como melhor grupo de saida que os grupos etila ou
metila (derivados obtidos com cloroformato de etila ou metila, respectivamente) e,
desta forma, favorecer o ataque nucleofilico do inositol. A propor¢édo molar utilizada
foi de 1:6 de alcool/acido.

Apébs 24 horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada do composto
obtido pelo experimento C4 mostrou duas manchas com valores de Rfiguais a 0,46
e 0,61, diferentes do material de partida, acido malico protegido.

Entretanto, o espectro de RMN 'H (Espectro 20) mostrou a presenca de outro
anidrido misto formado entre o acido malico protegido e o 4-nitrofenilcloroformato.
Como ja mencionado, este anidrido faz parte do mecanismo de reacdo com este
agente condensante e deveria ter sofrido ataque nucleofilico do inositol. No espectro
€ possivel observar a presenca dos sinais relativos aos hidrogénios do espacante,
em 1,60 e 1,64 ppm, sinais em campo mais baixo, mas caracteristicos do acido
malico protegido na regidao de 3,10-3,20 ppm, e em 4,80 ppm, referentes aos
hidrogénios dos carbonos 6 e 7, 2 e 3, respectivamente. Além disso, 0 espectro
apresenta sinais que revelam a formacao deste intermediario entre 7 e 8 ppm,
corresppondentes ao anel nitrado do agente condensante.

Outra evidéncia de obtencao deste anidrido misto foi o espectro de RMN *C
(Espectro 21), que apresentou sinais na regiao de 121,69 e 125,48 ppm, que
correspondem aos carbonos do anel aromatico nitrado. Além disso, o sinal em
154,89 ppm é referente ao carbono do anel ligado ao oxigénio, bem como o sinal em
145,54 ppm esté relacionado a carbonila do anidrido. Em adicdo, o espectro de RMN
de *C revelou os sinais relativos aos carbonos do acido malico protegido na regido
de 25 ppm (Cs € C7), em 36,23 ppm (Cs), 70,34 ppm (C>), 111,51 ppm (Cs), em 71,55
ppm que corresponde a carbonila da lactona, e principalmente o sinal em 166,87
ppm, referente a carbonila ligada ao anidrido (C4). Portanto, estes resultados
mostram que os experimentos que utilizam cloroformato ndo foram eficientes para a

sintese do intermediario formado entre inositol e acido malico protegido.
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Espectro 20: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da tentativa de obtencdo do

intermediario | com o experimento C4, que utiliza 4-nitrofenilcloroformato e N-
metilmorfolina.
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Espectro 21: Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) da tentativa de obtengdo do

intermediario | com o experimento C4, que utiliza 4-nitrofenilcloroformato e N-
metilmorfolina.
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4.1.3.1.4 Método D - CDI como agente condensante

Devido a dificuldade de purificagcdo dos compostos sintetizados com DCC e
EDC e a ndo obtencao do intermediario | com a utilizacdo de cloroformatos, optou-se
pela busca de outra metodologia para sintese destes compostos, com menos
problemas na purificagdo. Desta forma, utilizou-se CDI, como agente condensante
para as reacdes de esterificacao.

Para o experimento D1, a cromatografia mostrou duas manchas com valor de
Rf equivalente a 0,24 e 0,86. A mancha com Rf de 0,86 poderia estar relacionada
com a obtencédo do intermediario I. Entretanto, o espectro de RMN 'H (Espectro 9)
mostrou a presenca de sinais referentes ao acido malico protegido livre, como o0s
singletos em 1,56 e 1,61 ppm, sinais entre 2,76 € 2,95 ppm e entre 4,74 e 4,78 ppm,
relacionados, respectivamente, aos hidrogénios das metilas presentes na lactona, Ho
e Hs, 0 que indica a presencga do material de partida. Em adi¢&o, o espectro mostrou
sinais de um intermediario sintético formado nas reacées que utilizam CDI, devido a
presenca de sinais entre 7,11 e 8,18 ppm, relativos aos hidrogénios do anel
imidazolico deste intermediario de sintese. Além disso, apareceram sinais dos
hidrogénios do acido malico protegido ligado ao anel imidazélico deslocados para
campo mais baixo, em 1,65 ppm, entre 3,27 e 3,57 ppm, entre 4,74 e 4,92 ppm,
relacionados, respectivamente, aos hidrogénios metilénicos da lactona, H, e Hs do
acido malico protegido ligado ao imidazol. Os sinais referentes aos inositol estao
ausentes neste espectro, portanto, o intermediario | de interesse nao foi obtido por
este experimento.

Nesta reacao (Figura 43) ha a formagdo de um intermediario sintético, que
deveria ter sofrido ataque nucleofilico pelo mio-inositol. Entretanto, a substituicao
nNao ocorreu € o que se observa no espectro é mistura de acido malico protegido
livre e deste intermediario de sintese formado pelo acido malico protegido e anel
imidazolico (Espectro 22).

Com o intuito de aumentar a probabilidade de ataque nucleofilico do inositol e
avaliar o comportamento desta reagao, realizaram-se os experimentos D2 e D3. O
experimento D2 consiste no aumento da proporcdo molar de inositol para 1:1 em
relacdo ao acido malico protegido. Além disso, as condicées reacionais foram
alteradas, utilizando-se dimetilformamida, melhor solvente para os reagentes desta

reacdo com temperatura de 70 °C, durante 3 horas, seguindo o protocolo da
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referéncia (BODE et al., 2010). Entretanto, o resultado foi semelhante ao obtido pelo
experimento D1. Entdo, optou-se pela realizacdo do experimento D3, que, também,
consiste na alteracdo da proporcdo molar para 1:1 (alcool/acido), uso de
dimetilformamida como solvente, aumento da temperatura para 80 °C e do tempo de
reacdo para 24 horas, conforme o protocolo da referéncia (HUSSAIN, LIEBERT,

HEINZE, 2004). No entanto, o resultado foi o analogo ao obtido pelos experimentos
D1 e D2.

RCOOH + N N~ "N SN —— R~ N N + N

\—/ \—/ \—/ \—/
CDI -

imidazol Co,

R'OH

Y

H<

N

RCOOR' + \—/

Figura 43: Mecanismo da reacao de esterificacdo utilizando com CDI, como agente
condensante (CHRISTIE, 1993).
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Espectro 22: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre mio-inositol e acido malico protegido obtido com o experimento D1, que utiliza

CDI como agente condensante.
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Para forcar a substituicdo, realizou-se o experimento D4, que utilizou a
proporcdo molar de inositol para acido malico protegido de 2,5:1, em
dimetilformamida, por 16 horas, seguindo o protocolo realizado por Tukulula (2009).
O espectro de RMN 'H (Espectro 23) do produto obtido por esse experimento nio
apresentou resultado satisfatério. No espectro, novamente, estdo ausentes os sinais
do inositol. Observam-se os sinais caracteristicos do espagante em 1,56 e 1,60 ppm,
entre 2,80 e 3,00 ppm, e em 4,70 ppm, que correspondem, respectivamente, aos
hidrogénios He e H7, H> e Hz do acido malico protegido. Além disso, observam-se os
sinais referentes ao intermediario sintético na regido de 7,00 e 8,00 ppm, relativos ao
imidazol, bem como sinais do acido malico protegido ligado ao imidazol, deslocados
para campo mais baixo. Portanto, novamente, obteve-se mistura de acido malico
protegido que nao reagiu e o intermediario de sintese CDI-AMP.

Outra tentativa para favorecer o ataque nucleofilico foi o experimento D5, que
consistiu na sintese do intermediario formado pelo CDI e acido malico protegido € no
isolamento deste composto. Posteriormente, este intermediario foi adicionado a meio
reacional contendo a proporcdo molar de 1:1,5 de intermediario para o inositol,
respectivamente. Além disso, o tempo reacional foi aumentado para 4 dias, a reagao
foi realizada de acordo com o protocolo adotado por Jong et al., em 2001.

Apés 4 dias de reacao, a cromatografia em camada delgada mostrou mancha
com Rf de 0,83, valor semelhante ao que corresponde ao intermediario de sintese.
Além disso, o espectro de RMN 'H (Espectro 24) deste composto apresentou a
presenca de sinais do acido malico protegido em 1,62 e 1,57 ppm referentes aos
hidrogénios metilénicos da lactona, bem como outros sinais caracteristicos entre
2,80 e 3,00 ppm, e em 4,70 ppm, que correspondem, respectivamente, aos
hidrogénios dos carbonos 2 e 3 do espacante. Em adicéo, sdo observados sinais na
regiao entre 7,00 e 8,00 ppm relativos aos hidrogénios do anel imidazélico e os
sinais do inositol estdo ausentes. Portanto, com este experimento foi obtido apenas
o intermediario sintético formado entre o acido malico protegido e o CDI.

Dessa forma, experimentos que empregam CDI (D1 a D5) como agente de
acoplamento nao foram eficientes para a obtencdo do intermediario | de interesse.
Obteve-se o intermediario de sintese, que nao reagiu com o mio-inositol. Dessa
forma, buscaram-se outros métodos para esterificacdo do acido malico protegido ao

mio-inositol.
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Espectro 23: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto da reagdo entre
mio-inositol e acido malico protegido obtidos pelo experimento D4, que utiliza CDI

como agente condensante.
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Espectro 24: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto da reagdo entre
mio-inositol e acido malico protegido obtidos pelo experimento D5, que utiliza CDI,

como agente condensante.
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4.1.3.1.5 Método E — Esterificacdo de Fisher
Outra tentativa sintética realizada para obtencdo do intermediario | foi a

esterificacdo de Fisher. Este método consiste no uso de acido sulfurico para
catalisar a reacao de esterificacao (Figura 44).

No experimento E1 utilizou-se a proporcdo molar de 1:1 (acido malico
protegido e mio-inositol), solucdo de acido sulfurico a 20%, com solvente
tetraidrofurano em temperatura ambiente por 3 horas, conforme protocolo descrito
por Santos (2005).

OH
o) +OH 2
+ R1 O+
L™ ¥ L= "2
R1 OH R1 / OH OH H
R2-OH
O +
Lge == F G
R1 OR2 R1 OF2
R1 OR2
OH,
+ +
H,O

Figura 44: Mecanismo da reacao de esterificacao de Fisher (ALLINGER et al., 1976).

Durante a reagcao do experimento E1 observaram-se problemas com relagao
a solubilizacdo dos reagentes, com a formacado de precipitado branco no meio
reacional, semelhante ao mio-inositol, que provavelmente nao reagiu. A placa
cromatografica da fase orgénica desta reagcdo nao apresentou manchas que
indicassem a obtencdo do produto de interesse. Devido a estes indicios, optou-se
pela liofilizacdo da porgdo aquosa obtida da extracdo e o seu espectro de RMN 'H
(Espectro 25) mostrou sinais na regidao de 3 e 4 ppm, 0 que caracteriza a presenca
de mio-inositol que nao reagiu, e portanto, foi para a por¢cao aquosa. Além disso,
observa-se sinal evidente em 2,00 ppm relacionado ao acido sulfurico utilizado como
catalisador da reacao. Portanto, ndo se considerou esse experimento eficiente para

obtencédo do intermediario acido malico protegido e inositol.
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Com o objetivo de favorecer o ataque nucleofilico do inositol e avaliar o
comportamento desta reacdo, realizou-se o0 experimento E2. Neste utilizou-se
dimetilformamida, que se mostrou mais adequada para este meio reacional,
temperatura de 70 °C e maior tempo (27 horas). No entanto, a placa cromatografica
mostrou manchas que indicassem a obtencdo de um novo composto. O espectro de
RMN 'H (Espectro 26) apresentou apenas sinais de solventes utilizados para sintese
e extracdo do material. Os sinais em 1,26 ppm relacionados ao solvente acetato de
etila utilizado na extracdo, bem como os sinais na regiao de 2,60, e em 8,00 ppm
podem ser referentes a dimetilformamida. Os sinais na regiao de 3 e 4 ppm podem
estar relacionados ao mio-inositol que nao reagiu. Além disso, o excesso de sinais
dificultou a interpretacdo do espectro, ndo sendo possivel observar com clareza os
sinais correspondentes ao intermediario desejado. Portanto, esse meétodo foi

inconclusivo.
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Espectro 25: Espectro de RMN 'H (300 MHz, D»O) da por¢éo liofilizada da reacédo
entre mio-inositol e acido malico protegido, realizado com o experimento E1,

esterificacao de Fisher.
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Espectro 26: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da reagdo entre mio-inositol e

acido malico protegido, realizado com o experimento E2, esterificacdo de Fisher.
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4.1.3.1.6 Método F- cloreto de acila para esterificacido

Diante das dificuldades encontradas para obtencdao do intermediario,
buscaram-se métodos alternativos de esterificacdo. Os experimentos seguindo o
método F utilizaram cloreto de acila para a reacdo de acoplamento entre o acido
malico protegido e mio-inositol. Os cloretos de acido sao muito utilizados na sintese
de ésteres.

Para o experimento F1 utilizou-se cloreto de benzoila, na propor¢cdo molar de
1:6 (&lcool/acido). Apds 24 horas de reagdo, a cromatografia em camada delgada
apresentou mancha com de Rf 0,71, o que mostra a obtencao de um composto com
carater mais apolar.

Entretanto, o espectro de RMN 'H (Espectro 27) mostrou a formagdo do
intermediario de sintese obtido nesta reacéo, formado entre o &cido malico protegido
e o anel benzilico do cloreto de benzoila. No espectro, observam-se sinais
referentes ao acido malico protegido, como os singletos em 1,56 e 1,62 ppm, que
correspondem aos hidrogénios das metilas da lactona do AMP. Além disso, séo
observados os sinais entre 2,80 e 3,13 ppm e, também, na regido de 4,70 ppm,
relacionados, respectivamente, aos hidrogénios dos carbonos 2 e 3 do agente
espacante. Em adicdo, no espectro é possivel observar sinais entre 7 e 8 ppm,
relativos aos hidrogénios do anel benzilico. Neste espectro, os sinais do inositol ndo
estdo presentes. Portanto, com esta metodologia o intermediario | nao foi
sintetizado.

O experimento F2 consiste no uso de cloreto de oxalila, como agente
condensante. As placas cromatograficas do composto obtido mostraram apenas a
formagdo de mancha com Rf de 0,26, valor muito proximo apresentado pelo acido
malico protegido, o que indica que o espacante ndo reagiu com o inositol, para a
formagdo do intermediario | de interesse. Além disso, o espectro de RMN 'H
(Espectro 28) mostrou apenas a presenca de acido malico protegido, pois sao
observados os sinais caracteristicos em 1,57 e 1,62 ppm, em 2,80 e 3,00 ppm, além
dos sinais na regido de 4,70 ppm, que correspondem aos hidrogénios Heg € H7, Ho e
Hs; do espacante. Ademais, este espectro ndo apresentou sinais do mio-inositol.
Dessa forma, o experimento F2 também ndo se mostrou eficiente para a obtencgao

do intermediario inositol-acido malico protegido.
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Espectro 27: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da reagdo entre mio-inositol e

acido malico protegido, realizada pelo experimento F1, utilizando cloreto de

benzoila.
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Espectro 28: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da reagdo entre mio-inositol e

acido malico protegido, realizada pelo experimento F2, utilizando cloreto de oxalila.
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Outro experimento com base no método F foi o F3, que empregou o cloreto
de tionila (Figura 45). Apds 22 horas de reacao, a cromatografia em camada delgada
do produto obtido mostrou mancha com Rf de 0,78, o que indica a obtencédo de
composto com carater mais apolar.

O RMN 'H (Espectro 29) desta reagdo apresentou sinais do &acido malico
protegido em 1,56 e 1,62 ppm, sinais na regido de 2,80 e 3,00 ppm e em 4,70 ppm
referentes aos hidrogénios dos carbonos 6 e 7, 2 e 3 do acido malico protegido,
respectivamente. Além disso, neste espectro ha sinais na regido entre 3,00 e 4,00
ppm, que podem estar relacionados aos hidrogénios do anel do inositol, o que da
indicios de formacéao do intermediario | desejado. Portanto, esta metodologia deve
ser avaliada com mais cuidado para a obtencdo do intermediario acido malico
protegido e inositol, tdo importante para a sintese de dendrimeros. As reacées com
cloretos de acila, utilizando cloreto de tionila podem representar boa alternativa para

essa sintese.

Formacao do cloreto de acila
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Figura 45: Mecanismo da reacao de esterificacdo utilizando cloreto de acila
(ALLINGER et al., 1976).
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Espectro 29: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da reagédo entre mio-inositol e

acido malico protegido, realizada pelo experimento F3, utilizando cloreto de tionila.
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4.1.3.2 Sintese do malato de inositol (Figura34)

4.1.3.2.1 Desprotecao do intermediario | (obtido com DCC)

Com as evidéncias de sucesso na reacao anterior com DCC e provavel
obtencao do intermediario I, partiu-se para a etapa de abertura da lactona do &cido
malico protegido, reacao realizada com o método descrito por Ferreira e Giarolla
(2008), com o uso de acido acético, tetraidrofurano e agua na proporcéo de 1:1:1
(v/viv). A fase mével utilizada para acompanhar a obtengdo do malato de inositol foi
cloroférmio/metanol 2:1, sendo que o intermediario | obtido com DCC apresenta Rf
0,90 neste eluente. O malato de inositol € obtido ap6s a desprotecdo do acido malico
protegido, liberando os grupos hidroxila e acido carboxilico que estavam ligados
através da lactona. A carboxila livre permitird posterior ligagdo com o grupo diretor
(mio-inositol ou D-manose). A hidroxila livre é importante para ligacdo de mais um
acido malico protegido, que, posteriormente, sera ligado ao composto bioativo.

A analise por CCD mostrou mancha com Rf igual a 0,72, diferente do
material de partida, que apresentou valor de 0,90 nesta fase movel. Este resultado
indica a formacao de produto com carater mais polar, o que sugere a hidrélise da
lactona do &cido malico protegido. Em adicdo, o espectro de RMN 'H (Espectro 30)
nao apresenta sinais em 1,54 e 1,56 ppm dos hidrogénios das metilas da lactona do
acido malico protegido. Além disso, o sinal em 4,27 ppm pode ser referente a
hidroxila originada pela hidrélise da lactona. Ainda em relacdo ao agente espacante,
evidencia-se sinal em 2,80 ppm, que sugere a presenca de H, do acido malico. Com
relacdo ao foco central, inositol, observam-se sinais em 3,60 e 3,35 ppm, referentes
aos hidrogénios do anel do inositol. Estes indicios sugerem a obtencdo do malato de
inositol.

O evidente sinal proximo de 2 ppm pode estar relacionado ao acido acético
utilizado para desprotecao do acido malico, reagente que apresenta dificil remocao.
O excesso de sinais no espectro pode ser referente ao DCU, produto secundario da
reacao com DCC.

Obteve-se, como produto final, solu¢gdo de cor marrom escura. O rendimento
bruto foi de 58%.
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Espectro 30: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do produto impuro inositol
e acido malico, obtido apds a hidrdlise da lactona (malato de inositol), DCC como

agente condensante (experimento A1).
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4 1.3.2.2 Desprotecao do intermedidrio | (obtido com EDC)

Apébs 24 horas, a cromatografia em camada delgada mostrou duas
manchas com Rf igual a 0,75 e 0,90. Possivelmente, a mancha com Rf de 0,90 é
referente ao material de partida, ou seja, relativa ao intermediario I. J& a mancha
com Rf de 0,75 mostra a formagéo de composto mais polar e pode ser referente ao
malato de inositol. O espectro de RMN 'H (Espectro 31) ndo apresentou sinais em
1,61 e 1,65 ppm, relacionados aos hidrogénios metilicos da lactona do acido malico
protegido. Além disso, sinais a 3,33 e a 3,18 ppm sao indicativos dos hidrogénios do
anel do mio-inositol e, também, os sinais préximos a 2,80 ppm, provavelmente,
correspondem aos hidrogénios do acido malico. Estes sinais sugerem, pois, a
obtencdo do malato de inositol, composto fundamental para a formacédo do
dendrimero dirigido.

Devido a dificuldade de remocgao do acido acético, utilizado para desprotecao
do acido malico, observa-se sinal pronunciado préximo de 2 ppm relacionado a este
reagente. O excesso de sinais no espectro podem ser relativos ao EDU, produto
secundario obtido em reacgdes que utilizam o EDC, como agente condensante.

O espectro no IV (Espectro 32) apresentou bandas em 1731 cm™ de éster,
banda alargada de hidroxila em 3564 cm™, referente as hidroxilas ndo substituidas
do inositol. Além disso, é possivel observar bandas de estiramento CH de grupos
alifaticos a 2632 cm-', banda de estiramento de OH de carboxila a 2508 cm-' e
deformagdo de CH, em 1435 cm™. O espectro no IV é outra evidéncia da obtencao
do malato de inositol e, desta forma, é provavel que o composto desejado tenha sido
obtido, ainda de forma impura, pois se observa banda de amida em 1650 cm™,
provavelmente, relativa ao produto secundario.

O produto desta reacao apresentou carater liquido de cor marrom escura com
rendimento bruto de 57%.
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Espectro 31: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) do produto impuro inositol
e acido malico (malato de inositol), obtido apds a hidrolise da lactona, EDC como

agente condensante (experimento B2).
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Espectro 32: Espectro no IV do produto impuro inositol e acido malico (malato de
inositol), obtido apdés a hidrélise da lactona, EDC como agente condensante
(experimento B2).

IV (v, KBr, cm™)

3564 (von alcool); 2632 (vcy alquilas); 2508 (von acido carboxilico); 1731 (ve-o
éster); 1646 (vc-o de amida); 1435 (Ochz angular assimétrica); 1102 (vc.o

alcool); 949 (don alcool); 754 (dcxe angular assimétrica).
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4.1.3.3 Sintese do intermediario Il com DCC (Figura 35)

Com as evidéncias de obtengcdo do malato de inositol com o uso de DCC,
prosseguiu-se para a préxima etapa do trabalho, que € a ligacdo de mais um acido
malico protegido, importante para posterior ligacado com o NFOH.

A cromatografia em camada delgada mostrou, apdés 24 horas de reacgao,
mancha com Rf de 0,88, diferente dos valores referentes ao material de partida,
malato de inositol, que apresenta valor de Rf equivalente a 0,72, o que indica a
obtencdo de composto com carater mais apolar, comportamento esperado para o
intermediario .

O espectro de RMN 'H (Espectro 33) mostrou a presenga dos sinais em 1,52
e 1,54 ppm, relacionados aos hidrogénios metilicos do segundo &cido malico
protegido adicionado. Além disso, observam-se os sinais, provavelmente, referentes
aos H, e H; em 2,80 e 4,77 ppm, do agente espacante. Também, observam-se
sinais indicativos dos hidrogénios do anel do inositol, em 3,60 e 3,17 ppm.

O excesso de sinais no espectro provavelmente se deve ao subproduto da
reacao, DCU.

Obteve-se, como produto final, massa soélida de cor marrom escura. O
rendimento bruto foi em torno de 45%.
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Espectro 33: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) do produto impuro da
reagao entre o malato de inositol (inositol e &cido malico) e o acido malico protegido

obtidos com o uso de DCC, como agente condensante.
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4.1.3.4 Desprotecao do intermediario Il, obtenco do intermediario Ill (Figura 36)

Com indicios da obtencao do intermediario |l com o uso de DCC, mesmo que
impuro, partiu-se para a etapa seguinte, que consiste na abertura da lactona
presente no segundo acido malico protegido incorporado na molécula para obtencao
do intermediario Ill.

Apbs 24 horas de reagcdo, a cromatografia em camada delgada mostrou
mancha com Rf 0,79, diferente da mancha observada no material de partida, com
Rf de 0,88. Além disso, o espectro de RMN 'H (Espectro 34) ndo mostrou os sinais
em 1,52 e 1,54 ppm, referentes aos hidrogénios das metilas da lactona do &cido
malico protegido, o que sugere ter ocorrido a desprotecdo desejada. Em adigao,
observaram-se sinais que podem estar relacionados aos hidrogénios do &cido
malico, H, em 2,81 e 2,82 ppm, e 0 H da hidroxila livre originada pela hidrélise do
grupo protetor em 4,26 e 4,28 ppm. Também, evidenciam-se sinais do anel do
inositol em 3,18 e 3,59 ppm.

O espectro de RMN 'H mostra sinal evidente préximo de 2 ppm, que pode
estar relacionado ao acido acético utilizado para hidrélise da lactona, de dificil
remogao do meio reacional. Ainda sobre o espectro, observa-se excesso de sinais
decorrentes do subproduto DCU.

O composto obtido apresentou caracteristica oleosa de coloracdo marrom

escura. O rendimento bruto foi em torno de 59%.
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Espectro 34: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do produto impuro da

reacdo para obtencao do intermediario Il (inositol - acido malico — acido malico),

obtido com o uso de DCC, como agente condensante.
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4.1.3.5 Sintese do dendrimero dirigido com manose (Figura 37)

4.1.3.5.1 Ligacdo de manose ao intermediario Il

Com os indicios de obtencdo do intermediario lll, realizou-se a reacao de
ligacao de D-manose ao dendrimero de primeira geragao.

A andlise em cromatografia de camada delgada, ap6s 24 horas de reacéo,
mostrou a formag¢do de duas manchas com Rf de 0,70 e 0,85, valores diferentes
dos encontrados para os materiais de partida, 0,79 para o intermediario Il e 0,52
para D-manose.

O espectro de RMN 'H (Espectro 35) apresentou sinais relativos aos
hidrogénios do acido malico, a 2,81 ppm, e a 3,59 ppm, referentes aos hidrogénios
do inositol. Em adigcdo, observaram-se sinais provaveis de manose para 0S
hidrogénios dos carbonos C,, Cs, Cs e as hidroxilas presentes na manose em 3,94,
3,54, 3,72 e 4,88 ppm, respectivamente. Ainda com relacdo ao espectro de RMN 'H,
observam-se sinais entre 4 e 6 ppm, caracteristicos da presenca de manose.
Entretanto, 0 excesso de sinais, devido aos subprodutos reacionais, dificultou a
interpretacdo deste espectro. Desta forma, foi realizado o espectro de RMN '3C
(Espectro 36), que mostrou provaveis sinais de manose em 93,93, 71,36, 70,56,
73,02 e 61,45 ppm, referentes aos carbonos C+, Cs, C4, Cs5 € Ce. Tal fato sugere que,
provavelmente, o dendrimero dirigido de primeira geracdo com grupo diretor manose
foi obtido, mas ainda se encontra com muitas impurezas, o que implica necessidade
de se estabelecer condigdes de purificacao.

Esta reacdo apresentou como produto final massa sélida de coloragao
marrom escura e rendimento bruto ao redor de 50%.
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Espectro 35: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do produto impuro da

reacao de obtencédo do dendrimero dirigido com D-manose, como grupo diretor, com

a utilizacdo de DCC, como agente condensante.
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Espectro 36: Espectro de RMN '*C (75 MHz, DMSO-dg) do produto impuro da
reacao de obtencao do dendrimero dirigido com D-manose, como grupo diretor, com

a utilizacdo de DCC, como agente condensante.
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4.1.3.6 Sintese do dendrimero dirigido com inositol (Figura 38)

4.1.3.6.1 Ligacao de inositol ao intermediario Il

Com as evidéncias de obtencao do intermediario Ill com DCC, prosseguiu-se
na etapa seguinte para a sintese do farmaco dirigido com inositol, ligacao do inositol
externamente, para atuar como grupo diretor.

Apébs 24 horas de reagado, a analise em cromatografia em camada delgada
mostrou a presenca de duas manchas com Rf igual a 0,70 e 0,88, diferente das
manchas referentes ao material de partida, intermediario Il (Rf de 0,79). O espectro
de RMN "H (Espectro 37) sugere a obtencdo do produto, pois se observam sinais de
H. do acido malico em 2,80 e 2,82 ppm, além de sinal em 4,28 ppm, relacionado a
hidroxila livre presente no acido malico. O espectro mostra, também, a 3 ppm sinais
indicativos dos hidrogénios do inositol. Entretanto, observam-se muitos sinais que
podem estar relacionados ao subproduto DCU, o que dificulta a interpretacao do
espectro.

O produto obtido, no término da reacao, foi massa amorfa, de cor marrom

escura, que apresenta dificil purificacao. O rendimento bruto foi de 51%.
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Espectro 37: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) do produto impuro da
reagdo de obtencdo do dendrimero dirigido com inositol, como grupo diretor, com a

utilizagdo de DCC como agente condensante.
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4.1.4 Sintese dos farmacos dendriméricos dirigidos — método convergente

O método convergente consiste na sintese das ramificacbes que,
posteriormente, serdo ligadas ao nucleo para a obtencao do dendrimero. Apesar dos
problemas apresentados pelo NFOH com relacdo a instabilidade a luz, temperatura
e condicOes drasticas de pH, realizaram-se algumas tentativas de esterificacdo
deste composto bioativo ao &cido malico protegido, com o intuito de sintetizar as
ramificacdes para posterior ligacdo ao foco central.

4.1.4.1 Sintese do intermediario IV (Figura 39)

4.1.4.1.1 Método G — utilizando NFOH como material de partida

O método G utilizou cloroformato de etila, como agente condensante para a
reacdao de esterificacdo, e, principalmente, empregou-se o NFOH como matéria-
prima. Apos 24 horas de reacdo, a cromatografia em camada delgada apresentou
duas manchas com valores de Rf iguais a 0,70 e 0,92. A mancha mais polar com
Rf de 0,70 esta relacionada ao material de partida NFOH. Entretanto, a outra
mancha apresenta cararter mais apolar, o que sugere a obtencado de um novo
composto no meio reacional. Além disso, este valor de Rf é diferente do nitrofural,
precursor do NFOH, o que indica que o NFOH néo foi decomposto a nitrofural.

Entretanto, o RMN 'H (Espectro 38) do produto desta reagdo apresentou a
formagédo do anidrido misto entre o cloroformato de etila e acido malico protegido.
Como ja mencionado, este intermediario sintético faz parte do mecanismo de reacao
do cloroformato de etila, no entanto, este anidrido deveria ter sofrido ataque
nucleofilico do alcool (NFOH) para que se formasse o éster de interesse, 0 que nao
ocorreu. A presencga do anidrido misto pode ser confirmada pela presenca dos sinais
na regiao de 1,20 e 1,43 ppm, e também, pelos sinais em 4,30 ppm, referentes aos
hidrogénios do grupo etila deste intermediario sintético. Além disso, sdo observados
os singletos relativos ao acido malico protegido em 1,57 e 1,64 ppm, sinais entre
2,80 e 3,00 ppm, bem como os sinais em 4,70 ppm que correspondem aos
hidrogénios dos carbonos 6 e 7, 2 e 3 do agente espacante. Em adicdo, observam-
se sinais em menor intensidade na regidao de 7 ppm, que mostram a presenca de
NFOH que néo reagiu. Portanto, este método néo foi eficiente para a obtengédo do

intermediario V.
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Os estudos de modelagem molecular realizados por Giarolla e colaboradores
em 2006, que analisaram os materiais de partida para a sintese de pré-farmacos
dendriméricos de NFOH, mostraram que ha a formagédo de ligacées de hidrogénio
entre o grupo hidroxila e a carbonila presentes na estrutura deste composto bioativo,
0 que reduz a reatividade do NFOH. Estas interagdes intramoleculares podem
dificultar a obtencao do intermediario 1V desejado.
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Espectro 38: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacdo
entre NFOH e acido malico protegido, obtido pelo método G, que utiliza cloroformato

de etila como agente condensante.
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4.1.4.1.2 Esterificagcao in situ

Devido a formacdo dessas ligagcdes de hidrogénio entre a hidroxila e a
carbonila do NFOH, foi sugerido pela Profa. Chung Man Chin que tentassemos a
sintese in situ destes compostos, ou seja, no mesmo meio reacional que o NFOH é
sintetizado, sem o0 seu isolamento, com o intuito de evitar a formagcdo dessas
interagdes intramoleculares.

Os experimentos H1 e H2 utilizaram, respectivamente, cloroformato de etila e
4-nitrofenilcloroformato, como agentes de acoplamento.

O produto obtido pelo experimento H1, a placa cromatografica mostrou duas
manchas com Rf de 0,70 e 0,92. A primeira mancha revela a presenca do material
de partida NFOH e a outra mancha com Rf 0,92, mostra a formagéo de produto com
carater mais apolar. No entanto, o Rf é semelhante ao apresentado no método G
pelo anidrido misto formado.

O espectro de RMN 'H (Espectro 39) do composto obtido com o experimento
H1 apresentou apenas os reagentes utilizados nesta reacdo, NFOH e cloroformato
de etila. No espectro, é possivel observar os sinais em 4,60 ppm e em 5,00 ppm,
provavelmente, relativos aos hidrogénios do grupo metilénico e da hidroxila, bem
como os sinais na regidao de 7,00 ppm que, também, caracterizam a presenca de
NFOH que nao reagiu. Além disso, 0 espectro ndo apresenta sinais que possam
estar relacionados ao acido malico protegido, o que indica que o intermediario IV de
interesse nao foi obtido. Em adicéo, sdo observados sinais em 1,10 e em 3,50 ppm,
provavelmente relacionados ao agente condensante e ao catalisador,
respectivamente, cloroformato de etila e N-metiimorfolina. Dessa forma, o
experimento H1n&o foi efetivo para a sintese do intermediario V.

Para o experimento H2, utilizou-se o 4-nitrofenilcloroformato com o objetivo de
aumentar a reatividade do anidrido misto formado no meio reacional para, desta
forma, favorecer o ataque nucleofilico do alcool (NFOH). Ap6s 24 horas de reacéo, a
cromatografia em camada delgada do composto obtido pelo experimento H2
apresentou apenas mancha com Rf 0,69, valor referente ao NFOH, resultado similar
ao obtido com o experimento H1. N&o se formou, portanto, o composto desejado.

Outra tentativa realizada foi 0 método |, que consiste no uso de acido sulfurico
para catalisar a reacdo de esterificacdo. No entanto, a placa cromatografica nao
indicou a formacédo de um composto diferente, mas, apenas, a formacao da mancha
caracteristica de NFOH com Rf de 0,70, resultado similar aos obtidos com os
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experimentos H1 e H2. O espectro de RMN 'H (Espectro 40) do composto
obtidomostrou a presenca apenas dos sinais relacionados ao composto bioativo com
auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios do acido malico protegido, o que
revela que o intermediario IV néo foi sintetizado por este experimento. Dessa forma,
as tentativas de esterificacdo in situ ndo foram eficientes para a sintese do
intermediario acido malico protegido-NFOH.

100

Espectro 39: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do produto impuro da
reacdo entre NFOH e acido malico protegido, obtido pelo experimento H1(in situ),

que utiliza cloroformato de etila como agente condensante.
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Espectro 40: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do produto impuro da

reacdo entre NFOH e acido malico protegido, obtido pelo método | (in situ),

esterificacdo de Fisher.
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4.2 Modelagem molecular

4.2.1 Estudo de liberacao dos dendrimeros dirigidos de primeira geracao

Seguindo o trabalho realizado por Giarolla et al. (2010, 2012), os estudos de
modelagem molecular foram aplicados com o objetivo de obter informagdes sobre a
liberacdo dos dendrimeros planejados. Planejaram-se os dendrimeros com mio-
inositol (foco central e grupo diretor), D-manose (grupo diretor), acido L(-)-malico
(dendron e agente espacante) e NFOH como composto bioativo. Os modelos
contendo uma, duas, trés, quatro, cinco e seis ramificacbes com manose e inositol
como grupos diretores foram construidos para analise do comportamento destes na
presencga de esterases inespecificas. As enzimas podem atuar em quatro pontos das
ramificagdes: grupos carbonilicos presentes nos modelos dendriméricos planejados,
denominando-se Cy a carbonila proxima ao foco central inositol, C, o carbono
carbonilico externo que esta ligado aos grupos diretores (inositol € manose), Cz 0
grupamento carbonila ligado ao segundo acido malico e C4 0 carbono carbonilico
proximo ao agente bioativo NFOH (Figura 46).
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Figura 46: Representacdo esquematica do dendrimero planejado, constituido por
mio-inositol, acido L(-)-malico, grupo diretor (mio-inositol e D-manose) e composto
antiprotozoario bioativo NFOH. Em destaque os grupos carbonilicos suscetiveis a

clivagem. GD-Grupo Diretor.

A disposicao espacial dos grupos carbonilicos foi avaliada para obter
informagdes com relagcdo a disponibilidade destas ao ataque nucleofilico de
esterases inespecificas, sob o ponto de vista estérico. Em adicéo, outros parametros
foram analisados, como a densidade eletronica das carbonilas, através das cargas
de potencial eletrostatico, aspecto importante para determinar a suscetibilidade
destes grupos ao ataque enzimatico. Ademais, o numero de ligagdes de hidrogénio
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foi avaliado, pois esta interacdo € uma das contribuicbes importantes para a
estabilidade dos modelos gerados.

Os conférmeros de menor energia minima, obtidos das simulacdes de
dindmica molecular, foram avaliados quanto a integridade estrutural pelo desvio da
raiz dos quadrados minimos (root means square deviation-RMSD), por meio da
sobreposicao de suas estruturas. Para sistemas com grande numero de atomos, a
integridade estrutural é mantida quando o valor de RMSD é inferior a 1,5 A
(TOKARSKI, HOPFINGER,1997). Com o auxilio do software Hyperchem 7.51,
observou-se que os modelos gerados mantiveram a integridade estrutural, pois
todos apresentaram valor de RMSD abaixo do desse valor (Tabela X).

Os valores de energia total (Etotal) sdo relativos ao somatério de todas as
contribuicbes energéticas da estrutura e quanto menor este valor mais
energeticamente favoravel é este modelo. As contribuicbes energéticas que
determinam a Etotal do sistema s&o: energia de estiramento, interacao do tipo 1-4
(Lennard Jones), interagao de van der Waals, energias de flexdo e torcao, além das
interacdes eletrostaticas, de ligacao de hidrogénio e de solvatacdo (GIAROLLA et
al., 2010). Todos os modelos estudados apresentaram valores de Etotal negativos,
portanto, foram energeticamente favoraveis para o estudo (Tabela X).

Os dendrimeros dirigidos de manose apresentaram aumento progressivo no
numero de ligacbes de hidrogénio (3, 4, 6, 15, 15 e 23 ligacbes de hidrogénio,
respectivamente, para os dendrimeros com uma, duas, trés, quatro, cinco e seis
ramificagdes). Entretanto, o mesmo comportamento ndo foi observado para os
dendrimeros dirigidos de inositol, nos quais se observou aumento gradual no
namero de ligacdes de hidrogénio até o dendrimero com quatro ramificagdes (0, 4,
9, 27 ligagdes para os dendrimeros dirigidos de inositol com uma, duas, trés, e
quatro ramificagdes, respectivamente). Ja os modelos com cinco e seis ramificacdes
apresentaram reducao no numero de ligacdes de hidrogénio, com 8 e 16 ligagdes,
respectivamente. Estas interagdes contribuem para a conformacédo espacial
adquirida por estas moléculas.

O sistema que apresentou maior estabilidade foi o dendrimero dirigido de
manose, com seis ramificacbes e Etotal -1235,00 kcal/mol, além de realizar 16
ligacoes de hidrogénio. A energia de ligacdo de hidrogénio, neste caso, contribuiu
com -1404,20 kcal/mol.
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A conformacdo adotada pelos dendrimeros com cinco e seis ramificacoes
com grupo diretor D-manose permitiu a formacao de maior niumero de ligacdes de
hidrogénio. Estes modelos apresentaram maior aproximacéo entre as ramificacoes,
promovendo aumento no numero de ligacées de hidrogénio entre o grupo diretor e o
NFOH. O mesmo comportamento ndo foi observado nos dendrimeros dirigidos com
cinco e seis ramificacbes de mio-inositol. Nestes casos, observou-se maior
distanciamento entre as ramificagdes, 0 que diminuiu 0 numero de ligagdes de
hidrogénio formadas entre o grupo diretor e o composto ativo e as ligacbes de
hidrogénio formadas entre os atomos do préprio NFOH.
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Tabela X — Parametros dos dendrimeros com uma, duas, trés, quatro, cinco e
seis ramificagcdes constituidos por NFOH e grupos diretores (inositol e manose)

Dendrimero de Etotal RMSD Numero de
NFOH (kcal/mol) (A) ligacdes de
hidrogénio

Uma ramificacao

mio-inositol -149,62 0,32 -
D-manose -38,45 0,70 3
Duas ramificacoes
mio-inositol -360,66 0,59
D-manose -278,42 0,21
Trés ramificacoes
mio-inositol -453,25 0,29
D-manose -422,17 0,09
Quatro ramificacoes
mio-inositol -940,22 0,96 27
D-manose -685,96 0,31 15
Cinco ramificacoes
mio-inositol -577,89 0,25
D-manose -780,49 0,48 15
Seis ramificacoes
mio-inositol -1235,00 0,83 16
D-manose -966,78 1,40 23

Para avaliacdo do impedimento estérico e disposicdo espacial, com o objetivo
de prever os pontos mais disponiveis para clivagem por ataque enzimatico,
utilizaram-se modelo CPK e mapa de superficie de acessibilidade ao solvente. O
mapa de potencial eletrostatico (MPE) auxiliou a avaliacdo das carbonilas com
menor densidade eletrdnica, portanto mais eletrofilicas, que poderiam ser mais

suscetiveis ao ataque nucleofilico de esterases inespecificas.
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Para cada dendrimero planejado com NFOH observaram-se diferentes
comportamentos. Nos dendrimeros com uma ramificacao, tanto de D-manose quanto
de mio-inositol (Figura 47), como grupos diretores, a carbonila que apresentou maior
probabilidade de sofrer ataque nucleofilico foi a C4, carbono carbonilico que liga o foco
central ao 4cido malico. Avaliando o mapa de potencial eletrostatico, este grupamento
apresentou menor densidade eletrénica (coloracao azul), o que demonstra a deficiéncia
em elétrons desta regido da molécula. Os dados de impedimento estérico (modelo CPK
e mapa de superficie de acessibilidade ao solvente) corroboram esta predicao, pois a
maior disponibilidade espacial foi observada nesta regido, como demonstrado na Figura
48.
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‘Dendrimeros dirigidos com um dendron . _
contendo como grupos diretores: (1) mio-inositol

(2) D-manose

Ligagbes de
hidrogénio

Modelo CPK

Superficie de
acessibilidade
ao solvente

Figura 48: Modelos 3D dos dendrimeros com uma ramificagdo de NFOH com mio-
inositol (1) e NFOH com D-manose (2). As ligacoes de hidrogénio estao representadas
por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK, mapa de superficie de acessibilidade ao
solvente (MSAS) e mapa de potencial eletrostatico (MPE). A faixa de coloragdo do MPE
foi de -7,5 (vermelho) a 7,5 (azul) e®. Esquema de cores: carbono (cinza), hidrogénio
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(branco), O (vermelho), nitrogénio (azul). Os grupos carbonilicos mais suscetiveis a
acao enzimatica estdao destacados em verde no modelo CPK e no MSAS.

Para o dendrimero dirigido com duas ramificagdes contendo mio-inositol (Figura
47), como grupo diretor, 0 mapa de superficie de acessibilidade ao solvente e 0 modelo
CPK mostraram o grupo carbonilico Cy, como o ponto mais promissor a sofrer agao
enzimatica, pois esta regido apresentou maior disponibilidade espacial. Adicionalmente,
esta carbonila mostrou menor distribuicdo de densidade eletrbnica (regiao
neutra/positiva), o que favorece o ataque nucleofilico. Portanto, o grupo carbonilico que
liga o mio-inositol (foco central) ao acido malico protegido é a regido mais provavel de
sofrer agao enzimatica (Figura 49).

Ja, para o dendrimero com duas ramificagdes constituido por grupo diretor D-
manose (Figura 47), o grupo carbonilico que apresenta maior suscetibilidade para o
ataque enzimatico é o C4, carbonila préxima ao composto ativo (NFOH). Esta regiao
apresentou menor impedimento estérico no mapa de superficie de acessibilidade ao
solvente e modelo CPK. Além disso, 0 mapa de potencial eletrostatico mostrou que esta
regiao apresenta menor densidade eletrbnica em relagdo as demais carbonilas
avaliadas (Figura 49).

Para os sistemas com trés ramificacées, de ambos 0s grupos diretores, mio-
inositol e D-manose (Figura 47), os mapas de superficie de acessibilidade ao solvente e
modelo CPK revelaram o grupo carbonilico préximo ao foco central, mio-inositol, como
a regiao com maior disponibilidade espacial, 0 que permite aproximagao enzimatica,
fundamental para a liberagcdo dos dendrimeros. Ademais, os resultados observados no
mapa de potencial eletrostatico mostraram, também, a carbonila préxima ao nucleo do
dendrimero como o grupo com menor densidade eletrdnica, quando comparada aos
outros grupos carboilicos analisados. Dessa forma, os resultados indicam que a
carbonila proxima ao foco central € o ponto mais vulneravel para a clivagem enzimatica

nestes sistemas (Figura 50).
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Dendrimeros dirigidos com 2 dendrons

contendo como grupos diretores: Al e LD mans

Ligagbes de
hidrogénio

Modelo CPK

Superficie de
acessibilidade
a0 solvente

Figura 49: Modelos 3D dos dendrimeros co duas ramificacdes de NFOH com mio-
inositol (3) e NFOH com D-manose (4). As ligagées de hidrogénio estdo representadas
por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK, mapa de superficie de acessibilidade ao
solvente (MSAS) e mapa de potencial eletrostatico (MPE). A faixa de coloracdo do MPE
foi de -7,5 (vermelho) a 7,5 (azul) 2. Esquema de cores: carbono (cinza), hidrogénio
(branco), O (vermelho), nitrogénio (azul). Os grupos carbonilicos mais suscetiveis a
acao enzimatica estdo destacados em verde no modelo CPK e no MSAS.
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Dendrimeros dirigidos com 3 dendrons
contendo como qrupos diretores:

(5) mio-inositol {6) D-manose

Ligagbes de
hidrogénio

Modelo CPK

Superficie de
acessibilidade
ao solvente

Figura 50: Modelos 3D dos dendrimeros com trés ramificagbes de NFOH com mio-
inositol (5) e NFOH com D-manose (6). As ligagées de hidrogénio estao representadas
por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK, mapa de superficie de acessibilidade ao
solvente (MSAS) e mapa de potencial eletrostatico (MPE). A faixa de coloracdo do MPE
foi de -7,5 (vermelho) a 7,5 (azul) e®. Esquema de cores: carbono (cinza), hidrogénio
(branco), O (vermelho), nitrogénio (azul). Os grupos carbonilicos mais suscetiveis a
acao enzimatica estdo destacados em verde no modelo CPK e no MSAS.
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Para os dendrimeros com quatro, cinco e seis ramificacdes, a analise do potencial
eletrostatico ndo foi realizada com o uso de mapa de potencial eletrostatico porque
estes sistemas sdo muito grandes e apresentam elevado numero de atomos, o que
dificulta o processamento para visualizacdo grafica no software Gaussview da
plataforma Windows. Entretanto, o programa Gaussian G03 realizou os calculos das
cargas ChelpG (cargas atdbmicas parciais de potencial eletrostatico) e a analise da
densidade eletrbnica foi realizada com o uso destes valores. Os modelos foram
visualizados com as ligacoes de hidrogénio, modelo CPK e mapa de superficie de

acessibilidade ao solvente.

Tabela Xl — Valores das cargas atdbmicas parciais de potencial eletrostatico dos
dendrimeros constituidos por quatro ramificacées de mio-inositol e D-manose

Dendrimeros mio-inositol (grupo diretor) D-manose (grupo diretor)
Grupos
carbonilicos C+ Cz Cs Cs oF Co Cs Cs
Carga parcial
(u.a.) 0,9920 0,9498 0,9392 1,0746 0,8941 1,0714 1,0447 0,8936

De acordo com as cargas de potencial eletrostatico para o modelo com quatro
dendrons de NFOH e mio-inositol (Figura 47), a regido que apresentou menor
densidade eletrdnica foi a carbonila C4, com o valor de 1,0746 u.a., maior valor em
relacdo aos demais grupos carbonilicos analisados neste estudo (Tabela XI).
Entretanto, esta carbonila ndo apresentou disponibilidade espacial para aproximacao
enzimatica. Neste caso, o grupo carbonilico que tem menor impedimento estérico e,
também, apresenta deficiéncia eletrénica (carga de potencial eletrostatico equivalente a
0,9920 u.a.) é a carbonila C4, que liga o nucleo (mio-inositol) ao dendron (acido malico).
Considerando todos os resultados, o ponto mais vulneravel para hidrélise enzimética
neste modelo foi a C¢ (Figura 51).

Ja no sistema com quatro ramificagbes com D-manose, como grupo diretor, o
menor impedimento estérico foi observado no grupo carbonilico C,, pois esta regiao
apresentou maior area disponivel. Em adicdo, os dados de potencial eletrostatico,
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também, mostraram que este grupo carbonilico tem menor densidade eletrénica (carga
de potencial eletrostatico de 1,0714 u.a.) (Tabela Xl). Portanto, neste modelo a
carbonila C,, proxima ao grupo diretor, € a por¢gdo mais suscetivel a ruptura (Figura 51).

Dendrimeros dirigidos com 4 dendrons

io-i i &) D-manose
contendo como grupos diretores: LEF ROy ) ;

Ligagbes de
hidrogénio

Modelo CPK

Superficie de
acessibilidade
ao solvente

Figura 51: Modelos 3D dos dendrimeros com quatro ramificagdes de NFOH com mio-
inositol (7) e NFOH com D-manose (8). As ligagées de hidrogénio estao representadas
por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK e mapa de superficie de acessibilidade ao
solvente (MSAS). Esquema de cores: carbono (cinza), hidrogénio (branco), O
(vermelho), nitrogénio (azul). Os grupos carbonilicos mais suscetiveis a acao

enzimatica estao destacados em verde no modelo CPK e no MSAS.
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Tabela XlI- Valores das cargas atdmicas parciais de potencial eletrostatico dos

dendrimeros constituidos por cinco ramificagées de mio-inositol e D-manose

Dendrimeros mio-inositol (grupo diretor) D-manose (grupo diretor)
Grupos
carbonilicos Cq Co Cs C4 oF Co Cs C4
Carga parcial
(u.a.) 0,8346 0,7989 0,8199 0,6171 0,6316 0,6681 0,8616 0,7454

Para o modelo contendo o grupo diretor mio-inositol, a carbonila Cy apresentou
maior valor de carga de potencial eletrostatico, equivalente a 0,8346 u.a., isto revela a
maior deficiéncia eletrbnica nesta regidao (Tabela Xll). Entretanto, esta carbonila
apresentou impedimento estérico, 0 que inviabiliza o ataque enzimatico. A maior area
disponivel para aproximagcao enzimatica foi observada na carbonila Cs, que liga os
acidos malicos do composto bioativo e do grupo diretor. Além disso, esta regiao,
também, apresentou deficiéncia eletrénica (carga de pontecial eletrostatico 0,8199 u.a.)
(Figura 52).

Para os sistemas contendo cinco ramificagées com D-manose, como grupo diretor,
os resultados de impedimento estérico e de densidade eletrénica (0,8616 u.a.) (Tabela
Xll) indicam o grupo carbonilico C3, como a regido mais sucetivel a acdo enzimatica
(Figura 52).

Portanto, os dendrimeros dirigidos contendo cinco ramificacbes de ambos os
grupos diretores apresentaram como ponto mais favoravel a aproximagéao enzimatica a

carbonila Cs, regidao que liga os acidos malicos do grupo diretor e do composto bioativo.
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Dendnmeros dirigidos com 5 dendrons
contendo como grupos diretores:

{9) mio-inositol {10) D-manose

Ligagtes de
hidrogénio

Modelo CPK

Superficie de
acessibilidade
ao solvente

Figura 52: Modelos BDchncincwm
inositol (9) e NFOH com D-manose (10). As ligacdes de hidrogénio estao representadas
por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK e mapa de superficie de acessibilidade ao
solvente (MSAS). Esquema de cores: carbono (cinza), hidrogénio (branco), O
(vermelho), nitrogénio (azul). Os grupos carbonilicos mais suscetiveis a agao
enzimatica estéo destacados em verde no modelo CPK e no MSAS.
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Tabela Xlll — Valores das cargas atdmicas parciais de potencial eletrostatico dos

dendrimeros constituidos por seis ramificagbes de mio-inositol € D-manose

Dendrimeros mio-inositol (grupo diretor) D-manose (grupo diretor)
Grupos
carbonilicos Cq Co Cs C4 oF Co Cs C4
Carga parcial
(u.a.) 0,7529 0,6873 0,7433 0,6729 0,7542 0,6922 0,8259 0,7054

De acordo com as cargas de potencial eletrostatico, o dendrimero com seis
dendrons de grupo diretor inositol tem como regiao com maior deficiéncia eletrénica a
carbonila ligada ao foco central, determinada como Ci. Esta apresentou potencial
eletrostatico de 0,7529 u.a., maior valor com relagdo as demais carbonilas analisadas
neste estudo (Tabela XlIl). Entretanto, no mapa de superficie de acessibilidade ao
solvente e no modelo CPK, esta regidao apresenta grande impedimento estérico, que
impossibilita a visualizacao deste grupo carbonilico. Neste modelo, a carbonila que
mostrou maior disponibilidade espacial foi a carbonila Cs;. Ademais, esta regiao,
também, apresentou deficiéncia eletronica com valor de carga de potencial eletrostatico
equivalente a 0,7433 u.a (Tabela Xlll). Considerando estes resultados, a regido mais
vulneravel para clivagem enzimatica € a carbonila que liga os acidos malicos do grupo
diretor e do composto bioativo (Figura 53).

O modelo com seis dendrons contendo D-manose apresentou o grupo carbonilico
Cs, como o ponto mais suscetivel a ataque enzimatico, visualizados pelo mapa de
superficie de acessibilidade ao solvente e modelo CPK. Além disso, esta regiao
apresentou menor distribuicdo de densidade eletrénica (carga de potencial eletrostatico
0,8259 u.a.) (Tabela Xlll), em comparacdo aos demais grupos carbonilicos avaliados
por este trabalho (Figura 53).

Assim sendo, os dendrimeros constituidos por seis ramificagdes contendo tanto
mio-inositol quanto D-manose como grupos diretores apresentaram o grupo carbonilico
Cs, que liga os acidos malicos do grupo diretor e do composto bioativo, como regiao

mais vulneravel a agdo enzimatica.
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Dendrimeros dirigidos com 6 dendrons
contendo como grupos diretores:

{11) mio-inositol {12} D-manose

Ligagoes de

hidrogénio

Modelo CPK

Superficie de
acessibilidade
ao solvente

Figura 53: Modelos 3mm
inositol (11) e NFOH com D-manose (12). As ligagcbes de hidrogénio estao
representadas por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK e mapa de superficie de
acessibilidade ao solvente (MSAS). Esquema de cores: carbono (cinza), hidrogénio
(branco), O (vermelho), nitrogénio (azul). Os grupos carbonilicos mais suscetiveis a

acao enzimatica estao destacados em verde no modelo CPK e no MSAS.
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Os estudos de modelagem auxiliam no planejamento de farmacos e, como
observado neste trabalho, permitem a previsdo e sugerem o comportamento de
farmacos e candidatos a farmacos no metabolismo humano. No entanto, estudo com
modelos de esterase devem ser realizados e validados com o estudo da liberagao
experimental, para que se tenha visdo mais acurada a respeito das possibilidades de

liberagcao dos compostos ativos de seus transportadores dendriméricos.



CONCLUSOES E

PERSPECTIVAS

A ciéncia ndo estd relacionada com a predicdo, com o futuro, com fazer
coisas, mas sim com o explicar. Os cientistas sdo pessoas que tém o
prazer de explicar.

Humberto Maturana
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5. CONCLUSOES

X/
L X4

X/
L X4
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As analises espectroscépicas dos dendrimeros dirigidos de inositol e de
manose, sintetizados com a utilizacdo de dicicloexilcarbodiimida (DCC),
sugeriram a obtencdo dos compostos desejados, embora muito impuros e
sem o composto bioativo (NFOH);

A sintese do intermediario | com 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(EDC) foi bem sucedida, porém a presenca de impurezas neste intermediario
dificultou a obtencédo do composto purificado;

Possivelmente, obteve-se o intermediério | a partir do método F3 (que utiliza
cloreto de tionila);

As tentativas de otimizacdo da obtencdo do intermediario | utilizando
cloroformatos como agente condensante (cloroformatos de etila, metila e 4-
nitrofenilcloroformato) geraram anidridos mistos estaveis, que ndo sofreram
ataque nucleofilico pelo alcool e, portanto, ndo levaram a obtencdo do

intermediario |;

A sintese do intermediario | utilizando N,N’-carbonildiimidazol (CDI), como
agente condensante, e o método de Fisher para a reacao de esterificacdo nao

foram bem sucedidos;

As tentativas de obtencao do intermediario IV, que consiste na ramificacdo
formada pelo acido malico protegido e NFOH, realizadas pelos métodos G, H

e | ndo levaram a resultados satisfatorios;

Por meio da modelagem molecular foi possivel a andlise preliminar do
comportamento de liberacao dos dendrimeros dirigidos de NFOH e a predicao

dos provaveis pontos de ruptura frente a acao de esterases inespecificas.
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6. PERSPECTIVAS

= Desenvolver técnicas de purificacao eficientes para os intermediarios obtidos,

bem como para os dendriméros dirigidos de inositol e manose;

= Aprimorar a obtengéo do intermediério | com a utilizagdo de cloreto de tionila

nestas reagoes;
= Desenvolver metodologia sintética para os dendrimeros dirigidos de NFOH;

= Realizar estudos de modelagem molecular com a enzima para avaliacdo do

comportamento de liberacao dos dendrimeros dirigidos com NFOH,;

= Uma vez obtidos os derivados propostos, realizar estudos de liberacao

enzimatica in vitro.
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A.1 INTRODUCAO

Com base nos estudos desenvolvidos e na metodologia empregada,
procedeu-se a sintese de dendrimeros dirigidos com outros derivados bioativos em
Leishmania sp., a 3-hidroxiflavona e a quercetina. Para esta ultima foi, também,
realizada a abordagem de liberagdo por modelagem molecular. Ademais, tentou-se
a utilizacao de novos centros, mais simples, dos dendrimeros com vistas ao controle
maior da substituicdo dos dendrons.

Estruturalmente, os flavonédes sdo compostos fendlicos, com 15 atomos de
carbono em sua estrutura basica, dois anéis fenil — A e B ligados por um anel pirano
(Figura A.1). A forma glicosidica permite melhor absorcdo intestinal e
biodisponibilidade destes compostos. Representam uma das maiores e
diversificadas classes de metabdlitos secundarios de plantas, presentes em
vegetais, frutas e bebidas, portanto, sdo importantes componentes da dieta diaria
(LOPES et al., 2000; TASDEMIR et al., 2006).

Figura A.1: Estrutura base dos flavondides.

Os flavondides sao conhecidos por apresentarem muitas propriedades
benéficas a salde humana, por conta das interacées com alvos celulares. Muitos
destes compostos apresentam atividades antioxidantes, antirradicais livres,
antiinflamatdrias, antivirais e anticancerigenas (PIETRO et al., 2002).

O parasita Leishmania apresenta em sua superficie uma proteina de
membrana, que foi identificada como transportador intracelular de ferro (LIT1). Esta
desempenha papel importante no transporte de ferro para os parasitas, essencial
para a replicagdo destes dentro dos macréfagos. Estudos sugerem que limitar o
acesso do protozoario ao ferro € uma estratégia que inibe o processo evolutivo de
Leishmania. A reducao de ferro, proveniente de fontes externas, promove defeito na
via de biossintese do grupo heme, importante para o crescimento e a multiplicacéo
do parasita. Estudos in vitro com quercetina indicaram a interagdo desta com ions

metélicos por ligacao de hidrogénio, demonstrando forte afinidade com o ferro. A
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quelacdo do ferro tem sido aventada como ferramenta util no controle da
leishmaniose em condigbes in vitro. Estudos demonstraram atenuacao do
crescimento de promastigotas com o uso de agentes quelantes, como a quercetina.
Este flavonoide apresentou promissora e potente atividade leishmanicida in vitro
com minima ou nenhuma citotoxicidade (TASDEMIR et al., 2006; SEN et al., 2008,
2005).

Tasdemir e colaboradores (2006) avaliaram a atividade leishmanicida de uma
série de flavondides. Os compostos 3-hidroxiflavona e quercetina (Figura A.2)
apresentaram os valores de IG5y de 2,94 e 3,30 uM, respectivamente, quase

comparaveis com o padrao miltefosina, ICso de 2,72 uM.
OH

OH
Tl o w0
solhoe
HO OH
o (A) OH O (B)

Figura A.2: Estrutura de (A) 3-hidroxiflavona e (B) quercetina.

No entanto, estes compostos apresentam baixa biodisponibilidade, o que
indica a necessidade de desenvolvimento de sistemas de transporte para o0s
mesmos. E extremamente necesséria a otimizagdo de transportadores e sistemas de
distribuicdo de farmacos (por exemplo, com o0 uso de dendrimeros e lipossomas)
para melhorar a biodisponibilidade e a atividade antiparasitaria in vivo de flavondides
(3-hidroxiflavona e quercetina) e reduzir o risco de efeitos adversos (TASDEMIR et
al., 2006). Portanto, evidéncias mostram que compostos polifendlicos sao potenciais
candidatos e apresentam promissora atividade para o tratamento de leishmaniose.

Como novos centros do dendrimero, tentaram-se a etilenodiamina, o

etilenoglicol e o glicerol.

= Etilenodiamina

H N/\/NHz
2

Figura A.3: Estrutura da etilenodiamina.
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Também conhecida como 1,2-diaminoetano e 1,2-etanodiamina (Figura A.3),
tem férmula molecular CoHgN2 e massa molar de 60,10 g. Trata-se de substancia
largamente utilizada na industria farmacéutica para a sintese de farmacos, por sua
natureza bifuncional. Na sintese de dendrimeros é centro dos derivados de PAMAM
(Poliamidoamina) (TOMALIA et al., 1985).

= Etilenoglicol
OH

Figura A.4: Estrutura do etilenoglicol.

E um diol e, de acordo com a IUPAC é denominado 1,2-etanodiol (Figura A.4).
Consiste em substancia amplamente utilizada pela industria farmacéutica na sintese
de farmacos (MORRISON, 1994).

= Glicerol

HO/\hOH

OH

Figura A.5: Estrutura do glicerol.

Descoberto por Scheele, em 1779, é, também, conhecido como 1,2,3-
propanotriol (Figura A.5). Atualmente, o glicerol tem ampla aplicacdo industrial,
inclusive na industria farmacéutica. Esta substancia ndo apresenta toxicidade, uma
vez que é importante intermediario no metabolismo dos organismos vivos, como
fonte de carbono e de energia, sendo encontrado na forma combinada com
glicerideos em animais. O glicerol participa de muitos processos industriais com
atuacdo nas industrias: alimenticias, farmacéuticas, quimica e téxtil (MORRISON,
1994; ARRUDA, RODRIGUES, FELIPE, 2007).



A.2 OBJETIVOS

A.2.1 Busca de novos focos centrais

Na busca de novos focos centrais para a sintese de novos dendrimeros,
utilizaram-se como possiveis nucleos para os novos dendrimeros as seguintes
substancias: etilenodiamina, etilenoglicol e glicerol. Estes compostos foram
utilizados, devido as dificuldades sintéticas observadas com o inositol como nucleo
para os dendrimeros.

Estes focos centrais sdo polifuncionais, o que permite a formacédo do
dendrimero. No entanto, estas substancias apresentam menor nimero de grupos
funcionais (dois para etilenodiamina e etilenoglicol, e trés para o glicerol) e, desta
forma, promovem maior controle do niumero de substituicdes, em relacao a sintese
com o uso de mio-inositol, como nucleo.

Outro ponto importante com relacdo a estes focos centrais € a posicao dos
grupos funcionais, em que se observa menor impedimento estérico, o que facilitaria
a substituicdo dos dendrons. Além disso, para a etilenodiamina, a ligacdo amida
formada pela amina da etilenodiamina e o &cido carboxilico de &cido mélico
protegido é mais estavel a hidrélise do que a ligagao éster, permitindo maior controle
na liberacdo. Ademais, direciona a clivagem para os dendrons que sao constituidos
por ésteres formados entre o acido malico e o composto bioativo (D"EMANUELE,
ATTWOOD, 2005) (Figura A.6).
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Figura A.6: Estrutura dos dendrimeros de terceira geracao, sem composto bioativo,
planejados com os novos focos centrais: (A) etilenodiamina, (B) etilenoglicol e (C)
glicerol.

A.2.2 Sintese dos dendrimeros dirigidos de 3-hidroxiflavona pelo método
convergente

Com vistas a necessidade de novas abordagens terapéuticas e farmacos para
leishmaniose, levando em conta a promissora atividade leishmanicida apresentada

por muitos flavonoides, que surpreendem quanto a eficacia e a seletividade
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(TASDEMIR et al., 2006), e ante a utilizacdo de dendrimeros como transportadores
(FERREIRA, GIAROLLA, 2008), abordagem do projeto de Dissertacéo, objetivou-se
a sintese de farmaco dirigido dendrimérico de 3-hidroxiflavona. A estrutura proposta
para o farmaco dirigido com manose é a que se observa a Figura A.7. A Figura A.8
mostra a estrutura proposta para o farmaco dirigido com inositol como grupo diretor.

Nessas sinteses, manteve-se o foco central inositol.

R,0 OR,

R
R,0 OR,
R,0 OR,
R

0
1= \H/\(U\ORz
O  OR,

AN
CH,
2 o)
OH O
oH— oH
H
H o
O  OH

R

R,=

Figura A.7: Estrutura final proposta para o dendrimero dirigido de 3-hidroxiflavona

com manose.
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R1 (0] OR1 R1 =
R,0 OR,
R,0 OR,
R,=
R,=
R,=

Figura A.8: Estrutura final proposta para o dendrimero dirigido de 3-hidroxiflavona

com inositol.

A.2.3 Modelagem molecular para predicao da liberacao de dendrimeros
dirigidos de quercetina

Considerando-se a necessidade de descoberta e desenvolvimento de novos
agentes leishmanicidas, a quercetina apresentou promissora atividade leishmanicida
com menor toxicidade que os agentes atualmente disponiveis na terapéutica. Foram
realizados estudos de modelagem molecular para obter informagdes sobre a
liberacdo de dendrimeros dirigidos de primeira geracao de quercetina frente a acéao
de esterases inespecificas. Construiram-se modelos de dendrimeros dirigidos de
quercetina com acéao seletiva no macréfago, devido a presenca de manose em sua
estrutura (Figura A.9), e dendrimeros dirigidos de quercetina de acao seletiva no

parasita, devido a presenga de inositol na estrutura (Figura A.10).



Figura A.9: Estrutura final proposta para o dendrimero dirigido de quercetina com

manose.
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Figura A.10: Estrutura final proposta para o dendrimero dirigido de quercetina com

inositol.



A.3 MATERIAL E METODOS

A.3.1 Material

A.3.1.1 Reagentes

1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC);
3-hidroxiflavona;
4-dimetilaminopiridina (DMAP);
4-nitrofenilcloroformato;
acetato de etila;

acetonitrila;

acido acético glacial;

acido cloridrico;

acido L(-)-méalico protegido;
acido p-toluenossulfénico;
bicarbonato de sédio;

cloreto de sédio;

cloroformato de etila;
cloroférmio;

cloroférmio deuterado;
dicicloexilcarbodiimida (DCC);
diclorometano;
etilenodiamina;

etilenoglicol;

glicerol;

hexano;

hidroxido de sddio;

metanol;

N-metilmorfolina;

quercetina;

sulfato de sddio anidro;
tetraidrofurano (THF).
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A.3.1.2 Equipamentos
= espectrofotdmetro FTIR Bomem MB100;
= espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker 300 MHz, modelo
Advanced DPX-300;

» rotaevaporador Blchi;

A.3.1.3 Softwares para modelagem molecular
= Accelrys ViewerLite 4.2 (Accelrys Inc.);
» Gaussian G03 (Gaussian 03W for Windows, version 6).
» HyperChem 7.51 (HyperChem Program Release 7 for Windows);
= MOLSIM 3.2. (Doherty, 1997).
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A.3.2. Métodos
A.3.2.1 Sintese
Este trabalho foi realizado em colaboracdo com a Dra. Jeanine Giarolla, o Dr.

Fabricio Vargas e a mestranda Andressa Polidoro.

A.3.2.1.1 Sintese dos dendrimeros com diferentes focos centrais pelo método
divergente

A.3.2.1.1.1 Sintese dos intermediarios | com diferentes nucleos

(0]
R= O
AN, O O  Método A ~_-NHR
H,N + MétodoB NN 0
0] 0O Método C
etilenodiamina CH;, O o CH
3
H, | diario IA
acido malico protegido (AMP) ntermediario H,
0]
HO R= O
OH
HO > + O  MéodoA  po R
Método B O
i licol O O
etilenoglico AMP CH, 0 0]
CH,
H3
Intermediario 1B H,
0 R= Q
HO
HO/Y\OH"' NO Método A RO/Y\OR NO
Método B
OH e} o) Método C OR O >
CH CH,
glicerol AMP 8 H
H, Intermediario 1C 8

Figura A.11: Reacdo de acoplamento (amidacao ou esterificacdo) com o &cido
malico protegido, obtencdo dos intermediarios IA, IB e IC, com diferentes focos
centrais.
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% Método A - 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) como
agente condensante (adaptado de GOLDBERG, GHANDEHARI, SWAAN, 2010;
GIAROLLA, 2007) (Figura A.11).

Em balédo acoplado a condensador de refluxo e banho de gelo, mantiveram-se
sob agitacdo em 30 mL de THF, acido malico protegido e agente condensante EDC
(Tabela A.l). Apés 30 minutos, o banho de gelo foi retirado, elevou-se a temperatura
a 50 °C e adicionaram-se DMAP e o foco central (etilenodiamina, etilenoglicol ou
glicerol) (Tabela A.l). Manteve-se o meio reacional sob agitacdo por 24 horas.
Posteriormente, ao meio reacional, adicionaram-se 50 mL de acetato de etila e o
material foi extraido em sistema agua e acetato de etila. A fase organica foi secada
com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida a
50 °C, obtendo-se o respectivo intermediario 1.

As reacbes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada,

com fase mével hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).

Tabela A.l - Reagentes e concentracdes utilizadas para os experimentos A1,
A2 e A3

Experimento Reagentes mmol
A1 - AMP 5,75
- EDC 6,27

- etilenodiamina 2,85

- DMAP 2,85

A2 - AMP 5,75
- EDC 6,27

- etilenoglicol 2,85

- DMAP 2,85

A3 - AMP 5,75
- EDC 6,27

- glicerol 1,90

- DMAP 1,90
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% Método B — método do anidrido misto (adaptado de VARGAS, 2007) (Figura
A.11)

Em banho de gelo, adicionou-se a solugdo de N-metilmorfolina em 3 mL de
THF a solucao de acido malico protegido dissolvido em 3 mL de THF. Agitou-se por
15 minutos, adicionando-se, entdo, o respectivo cloroformato solubilizado em 3 mL
de THF (Tabela A.ll). Manteve-se a agitacdo por mais 30 minutos e adicionou-se a
solucdo o foco central (etilenodiamina, etilenoglicol ou glicerol) em 3 mL de THF
(Tabela A.ll). A reacao foi mantida sob agitacao e banho de gelo por mais 1 hora.
Posteriormente, o meio reacional foi mantido sob agitacdo conforme as condicoes
relatadas na Tabela A.ll. Ao término da reacao, diluiu-se a mistura reacional com 50
mL de solvente adequado (Tabela A.ll) e lavou-se, subsequentemente, com solucao
aquosa de hidroxido de sédio 1 M (duas vezes com 15 mL), solucdo saturada de
cloreto de sédio (15 mL), solugdo aquosa de acido cloridrico 1 M (duas vezes com
15 mL) e, novamente, com solucao saturada de cloreto de sodio (15 mL). A fase
organica foi secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente removido sob
pressao reduzida a 50 °C, obtendo-se o respectivo intermediario |.

As reacbes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada,
com fase mével hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).

Tabela A.ll — Reagentes, concentragdes, condicbes reacionais e solventes
para extracao utilizados para os experimentos B1, B2, B3, B4, B5, B6 e B7

Experimento Reagentes mmol Condicoes Solvente para
reacionais extracao

B1 - AMP 5,75 Tempo:24 h  acetato de
- cloroformato de etila 12,50 T.A* etila
- etilenodiamina 2,85
- N-metilmorfolina 12,50

B2 - AMP 5,75 Tempo: 24 h  acetato de
- cloroformato de etila 12,50 T.A* etila
- etilenoglicol 2,85
- N-metilmorfolina 12,50

*T.A.: Temperatura ambiente
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Tabela A.ll — Reagentes, concentracdes, condi¢cdes reacionais e solventes

para extracao utilizados para os experimentos B1, B,2, B3, B4, B5, B6 e B7 (cont.)

Experimento Reagentes mmol Condicoes Solvente para
reacionais extracao
B3 - AMP 5,75 Tempo: 24 h  acetato de etila
- cloroformato de etila 18,00 T.AX
- glicerol 1,90
- N-metilmorfolina 18,00
B4 - AMP 1,00 Tempo: 24 h  diclorometano
- 4-nitrofenilcloroformato 1,00 T.AX
- etilenodiamina 0,50
-N-metilmorfolina 1,00
B5 - AMP 5,75 Tempo: 48 h  diclorometano
- cloroformato de etila 12,50 55°C
- etilenodiamina 2,85
-N-metilmorfolina 12,50
B6 - AMP 1,00 Tempo: 24 h  diclorometano
- 4-nitrofenilcloroformato 1,25 T.AX
- etilenoglicol 0,10
- N-metilmorfolina 1,00
B7 - AMP 1,00 Tempo: 24 h  diclorometano
- 4-nitrofenilcloroformato 1,07 T.AX
- glicerol 0,33
- N-metilmorfolina 1,07

*T.A.: Temperatura ambiente
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% Método C — dicicloexilcarbodiimida (DCC) como agente condensante (Figura
A.11)

Em banho de gelo, mantiveram-se sob agitacao acido malico protegido e
DCC, em 30 mL de THF (Tabela A.lll). Ap6s 30 minutos, o banho de gelo foi retirado
e adicionaram-se DMAP e o foco central (Tabela A.lll). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente conforme as condicbes reacionais
descritas na Tabela A.lll. Apds este periodo, adicionou-se o solvente adequado e
filtrou-se o conteudo reacional (Tabela A.lll). O filtrado foi extraido como relatado na
Tabela A.lll. A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro e filtrada. O
solvente foi removido sob pressao reduzida, a 50 °C.

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

Tabela A.lll — Condicoes reacionais e tratamento realizados nos
experimentos C1 e C2

Experimento Reagentes/ mmol/ Condicées Tratamento da reacao
solvente volume  reacionais

(mL) (horas)
C1 - AMP 5,75 96 Eter etilico 30 mL
-DCC 7,11 Filtracao
- 0,96
etilenodiamina 3,84
- DMAP
C2 - AMP 17,20 24 acetato de etila 120 mL
-DCC 6,32
- glicerol 5,74 Condicoes de extracao:
- DMAP 6,32 NAHCO3* - 100 mL — 1 vez

NaCl* — 100 mL — 1 vez
Agua — 100 mL — 1 vez
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A.3.2.1.2 Sintese do dendrimero dirigido de 3-hidroxiflavona pelo método

convergente (inositol como foco central)

A.3.2.1.2.1 Sintese do intermediario Il (adaptado de VARGAS, 2007).

OH

HO

HOWG N-metil morfolina 0
o] O7LCH3 cloroformato de etila OMO
CH3 o
CH ©
CHs,

Figura A.12: Sintese do intermediario Il.

Em banho de gelo, mantiveram-se sob agitacdo em 30 mL de THF, N-
metilmorfolina (8,44 mmol) e acido malico protegido (8,44 mmol) por 15 minutos.
Posteriormente, adicionou-se cloroformato de etila (10,10 mmol). Manteve-se a
agitacao por mais 30 minutos e adicionou-se a quercetina (8,44 mmol). A reacao foi
mantida sob agitagdo e banho de gelo por mais 1 hora. Apds este periodo, 0 meio
reacional foi mantido sob agitacdo em temperatura ambiente por 24 horas. Ao
término da reacao, diluiu-se a mistura reacional com 50 mL de acetato de etila e
lavou-se, subsequentemente, com solugdo aquosa de hidréxido de sédio 1 M (duas
vezes com 15 mL), solucao saturada de cloreto de sédio (15 mL), solucdo aquosa de
acido cloridrico 1 M (duas vezes com 15 mL) e, novamente, com solucao saturada
de cloreto de sédio (15 mL). A fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro,
filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida a 50 °C, obtendo-se o
intermediario Il (Figura A.12).

A reacao foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, com fase
movel hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).
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A.3.2.1.2.2 Sintese do intermediério Il (adaptado de VARGAS, 2007).

o)

HOWO N-metil morfolina 0

O7L lorof to de etil
O ol CH3 cloroformato de etila
3 (@]
H,C ©

H,C

Figura A.13: Sintese do intermediario Il1.

Em banho de gelo, mantiveram-se sob agitacdo em 30 mL de THF, N-
metilmorfolina (6,80 mmol) e acido malico protegido (5,75 mmol) por 15 minutos.
Posteriormente, adicionou-se cloroformato de etila (6,80 mmol). Manteve-se a
agitacao por mais 30 minutos e adicionou-se a 3-hidroxiflavona (5,75 mmol). A
reacdao foi mantida sob agitacdo e banho de gelo por mais 1 hora. Ap6s este
periodo, o meio reacional foi mantido sob agitacdo em temperatura ambiente por 24
horas. Ao término da reacao, diluiu-se a mistura reacional com 50 mL de acetato de
etila e lavou-se, subsequentemente, com solucao aquosa de hidréxido de sodio 1 M
(duas vezes com 15 mL), solucdo saturada de cloreto de sodio (15 mL), solucao
aquosa de acido cloridrico 1 M (duas vezes com 15 mL) e, novamente, com solucao
saturada de cloreto de sodio (15 mL). A fase organica foi secada com sulfato de
sédio anidro, filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida a 50 °C (Figura
A.13).

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

O produto final foi purificado em coluna cromatografica, com eluente
hexano/acetato de etila em gradiente de concentracao, obtendo-se o intermediario
Il
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A.3.2.1.2.3 Desprotecao do intermediario lll, obtencdo do intermediario IV

O -~
O Método D
Q o) Método E
H C%/O o Método F
3H c Método G
Método H

Figura A.14 Hidrélise do intermediario Ill, obtencéo do intermediario IV.

% Método D (adaptado de DAMEN et al., 2000).

Em sistema de refluxo, o intermediério 11l (0,50 mmol) foi dissolvido em 93 mL
de acetato de etila. Posteriormente, adicionaram-se 18,5 mL de solucédo de &cido
cloridrico 3,5 M. O meio reacional foi mantido sob agitacdo a 45 °C por 15 minutos.
O produto foi concentrado sob pressao reduzida a 50 °C (Figura A.14).

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

% Método E (adaptado de MANTELL, 2007).
O intermediario 11l (1 mmol) foi dissolvido em 16 mL de THF e adicionou-se
acido p-toluenossulfénico (2,4 mmol). O conteludo reacional ficou sob agitagcdo a
temperatura ambiente por 4 horas (Figura A.14).
O experimento foi acompanhado por cromatografia em camada delgada, com
fase movel hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).

% Método F (BANVILLE et al., 2010).

O intermediario 11l (1 mmol) foi mantido sob agitacdo, em 5 mL de THF e 5 mL
de solucao aquosa de hidroxido de sédio 1 M, na proporcao 1:1 (v/v) por 10 minutos
(Figura A.14).

A reacgéo foi acompanhada por CCD, em fase mével hexano/acetato de etila
2:1 (v/Iv).

% Método G (adaptado de MANTELL, 2007).
O intermediario Il (2,54x107 mol) foi dissolvido em &cido cloridrico 1 M e



XX

acetonitrila 1:1 (v/v). O meio reacional foi mantido sob agitagdo por 22 horas. O
produto foi concentrado sob pressado reduzida a 50 °C (Figura A.14).

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

% Método H (adaptado de DAMEN et al., 2000).

Dissolveu-se o intermediario Il (0,50 mmol) na solucao de acido acético, THF
e agua, de acordo com as proporcées molares descritas na Tabela A.IV. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente conforme as condicdes
reacionais descritas na Tabela A.IV. Posteriormente, os solventes foram removidos
sob pressao reduzida a 50 °C. Apds a remocao do solvente, o produto foi lavado
com agua, acetato de etila e diclorometano, com 5 mL de cada solvente e
concentrado novamente sob presséo reduzida (Figura A.14).

As reacbes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada,

com fase mével hexano/acetato de etila 2:1 (v/v).

Tabela A.IV — Concentracdes de reagentes e condicbes reacionais utilizadas
para os experimentos H1, H2, H3 e H4

Experimento Reagentes Proporcao molar dos Tempo de reacao

reagentes (v/v/v) (horas)
H1 - acido acético 1 6
- THF 1
- agua destilada 1
H2 - acido acético 4 6
- THF 1
- dgua destilada 2
H3 - 4cido acético 1 28
- THF 1
- dgua destilada 1
H4 - acido acético 1 48
- THF 1

- dgua destilada 1
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A.3.2.2 Métodos de analise dos compostos obtidos

A.3.2.2.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A analise de RMN 'H e '*C foi realizada em Espectréometro Bruker 300 MHz,
modelo advanced DPX-300, disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo.

A.3.2.2.2 Espectrofometria no Infravermelho (1V)
A espectrofotometria no IV foi realizada no equipamento FTIR Bomem MB100
da Central Analitica, Instituto de Quimica da USP, com pastilhas de KBr.

A.3.2.2.3 Analise Cromatografica em Camada Delgada (CCD)
A andlise cromatografica em camada delgada foi realizada com
cromatoplacas de silica-gel G-60, marca Merck, com as fases méveis apropriadas e

descritas anteriormente.
A.3.2.3 Modelagem molecular

A.3.2.3.1 Estudo de liberagao dos dendrimeros dirigidos de quercetina (GIAROLLA
et al., 2010).

As estruturas tridimensionais dos dendrimeros dirigidos de primeira geragao
com uma, duas e trés ramificagcdes de quercetina (agente bioativo) e grupo diretor
(mio-inositol e manose) foram construidas usando o software HyperChem 7.51. As
estruturas cristalografadas de mio-inositol (grupo diretor e foco central), D-manose
(grupo diretor), acido malico (agente espacgante) e quercetina foram obtidas do
banco de dados de estruturas quimicas Protein Data Bank (PDB) e utilizadas como
padrées de geometria para a construcdo dos modelos tridimensionais com os
seguintes codigos de entrada: 3HO6 (PRUIT et al, 2009), 3M8M
(SUNDARAMOORTHY, GOLD, POULOS, 2010), 3DR3 (SINGER et al., 2009),
3BPT (PILKA et al., 2009) e resolucdo 1,60, 1,05, 1,45, 1,50 A, respectivamente. A
minimizacado de energia de cada modelo (uma a trés ramificagbes de quercetina e
grupo diretor mio-inositol e quercetina e grupo diretor D-manose) foi realizada por
mecanica molecular com campo de forca Mecanica Molecular (MM+) com a
utilizagdo dos softwares HyperChem 7,51 e MOLSIM 3,2. As cargas atomicas
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parciais foram calculadas utilizando o método semiempirico AM1, também
implementado no programa HyperChem 7,51.

Os modelos obtidos com menor energia foram utilizados como estrutura inicial
para a realizacao das simulagdes de dinamica molecular (DM), efetuadas a 100.000
passos, cada passo de 1 fs a 300 K. Os arquivos de trajetéria foram gerados a cada
20 passos, resultando em 5.000 conformacdes para cada modelo. A conformacao de
menor energia de cada modelo foi selecionada a partir de simulagdes de DM e as
cargas de potencial eletrostatico (ChelpG — Potential Electrostatic Charges) foram
calculadas usando o método ab initio HF/6-31G* com a utilizacdo do software
Gaussian GO3W. O potencial eletrostatico (PE) foi mapeado em superficie Connolly
para cada modelo. A escala utilizada no mapa de potencial eletrostatico variou de -
7,5 a 7,5 eV? e os valores negativos de potencial eletrostatico (alta densidade
eletrénica) sdo representados em vermelho, enquanto os valores positivos estdo em
azul (baixa densidade eletrénica).

O software ViewerLite 4.2 foi utilizado para: determinacdo das ligacoes de
hidrogénio e visualizagdo do modelo CPK para a analise de impedimento estérico
dos dendrimeros dirigidos construidos.
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A.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A.4.1 Sintese

A.4.1.1 Sintese dos dendrimeros com diferentes focos centrais pelo método
divergente

Para o planejamento de novos dendrimeros utilizaram-se diferentes
substancias para modificacdo do foco central como: etilenodiamina, etilenoglicol e
glicerol. Estes compostos sao polifuncionais, o que permite o crescimento
exponencial dos dendrimeros, mas por apresentarem menor nimero de grupos
funcionais (dois para etilenodiamina e etilenoglicol, e trés hidroxilas para o glicerol),
quando comparados ao mio-inositol (seis hidroxilas), possibilitam maior controle das
reacdes e do numero de substituicbes dos compostos obtidos a partir destes focos

centrais.

A.4.1.1.1Sintese dos intermediarios | com diferentes nucleos (Figura A.11)

«» Método A - EDC como agente condensante

= Etilenodiamina

Para a sintese do intermediario |IA (Figura A.11) utilizou-se a quantidade de
etilenodiamina e acido malico protegido na proporcao molar de 1:2. Apds 24 horas
de reacdo, a cromatografia em camada delgada mostrou mancha com Rjf 0,80,
diferente dos valores encontrados para os materiais de partida, etilenodiamina e
acido malico protegido, que apresentam os valores Rf de 0,12 e 0,23,
respectivamente. O espectro de RMN 'H (Espectro A.1) mostra indicios da obtencéo
do produto desejado, pois existem sinais correspondentes aos hidrogénios das
metilas presentes no acido malico protegido em 1,67 e 1,72 ppm. Além disso,
existem sinais em 2,90 e 4,46 ppm, que caracterizam o agente espacgante. Os sinais
em 3,41 e 7,84 ppm sugerem, respectivamente, a presenca dos hidrogénios dos
carbonos e do nitrogénio da etilenodiamina.

O espectro de RMN '*C (Espectro A.2) mostrou sinais em 25,24 e 25,49,

26,25 e 26,71 ppm, relativos aos carbonos das metilas presentes na lactona do
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acido malico protegido. Ainda com relagdo ao agente espacgante, observam-se sinais
em 35,06 e 36,12, 70,24 e 70,53, 110,24 e 110,46 ppm referentes aos carbonos 5, 2
e 3 do acido malico protegido, respectivamente. Os sinais entre 170,28 e 172,21
ppm sao indicativos de carbonos carbonilicos do acido malico protegido e da funcao
amida formada. Com relagdo a etilenodiamina, apareceram sinais em 44 ppm,
provavelmente relativos aos carbonos metilénicos da etilenodiamina. Estes
resultados indicam a provavel obtencao do intermediario | com duas substituigdes.
No entanto, ha sinais adicionais, que mostram impurezas, provavelmente, EDU, no
composto obtido, evidenciando a necessidade de purificagdo do mesmo.
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Espectro A.1: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo

entre etilenodiamina e acido malico protegido, obtido com o uso de EDC como

agente condensante.
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Espectro A.2: Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) do produto impuro da reacdo
entre etilenodiamina e acido malico protegido, obtido com o uso de EDC como

ppm

agente condensante.
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= Etilenoglicol

O intermediario IB (Figura A.11) é formado pela reacao de esterificacao entre
o dalcool e o acido carboxilico de etilenoglicol e acido malico protegido,
respectivamente. Para a esterificagdo entre o etilenoglicol e o acido malico protegido
foi utilizada a proporcdo molar de 1:2, para que ocorram as duas substituicoes
possiveis. Na cromatografia em camada delgada, observou-se mancha com Rf de
0,69, valor diferente dos materiais de partida, etilenoglicol e acido malico protegido,
de Rf 0,15 e 0,23, respectivamente. No espectro de RMN 'H (Espectro A.3)
aparecem sinais em 1,60 e 1,62 ppm, indicativos de hidrogénios dos carbonos 6 e 7
do acido malico protegido. Em adi¢do, observam-se os sinais proximos a 2,50 e 2,60
ppm, relativos aos hidrogénios do C, do acido malico protegido. Os sinais proximos
de 4,30 ppm indicam hidrogénios do etilenoglicol.

O espectro de RMN '3C (Espectro A.4) mostrou sinais em 25,18 e 25,34,
26,13 e 26,58 ppm, que caracterizam carbonos metilicos do acido. Os sinais
préximos de 35, 70 e 110 ppm podem ser referentes aos carbonos 5, 2 e 3 do acido
malico protegido, respectivamente. Em adi¢do, os sinais na regiao entre 170-172
ppm indicam as carbonilas do acido malico protegido e do éster formado. Os sinais
relativos aos carbonos do etilenoglicol apareceram proximos de 62 ppm. Portanto,
estes resultados sugerem que se obteve o intermediario IB com duas substituicdes.
Como no caso anterior, 0 composto obtido mostrou impurezas, que demandam a

purificacdo do mesmo.
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Espectro A.3: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre etilenoglicol e acido malico protegido, obtido com o uso de EDC como agente

condensante.
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Espectro A.4: Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre etilenoglicol e 4cido malico protegido, obtido com o uso de EDC como agente

condensante.
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= Glicerol

O intermediario IC (Figura A.11) é obtido pela esterificacao entre o alcool e o
acido carboxilico de glicerol e acido malico protegido, respectivamente. A proporcao
utilizada para a reagao de esterificacao entre o glicerol e 0 &cido malico protegido foi
de 1:3, para que ocorram as trés substituicbes possiveis. Ao término da reacao, a
cromatografia em camada delgada mostrou a formagcdo de mancha com valor de Rf
igual a 0,46, diferente dos materiais de partida, glicerol e acido malico protegido de
Rf 0,11 e 0,23, respectivamente. O espectro de RMN 'H (Espectro A.5) mostrou a
presenca de sinais em 1,60 e 1,62 ppm, correspondentes a hidrogénios das metilas
da lactona do acido malico protegido. Neste espectro, observam-se, também, sinais
préximos de 2,60 ppm, que caracterizam o acido malico protegido. Além disso,
apareceram sinais do glicerol proximos de 4,30 ppm referentes a Hia € Hza € em
3,60 ppm indicativo do Haa.

No espectro de RMN '*C (Espectro A.6) observam-se sinais em 25,31 e
25,50, 26,32 e 26,65 ppm que caracterizam os carbonos das metilas do 4cido malico
protegido. Ainda em relagdo ao espacante, os sinais proximos de 35, 70 e 110 ppm
podem ser referentes aos carbonos 5, 2 e 3 do acido malico protegido,
respectivamente. Em adicao, os sinais entre 170,45 e 172,34 ppm correspondem as
carbonilas do acido malico protegido e da funcao éster formada. Os sinais referentes
aos carbonos do glicerol apareceram em 65,45, 66,57 e 69,47 ppm. Portanto, estes

resultados sugerem que, possivelmente, com glicerol, obteve-se o intermediario IC.
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Espectro A.5: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre glicerol e acido malico protegido, obtido com o uso de EDC como agente

condensante.
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Espectro A.6: Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre glicerol e acido malico protegido, obtido com o uso de EDC como agente

condensante.
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Em adicédo, o excesso de sinais no espectro prejudica sua interpretacado e
estes podem estar relacionados com a presenga do subproduto formado pelo uso de
EDC nas reagdes de amidacao e esterificagdo, o EDU (1-(3-diaminopropiluréia), que
apresenta dificil purificacao.

«» Método B — método do anidrido misto

Na busca por métodos que resultem em produto mais puro, utilizou-se a
sintese com N-metilmorfolina (como catalisador) e cloroformato de etila, como
agente condensante. Efetuaram-se os experimentos B1, B2 e B3, que utilizaram
etilenodiamina, etilenoglicol e glicerol, respectivamente, para reagir com &cido
malico protegido, nas devidas proporcdes para obter o maior numero de
substituicdes possiveis dos respectivos produtos (amida e ésteres).

As placas cromatograficas dos produtos obtidos com os experimentos B1, B2
e B3 mostraram a formacdo de mancha com Rf igual a 0,66, valor diferente dos
materiais de partida, que apresentam Rf 0,12, 0,15, 0,11 e 0,23, correspondentes a
etilenodiamina, etilenoglicol, glicerol e acido malico protegido, respectivamente. O
espectro RMN 'H do experimento B1 (Espectro A.7) mostrou sinais da presenca de
acido malico protegido, deslocados para campo mais baixo, como 0s singletos em
1,86 e 1,87 ppm, relativos aos hidrogénios metilicos, sinais entre 2,58 e 2,76 ppm e
préximos de 4,50 ppm, relacionados aos hidrogénios H. e Hs, respectivamente, do
acido malico protegido, porém nao se identificaram os sinais de etilenodiamina. Nao
se obteve, portanto, o produto desejado.

Nesta reagéo, ha a formagéo de um intermediario sintético, o anidrido misto,
que teve comportamento estavel e ndo sofreu ataque nucleofilico da etilenodiamina.
Portanto, a substituicdo ndo ocorreu e 0 que se observa no espectro é a presenca
deste intermediario de sintese. Os sinais em 1,13 e 1,44 ppm e proximos a 4,00 ppm
estdo relacionados aos hidrogénios de grupos CH; e CH; (ligados ao oxigénio da
funcdo anidrido), presentes neste intermediario. Em adicdo, o espectro de RMN '3C
(Espectro A.8) mostrou a presencga deste intermediario sintético, devido aos sinais
em 14,06, 61,21 e 169,13 ppm relativos aos carbonos do grupo etoxila e da
carbonila do anidrido misto, respectivamente. Além disso, também estao presentes
os sinais referentes ao acido malico protegido em torno de 25-26, 35, 70, 110, 164-
170 ppm, referentes, respectivamente, aos carbonos das metilas da lactona (Ce €
C7), Cs, C,, C3, Cy e C4 desse derivado.
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Realizaram-se, também, os experimentos B2 e B3, para obtencdo dos
respectivos ésteres, com etilenoglicol e glicerol. Com estes experimentos, obtiveram-
se resultados analogos aos observados com o experimento B1, ou seja, a formacao
do intermediario sintético estavel ao ataque nucleofilico para a sintese do éster

desejado.
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Espectro A.7: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da reacdo
entre etilenodiamina e acido malico protegido, obtido com cloroformato de etila e N-

metilmorfolina.
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Espectro A.8: Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) do produto impuro da reacdo

entre etilenodiamina e acido malico protegido, obtido com cloroformato de etila e N-
metilmorfolina.

Os experimentos B1, B2 e B3, que utilizaram cloroformato de etila, permitiram
reacdes mais limpas em relacdo aquelas que usam EDC. Entretanto, houve a

formacao do anidrido misto entre o acido malico protegido e o agente condensante,
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que se mostrou estavel e nao sofreu ataque nucleofilico do foco central
(etilenodiamina, etilenoglicol ou glicerol). Desta forma, os intermediarios de interesse
nao foram obtidos. Assim, optou-se pelo uso de 4-nitrofenilcloroformato como agente
condensante para estas reacdes, considerando-se que o grupo nitrofenila atuara
como melhor grupo de saida em relacdao ao grupo etila do cloroformato de etila,
favorecendo o ataque nucleofilico pelo foco central.

Os experimentos B4, B5, B6 e B7 utilizaram 4-nitrofenilcloroformato. O
experimento B4 consiste no uso de etilenodiamina como foco central, utilizando-se a
proporcdo molar utilizada de 1:2 (amina/acido), com o intuito de obter as duas
substituicdes possiveis. A cromatografia em camada delgada do produto obtido
nesta reacdo apresentou mancha com Rf de 0,46, diferente dos valores
apresentados pelos materiais de partida, etilenodiamina, Rf de 0,12, e 4cido malico
protegido, de Rf 0,23, o que indica a obtencdo de um produto com carater mais
apolar.

No entanto, o espectro de RMN 'H (Espectro A.9) do composto obtido
apresentou a formacao de outro anidrido misto, resultante da reacao entre o grupo
nitrofenila do 4-nitrofenilcloroformato e o acido malico protegido. Este intermediario
sintético faz parte do mecanismo das reacdes que utilizam o 4-nitrofenilcloroformato
como agente condensante. No entanto, este anidrido deveria ter sofrido ataque
nucleofilico da etilenodiamina, para obtencao da amida desejada, o que nao ocorreu.
No espectro de RMN 1H (Espectro A.9) é possivel observar a presenca deste
intermediario de sintese e sinais na regidao de 7 e 8 ppm relacionados aos
hidrogénios do grupo nitrofenila. Além disso, sdo evidentes os sinais referentes ao
acido malico protegido, em 1,50 ppm, relativos aos hidrogénios metilénicos da
lactona, bem como os sinais deslocados para campo mais baixo, em 3,10 a 3,42
ppm, e, também, em 5,00 ppm, correspondentes aos hidrogénios dos carbonos 2 e 3
do agente espacante, respectivamente. Em adigdo, no espectro ndo sdo observados
os sinais relativos a etilenodiamina.

Outra evidéncia de que nao se obteve o intermediario A foi espectro de RMN
3G (Espectro A.10), que apresentou sinais referentes ao intermediario sintético em
148,50 ppm, relacionado a carbonila do anidrido, além dos sinais entre 122,88 e
155,15 ppm, correspondentes aos carbonos do grupo nitrofenila presentes no
anidrido misto. Além disso, é possivel observar os carbonos relativos ao acido
malico protegido em 25,39 e 26,31 ppm e em 110,76 ppm, referentes aos carbonos
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6 e 7 do agente espacante. Ainda, observam-se sinais dos carbonos 2 e 3 na regiao
de 35 e 79 ppm, bem como os sinais das carbonilas do agente espacante, em
167,42 ppm e em 171,62 ppm, referentes, respectivamente, aos carbonos
carbonilicos ligados ao anel nitrado e a lactona. Contudo, esses resultados revelam,
novamente, a obtencdo de anidrido misto estavel, agora formado pelo grupo
nitrofenila e acido malico protegido, que nao foi substituido pela etilenodiamina para
a sintese do intermediario |A desejado.

Com o intuito de prover condicbes mais drasticas para favorecer a
substituicdo, optou-se pela realizacdo do experimento B5 em que algumas
condicdes reacionais foram alteradas, como aumento do tempo de reagédo para 48
horas e, também, a temperatura reacional para 55 °C. Entretanto, o resultado foi o
mesmo obtido com o experimento B4, ou seja, a obtencao de anidrido misto estavel,
que nao sofreu ataque nucleofilico da etilenodiaminapara a formacéo do composto
de interesse.
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Espectro A.9: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) do produto impuro da
reacdo entre etilenodiamina e &cido malico protegido, obtido com 4-
nitrofenilcloroformato e N-metilmorfolina, experimento B4.
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Espectro A.10: Espectro de RMN '3C (75 MHz, DMSO-dg) do produto impuro da
reacdo entre etilenodiamina e &cido malico protegido, obtido com
4-nitrofenilcloroformato e N-metilmorfolina, experimento B4.
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Os experimentos B6 e B7 utilizaram, respectivamente, etilenoglicol e glicerol
como focos centrais, nas propor¢coes molares de 1:2 (etilenoglicol e acido malico
protegido) e 1:3 (glicerol e AMP), respectivamente. Também, utilizando 4-
nitrofenilcloroformato como agente de acoplamento. A cromatografia em camada
delgada de ambas as reagdes mostraram mancha com Rf de 0,46, mesmo valor
apresentado pelo anidrido misto formado pelo &cido malico protegido e o grupo
nitrofenila, do agente condensante.

O espectro de RMN 'H (Espectro A.11) do composto obtido pelo experimento
B6 apresentou a formacao do intermediario de sintese devido a auséncia de sinais
do foco central etilenoglicol em 4,30 ppm. Ademais, no espectro é possivel observar
os sinais relativos a este intermediario na regidao de 7 e 8 ppm, que correspondem
aos hidrigénios do anel aromatico nitrado. Os sinais referentes aos hidrogénios do
espacante ligado ao grupo nitrofenila sdo evidentes em 1,50 ppm, nas regides de
3,00 e 4,70 ppm, que correspondem, respectivamente, aos hidrogénios Hg e H7, Ho €
Hs do acido malico protegido. Dessa maneira, assim como para o foco central
etilenodiamina, ndo houve o ataque nucleofilico do etilenoglicol ao anidrido misto,
evidenciando que o intermediario IB de interesse nao se formou.

O mesmo resultado foi obtido com a realizagdo do experimento B7. O
espectro de RMN 'H (Espectro A.12) do produto obtido nesse experimento nio
mostra sinais dos hidrogénios relativos ao foco central, glicerol na regido de 4,30 e
5,10 ppm. Além disso, observam-se 0s sinais ja discutidos referentes ao anidrido
misto, relativos ao grupo nitrofenila entre 7 e 8 ppm, bem como os sinais do acido
malico protegido em 1,49 e 1,53 ppm, e na regiao de 3,00 e 4,70 ppm, relacionados
aos hidrogénios Hg e H7, Ho e H3 do agente espacgante. Portanto, este experimento
nao foi eficiente para a obtencao do intermediario IC desejado.

Os resultados obtidos pelos experimentos B4, B5, B6 e B7 mostraram que a
troca do agente condensante, de cloroformato de etila para 4-nitrofenilcloroformato,
e também, alteracdo nas condicGes reacionais, tais como aumento no tempo e
temperatura da reacdo, ndo geraram os resultados esperados. Em nenhum dos
casos, 0 alcool ou a amina realizou o ataque nucleofilico no anidrido misto, néao

havendo a formacao dos intermediarios de interesse.
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Espectro A.11: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIl;) do produto impuro da
reacdo entre etilenoglicol e acido malico protegido, obtido com 4-
nitrofenilcloroformato e N-metilmorfolina, experimento B6.



XLII

SN
T T T T T T T T T T T
9 B 1 & 5 4 3 2 1 opm
i .’-. ' wr ™ - 'f.'"\.- “wo I“'-\.E
o ) — e -1 iy
Ll = ol il bl i

Espectro A.12: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIls;) do produto impuro da
reacao entre glicerol e acido malico protegido, obtido com 4-nitrofenilcloroformato e

N-metilmorfolina, experimento B7.
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«+» Método C - DCC como gente condensante

Devido a dificuldade de sintese dos intermediarios de interesse, utilizando
cloroformato de etila e 4-nitrofenilcloroformato, optou-se pelo uso de DCC como
agente condensante. Para o método C realizaram-se 0s experimentos com
etilenodiamina e glicerol, como focos centrais, para obtencédo dos intermediarios 1A
e 1C.

= Etilenodiamina — Experimento C1

A reacéo foi realizada na proporgcao molar 2:1 de 4cido malico protegido e
etilenodiamina, respectivamente, para obtencdo do maior grau de substituicdo na
formacao da amida de interesse.

A cromatografia em camada delgada do produto obtido pelo experimento C1
mostrou a formagéo de duas manchas com valores de Rf diferentes dos materiais de
partida, etilenodiamina (Rf0,12) e acido mélico protegido (Rf 0,23). A mancha mais
polar com Rf de 0,46 pode estar relacionada ao subproduto DCU, obtido nas
reacdes de DCC. Enquanto, a mancha que apresenta Rfde 0,81, indica a formacgéao
do composto de interesse.

O espectro de RMN 'H (Espectro A.13) do composto obtido nesta reacédo
apresenta excesso de sinais, principalmente, na regido entre 1,00 e 2,00 ppm,
referentes ao subproduto DCU. Entretanto, é possivel observar no espectro a
presenca de sinais relativos ao acido malico protegido em 1,56 e 1,62 ppm, que
correspondem aos hidrogénios metilénicos da lactona, bem como os sinais entre
2,86 e 3,04 ppm e em 4,78 ppm, que podem ser relativos aos hidrogénios dos
carbonos 2 e 3 do espagante. Ademais, os sinais na regido de 3,60 ppm podem
corresponder aos hidrogénios do foco central, etilenodiamina. O que sugere a

obtencgéo do intermediario 1A por este método, mesmo que impuro.
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Espectro A.13: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da

reacao en

tre etilenodiamina e acido malico protegido, obtido com o uso de DCC

como agente condensante, experimento C1.
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= Glicerol — Experimento C2

A proporcao molar utilizada para esta reacao foi de 3:1, respectivamente, para
o acido malico protegido e glicerol, com o objetivo de obter as trés substituicdes
possiveis.

Apbs 24 horas de reacdo, a cromatografia de camada delgada apresentou
trés manchas com Rf equivalentes a 0,23, 0,49 e 0,80. A mancha com menor Rf
deve estar relacionada ao material de partida, acido malico protegido. A segunda
mancha, provavelmente, é relativa ao DCU. A mancha com Rf 0,80 indica a
formacao de um composto com carater mais apolar, o que é desejavel.

O espectro de RMN 'H (Espectro A.14) do composto obtido pelo experimento
C2 apresentou excesso de sinais na regiao de 1 e 2 ppm, relacionados ao DCU.
Ademais, este espectro mostrou indicios de formacédo do intermediario IC, devido a
presenca de sinais em 3,60 ppm e na regiao 4 ppm, indicativos de hidrogénios do
glicerol. No espectro, também, € possivel observar a presenca dos sinais do acido
malico protegido em 1,57 e 1,62 ppm, e na regiao de 2,88 e 3,04 ppm, e em 4,78
ppm, que podem ser relativos, respectivamente, aos hidrogénios Hg e H7, H> e Hz do
agente espacante.

Com os indicios de obtengdo do intermediario IC pelo experimento C2,
realizou-se tentativa de purificacdo por coluna cromatografica com gradiente de
concentragdo. O eluente utilizado foi hexano/acetato de etila em gradiente de
concentracdo, com variagdo de 10% na concentracdo do solvente a cada adicéo,
portanto, as proporcoes variaram de 100:0 até 0:100, respectivamente. A coluna
isolou mancha que na cromatografia em camada delgada apresentou Rf de 0,80.

Apesar de menos impuro, o espectro de RMN 'H (Espectro A.15) da fragao
isolada ainda mostrou a presenca dos sinais na regido de 1 e 2 ppm, caracteristicos
do DCU. No entanto, é possivel observar com mais clareza a presenca dos sinais do
intermediario IC em 3,60 referente ao hidrogénio Hoa, bem como sinais em 4,30 ppm
relativos aos hidrogénios Hoa € Hoa do glicerol. Além destes, observam-se sinais
caracteristicos do agente espacante em 1,56-1,62 ppm, na regiao de 2,80 a 3,00
ppm e em 4,70 ppm, que correspondem, respectivamente, aos hidrogénios Hg e H,
H. e H3 do &cido malico protegido.
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Espectro A.14: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da
reacdo entre glicerol e acido malico protegido, obtido com o uso de DCC como

agente condensante, experimento C2.
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Espectro A.15: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto da reacdo entre
glicerol e acido malico protegido, obtido com o uso de DCC, pelo experimento C2,

fracdo isolada na coluna cromatogréfica.
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A.4.1.2 Sintese do dendrimero dirigido de quercetina pelo método convergente
(foco central, inositol)

O método convergente consiste na sintese das ramificacées (dendrons), que,
posteriormente, sdo ligadas ao nucleo para a construcdo do dendrimero. Esta
abordagem facilita a remocao de subprodutos (JESUS, 2003).

A.4.1.2.1 Sintese do intermediario Il (Figura A.12)

O intermediario Il é formado pela reacao de esterificacao entre quercetina e
acido malico protegido. Este composto foi planejado para a sintese do dendrimero
dirigido de primeira geragdo de quercetina pelo método convergente, utilizando-se
N-metilmorfolina e cloroformato de etila.

O espectro de RMN 'H (Espectro A.16) do produto obtido desta reacdo
mostrou a presencga de sinais entre 6 e 7 ppm, que podem estar relacionados aos
hidrogénios da quercetina. Neste espectro, também, € possivel observar a presenca
de singletos, deslocados para campo mais baixo entre 1 e 2 ppm, que podem ser
referentes aos hidrogénios metilénicos do acido malico protegido, bem como o sinais
na regiao de 4,00 ppm, que podem estar relacionados aos hidrogénios do carbono 3
do agente espacante. Portanto, nesta reacao ha evidéncias de que o intermediario Il
(quercetina-acido malico protegido) foi obtido. Entretanto, este composto necessita

de purificacdo e caracterizagao mais acurada.
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Espectro A.16: Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) do produto impuro da
reacdo entre quercetina e acido malico protegido (intermediario Il), obtidos com

cloroformato de etila e N-metilmorfolina.



A.4.1.3 Sintese do dendrimero dirigido de 3-hidroxiflavona pelo método

convergente (foco central, inositol)

A.4.1.3.1 Sintese do intermediario Ill (Figura A.13)

O intermediario Ill é formado pela esterificacdo entre o alcool e &cido
carboxilico da 3-hidroxiflavona e &cido malico protegido, respectivamente. O
composto foi planejado para a sintese do dendrimero dirigido de primeira geracao de
3-hidroxiflavona pelo método convergente.

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

O espectro de RMN 'H (Espectro A.17) apresentou sinais em 1,55 e
1,59 ppm, relacionados as metilas da lactona presente na protecdo do acido malico
protegido. Os sinais préximos de 3,25 e em 4,80 ppm, relativos aos hidrogénios dos
carbonos 2 e 3 do agente espacante, e 0s sinais na regiao de 7-8 ppm se referem
aos hidrogénios caracteristicos dos anéis aromaticos da 3-hidroxiflavona. Esses
sinais sugerem que o intermediario Il foi obtido.

Além disso, observaram-se no espectro de RMN '*C (Espectro A.18) sinais
relacionados ao intermediario Ill, como em 25,82 e 26,78 ppm, correspondentes as
metilas do acido malico protegido. Ainda em relacdo ao espacante, 0s sinais em
36,24 (Cs), em 70,55 (C,) e em 111,39 (C3) ppm o caracterizam. Em adicao, existem
sinais na regiao entre 118-155 ppm, indicativos da presenca da 3-hidroxiflavona.
Ainda em relacdo ao espectro de RMN '3C, observam-se sinais em 171,61 ppm,
relativos a funcdo éster formada entre o alcool da 3-hidroxiflavona e o acido
carboxilico do acido malico protegido.

O espectro no IV (Espectro A.19) é mais uma evidéncia de obtencdo do
intermediario Ill. Neste espectro, observam-se bandas de estiramento relacionadas a
3-hidroxiflavona em 3070, 1628 e 1566 cm™ referentes, respectivamente, a CH
aromatico, carbonila e ao alceno da 3-hidroxiflavona, bandas que caracterizam a

presenca deste composto bioativo. Também, observam-se bandas fortes de



LI

estiramento de CH alifatico em 2938 e 2989 cm™, relativas as metilas da lactona. Em
adicdo, sdo evidentes as bandas em 1787 e 1762 cm™, relacionadas a presenca de
carbonila de lactona e da funcao éster formada, respectivamente.

O produto final tem como caracteristicas um sélido amorfo amarelo claro,
soluvel em cloroférmio e diclorometano.

6 | 7
hidrogénios dos anéis
aromaticos da 3-hidroxiflavona
|
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Espectro A.17: Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls) do intermediario Il1.
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Espectro A.18: Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) do intermediario I11.
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Espectro A.19: Espectro no IV do intermediario Il (3-hidroxiflavona e acido malico).

IV (v, KBr, cm™)

3070 (vcu aromaticos); 2989 e 2938 (vcus lactona); 1787 (ve-o lactona); 1762
(Vc—o éster); 1653 (vc-o de flavona); 1566 (dc-c alcenos); 1468 (dcue angular

assimétrica); 1215 (vg.o éster); 777 (dcue angular assimétrica).
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A.4.1.3.2 Desprotegao do intermediario Ill, obtencdo do intermediario 1V

Com a obtencao do intermediario lll, partiu-se para a etapa seguinte, a
sintese do intermediario 1V. Esta etapa consiste na desprotecédo dos grupos alcool e
acido carboxilico do &cido L(-)-malico protegido (Figura A.14)

A.4.1.3.2.1 Método D

Apés os 15 minutos de reacdo, a CCD mostrou duas manchas com Rf 0,61 e
0,81, a primeira delas provavelmente relacionada ao intermediario Ill, que nao sofreu
a hidrélise da lactona, e a segunda ao material de partida 3-hidroxiflavona, com igual
Rf. O espectro de RMN 'H (Espectro A.20) mostra a manutengdo dos sinais da 3-
hidroxiflavona na regido entre 7-8 ppm. No espectro, ndo se observam sinais em
1,59 e 1,62 ppm, possivelmente, relativos aos hidrogénios das metilas do &cido
malico protegido, o que sugere a hidrélise da protecdo. Ainda em relacdo ao
espacante, apareceram sinais que podem estar relacionados aos hidrogénios dos C,
e C3 do acido malico na regiao de 3,13 e 4,84 ppm, respectivamente. Entretanto, no
espectro de RMN '3C (Espectro A.21) apareceram apenas 0s sinais caracteristicos
da 3-hidroxiflavona na regido de 118-157 ppm, sem 0s sinais que caracterizam os
carbonos do acido malico protegido na regidao de 70 e 110 ppm. Ainda no espectro
de RMN 'C, ndo apareceram sinais da carbonila formada pela ligacdo éster
originada, o que indica que este método promoveu tanto a hidrélise da protecdo do
acido malico protegido quanto a clivagem da ligacao éster formada.
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Espectro A.20:

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da

reacao entre 3-hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrélise da lactona, com

0 método D.
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Espectro A.21: Espectro de RMN 'H (75 MHz, CDCl3) do produto impuro da reacédo
entre 3-hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrélise da lactona, com o
método D.
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A.4.1.3.2.2 Método E

O método E consiste na utilizacdo de acido p-toluenossulfénico para a
desprotecao do intermediario Ill. A cromatografia em camada delgada desta reacao
mostrou a formacdo mancha com valor de Rfigual a 0,81, como o apresentado pela
3-hidroxiflavona, e também, o desaparecimento da mancha do material de partida,
indicando a ocorréncia de hidrolise do éster que liga o acido malico protegido a 3-

hidroxiflavona, ndo havendo a formacao do intermediario |V desejado.

A.4.1.3.2.3 Método F

Para o método F utilizou-se solucao de hidréxido de sddio 1M, como tentativa
de hidrélise basica da lactona para a desprotecao do intermediario Ill. Entretanto,
apos 10 minutos de reacdo, a cromatografia em camada delgada mostrou mancha
com o mesmo valor de Rf da 3-hidroxiflavona (0,81), bem como o desaparecimento
da mancha do material de partida (intermediario lll), o que indica que as condi¢des
reacionais utilizadas neste método foram muito drasticas e promoveram a hidrélise
do éster formado entre a 3-hidroxiflavona e o acido malico protegido. Portanto, este
método nao foi eficiente para a desprotecdo da lactona do intermediario Ill e
consequente obtencgéo do intermediario IV.

A.4.1.3.2.4 Método G

Com o método G, apds 22 horas de reacdao, a cromatografia em camada
delgada mostrou duas manchas com Rf iguais a 0,53 e 0,61, sendo que a segunda
pode estar relacionada ao intermediario |ll que ndo sofreu a desprotecdo. A mancha
com menor valor pode ser relativa ao intermediario IV desejado. Em adicao, o
espectro de RMN 'H (Espectro A.22) ndo apresentou sinais em 1,59 e 1,62 ppm, o
que indica a hidrélise da lactona do acido malico protegido. Ainda em relacéo a este
ultimo, observou-se sinal em 4,09 ppm, indicativo de hidrogénio da hidroxila liberada
na hidrélise da protecao, e também, sinais préximos de 2,59 ppm, que caracterizam
a presenca do acido malico. Além disso, no espectro sao evidentes os sinais entre 7-
8 ppm, indicativos dos hidrogénios da 3-hidroxiflavona. Dessa forma, provavelmente
se obteve o intermediéario IV por esse método, ainda que impuro.
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A.4.1.3.2.5 Método H
O método H consiste na utilizacdo de &cido acético, tetraidrofurano e agua
para a hidrélise da lactona do intermediario III.

Para o experimento H1, apds 6 horas de reagado, a cromatografia em camada
delgada mostrou a presenca de duas manchas com Rf iguais a 0,53 e 0,61. A
mancha com Rf de 0,61 esta relacionada ao intermediario Ill que ndo sofreu a
hidrélise da protecao do acido malico protegido, ja a outra mancha pode ser relativa
ao composto desprotegido. Entretanto, o espectro de RMN 'H (Espectro A.23)
mostra a presenca dos sinais em 1,58 e 1,61 ppm, relacionados aos hidrogénios das
metilas presentes no acido malico protegido, o que indica nao ter ocorrido a hidrélise
da protecao do intermediario Ill. Portanto, com esta condigdo nao foi obtido o
intermediario desprotegido. O espectro de RMN 'C (Espectro A.24) é outra
evidéncia de que ndo ocorreu a desprotecdo do intermediario Ill, pois estédo
presentes os sinais em 25-26 e 36,20 ppm, relacionados, respectivamente, aos

carbonos das metilas e ao carbono Cs da lactona do &cido malico protegido.
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Espectro A.23: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da
reacao entre 3-hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrélise da lactona, com

0 experimento H1.
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Espectro A.24: Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) do produto impuro da reacédo
entre 3-hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrélise da lactona, com o
experimento H1.
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No experimento H2, ap6s 6 horas de reacdo, a cromatografia em camada
delgada mostrou duas manchas com Rf iguais a 0,61 e 0,81. A mancha com Rf de
0,61 esta relacionada ao intermediario Ill que nao sofreu a desprotecao da lactona.
A outra mancha tem Rf igual a 0,81, mesmo valor apresentado pela 3-
hidroxiflavona, o que indica a hidrélise do éster formado entre o alcool e o acido
carboxilico, da 3-hidroxiflavona e do acido malico protegido, respectivamente. No
espectro de RMN 'H (Espectro A.25) estdo evidentes os sinais da 3-hidroxiflavona
na regiao de 7-8 ppm. No mesmo espectro, ndo se observam sinais em 1,59 e 1,62
ppm, o que indica a hidrélise da lactona do acido malico protegido. Ainda com
relacdo ao espacante, observam-se sinais entre 3,14-3,31 ppm e 4,83 ppm,
correspondentes aos hidrogénios dos carbonos 2 e 3 do acido malico protegido.
Entretanto, no espectro de RMN '*C (Espectro A.18) aparecem sinais caracteristicos
da 3-hidroxiflavona na regidao de 118-157 ppm, porém auséncia dos sinais dos
carbonos C, e C3do acido malico protegido na regido de 70 e 110 ppm, o que indica
a hidrélise da ligacao éster. Portanto, com esta condicdo nao foi obtido o
intermediario IV desejado.
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Espectro A.25: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da
reacao entre 3-hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrélise da lactona, com

0 experimento H2.



LXIV

Espectro A.26: Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) do produto impuro da reacdo
entre 3-hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrélise da lactona, com o
experimento H2.
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Para os experimentos H3 e H4, a cromatografia em camada delgada mostrou a
formacao de duas manchas com Rf igual a 0,53 e 0,81, a ultima relacionada a
presenca de 3-hidroxiflavona, o que indica a hidrélise da fungdo éster formada entre
o acido malico protegido e a 3-hidroxiflavona. A outra mancha pode ser indicativa de
que o intermediario 1V, produto da hidrélise da protecao do acido malico protegido,
foi obtido. No espectro de RMN 'H observa-se o desaparecimento dos sinais entre
1,59 e 1,62 ppm, relativos as metilas do acido malico protegido (Espectro A.27).
Ainda em relacao ao espacante, o sinal em 4,06 ppm pode ser do hidrogénio da
hidroxila, originada na desprotecdo dos grupos acido e alcool. Em adicdo, outros
sinais caracterizam a presencga do acido malico na regido de 2,60 e 4,30 ppm. No
mesmo espectro, sdo evidentes os sinais referentes a 3-hidroxiflavona na regido
entre 7-8 ppm. Os experimentos H3 e H4 apresentaram resultados semelhantes,
indicativos de que se obteve o intermediario IV desejado, porém com muitas

impurezas.



LXVI

o —
]
- (=]
L
I3
- L -]

2 1 ppm

- - Tl b=y
=l ¥'s — —

0,09
41

N

L=

[}
0, 30
0,08

[=1 —

[\

P

Espectro A.27: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto impuro da

reacao entre 3-hidroxiflavona e acido malico, obtido apds a hidrélise da lactona, com
0 experimento H4.

As maiores dificuldades encontradas na sintese desses intermediarios foram,
como o observado no projeto original, obter derivados puros e, no caso dos

intermediarios 1V, deproteger o acido malico sem hidrolisar a ligagdo com o derivado
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bioativo, no caso, a 3-hidroxiflavona. A busca por processos de purificacdo e de
hidrélise mais especifica é o desafio para as proximas etapas do trabalho.

A.4.2 Modelagem molecular
A.4.2.1 Estudo de liberacao dos dendrimeros drigidos de quercetina

Seguindo o trabalho realizado por Giarolla et al. (2010, 2012), utilizaram-se
metodologias de modelagem molecular para melhor compreensao e previsao sobre
a liberacao dos dendrimeros dirigidos planejados com o flavonéide, quercetina. Com
base no planejamento de dendrimeros com mio-inositol (foco central e grupo
diretor), D-manose (grupo diretor), acido L(-)-malico (agente espacante e dendron) e
quercetina (flavondide com promissora atividade leishmanicida), construiram-se
modelos contendo uma, duas e trés ramificacbes com manose e inositol como
grupos diretores (Figura A.15). E importante ressaltar que estas estruturas
provavelmente serdo liberadas por acdo enzimatica, mais especificamente, por
esterases inespecificas. Essas enzimas podem atuar em quatro pontos das
ramificagdes: grupos carbonilicos presentes nos modelos dendriméricos planejados,
denominando-se C;i o grupo carbonilico proximo ao foco central inositol, C, a
carbonila externa ligada ao grupo diretor (inositol e manose), C; o carbono
carbonilico que liga o segundo acido malico e C4 a carbonila pr6xima ao composto
bioativo quercetina (Figura A.16).
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Figura A.15: Representacdo esquematica dos modelos estudados em modelagem molecular. GD-grupo diretor.
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Figura A.16: Representacao esquematica do dendrimero planejado, constituido por foco
central mio-inositol, acido L(-)-malico, grupo diretor (mio-inositol e D-manose) e
composto bioativo quercetina. Em destaque o0s grupos carbonilicos suscetiveis a

hidrélise enzimatica. GD-Grupo Diretor.
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A disposicao espacial dos grupos carbonilicos foi analisada, aspecto importante
para fornecer informagdes com relacdo ao comportamento estérico destes grupos para
a aproximagao e, consequentemente, clivagem enzimatica. Em adigcéo, estudou-se a
densidade eletrénica nestas carbonilas, por meio das cargas de potencial eletrostatico,
caracteristica relevante na andlise da suscetibilidade destes carbonos ao ataque
nucleofilico enzimatico. As ligagdes de hidrogénio foram determinadas, interacdes
importantes para estabilidade dos modelos planejados.

Os conférmeros de menor energia minima, obtidos das simulacdes de dinamica
molecular, foram avaliados quanto a integridade estrutural pelo desvio da raiz dos
quadrados minimos (root means square deviation-RMSD), por meio da sobreposi¢ao de
suas estruturas. Para sistemas com grande numero de dtomos, a integridade estrutural
é mantida quando o valor de RMSD é inferior a 1,5 A (TOKARSKI, HOPFINGER, 1997).
Com a utilizagdo do software Hyperchem 7.51, observou-se que os modelos gerados
mantiveram a integridade estrutural, pois todos apresentaram valor de RMSD inferior ao
descrito na literatura que é de 1,5 A.

Os valores de energia total (Etotal) correspondem a soma de todas as
contribuicdbes energéticas da estrutura e quanto menor este valor, mais
energeticamente favoravel é o sistema (Tabela A.V). Todos os modelos estudados
foram energeticamente favoraveis, pois apresentaram valores de Etotal negativos.

O dendrimero dirigido de quercetina e mio-inositol com trés ramificacées foi o
sistema que apresentou maior numero de ligacdes de hidrogénio (11 interagdes) e,
também, foi o mais estavel com valor de Etotal equivalente a -654,22 kcal/mol. Os
dendrimeros dirigidos de manose apresentaram aumento progressivo no numero de
ligagdes de hidrogénio, sendo 1, 5 e 8 ligagdes, respectivamente para os dendrimeros
com uma, duas e trés ramificagcdes. Também, foi observado o0 mesmo comportamento
para os dendrimeros dirigidos de inositol que tiveram aumento gradual no numero de
ligacbes de hidrogénio (3, 4 e 11 ligacdes de hidrogénio para os dendrimeros dirigidos

com uma, duas e trés ramificagoes).
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Tabela A.V — Parametros dos dendrimeros com uma, duas e trés ramificacoes
constituidos por quercetina e grupos diretores (inositol e manose)

Dendrimero de Etotal RMSD Numero de
quercetina (kcal/mol) (A) ligacoes de
hidrogénio

Uma ramificacao

mio-inositol -152,04 0,93 3
D-manose -77,17 0,18 1
Duas ramificacoes
mio-inositol -459,84 0,42
D-manose -213,54 0,20
Trés ramificacoes
mio-inositol -654,22 0,57 11
D-manose -426,28 0,30 8

O impedimento estérico e a disposi¢cao espacial foram analisados pelos modelos
CPK, para previsdao dos pontos com maior disponibilidade para aproximacao
econsequente ataque enzimatico. Para avaliacdo da densidade eletrnica utilizou-se o
mapa de potencial eletrostatico (MPE), para determinar os grupos carbonilicos mais
eletrofilicos, com menor densidade eletrénica, portanto, os mais suscetiveis a clivagem
por esterases inespecificas.

No sistema com uma ramificagdo de quercetina e mio-inositol (Figura A.15),
observou-se que o grupo carbonilico, denominado C4 proximo a quercetina (composto
bioativo), € o alvo mais promissor para sofrer ataque nucleofilico de esterases
inespecificas. Esta regido apresentou maior disponibilidade espacial e, também, menor
densidade eletrénica no mapa de potencial eletrostéatico (Figura A.17).

Entretanto, no dendrimero com um dendron de quercetina e grupo diretor D-
manose (Figura A.15), a carbonila C,, grupo carbonilico externo que esta ligado ao
grupo diretor manose apresentou menor impedimento estérico entre as carbonilas

analisadas, como mostra o modelo CPK. As propriedades do MPE indicaram o mesmo
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carbono carbonilico como o mais promissor ao ataque enzimatico, pois esta regido tem

menor densidade eletrénica (Figura A.17).

Ligacoes de hidrogénio

Modelo CPK

Figura A.17: Modelos 3D dos dendrimeros com uma ramificagdo de quercetina com
mio-inositol (1) e quercetina com D-manose (2). As ligagbes de hidrogénio sao
representadas por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK e MPE. A faixa de coloracao
do MPE foi de -7,5 (vermelho) a 7,5 (azul) e®. Esquema de cores: carbono (cinza),
hidrogénio (branco), O (vermelho), nitrogénio (azul). As carbonilas com menor

impedimento estérico estdo destacadas em verde no modelo CPK.



LXXIII

Os modelos com dois dendrons de quercetina e mio-inositol e D-manose (Figura
A.15) apresentaram como ponto mais vulneravel a hidrélise a carbonila C,, que esta
diretamente ligada ao grupo diretor. Esta demonstrou maior probabilidade de sofrer
ataque nucleofilico enzimatico (cor azul/verde), pois é o grupamento que apresenta
menor densidade eletrbnica no MPE. Em adicdo, o modelo CPK mostrou estes
carbonos carbonilicos como menos impedidos estericamente, quando comparados aos
demais carbonos envolvidos no estudo (Figura A.18).

Nos dendrimeros com trés ramificacdes, tanto de grupo diretor mio-inositol
quanto de D-manose (Figura A.15), o grupo carbonilico que apresentou maior
probabilidade de sofrer ataque nucleofilico foi a Cy4, carbonila proxima ao composto
bioativo quercetina. Avaliando o mapa de potencial eletrostastico, este grupamento
apresentou maior deficiéncia em elétrons nesta regidao (cor azul/verde). Os dados de
impedimento estérico corroboram esta previsao, pois 0 menor impedimento estérico foi
observado nesta regiao, como demonstrado no modelo CPK (Figura A.19).
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Ligacoes de hidrogénio

3

Modelo CPK

raw
1‘
f ."

‘s l

Figura A.18: Modelos 3D dos dendrimeros com duas ramificagées de quercetina com
mio-inositol (3) e quercetina com D-manose (4). As ligacbes de hidrogénio sao
representadas por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK e MPE. A faixa de coloragao
do MPE foi de -7,5 (vermelho) a 7,5 (azul) e Esquema de cores: carbono (cinza),
hidrogénio (branco), O (vermelho), nitrogénio (azul). As carbonilas com menor

impedimento estérico estdo destacadas em verde no modelo CPK.
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Ligacoes de hidrogénio

5

g

Modelo CPK

Figura A.19: Modelos 3D dos dendrimeros com trés ramificacdes de quercetina com
mio-inositol (5) e quercetina com D-manose (6). As ligacbes de hidrogénio sao
representadas por linhas verdes pontilhadas, modelo CPK e MPE. A faixa de coloracao
do MPE foi de -7,5 (vermelho) a 7,5 (azul) e®. Esquema de cores: carbono (cinza),
hidrogénio (branco), O (vermelho), nitrogénio (azul). As carbonilas com menor
impedimento estérico estdo destacadas em verde no modelo CPK.
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A modelagem molecular mostrou-se ferramenta Util na avaliacdo preliminar da
liberacdo de farmacos dendriméricos dirigidos de quercetina potencialmente
leishmanicidas em sistemas biolégicos. No entanto, estudos experimentais de liberacao
devem ser realizados para validar os resultados computacionais, a fim de que se
possam prever, teoricamente, os locais de liberagcdo. Também, o estudo com a
interacdo tedrica com a enzima pode validar esses resultados preliminares e se
constituir em ferramenta 0til na previsdo de mecanismo de liberacdo do composto

bioativo da matriz dendrimérica.

A.5 CONCLUSOES

Sintese dos dendrimeros com diferentes focos centrais pelo método divergente

% Os intermediarios IA, IB e IC, respectivamente, derivados de etilenodiamina, de
etilenoglicol e de glicerol, foram obtidos com EDC, embora impuros.

% Os métodos que utilizaram cloroformato de etila ou 4-nitrofenilcloroformato nao
levaram a obtencao dos compostos desejados e geraram o intermediario de
sintese (anidrido misto entre o espacante e o agente condensante);

< O método com DCC como agente condensante e etilenodiamina como foco

central possivelmente gerou o intermediario de interesse, porém impuro.

Sintese do dendrimero dirigido de quercetina pelo método convergente
% A sintese do intermediario Il (quercetina e acido malico protegido), importante na

obtencao dos dendrimeros, foi realizada com sucesso;

Sintese do dendrimero dirigido de 3-hidroxiflavona pelo método convergente
% A sintese e purificacdo do intermediario Ill (3-hidroxiflavona e acido malico
protegido), composto importante na obtencdo dos dendrimeros, foram realizadas

com éxito;
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« De acordo com as analises espectroscopicas, a reacdo de desprotecao com
acido acético, tetraidrofurano e agua (Experimento H3) foi a melhor condigao

para a desprote¢ao do intermediario Ill.

Estudo de liberacao dos dendrimeros drigidos de quercetina
« A modelagem molecular auxiliou na compreensdo do comportamento de
liberacao dos dendrimeros dirigidos de quercetina e, desta forma, possibilitou a
previsao preliminar dos pontos mais vulneraveis a acao de esterases
inespecificas, com necessidade de validagdo tedrica por outros métodos e,

também, experimental.

A.6. PERSPECTIVAS

= Aprimorar as técnicas de purificagcdo para os compostos obtidos;

= Dar continuidade aos estudos sintéticos para obtengdo de dendrimeros com

novos focos centrais;

= Dar continuidade as reacdes para obtengdo dos dendrimeros com novos focos
centrais e obtencdo dos dendrimeros dirigidos de 3-hidroxiflavona e de

quercetina;

Y

= Prosseguir nos estudos de modelagem molecular visando a validacao dos
resultados obtidos. Estudos com o modelo cristalografico de esterase;

= Para os farmcos dirigidos dendriméricos a serem obtidos, proceder ao ensaio de

liberacao enzimatica in vitro.
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