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RESUMO

Todos os anos, cerca de dois milhdes de pessoas morrem por desidratacao associada
a diarreia, como resultado da falta de acesso a dgua de qualidade e a infraestrutura sanitdria.
Dentre as doencas diarreicas causadas por protozodrios, Giardia lamblia tem se destacado ao
responsdvel por 40% de todos os surtos mundiais registrados em quase 50 anos. A Organizacao
Mundial da Sadde estima que as infec¢des causadas por G. lamblia sejam a doenga protozodria
intestinal mais frequentemente relatada em todo o mundo, podendo chegar a 200 milhdes de
individuos infectados por ano. Embora existam medicamentos efetivos para o tratamento da
giardiase, a existéncia de linhagens resistentes a praticamente todos estes medicamentos refor¢a
o fato de que a busca por novos firmacos contra o parasita deve ser um processo continuo, de
modo a sempre garantir que o arsenal terapéutico disponivel seja suficiente para tratar mesmo
0s pacientes intrinsecamente mais resistentes. Ao contrario dos que ocorre nos seres humanos,
protozodrios parasitas como G. lamblia s@o incapazes da sintese de novo (total) de nucleotideos
purinicos e, portanto, dependem exclusivamente de mecanismos de captagdo e interconversao
de purinas para a sua sobrevivéncia. Tal processo € mediado pela enzima Guanina
Fosforibosiltransferase (GPRTase) e sua inibi¢do resulta na reducdo de cerca de 90% da
capacidade de replicacdo do parasita. Portanto a GPRTase de G. lamblia representa um alvo
terapéutico atrativo para o planejamento de novos firmacos capazes de combater infestacdes
causadas pelo parasita. Neste trabalho, ap6s comparacao do sitio ativo da GPRTase com a sua
enzima homdloga em seres humanos, HGPRTase, foi possivel identificar um pequeno bolso
hidrofébico que, se explorado através de interagdes especificas com os ligantes, poderia conferir
uma inibicao seletiva da GPRTase, reduzindo assim possiveis eventos adversos decorrentes da
inibicdo da HGPRTase. Ao se empregar conceitos cldssicos de quimica medicinal como
extensao de estrutura, bioisosterismo e simplificacao molecular, respaldados por simulacdes de
docking molecular e predi¢des dos perfis farmacocinéticos in silico, foi possivel idealizar
compostos potencialmente ativos e seletivos a partir da estrutura de um ligante ndo seletivo da
GPRTase, o fosfato de imucilina G. Embora a rota sintética tenha sido padronizada pela
obtencdo de apenas um destes andlogos, esta provavelmente poderd ser integralmente aplicada
a sintese de outro andlogo por conta da alta similaridade estrutural entre os dois compostos.
Com relacdo a sintese dos dois compostos remanescentes, houve tempo habil apenas para a
sintese do primeiro intermediario sintético. Os trabalhos prosseguirdo no grupo visando por a
prova a hipétese originalmente proposta, de que tais compostos poderiam inibir seletivamente

a GPRTase de G. lamblia, sem causar uma inibi¢ao significativa da HGPRTase humana.



ABSTRACT

Every year about 2 million people die due to dehydration associated with diarrhea, a
consequence of the restricted access of poor populations to potable water and basic sanitary
conditions. Concerning the waterborne diseases caused by parasitic protozoa, Giardia lamblia
was responsible for 40% of the cases registered in almost 50 years, being giardiasis the most
frequently reported protozoal intestinal infectious disease according to the World Health
Organization. Although there are effective drugs for the treatment of giardiasis, development
of resistant strains is a common issue for every drug employed for the treatment of giardiasis
and, therefore, the search for new anti-giardiasis drugs should be a continuous process, in order
to always ensure that the available therapeutic arsenal is enough to treat even the most resistant
patients. Unlike host cells, G. lamblia trophozoites are unable to synthesize purine nucleotides
via de novo synthesis and, therefore, they rely exclusively on mechanisms of capitation and
interconversion of purines to replicate and survive. The enzyme Guanine Phosphoribosyl-
transferase (GPRTase) plays a pivotal role in this process, since its inhibition reduced the
ability of parasite replication in almost 90%. Therefore, the G. lamblia GPRTase may be
considered a very attractive target for the development of new drugs against the parasite. In
this work, we compared the active site of GPRTase with the homologous human enzyme,
HGPRTase. Therefore, we could identify a small hydrophobic pocket that, if explored through
specific interactions with ligands, would confer a selective GPRTase inhibition profile,
possible reducing the incidence of adverse events due to the inhibition of HGPRTase. By
employing classical concepts of medicinal chemistry such as structure extension, bioisosterism
and molecular simplification, supported by molecular docking simulations and the prediction
of in silico pharmacokinetic profiles, we could devise potentially active and selective
compounds starting from the structure of a non-selective GPRTase ligand, the Immucillin G
Phosphate. Although we were only able to successfully achieve the synthesis of a single
compound, we can probably apply the same synthetic methods to obtain a second analog,
considering the high degree of structural similarity between these two compounds. Regarding
the synthesis of the two remaining compounds, we only could synthesize the first synthetic
intermediate. Our research group will continue the efforts aiming to test our original hypothesis
that such compounds could selectively inhibit the G. lamblia GPRTase enzyme, without a

significant degree of inhibition of the human HGPRTase.
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1. INTRODUCAO

Melhorias no abastecimento de dgua, saneamento basico e higiene tém elevado
consideravelmente os niveis de saide e a expectativa de vida em paises industrializados,
embora doencas como diarreia, cllera e febre tifoide ainda permanecam como uma das
principais causas globais de mortalidade infantil. Estima-se que cerca de 880 milhdes de
pessoas ndo tenham acesso a dgua de qualidade, ou seja, dgua protegida de contaminacdo
externa, particularmente de contaminagcdo por matéria fecal. Todos os anos, cerca de dois
milhdes de pessoas morrem por desidratacdo associada a diarreia, como resultado da falta de
acesso a dgua de qualidade e a infraestrutura sanitdaria (GRAHAM, 2011). Estima-se ainda
que quase 20% do ndmero total de mortes infantis estejam associadas a desidratacdo causada
por diarreia (GRAHAM, 2011) e, mesmo quando ndo sdo fatais, quadros de diarreia
persistente durante a primeira infancia apresentam um profundo impacto no desenvolvimento
fisico e mental, podendo inclusive se traduzir em prejuizos na capacidade cognitiva e na

produtividade destes individuos ja na idade adulta (GUERRANT et al., 2002).

A diarreia € um sintoma de infec¢do causada por uma variedade de organismos
como bactérias, virus e protozodrios. As doengas diarreicas podem ser transmitidas por dgua,
comida ou diretamente de pessoa a pessoa via contaminagdo fecal-oral, sendo a sua
ocorréncia mais comum quando ha falta de dgua limpa para beber, cozinhar ou para higiene
basica (TULCHINSKY; VARAVIKOVA, 2009; OMS, 2010). As doengas transmitidas por
dgua, também chamadas de doencas de veiculacdo hidrica, estdo associadas principalmente a

infeccdes por rotavirus, cepas patogénicas de E. coli, Campylobacter jejuni e protozodrios

parasitas (PALANIAPPAN et al., 2012).

Com relacdo as doencas de veiculacdo hidrica causadas por protozodrios, Giardia
lamblia e Cryptosporidium parvum se destacam, tendo sido responsaveis, respectivamente,
por 40 e 50% dos surtos mundiais registrados entre 1954 ¢ 2001 (KARANIS; KOURENTI;
SMITH, 2007). Em fun¢do do papel preponderante destes parasitas no desenvolvimento de
quadros de diarreia e de transtorno nutricional nas populacdes dos vdrios paises ao redor do
globo, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) reconheceu em 2004 as infecgdes causadas

por Giardia lamblia e Cryptosporidium parvum como parte efetiva de suas iniciativas para o

combate as doengas negligenciadas (SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006).
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Doencas negligenciadas sdo enfermidades infecciosas que, principalmente, mas
ndo exclusivamente, afetam populagdes pobres dos paises em desenvolvimento, onde a falta
de saneamento bdsico e de acesso a saide fomentam sua transmissao e a proliferacdo de seus
vetores. Embora haja um grande interesse social no desenvolvimento de novos fdrmacos para
tratar ou prevenir essas doengas, poucas empresas farmacéuticas se dedicam a pesquisa e ao
desenvolvimento de firmacos para atender a este mercado quando ndo hd qualquer tipo de
incentivo governamental que garanta um retorno comercial minimo sobre seus investimentos
(COHEN; DIBNER; WILSON, 2010). Neste sentido, as universidades desempenham um
papel fundamental na pesquisa, no desenvolvimento e na transferéncia da tecnologia
associada aos farmacos capazes de tratar ou prevenir doencas negligenciadas, como as

doencas diarreicas causadas por protozodrios parasitas (CHOKSHI, 2006).

A OMS estima que as infecgdes causadas por Giardia lamblia sejam a doenga
protozodria intestinal mais frequentemente relatada em todo o mundo, podendo chegar a 200
milhdes de individuos infectados por ano. A doenca se distribui geograficamente por todo o
globo, dos trépicos ao artico, e tende a ser mais comum em criangas do que em adultos (USA
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1999). A giardiase, doenga infecciosa
intestinal causada pelo protozodrio flagelado Giardia lamblia (também chamados de Giardia
intestinalis e Giardia duodenalis) se caracteriza por perda de apetite, diarreia, fezes moles ou
liquidas, coélicas, nduseas e excesso de gases. Os sintomas normalmente aumentam e
diminuem durante a evolucdo da doengca e mesmo apds o tratamento reinfecgdes podem

ocorrer uma vez que a giardiase ndo confere imunidade (MCKINNEY, 2010).

A presenca de G. lamblia no limen intestinal provoca inflamacdo, irritacdo e
destrui¢ao tecidual, fato que resulta no aumento da velocidade do transito intestinal, ma
absor¢do dos nutrientes, desidratacdo, perda de peso e fadiga (MCKINNEY, 2010). Nos casos
da persisténcia cronica do parasita, deficiéncias na absor¢do de Vitamina A, B2 e intolerancia
a lactose tém sido relatadas (CORDINGLEY; CRAWFORD, 1986; RANA; BHASIN;
VINAY AK, 2005; QUIHUI-COTA et al., 2008). A giardiase pode ser fatal em pacientes com
hipogamaglobulinemia e também pode agravar doengcas como AIDS e fibrose cistica

(MCKINNEY, 2010).
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Do ponto de vista morfologico, G. lamblia apresenta duas formas: trofozoito e
cisto. O cisto € a forma infecciosa, normalmente ingerida junto a d4gua contaminada. Apenas
10 cistos s@o necessarios para se iniciar uma infestacdo. A transmissdo por dgua € facilitada
devido a relativa resisténcia do cisto a clora¢do, bem como a sua capacidade de sobreviver em
dgua fresca por vdrias semanas. Uma vez em contato com o dcido géstrico, ocorre o
excistamento do parasita, um processo mediado por cisteina proteases que resulta na liberacao
dos trofozoitos. Estes trofozoitos infectam o duodeno e a parte superior do intestino delgado,
locais que apresentam um pH alcalino favordvel a sua manutencdo, e irdo promover o0s
quadros de inflamacao, irritacdo e destruicdo tecidual que culminardo nos sintomas clinicos da
giardfase. A medida que os trofozoitos se aproximam do célon, a diminuicdo do pH inicia o
processo de encistamento, permitindo que a forma cistica do parasita alcance o ambiente para

a contaminagio de novos individuos (GARDNER; HILL, 2001).

Giardia lamblia € um microrganismo unicelular, flagelado e tipico eucariético,
pois possui niicleo, membrana celular, citoesqueleto e endomembrana, mas ndo possui outras
organelas como peroxissomos e nucléolos. Além disso, G. lamblia é anaerdbico e, portanto,
ndo possui mitocdndrias ou quaisquer componentes da fosforilacdo oxidativa. Os trofozoitos
desse microrganismo tém forma de pera, possui quatro pares de flagelos, dois nicleos
simétricos em relacdo ao eixo longo e um disco ventral, responsavel pela sua fixacdo na
parede intestinal do hospedeiro. No citoplasma encontra-se os vacuolos lisossomicos e 0s
granulos ribossomicos e de glicogénio. Na sua forma cistica, é possivel observar os

complexos de Golgi (ADAM, 2001).

A base para o tratamento da giardiase se estabeleceu na década de 1940 com a
introdugdo da quinacrina (Figura 1). Apés a segunda Guerra Mundial, sua eficdcia contra G.
lamblia era superior a 90%; porém, com o aparecimento de linhagens resistentes, bem como o
desenvolvimento de farmacos com um perfil de seguranga mais favordvel, sua producao foi
interrompida nos EUA no inicio da década de 1990. Acredita-se que a quinacrina atue
intercalando-se a0 DNA (com preferéncia por regides ricas em adenina ligadas a timina)
inibindo assim a biossintese de RNA e de proteinas em procariontes. A toxicidade relativa da
quinacrina sobre G. lamblia se deve a maior velocidade de absor¢do do farmaco pelo parasita
do que por células humanas, sendo que os casos de resisténcia se devem exatamente a uma
reducdo na captagio do fiarmaco pelo protozodrio (GARDNER; HILL, 2001; MULLER;
HEMPHILL; MULLER, 2011).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos principais firmacos empregados no tratamento da giardiase.

A segunda classe de compostos a serem utilizados para o tratamento da giardiase,
os nitroimidazois, foi descoberta em 1955 e inclui farmacos como o metronidazol, tinidazol,
ornidazol e secnidazol (Figura 1). Desde sua descoberta, metronidazol e demais
nitroimidaz6is sdo a principal ferramenta terapéutica no tratamento de infec¢des causadas por
G. lamblia. De acordo com a teoria mais aceita, o metronidazol (um pré-farmaco) € reduzido
a um radical nitro por elétrons provenientes da enzima piruvato-ferredoxina oxidorredutase
(PFOR), enzima que nao estd presente em células de eucariotos superiores. Este metronidazol
reduzido atuaria como um aceptor terminal de elétrons e se ligaria covalentemente a0 DNA,
causando a perda da estrutura helicoidal, ruptura das hélices e subsequente morte do
trofozoito. A resisténcia aos nitroimidazdis correlaciona com a diminuicdo da atividade da
PFOR, necessdria para sua bioativacdo redutiva (GARDNER; HILL, 2001; MULLER;
HEMPHILL; MULLER, 2011).

Outros farmacos utilizados para o tratamento da giardiase incluem nitazoxanida,
furazolidona, benzimidazdis, paromomicina e bacitracina de zinco (Figura 1). A furazolidona
€ um dos representantes da classe dos nitrofuranos, compostos classicamente empregados
como antibioticos e antimicrobianos. Como o metronidazol, o firmaco também sofre ativagao
redutiva no trofozoito, porém esta reducdo ocorre através de uma NADH oxidase e ndo da

PFOR. O resultado final desta bioativagdo também resulta em danos ao DNA e os casos de
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resisténcia estdo relacionados com a diminui¢do da entrada do farmaco no trofozoito ou ao
aumento dos niveis de cisteina oxidases/redutases, que sdo capazes de proteger o parasita
contra os efeitos causados pelos radicais téxicos (GARDNER; HILL, 2001). Ja a
nitazoxanida, um nitrotiaz6l eficaz no tratamento de uma gama de infeccdes parasitdrias,
incluindo a giardiase, atuaria de modo semelhante ao metronidazol sendo bioativada via
PFOR, embora outros alvos, como as nitroredutases (GINR2), também tenham sido apontados

para este farmaco (MULLER; SCHILDKNECHT; MULLER, 2013).

Os benzimidazois, albendazol e mebendazol, exercem seu efeito toxico através de
interagdo com a [-tubulina do parasita, inibindo a polimerizacio do seu citoesqueleto.
Resisténcia aos benzimidazdis ocorre em funcdo de mudangas no citoesqueleto do parasita. J4
a paromomicina, um aminoglicosideo, inibe a sintese proteica de G. lamblia através da
ligacdo as subunidades 50S e 30S ribossomais, levando a leitura incorreta dos cédons de RNA
mensageiro. Entretanto, a suscetibilidade do parasita a paromomicina ¢ menor do que aos
nitroimidazéis, quinacrina ou furazolidona. Outro antibidtico, a bacitracina, representa uma
alternativa para o tratamento de giardiase pois impede a desfosforilacio de um fosfolipidio
necessdrio para a sintese da membrana celular. Contudo, o uso prolongado por via oral deste
antibidtico estd associado a casos de nefrotoxicidade e distirbios gastrintestinais

(GARDNER; HILL, 2001).

Um problema comum a praticamente todos os medicamentos empregados para o
tratamento da giardiase diz respeito ao surgimento de linhagens resistentes. Populacdes de
Giardia parecem ter mecanismos muito flexiveis para responder as alteragdes do meio
ambiente, tais como a pressdo seletiva imposta por firmacos. A ocorréncia de mutagdes no
genoma desse parasita e a selecdo de fendtipos diferentes, resulta em subpopulacdes com
diferentes padrOes de expressdo génica, possibilitando que o protozodrio evada a resposta
imune do hospedeiro. Tendo isso em vista, considera-se a variagdo antigénica como O
principal mecanismo relacionado a resisténcia aos tratamentos, sendo que existem hipdteses
de que esse problema poderia ser solucionado através de estratégia de epigenética. Os
mecanismos relacionados a resisténcia variam de firmaco para firmaco, mas em geral estao
associados a mutagdes no alvo terapéutico ou a reducdo da captacdo dos farmacos pelos
trofozoitos que, em ambos os casos, podem conduzir a ineficicia terapéutica. Pacientes que
sdo refratdrios a monoterapia podem ser tratados apenas pela associacdo de dois ou mais

formacos, como a combinacio de metronidazol com quinacrina (MULLER; HEMPHILL;

MULLER, 2011; NASH et al., 2001).
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Neste contexto, a busca por novos firmacos capazes de debelar infeccoes
causadas por G. lamblia deve ser um processo continuo, de modo a sempre permitir que o
arsenal terapéutico disponivel seja suficiente para tratar mesmo os pacientes intrinsecamente
mais dificeis, como os imunocomprometidos (NASH et al., 2001). Idealmente, os candidatos
a farmacos antiparasitdrios devem se ligar a uma enzima ou receptor especifico do parasita
(ou seja, que ndo possua uma proteina correspondente no hospedeiro), e que esteja
relacionada a fungdes celulares vitais a sua sobrevivéncia. Este ultimo aspecto € crucial para a
viabilidade do processo pois estima-se que cerca de 60% dos projetos relacionados a
descoberta de novos farmacos falhem devido ao fato do alvo bioldgico escolhido ndo
participar diretamente da patologia que se pretende tratar, de modo que a modulacdo destes

alvos ndo garantird a eficicia do tratamento farmacolégico (CHENG et al., 2007).

Com recursos financeiros tao limitados para o desenvolvimento de firmacos na
area de doencas negligenciadas, a confirmagdo (validacdao) da importancia terapéutica destes
alvos logo no inicio do processo permite que os recursos disponiveis sejam empregados de
modo mais produtivo. Talvez a forma mais conclusiva de se validar um alvo terapéutico seja
através da producgdo de parasitas knockout, nos quais a expressdo da proteina de interesse é
suprimida para que se possa avaliar a verdadeira importancia do alvo na viabilidade do

organismo (JACKSON; PHILLIPS, 2002).

Dentre os possiveis alvos que podem ser empregados para o tratamento das
infeccdes causadas por G. lamblia, a enzima guanina Fosforibosiltransferase (GPRTase)
chamou a nossa atencdo. Embora a enzima tenha sido inicialmente isolada a partir de extratos
de G. lamblia (ALDRITT; WANG, 1986), nao tendo sido descrita a sua exata localizacdo
celular, acredita-se que se trate de uma enzima citoplasmatica solivel, conforme descrito para

a enzima homo6loga humana (STOUT; CASKEY, 1985).

A GPRTase € uma enzima essencial para a producdo de nucleotideos no parasita
e, portanto, vital para a sintese do DNA e RNA necessdrios a sua replicagdo e sobrevivéncia.
A constru¢do de trofozoitos knockouts para esta enzima pela técnica de RNA antisense
mostrou que os parasitas resultantes apresentaram uma redu¢do na capacidade de replicacao
de 80 a 90%, destacando a possibilidade de seu uso como alvo no desenvolvimento de novos

farmacos anti-giardiase (MUNAGALA; WANG, 2002).
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O papel central que a GPRTase representa na sobrevivéncia de G. lamblia se deve
ao fato de que, ao contrdrio do que ocorre nos seres humanos, os protozodrios parasitas sao
incapazes da sintese de novo de nucleotideos purinicos e, portanto, dependem exclusivamente
de mecanismos de captacdo e interconversdo de purinas para a sua sobrevivéncia. No caso
especifico da Giardia, o parasita apresenta uma especificidade absoluta por guanina (nio
sendo capaz de utilizar hipoxantina, inosina ou xantina para a sintese de nucleotideos), a qual
deve ser obtida a partir da hidrélise de nucleosideos captados do ambiente (MEHLHORN,
2001). O reaproveitamento das bases nitrogenadas no parasita ocorre pela hidrélise dos
nucleosideos pela enzima guanosina hidrolase, seguida da formacdo do monofosfato de
guanosina pela GPRTase através da transferéncia do grupo fosforribosil do 5-fosfo-a-D-
ribosil 1-pirofosfato para a guanina, processo dependente de fons de Mg?* presentes no sitio

catalitico da enzima (Figura 2) (SHI et al., 2000; ADAM, 2001).
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Figura 2. Sintese do monofosfato de guanosina pelas enzimas guanosina hidrolase e guanina
fosforibosiltransferase (GPRTase) de Giardia lamblia. Os ions de magnésio no estado de transi¢dao
fazem parte do sitio ativo da GPRTase. Destaca-se ainda a semelhanca estrutural entre o inibidor da
GPRTase fosfato de imucilina G e o estado de transi¢do. Adaptado de Shi et al. (2000) e Adam (2001).
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Embora os seres humanos sejam capazes de realizar a sintese de novo (total) de
nucleotideos purinicos (na qual o anel de purina € produzido a partir de diferentes fontes
como glicina, dcido aspartico, glutamina e CO»), parte das purinas necessdrias para atender os
requisitos totais do organismo vem da reincorporacdo (reciclagem) destas bases nos
nucleotideos, a qual € promovida pela enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
(HGPRTase) (BHAGAVAN; HA, 2015). A HGPRTase humana catalisa a formacdo de
monofosfato de inosina e monofosfato de guanosina a partir de hipoxantina e guanina,
respectivamente, sendo que sua defici€ncia parcial resulta na superproducio de 4cido drico, a
qual se traduz clinicamente como quadros precoces de gota e nefrolitiase. A auséncia
completa da acdo desta enzima promove a chamada sindrome de Lesch-Nyhan, que se
caracteriza por elevados niveis de dcido trico no sangue e urina, além de disfungdes motoras

e neuroldgicas severas (DAVIDSON; PALELLA; KELLEY, 1988).

Apesar da identidade sequencial entre a GPRTase e HGPRTase ser de apenas
23%, os aminodcidos envolvidos na ligagdo do substrato e catélise sdo altamente conservados.
Neste sentido, embora inibidores potentes da GPRTase como o fosfato de imucilina G (K; =
60 nM) tenham sido planejados com base em seu estado de transicdo (Figura 2), estes
também apresentam alta afinidade pela HGPRTase (K; = 56 nM para o fosfato de imucilina
G), sendo, assim, de pouca utilidade terapéutica (LI et al., 1999; SHI et al., 2000). Portanto,
uma possivel inibi¢do farmacoldgica da atividade desta enzima poderia resultar em sintomas
semelhantes aos observados na sindrome de Lesch-Nyhan, fato que ressalta a importancia de
se planejar inibidores seletivos para a GPRTase de G. lamblia, com a menor afinidade

possivel pela enzima HGPRTase humana.

Neste sentido, Aronov e col. (2001) identificaram inibidores da GPRTase de G.
lamblia realizando uma triagem virtual em base de dados contendo derivados de ftalimidas,
dentre as quais 16 foram sintetizadas e 7 apresentaram valores de ICso para a inibicdo da
GPRTase de G. lamblia inferiores a 100 uM (Figura 3). Alguns destes compostos foram
também avaliados frente a capacidade de inibicdo da HGPRTase humana e alcancaram niveis
de seletividade para a GPRTase de G. lamblia de até sete vezes, mostrando que seria possivel

explorar as diferencas estruturais entre as duas enzimas para desenvolver inibidores seletivos

da GPRTase (ARONOV et al., 2001).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos inibidores da GPRTase de G. lamblia por Aronov e col. (2001).

Neste contexto, este trabalho descreve o uso de conceitos cldssicos de quimica
medicinal, como extensdo de cadeia, bioisosterismo e simplificacdo estrutural (PATRICK;
SPENCER, 2009), respaldados por simula¢des de docking molecular e predi¢des in silico de
propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas, para guiar a sintese de inibidores seletivos da
GPRTase de G. lamblia. A descoberta de inibidores seletivos desta enzima consistiria assim
em um passo importante no desenvolvimento de novos fiarmacos capazes de combater

linhagens de G. lamblia resistentes a quimioterapia antiparasitdria tradicional.
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2. OBJETIVO

Desenvolver inibidores da enzima Guanina Fosforibosiltransferase (GPRTase) de
Giardia lamblia que possuam acgdo seletiva frente a enzima do parasita, bem como perfis
farmacocinéticos e toxicoldgicos adequados para serem empregados como prototipos no

desenvolvimento de novos farmacos veiculados por via oral no tratamento da giardiase.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Aparelhagem analitica

Os espectros de RMN !'H, RMN 3C e DEPT-135 foram obtidos nos
espectrometros Bruker Avance 400 e Bruker Avance 600 operando na frequéncia 400 e 600
MHz, pertencente ao Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas. Os dados
foram adquiridos conforme os parametros fornecidos pelo equipamento e processados no
software MestReNova 6.0.2. Os valores de deslocamento quimico foram expressos em partes
por milhdo (ppm), utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. Os solventes
utilizados nas andlises foram CDCl3, CD;OD e DMSO-ds. As constantes de acoplamento
estdo representadas pela letra J e expressas em Hz. As notacdes utilizadas para a
multiplicidade dos sinais nos espectros de RMN 1H foram: s (simpleto), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), t (tripleto), q (quarteto), quint (quintupleto) e m
(multipleto).

3.1.2. Solventes, reagentes e outros materiais

Os solventes e reagentes comerciais foram convenientemente secos e purificados
conforme métodos descritos (ARMAREGO; CHAI, 2003). Cromatografias em Camada
Delgada Analitica (CCDA) foram realizadas utilizando placas de cromatofolhas silica-gel 60
F»s4 da MERCK®. A revelagdo das placas foi efetuada empregando irradiacdes de UV de 245
e 366nm, vapores de sublimacdo de iodo e com solucdo reveladora de etanol/vanilina/acido
sulfirico. As Cromatografias em Coluna Cldssica (CCC) foram realizadas utilizando Alumina

150 mesh Sigma-Aldrich e silica gel 60 (0.040-0.063 mm) MERCK®.

3.2. Métodos
3.2.1. Sintese do dcido 4-(Bromometil)benzenosulfonico (8)

A uma solugdo de cloreto de 4-(Bromometil)benzenossulfonila (108 mg, 0,4
mmol) em 1,4-dioxano (3 mL) foi adicionado HCI aquoso (10%, 3 mL) e a mistura reacional
foi agitada a 40 °C por 4 h (KULAGOWSKI; EDWARDS, 2009). O solvente foi removido e
o residuo foi utilizado na etapa subsequente de sintese sem purificacdes adicionais. Por ndo

estar o composto completamente puro, o rendimento desta etapa ndo pode ser calculado.
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3.2.2. Sintese do 4-(Bromometil)benzenosulfonato de sodio (8s)

Cloreto de 4-(Bromometil)benzenossulfonila (100 mg, 0,4 mmol, 1 equiv.) foi
dissolvido em etanol (1 ml) e 4gua (10 mg, 0,42 mmol, 1,05 equiv.) e a mistura reacional foi
submetida a agitacdo em temperatura de refluxo de etanol por 3 h. O solvente foi removido e
o residuo dissolvido em 0,5 ml de 4gua, seguido da adicio de NaOH (1 equiv.) e a solucao

levada a secura por liofilizacdo (GIRARD-LAURIAULT; BOYD, 2002).

3.2.3.  Sintese de 3-[(2-amino-9H-purin-6-il)amino Jpropan-1-ol (11b)

A uma solu¢do de 2-Amino-6-cloropurina (169 mg, 1 mmol, 1 equiv.) em DMF (1
mL), foram adicionados 1,2 mmol de N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA, 155 mg, 209 ul) e 5
mmol de 3-Aminopropan-1-ol (375 mg). A mistura reacional foi mantida sob agitacio em
atmosfera inerte a 80 °C por lh, quando solvente reacional foi removido, sendo o sélido
remanescente dissolvido em diclorometano e as impurezas precipitadas em temperatura
ambiente overnight para fornecer o produto puro com rendimento de 41% (BOENS et al.,
2013). RMN de 'H (250 MHz, CH;0D) § 8,01 (s, 1H), 3,64 — 3,55 (m, 2H), 3,32 — 3,29 (m,
3H), 1,80 — 1,63 (m, 2H).

3.2.4. Sintese do sal sédico do dcido 4-{2-amino-6-{(3-hidréoxipropil)amino]-
9H -purin-9- il}metil)benzeno-1 sulfonico (6b)

A uma solugdo de 11b (0,8 mmol, 166 mg) em DMF (1 mL), foram adicionados
carbonato de potdssio (0,6 mmol, 83 mg) e o dcido 4-(Bromometil)benzenosulfonico (8) (0,6
mmol, 150 mg). Apds agitacdo em atmosfera inerte a uma temperatura de 65 °C por 40 horas,
a suspensdo foi filtrada para a remog¢do do carbonato de potéssio, o solvente foi removido
(BLIMAN et al., 2009). O bruto reacional foi entdo purificado por cromatografia em coluna
classica empregando alumina como fase estaciondria e uma mistura de diclorometano e
metanol (7:3, v/v) como fase movel. Apos recristalizacdo em éter etilico, foi possivel isolar o
produto com um rendimento de 1,5%, o qual foi submetido a andlise por espectroscopia de
Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H). '"H NMR (250 MHz, MeOD) §
7,81 (s, 1H), 7,77 (dd, 2H), 7,27 (dd, 2H), 4.53 — 4.44 (m, 2H), 3.53 (dt, 2H), 3.41 (s, 2H),
1.33 - 1.10 (m, 2H).
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3.2.5. Sintese do sal sodico do dcido 4-{2-amino-6-(3-hidroxipropil)amino]-
9H purin-9- il}metil)benzeno -1 sulfonico (6b)

A uma solucdo de 11b (0,8 mmol, 166 mg) em DMF (1 mL), foram adicionados
carbonato de potdssio (0,6 mmol, 83 mg) e o dcido 4-(Bromometil)benzenosulfonico (8) (0,6
mmol, 150 mg). Apds agitacdo em atmosfera inerte a uma temperatura de 65°C por 40 horas,
a suspensdo foi filtrada para a remog¢do do carbonato de potéssio, o solvente foi removido
(BLIMAN et al., 2009). O bruto reacional foi entdo purificado por cromatografia em coluna
classica empregando alumina como fase estaciondria e uma mistura de diclorometano e
metanol (7:3, v/v) como fase mével. Apds recristalizagdo em éter etilico, foi possivel isolar o
produto com um rendimento de 14%, o qual foi submetido a andlise por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H), da qual aguardamos o resultado

no presente momento.

3.2.6. Sintese do intermedidrio sintético (2R)-3-[(2-amino-9H-purin-6-il)
aminoJpropano-1,2-diol (11d)

A uma solugd@o de 2-Amino-6-cloropurina (169 mg, 1 mmol, 1 equiv.) em DMF (1
mL), foram adicionados 1,2 mmol de N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA, 155 mg, 209 ul) e 5
mmol de 3-Aminopropan-1-ol (375 mg). A mistura reacional foi mantida sob agitacio em
atmosfera inerte a 80 °C por 1h, quando solvente reacional foi removido, o sélido
remanescente dissolvido em acetonitrila, sendo as impurezas precipitadas em temperatura
ambiente overnight para fornecer o produto puro com rendimento de 13,5 % (BOENS et al.,
2013). RMN de 'H (250 MHz, CH;0D) § 8,08 (s, 1H), 3,76 — 3,60 (m, 2H), 3,55 — 3,48 (m,
1H), 3,34 — 3,14 (m, 2H).

3.2.7. Andlises do modo de ligacao dos compostos 6a-h por docking molecular

A abordagem de docking molecular pode ser usada para modelar a interacao entre
uma molécula pequena (ligante) e uma proteina em nivel atdmico, o que permite caracterizar
o comportamento de moléculas pequenas no sitio de ligagdo de proteinas-alvo, bem como
para elucidar seus processos bioquimicos fundamentais. Neste sentido, os compostos
planejados foram submetidos a triagem por docking flexivel utilizando a GPRTase de G.
lamblia (c6digo PDB 1DQN) e HGPRTase (cédigo PDB 1BZY) no software GOLD

(http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life _sciences/gold/). Programas de docking utilizam os
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chamados algoritmos de amostragem, os quais permitem ao software testar apenas as
conformagdes mais importantes de um ligante no sitio ativo do alvo molecular em lugar de
analisar todas as conformagdes possiveis, o que seria muito demorado e demandaria um

enorme custo computacional (MENG et al., 2011).

No caso do GOLD estes algoritmos de amostragem sao baseados nos chamados
algoritmos genéticos, 0s quais se baseiam na teoria da evolu¢dao de Darwin. Neste sistema, 0s
diferentes graus de liberdade do ligante sdo codificados como nimeros bindrios chamados
“genes”. Estes genes sdo agrupados para formar um “cromossomo” que representa uma pose
de um dado ligante no sitio ativo da proteina. Mutagdes e crossover entre cromossomos sao
realizadas para gerar novos genes e uma funcdo de escore estabelece quais seriam os
Ccromossomos mais aptos a sobreviver enquanto os demais seriam descartados. Em outras
palavras, esta fun¢do de escore determina quais as conformagdes do ligante seriam mais

provaveis dentro do sitio ativo da proteina (KROEMER, 2007; MENG et al., 2011).

Antes de se iniciar a docagem molecular propriamente dita, os parametros 6timos
foram selecionados através da comparacao nas diferentes corridas da conformagdo, posicao e
orientagdo (as quais no conjunto s@o conhecidas como pose) do ligante docado com a pose
correspondente do ligante co-cristalizado com o alvo farmacolégico. Este processo, conhecido
como redocagem, é considerado um requisito minimo para determinar se os parametros de
docagem selecionados sao apropriados para a simulagdo com um determinado alvo ou nao.
Tal andlise € efetuada pela comparagao dos valores de desvio quadraticos médios (RMSD, do
inglés Root-Mean-Square Deviation), uma medida da distancia média entre os dtomos do
ligante cristalogréfico de referéncia e do ligante docado. Para andlise, utilizou-se o valor de
RMSD de 2 A como limite jd que este é amplamente reconhecido como padrdo na andlise dos

estudos de redocagem (AROQ] et al., 2013).

Neste sentido, os dtomos de hidrogénio faltantes foram adicionados ao modelo e
cofatores e moléculas de dgua removidos. Os melhores resultados na redocagem foram
alcancados (RMSD = 0,43 A para a GPRTase e 0,45 A para a HGPRTase) quando os
algoritmos genéticos foram aplicados com 100% de eficiéncia e a flexibilidade de eficiéncia
de busca foi ajustada para 100% (padrao). A esfera de docagem foi definida num raio de 6 Aa
partir do centroide do ligante cristalografico, fosfato de imucilina G, e a fungdo de escore

usada no ranqueamento das poses foi a GoldScore (VERDONK et al., 2003).
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3.2.8. Predicaes in silico de propriedades farmacocinéticas dos compostos 6a-d

Estima-se que as questdes relacionadas a toxicidade e a um perfil farmacocinético
inadequado sejam responsdveis por aproximadamente metade de todos os casos de falha no
desenvolvimento de um farmaco. Portanto, o uso de ferramentas in silico para a predicdo das
propriedades farmacocinéticas de um composto pode auxiliar na escolha de protétipos que
conduzam ao desenvolvimento de firmacos seguros, efetivos e com caracteristicas adequadas

para serem veiculados por via oral (VAN DE WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).

Neste contexto, os compostos planejados tiveram suas propriedades

farmacocinéticas avaliadas no programa VolSurf+ (http://www.moldiscovery.com/soft
vsplus.php). VolSurf cria modelos preditivos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excre¢do (ADME) dos compostos calculando os descritores relevantes para estas propriedades
e empregando andlises estatisticas para a construcao dos modelos. Neste processo, o programa
calcula os campos de interagcdo molecular 3-D para cada substancia e emprega métodos de
processamento de imagem para converté-los em descritores moleculares simples, os quais sao
mais faceis de se entender e interpretar (Figura 4) (CRUCIANI et al., 2000; CRUCIANI,;
PASTOR; GUBA, 2000; CRIVORI et al., 2000).
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Predicdo de atividade bioldgica

Figura 4. Representacdo do método de predicdo de atividades bioldgicas pelo programa VolSurf+.
Figura da autora.
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Estes descritores caracterizam quantitativamente a forma, o tamanho, a polaridade
e a hidrofobicidade das moléculas, bem como a relacdo entre eles. Na sequéncia, métodos
estatisticos multivariados permitem a criacao dos modelos que relacionam os descritores com
diferentes propriedades bioldgicas. Tais modelos se propdem a prever a solubilidade de um
composto, sua absor¢do intestinal passiva, permeacdo pela barreira hematoencefilica, ligacao
as proteinas plasmadticas, volume de distribuicdo e metabolismo. Estes modelos foram
desenvolvidos a partir de dados experimentais coletados de ensaios in vitro que simulam o
comportamento dos farmacos in vivo (CRUCIANI et al., 2000; CRUCIANI; PASTOR;
GUBA, 2000; CRIVORI et al., 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Planejamento de inibidores seletivos da GPRTase de Giardia lamblia

O desenho de inibidores potencialmente seletivos da GPRTase de G. lamblia foi
iniciado pela comparacdo dos aminodcidos do sitio catalitico nos modelos 3-D da GPRTase
do parasita (c6digo PDB 1DQN) e da HGPRTase humana (c6digo PDB 1BZY). Para tanto, os
complexos foram analisados e comparados de forma que regides de baixa conservagdao
estrutural pudessem ser identificadas para serem posteriormente exploradas em interacdes
especificas entre os residuos da GPRTase e os ligantes planejados. A partir da andlise das
interacOes realizadas entre os aminodcidos da GPRTase (Figura 5, A) e HGPRTase (Figura

5, B) com o fosfato de imucilina G, vérias semelhancas foram observadas.

Com relag@o ao nicleo purinico do inibidor, na GPRTase este realiza ligaces de
hidrogénio com a Leu'8!; interacdes do tipo m-m com Trp!® e ligacdo de hidrogénio (ion-
dipolo) com Asp'?’; interacdes que sdo correspondentes na HGPRTase a ligacdes de H com a

Lis'®, Val'*” e Asp!*®, interacdes do tipo m-m com Phe!8¢

e ligacdo de H (ion-dipolo) com
Asp'?’. Ja sobre as interacdes realizadas com o iminoacticar, além de coordenacdes com os
fons de Mg?* nas duas enzimas, observa-se uma ligacdo de H com a Tyr!?’ para GPRTase,
que equivale a ligacdes de H com Asp'** e Glu'** na HGPRTase. J4 em relagio ao grupo
fosfato, somente interacdes por ligaciio de H sdo observadas, com os residuos Asp'?, Gly'?!,

Thr'3 e Ser'*® na GPRTase, e com Asp'?, Gly'*?, Tyr!%, Thr!* e Thr'*! na HGPRTase.
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Figura 5. Comparacdo das interag¢Ges realizadas entre o inibidor do estado de transicdo, fosfato de
imucilina G, e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da GPRTase de G. lamblia (A) e HGPRTase
humana (B). Diagramas de interacdes gerados utilizando Poseview (STIERAND; MAAB; RAREY,
2006), nos quais as linhas tracejadas pretas correspondem as ligagdes hidrogénio, linhas tracejadas
verdes as interacdes m-x ¢ a linha verde sdlida a uma interacéo hidrofébica.
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Apesar da alta semelhanca entre os dois sitios, destaca-se a interacdo da Lis'®® da
HGPRTase com o oxigénio carbonilico do fosfato de imucilina G. Embora exista um residuo

correspondente na GPRTase, a Lis!>?

, a qual interage com o oxigénio carbonilico do ligante,
isso ocorre de forma indireta, utilizando duas moléculas de 4gua como pontes (Figura 6).
Esta interacdo indireta, mais fraca, confere seletividade na GPRTase por guanina ji que a
auséncia de ligagdes de H entre a Leu'®! e o nitrogénio de anilina na hipoxantina, inosina ou
xantina, resulta num perfil de interacdes com niicleo purinico insuficiente para que estas bases

atuem como substratos da GPRTase (MUNAGALA; SARVER; WANG, 2000).

Figura 6. Comparacdo entre os modos de ligacdo do inibidor do estado de transicdo, fosfato de
imucilina G, no sitio ativo da GPRTase de G. lamblia (A) ¢ HGPRTase humana (B), destacando a
interagdo do oxigénio carbonilico do ligante com um residuo de lisina (medidas de distdncia dadas em
A). Assume-se a ocorréncia de uma ligacdo de hidrogénio quando a distincia entre os heterodtomos
envolvidos na ligacdo € igual ou menor que 3,3 A (RAJAGOPAL; VISHVESHWARA, 2005).

Anteriormente, nosso grupo propds a utilizacdo de técnicas in silico para a
identificacdo de novos inibidores da GPRTase de G. lamblia com potencial uso terapéutico.
Utilizando a molécula de dgua que realiza uma ligacdo de hidrogénio diretamente com a
Lys'? como grupo farmacoférico que poderia conferir seletividade a enzima (Figura 6), os
1.230 compostos selecionados por triagem virtual foram posteriormente analisados por
simulacdes de docagem molecular para se identificar os candidatos promissores. Infelizmente,

nenhum destes compostos mostrou potencial de interacdo com a Lys'>? sendo, provavelmente,

inibidores nao seletivos da GPRTase (DAS NEVES et al., 2017).

Neste trabalho, hipotetizou-se que a adicdo de uma cadeia alquilica a partir do
oxigénio carbonilico do fosfato de imucilina G poderia posicionar um grupo aceptor de
ligacdo de hidrogénio para interagio direta com a Lis'*> da GPRTase (Figuras 6 e 7). Dessa
forma, este pequeno canal gerado pela “retracdo” do residuo de lisina na GPRTase em relacao

a HGPRTase poderia conferir seletividade na interacdo de novos inibidores com a enzima do
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parasita ja que, a auséncia deste na HGPRTase, forcaria o ligante a adotar um modo de
ligacdo diferente em fungdo da repulsdo estérica. Ao mesmo tempo, propde-se a substituicao
do fosfato de iminoacicar de S por um derivado de dcido p-toluenossulfonico que lhe seria,
em tese, bioisostericamente equivalente. Bioisdsteros sao subestruturas que podem ser usadas
para substituir outras sem que haja perda da atividade bioldgica de interesse. Tal substituicdao
permitiria simplificar a estrutura original do inibidor do ponto de vista sintético, favorecendo
assim a preparagdo em larga escala destes compostos (PATRICK; SPENCER, 2009).
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Figura 7. Planejamento de uma série de potenciais inibidores seletivos da GPRTase de G. lamblia (B)
a partir da estrutura do inibidor, ndo seletivo, fosfato de imucilina G (A).

Do ponto de vista sintético, duas outras alteragdes foram adotadas em relagdo ao
fosfato de imucilina G (Figura 7). A primeira foi a substitui¢do do oxigénio carbonilico por
um nitrogénio, de modo que se pudesse explorar uma biblioteca de aminodlcoois disponivel
comercialmente. A outra modificacio envolveu a manuten¢do de todos os nitrogénios
presentes no nucleo purinico da guanina, ji4 que um destes nitrogénios foi substituido por um

atomo de carbono no planejamento e subsequente sintese do fosfato de imucilina G.

Para colocar a prova a hipotese da seletividade destes compostos, foram realizadas
simulacdes de docking molecular envolvendo a estrutura 3-D dos ligantes e da enzima
GPRTase de G. lamblia. A abordagem de docking molecular pode ser usada para modelar a
interacdo entre uma molécula pequena (ligante) e uma proteina em nivel atdmico, o que
permite caracterizar o comportamento de pequenas moléculas no sitio de ligacdo de proteinas-

alvo, visando elucidar seus processos bioquimicos fundamentais (MENG et al., 2011).

As poses de docking resultantes (Figura 8, A-H) foram comparadas ao modo de
ligacdo do inibidor de referéncia 6 (Figura 6A). Neste sentido, os derivados 6a-d mostraram

modos de ligacdo com posi¢cdes, orientacdes e conformagdes coerentes com o estabelecimento
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de ligagdes de hidrogénio diretas com a Lis'*?> da GPRTase. J4 para os compostos 6e-h, nio
foi possivel observar modos de ligacdo em que os grupos adicionados explorassem o bolso
seletivo da enzima, provavelmente por conta do maior volume (repulsdo estérica) provido por
estes substituintes. Tal andlise pode ser feita através da comparacdo de 6¢/d com 6g, onde o
raio atomico de van der Waals aumenta de 1,5 A na hidroxila para 2,0 A na metila (DE
CLERCQ, 1988; BATSANOYV, 1995). Conforme teorizado, tais substituintes impedem que 0s

compostos mantenham o mesmo modo de ligacdo frente a HGPRTase (Figura 9, A-H).



Figura 8. Modos de ligacao preditos para os compostos 6a-h no sitio ativo da GPRTase de G. lamblia.
A) Modo de ligacdo de 6a (escore = 149); B) Modo de ligagcdo 6b (escore = 160); C) Modo de ligacao
6¢ (escore = 156); D) Modo de ligacdo 6d (escore = 152); E) Modo de ligacdo 6e (escore = 127); F)
Modo de ligagdo 6f (escore = 149); G Modo de ligacdo 6g (escore = 138); H Modo de ligacdo 6h
(escore = 127). Valores de escore sdo adimensionais e se referem as pontuagdes calculadas pela funcao
de escore de docagem GoldScore, a qual considera energias de ligagcdes de hidrogénio, energias de van
der Waals, interacdes com metais e tensdes de torcionais do ligante (VERDONK et al., 2003). Valor
de comparacdo para escore de docagem = 205, correspondente ao redocking do ligante cristalografico
fosfato de imucilina G, o qual apresentou desvio quadratico médio de 4tomos pesados de 0,43 A.




. . .

Figura 9. Modos de ligacdo preditos para os compostos 6a-h no sitio ativo da HGPRTase. A) Modo
de ligacdo de 6a (escore = 89); B) Modo de ligacdo 6b (escore = 67); C) Modo de ligacdo 6c (escore =
93); D) Modo de ligacdo 6d (escore = 97); E) Modo de ligacdo 6e (escore = 82); F) Modo de ligacdo
6f (escore = 99); G Modo de ligacdo 6g (escore = 79); H Modo de ligacdo 6h (escore = 97). Valores
de escore sdo adimensionais e se referem as pontuacgdes calculadas pela funcio de escore de docagem
GoldScore, a qual considera energias de ligagdes de hidrogénio, energias de van der Waals, interacdes
com metais e tensdes de torcionais do ligante (VERDONK et al., 2003). Valor de comparacdo para
escore de docagem = 97, correspondente ao redocking do ligante cristalografico fosfato de imucilina
G, o qual apresentou desvio quadritico médio de dtomos pesados de 0,45 A.
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Ao se observar o modo geral de ligacdo predito para os compostos 6a-d no sitio
catalitico da GPRTase (Figura 10, A), percebe-se um perfil de interagcdes intermoleculares
semelhante ao descrito para o fosfato de imucilina G (5). Para o nicleo purinico do composto
planejado 6a, observam-se liga¢des de hidrogénio com a Leu'®! e interacdes do tipo n-m com a
Trp'®. J4 a ligacdo de H com Asp'?’, realizada com o niicleo purinico de 5 (Figura 10, B),
em 6a envolve um dos oxigénios do fosfato, assim como também ocorre com Ser!*® e Thr!¥,
ligacdes semelhantes as observadas para 5. Tal perfil de interacdes € coerente com um escore
de docagem mais baixo observado para 6a (149) quando comparado ao ligante de referéncia 5
(205), fato previsivel em decorréncia da simplificacdo estrutural (PATRICK; SPENCER,
2009). Destaca-se ainda que o canal hidrofébico que d4 acesso ao residuo de Lis!?, especifico

na GPRTase em relacdo 2 HGPRTase, é formado pelos aminodcidos Ser!” e Trp!'®.
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Figura 10. Comparacio das interagdes realizadas entre os aminodcidos do sitio ativo da GPRTase de
G. lamblia com o andlogo proposto 6a (A) e o inibidor do estado de transicdo, fosfato de imucilina G
(B). Diagramas de interacdes gerados utilizando Poseview (STIERAND; MAARB; RAREY, 2006), nos
quais as linhas tracejadas pretas correspondem as ligacdes hidrogénio, as linhas tracejadas verdes as
interagdes m-7 e as linhas verde sdlidas as interagdes hidrofébicas.

Adicionalmente, foram realizadas predi¢des de descritores relacionados ao perfil
farmacocinético dos compostos 6a-d (Tabela 1), visando elucidar se estes seriam superiores
ao fosfato de imucilina G quando veiculados por via oral. Neste sentido, um destes descritores
se refere ao coeficiente de particdo em pH fisioldgico (LogD7s), o qual expressa um balanco
entre a lipossolubilidade (que estd diretamente relacionada a solubilidade dos compostos nas
membranas celulares e, consequentemente, ao processo de permeabilidade por difusdo
passiva) e a hidrossolubilidade, a qual impacta significantemente na dissolu¢do do fairmaco a

partir da forma farmacéutica e, consequentemente, na biodisponibilidade (KERNS; DI, 2008).
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Tabela 1. Predi¢des dos principais descritores farmacocinéticos para os compostos 5 e 6a-d.

Ligacdo as Estabilidade

Composto Coeficiente de  Hidrosolubilidade d‘llsotlrl:ll:llfl (geo proteinas  metabolica Pezr;e:gﬂ;g:de
P particio (LogD7s)"* (- log [Soly]) (L) ¢ plasmaticas CYP450344¢ Caco—2¢
(%) (%)
5 —7,80 -0,31 -0,52 0 100 -2,91
6a -7,12 —0,94 0,25 22 100 -1,79
6b —7,61 —0,47 0,25 20 100 -1,72
6c -8,73 -0,20 0,22 8 100 -2,23
6d -8,73 -0,36 0,10 0 100 -2,52

“LogD7.5 = Log{[soluto]octanol / ([SOlUtOionizadoJsgua + [SOIUORz0_ionizado]sgua) €m pH 7,5; ®Soly = solubilidade em dgua a 25 °C
expressa em mol/L. “CYP4503a4 = Citocromo P450 isoforma 3A4; 4Caco-2 = Células de adenocarcinoma de célon humano;
permeabilidades expressas em cm/s.

Neste contexto, observa-se como ideais os valores de 1 < LogD7s < 3, ja que
abaixo desta faixa, a despeito da boa hidrossolubilidade, haverd baixa permeabilidade e,
acima desta, a alta lipofilicidade resultard em extensiva metabolizacdo hepdtica e volumes de
distribui¢do elevados por conta da tendéncia dos compostos se particionarem para os tecidos
(KERNS; DI, 2008). Assim, todos os compostos apresentariam baixos niveis de absor¢ao ao
serem veiculados por via oral e mesmo os ensaios de citotoxicidade no parasita e em células
de mamiferos poderiam ser afetados em fung¢do da baixa permeabilidade passiva. Contudo,
tanto G. lamblia quanto certas linhagens de células humanas dispde de mecanismos ativos de
captacdo de purinas (BAUM ET AL., 1993; SCHANER ET AL., 1997), sendo possivel que,

dada a similaridade estrutural com a guanina, 6a-d sejam ativamente captados.

Tanto o fosfato de imucilina G quanto os compostos 6a-d se enquadram na faixa
de solubilidade moderada, expressa por =4 < —log [Soly] <—1, que é coerente com a presenca
um de centro de ionizacao (fosfato) e de grupos capazes de estabelecer ligacdes de hidrogénio
com as moléculas de 4gua. Ao mesmo tempo, por conta da baixa lipofilicidade relativa, estes
também apresentariam reduzida capacidade de difusdo passiva através das membranas
celulares, fato que refletiria em baixos volumes de distribui¢do tecidual (VD < 3L) e em
indices negativos (baixos) de permeabilidade em células de adenocarcinoma de c6lon humano
(Caco-2), as quais representam um modelo in vitro para estimativa da absor¢do em células

epiteliais intestinais in vivo (CRUCIANI et al., 2000; KERNS; DI, 2008).

No cendrio especifico de fairmacos para o tratamento de giardiase, tais perfis de

permeabilidade sdo desejaveis pois se objetiva que o fairmaco permaneca restrito ao ambiente
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do parasita, sendo minimamente absorvido e distribuido para os demais tecidos de modo a
reduzir a probabilidade de toxicidade nas células do hospedeiro e a ocorréncia de eventos
adversos decorrentes de interacdes inespecificas com outros alvos. Uma vez absorvidos e
chegando a corrente sanguinea, estes compostos permaneceriam pouco ligados as proteinas
plasmdticas (em geral de natureza lipofilica), sendo diretamente excretados por via renal por
conta da boa hidrossolubilidade. Ao mesmo tempo, a elevada estabilidade frente as enzimas
do Citrocromo (CYP) P450 3A4, a isoforma de maior importancia para o metabolismo de
farmacos, refletiria numa menor probabilidade de interacdes medicamentosas (CRUCIANI et
al., 2000; KERNS; DI, 2008), aspectos estes que, em geral, podem ser considerados como

positivos no processo do desenvolvimento de um farmaco contra G. lamblia.

4.2. Sintese de potenciais inibidores seletivos da GPRTase de Giardia lamblia

Com o intuito de se padronizar o processo de sintese para a obten¢do dos andlogos
do fosfato de imucilina G, compostos 6a-d, a sintese foi idealizada partindo do reagente
comercial cloreto de 4-(bromometil)benzenosulfonila (7), o qual seria convertido no 4cido
4-(bromometil)benzenosulfonico (8) por aquecimento a 40 °C em uma solug¢do aquosa de HCI
a 10% e dioxano (KULAGOWSKI; EDWARDS, 2009) (Figura 11). A partir de entdo, 8 seria
empregado na alquilagdo do nitrogénio 9 (No) do reagente comercial 2- Amino-6-cloropurina
(9) utilizando carbonato de potdssio em dimetilformamida (DMF) em temperatura ambiente,
com base na modificacdo de um método ji descrito (BLIMAN et al., 2009). Finalmente, o
ndcleo de guanina presente no intermedidrio reacional 10 teria sua posicdo 6 (Cé)
funcionalizada com uma série de aminodlcoois empregando-se N,N-Diisopropiletilamina em

2-propanol (HIROKAWA et al. 2008; LIU et al. 2016) de forma a se obter os andlogos 6a-d.

Uma questio que surge ao se analisar a (tltima) etapa de N-alquilagdo do nucleo
purinico seria porque esta funcionaliza¢do ocorreria em No, como desejado, se o niicleo possui
vdrios nitrogénios capazes de, em tese, realizar o ataque nucleofilico ao carbono deficiente em
elétrons no acido 4-(bromometil)benzenosulfonico. Considerando o conceito de Lewis, em
que as bases sdo vistas como entidades doadoras de pares de elétrons, é possivel tracar um
paralelo entre basicidade e nucleofilicidade, j& que uma menor disponibilidade do par de
elétrons de um nitrogénio para atacar um proton, grosso modo, também refletiria numa menor
disponibilidade para ataque a um carbono deficiente em elétrons (SMITH, 2011), permitindo
assim que se discuta as diferencas na nucleofilicidade dos nitrogénios do nicleo purinico com

base nos seus valores de basicidade (pKa).
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Se a nucleofilicidade de um nitrogénio depende da disponibilidade de seu par de

elétrons de realizar o ataque no carbono deficiente em elétrons, a deslocalizacdao destes

elétrons via ressonancia reduzird significantemente a nucleofilicidade deste centro. Neste

sentido, N1 e N3 sdo nitrogé€nios estruturalmente relacionados a piridina, cujo pKa. se encontra

na ordem de 5, enquanto os nitrogénios ligados a C> e Cs mostrariam semelhancas com

anilinas que, por conta da deslocaliza¢do de seus pares de elétrons no anel aromatico (Figura

12, A e B), apresentam pK, na ordem de 4,5 (DEWICK, 2013).
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Figura 12. Estruturas candnicas de ressonancia envolvendo os nitrogé€nios ligados a Cs (A) e C> (B), e

do Ny (C) do nucleo purinico.
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Com relacdo aos nitrogénios imidazdlicos, N7 tenderia a apresentar basicidade
semelhante a descrita para as iminas, cujo pK. observado € da ordem de 4. As iminas sdo
. . . L . . . g ~ 2
intrinsicamente menos bdsicas que as aminas correspondentes porque a hibridizacdo sp” da
ligacdo C=N resulta em menores comprimentos de ligacdo, o que em ultima andlise resulta
numa menor disponibilidade do par de elétrons livre do nitrogénio. Contudo, neste caso
especifico, a nucleofilicidade sobre N7 seria um pouco maior do que a observada para uma
imina simples por conta da contribuicdo da estrutura candnica de ressonancia na qual a carga

negativa se concentra sobre este dtomo (Figura 12, C) (DEWICK, 2013).

Assim, o Nog apresentaria a maior nucleofilicidade dentre todos os nitrogénios por
ser uma amina secunddria, na qual o efeito indutivo doador de elétrons promovido pelos
carbonos vizinhos aumentaria a densidade sobre o par de elétrons livres deste nitrogénio,
resultando assim em valores de pK. na ordem de 10,5 (DEWICK, 2013). Neste contexto,
reacoes de N-alquilacdo do nicleo purinico como as propostas neste trabalho conduzem a

formacgdo do produto reacional predominante funcionalizado em No (BLIMAN et al., 2009).

Desse modo, iniciou-se a padronizacdo da rota sintética pelas tentativas de
obtencdo de Sb. A primeira etapa da rota consistiu na obtengdo do dcido 4-(bromometil)
benzenosulfonico (8) a partir do cloreto de 4-(bromometil)benzenosulfonila (7). Esta
conversao ja foi descrita tanto em solu¢do aquosa de dcido cloridrico 10% e dioxano sob
aquecimento a 40°C (KULAGOWSKI; EDWARDS, 2009) quanto em refluxo de uma mistura
de etanol e dgua (GIRARD-LAURIAULT; BOYD, 2002). Os é&cidos sulfonicos sofrem
reacOes de substituicao nucleofilica (Figura 13) de maneira muito similar a observada para os
dcidos carboxilicos correspondentes, jd que estes se diferenciam entre si apenas pelo dtomo
central, ou seja, pela troca de um enxofre hexavalente por um carbono tetravalente (FOX;

WHITESELL, 2004).
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Figura 13. Mecanismo proposto para a sintese do dcido 4-(bromometil)benzenosulfonico (8).
Adaptado de Fox & Whitesell (2004).

Assim, iniciou-se a tentativa de sintese de 8 empregando o protocolo descrito por

Kulagowski e Edwards (2009), no qual o cloreto de 4-(bromometil)benzenosulfonila foi
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solubilizado em dioxano e 4cido cloridrico 10% (1:1, v/v) e mantido sob agitacdo a 40°C por
4h. Como os autores ndo descrevem a fase mével utilizada para o acompanhamento da reacao
por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), foi realizado um estudo para se
selecionar a fase movel mais adequada (Tabela 2). Como o produto formado, um &cido
sulfonico, é uma estrutura altamente polar e, por isso tende a interagir fortemente com os
grupos silandis da fase estaciondria, os melhores resultados de separacdo foram obtidos com

solventes polares, com destaque para o uso de etanol puro como fase mével.

Tabela 2. Valores de fator de retencio (Ry) obtidos em corridas de cromatografia em camada delgada
analitica empregando silica gel como fase estaciondria e diferentes solventes e misturas de solventes
como fases moéveis.

Fator de retenciao (Rp)* Fator de retencao (Ry)* para o(s)

Fase movel para o material de partida produto(s) reacional(ais)

Tolueno 0,82 0
Tolueno + Acido Acético (0,05%) 0,72 0
Tolueno + Acetona (1:1, v/v) 0,80 0
Acetona 0,77 0,06 /0,26
Acetona + Acido Acético (0,05%) 0,84 0,05/0,27
Etanol 0,84 0,08 /0,40
Etanol + Acido Acético (0,05%) 0,91 0,26
Cloroférmio/Metanol/Agua (65:25:5, v/v/Iv) 0,89 0,05

Ry = (Distancia percorrida pelo composto) / (Distincia percorrida pela frente do solvente).

Percebe-se que com algumas das fases modveis, a mancha que se acreditava
corresponder a um tnico produto da reag¢do se desdobra em duas, sugerindo a formacdo de um
subproduto. De acordo com o protocolo preconizado por Kulagowski e Edwards (2009), o
bruto reacional deveria se purificado por cristalizacdo em cloroférmio para fornecer 8 em sua
forma pura. Contudo, ndo foi possivel solubilizar o produto reacional em cloroférmio, mesmo
sob aquecimento, de modo que outros solventes como acetona, acetato de etila e etanol/agua

(9:1, v/v) foram testados, mas também sem sucesso.

Revisdo da literatura pertinente indicou que a forma anidra de derivado do é4cido
p-toluenossulfonico podem ser cristalizadas a partir de tolueno, cloroférmio, acetato de etila,
metanol anidro ou a partir da solubilizagdo em acetona seguida de precipitacdo por adi¢do de
tolueno (ARMAREGO; CHAI, 2003). Tentou-se entdo remover as provaveis aguas de
cristalizagcdo no produto ao aquecer o solido reacional acima do ponto de fusdo (160 °C) com
secagem simultdnea em bomba de alto vacuo, mas a andlise por CCDA indicou a degradacao

do produto reacional. Tentativas de sintese de 8 pelo protocolo preconizado por Girard-
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Lauriault e Boyd (2002), no qual o reagente comercial 7 € mantido sob temperatura de refluxo
de uma mistura de etanol e dgua (32:1, v/v) por 3h resultaram em um perfil idéntico nas
andlises por CCDA quando comparado as reacdes realizadas em dioxano e 4cido cloridrico
10%. Como os autores também ndo descrevem um procedimento de purificacdo adequado e
ndo foi possivel purificar o produto por cromatografia em coluna cldssica em fungdo da alta
polaridade do produto e dos subprodutos, optou-se por realizar a etapa subsequente sem a

purificacdo prévia de 8, focando assim diretamente na purificagdo cromatografica de 10.

A sintese de 10 foi inicialmente ensaiada de acordo com uma adaptacdo do
protocolo descrito por Bliman et al. (2009), utilizando carbonato de potdssio como base e
N,N-dimetilformamida (DMF) como solvente reacional. Por ser um solvente polar aprético
(ou seja, que nao possui grupo doador de ligacdo de hidrogénio), o DMF ndo reduz
significativamente a disponibilidade do par de elétrons para o ataque nucleofilico, sendo
extremamente util em reacdes do tipo Sx2 como a em questdo (REICHARDT; WELTON,
2011). Reacdes de N-alquilacdes de aminas de aminas secundérias procedem com a formagao
inicial da amina protonada (carregada), a qual sofre a abstracdo subsequente deste proton pela

base para a formacdo do composto de interesse (Figura 14) (SMITH; MARCH, 2007).
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Figura 14. Mecanismo proposto para a sintese de 10. Adaptado de Smith & March (2007).

Para evitar reacdes secunddrias ja que a d4gua também pode atuar como nucleéfilo
e considerando a natureza higroscopica dos acidos sulfonicos (MURRAY, 1977), foi realizada
a secagem de (8) em bomba de 6leo por 6 horas, do carbonato de potéssio (K2CO3) em estufa
anidra a 160 °C por 14h (sendo este posteriormente armazenado em dessecador) e a remocao
dos tragos d4gua no DMF por destilacdo azeotrépica com tolueno, armazenando o solvente
anidro em peneira molecular (ARMAREGO; CHAI, 2003). Nesta reacdo, empregou-se
excesso (1,6 equivalentes) de 8 em relacdo aos demais reagentes, mantendo-se agitacio

constante sob temperatura ambiente e atmosfera de N> por 24 h (BLIMAN et al., 2009).

Contudo, andlise por CCDA empregando como fase mdvel etanol, dgua e N,N-

Diisopropiletilamina (87:10:3, v/v/v) apds 24h sugeriu que apenas uma pequena propor¢do de
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do produto havia sido formada, sendo que a maior parte dos materiais de partida permanecia
sem ser consumida. Na tentativa de aumentar a reatividade do 4cido 4-(bromometil)
benzenosulfonico (8), procedeu-se sua conversdao in situ no 4cido 4-(iodometil)
benzenosulfonico (Figura 15), j4 que os iodetos de alquila sio mais reativos do que os

brometos de alquila correspondentes (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).
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Figura 15. Conversdo do 4cido 4-(bromometil)benzenosulfénico em &4cido 4-(iodometil)benzeno
sulfénico. Adaptado de Clayden, Greeves e Warren (2012).

Esta conversdo pode ser realizada empregando um sal de iodo em acetona ou
DMF (iodeto de potdssio ou sodio, por exemplo), promovendo a chamada reacdo de
Finkelstein, a qual envolve a transformacao de um cloreto ou brometo de alquila no iodeto
correspondente. Ao contrdrio dos sais de iodo, os cloretos/brometos de s6dio ou potdssio sdo
insoliveis em acetona e DMF, de modo que estes precipitam logo apds serem formados. Pelo
principio de Le Chatelier, se um dos produtos € insolivel no solvente racional, ocorre o
deslocamento do equilibrio no sentido da formac@o do iodeto de alquila, mesmo este sendo

relativamente menos estavel do que o material de partida (RZEPA, 2015).

No reticulo cristalino formado (Figura 16), cada molécula de iodeto de s6dio (ou de
potdssio) se liga a outras trés moléculas de acetona (ou dimetilformamida). Cada oxigénio
carbonilico do solvente possui pares de elétrons ndo ligados que sdo utilizados para coordenar
um ion de s6dio (ou potassio) diferente, de modo que cada cétion estd coordenado a seis pares
de elétrons livres. A conformacao resultante, um octaedro rigido com cavidades triangulares
entre as moléculas do solvente, garante assim a solubilidade do sal de iodo (HOWIE;

WARDELL, J., 2003).
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Figura 16. Reticulo cristalino (Acetona);Nal. Adaptado de Howie e Wardell (2003).

Neste sentido, adicionou-se uma quantidade catalitica de iodeto de potdssio e a

reacdo prosseguiu por mais 90 h sob as mesmas condicdes descritas anteriormente, quando o

work-up foi realizado por filtracdo, para remog¢ao do carbonato de potdssio e do brometo de

potdssio, e pela retirada do solvente em rotaevaporador acoplado a uma bomba de alto vacuo,

adicionando-se tolueno para a remocao azeotrépica do DMF e posterior remog¢ao do tolueno

em mistura azeotrépica com diclorometano. Foram realizadas tentativas de purificacdo do

produto por recristalizacdo em acetona, acetato de etila e cloroférmio, porém sem sucesso.

Um fato interessante € que se observou a precipitacao constante de solido a partir da acetona,

mas este diferia do que se acreditava ser o produto reacional (Rr= 0,67). J4 que a quantidade

de 10 diminuia proporcionalmente a formacdo do precipitado, acreditava-se se tratar de um

produto da sua degradacdo, no momento de natureza desconhecida (ver discussdo adiante).

Como nao possivel obter 10 na forma pura, uma nova rota sintética foi proposta (Figura 17).
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Figura 17. Rota sintética alternativa para a producéo de andlogos do fosfato de imucilina G.
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Desse modo, procedeu-se a substituicao nucleofilica aromética do cloro em 9 pelo
nitrogénio do 3-Aminopropanol, que se mostra melhor nucleéfilo do que o oxigénio, o qual,
por ser mais eletronegativo, apresenta uma menor disponibilidade de seus pares de elétrons de
realizarem o ataque nucleofilico (DEWICK, 2013). ReacOes nessa etapa foram feitas a partir
de 1 equivalente de 9, 1,2 equivalentes de N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA) e 5 equivalentes
do aminodlcool, as quais ocorreram sob agitaciio em atmosfera inerte a 80 °C por 1h (BOENS
et al., 2013). Andlise por CCDA empregando com fase mével dlcool amilico, dcido acético e
dgua (4:1:1, v/v/v) sugeriram a formagdo do produto 11b com um valor de Ry intermedidrio
(0,34) ao dos materiais de partida, purina (Rr = 0,67) e aminodlcool (Rf = 0,06). Apéds a
remog¢ao do solvente, o bruto reacional foi dissolvido em diclorometano e as impurezas
precipitadas em temperatura ambiente overnight para fornecer o produto em rendimento de
41% o qual, apesar de moderado, foi suficiente para o prosseguimento da rota. A formacdo do
produto foi confirmada por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

(RMN de 'H) (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de RMN 'H de 3-[(2-amino-9H-purin-6-il)amino]propan-1-ol (11b) (250 MHz,
CH;0D).

Procedeu-se entdo a condensacdo de 11b e 8 nas mesmas condi¢des descritas para
as tentativas de sintese de 10 (BLIMAN et al., 2009). Contudo, como 8 se encontrava
parcialmente impuro, como anteriormente relatado, empregou-se excesso de 1,6 equivalentes
da purina 11b em lugar de 8 para garantir que todo o dcido 4-(bromometil)benzenosulfonico
fosse consumido na formag¢do do produto desejado, possibilitando assim sua separacdo da

impureza inicial por cromatografia em coluna classica (CCC). Outra modificacdo foi que,
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como a purina 11b ji n3o apresentava mais um grupo abandonador na posicdo 6, a
temperatura da reagdo pdde ser aumentada para 65 °C sem a ocorréncia de reagdes paralelas,
diminuindo o tempo total de reacdo para 40 horas. Apds o work-up, o produto foi isolado na
forma pura por CCC empregando etanol como eluente em rendimento de 1,5%, e submetido a
andlise por RMN de 'H. Contudo, o que se confirmou foi uma extensa mistura de compostos

na andlise de RMN de 'H (Figura 19).

mmmmmmmmmmmmm

7 6
f1 (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN 'H dos produtos reacionais na tentativa de sintese do dcido 4-({2-amino
-6-[(3-hidréxipropil)amino]-9H-purin-9-il} metil)benzeno-1-sulfénico (6b) (250 MHz, DMSO-dg).

Tal fato, associado ao baixo rendimento final da reacdo e a observacdo em
reacoes anteriores da precipitacdo de produtos de degradac@o na condensagdo do derivado de
dcido sulfonico com a purina (sintese de 10), sugeriram que a degradacdo de 6b também
poderia estar ocorrendo. Revisdo da literatura revelou que pirrdis, indois e andlogos sofrem
polimerizagdo catalisada por 4cidos fortes, formando principalmente dimeros e trimeros
(SMITH, 1963). Com base na semelhan¢a do anel imidazdlico de 6b com o anel pirrdlico
(substituicio de N7 por um atomo de carbono) o mecanismo de dimerizacdo de 6b foi

proposto (Figura 20).
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Figura 20. Mecanismo da dimerizag@o de 6b catalisada por 4cido (HA). Adaptado de Smith (1963).

De fato, Yee et al. (1990) descrevem que na tentativa de condensagao de um indol
com o acido 4-(bromometil)benzenosulfonico (8) o produto final sofreu rdpida decomposicao
apos ser isolado, sendo apenas possivel isolar este composto apds a conversdo do acido
sulfonico no sal sédico, de modo a excluir completamente os prétons do meio. Desse modo, a
rota sintética foi novamente revisada visando a obten¢do do sal sédico do &cido 4-
(bromometil)benzenosulfonico (Figura 21), sendo a sintese do sal (8s) alcancada através de
aquecimento de 7 em temperatura de refluxo de mistura de etanol e dgua (97:3, v/v) por 3h,
seguido da remocao do solvente e ressuspensdo do bruto reacional em dgua contendo NaOH
(1 equivalente) (GIRARD-LAURIAULT; BOYD, 2002). Apdés a remocdao do solvente, a
andlise do s6lido por CCDA revelou um perfil de impurezas semelhante ao observado para a
sintese de 8 quando realizada em dioxano e acido cloridrico 10% (1:1, v/v) (KULAGOWSKI,;
EDWARDS, 2009).
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Figura 21. Rota sintética revisada para a producdo de andlogos do fosfato de imucilina G.
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A solucdo aquosa de 8s foi entdo submetida a liofilizacdo, processo que permite
que a dgua, depois de congelada, seja removida sob vacuo diretamente através de sublimacao,
sem ter que passar por uma fase liquida intermedidria. Por conta dessas caracteristicas,
quando realizada de forma adequada, a liofilizacdo possibilita que produtos intrinsecamente
instiveis possam ter uma vida util mais longa, mesmo se armazenadas a temperatura

ambiente, ja que estes seriam colocados em um estado de atividade suspensa (GREIFF, 1992).

Neste caso em especifico, se garantiria que a totalidade do composto 8s
permanecesse na forma de sal sédico, reduzindo assim a possibilidade de ocorréncia de
degradacdo nas reacdes subsequentes. Procedeu-se entdo a condensacdo de 11b e 8s nas
mesmas condicdes descritas para as tentativas de sintese de 10 (BLIMAN et al., 2009). Desta
vez, andlise por CCDA (dlcool amilico, 4cido acético e dgua, 4:1:1, v/v/v) indicou a formacao
majoritdaria de um tnico produto (Ry = 0,02), embora o consumo da purina tenha sido parcial.
Considerando a natureza bésica do niicleo purinico, a fase estaciondria escolhida para a
purificacdo do produto reacional por CCC foi a alumina (6xido de aluminio; fase mdvel
diclorometano e metanol 7:3, v/v) que, por possuir uma superficie mais basica do que a silica
se mostra adequada para a separacdo de compostos bdsicos (TROY, 2005). Contudo, a
purificacdo foi parcial ja se observou por CCDA a co-eluicio de contaminante em todas as

fracdes, conforme também se pode observar via RMN de 'H (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de RMN 'H do sal sédico do 4cido 4-({2-amino-6-[(3-hidréxipropil)amino]-9H-
purin-9-il} metil)benzeno-1-sulfénico (6b) (250 MHz, CH;0D).
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Ressalta-se que, segundo Bliman et al. (2009), a conjugacdo de derivados benzilicos
no Ny da purina promove uma altera¢do no deslocamento quimico do sinal referente ao N=CH
vizinho, originalmente na ordem de 8 ppm (Figura 18) para a casa de 7,75 ppm (Figura 22),
fato que também pdde ser observado para 6b, ainda que na forma parcialmente pura.
Posteriormente, foi possivel alcangar a purificacdo de 6b por recristalizacdo em éter etilico
(Figura 23), deixando tais contaminantes soliveis na fase etérea. Apesar da pequena massa
resultante, 1,4 mg, a amostra foi enviada para andlise de RMN de 'H, da qual aguardamos o

resultado no presente momento.

Figura 23. Andlise por cromatografia em camada delgada analitica apds recristalizagdao do sal sédico
do 4cido 4-({2-amino-6-[(3-hidréxipropil)amino]-9H-purin-9-il } metil)benzeno-1-sulfénico (6b). S =
fase sdlida (recristalizado) e L = fase liquida. Fase movel: dlcool amilico, acido acético e dgua, 4:1:1,
vIviv.

Uma vez que a sintese de 6b foi padronizada e, que, provavelmente, esta possa ser

integralmente aplicada a 6a sem modificacdes por conta da alta similaridade estrutural entre
os dois compostos, os esforcos foram se voltaram para a padronizacdo da sintese de 6d. Neste
sentido, iniciou-se pela tentativa de sintese de 11d empregando o mesmo protocolo
previamente usado para a sintese de 11b. Contudo, ao contrdrio de 11b, o produto nao pode
ser separado do excesso de aminodlcool por solubilizagdo com diclorometano. Foram entdo
testados diferentes solventes, sendo os melhores resultados alcangados por extragdes com éter

etilico e acetonitrila (Figura 24).

O extraido com acetonitrila foi enviado para anélise por RMN de 'H (Figura 25)
e, embora seja possivel perceber a presenca de alguns contaminantes, os sinais referentes ao
aminodlcool puderam ser observados, confirmando assim a formagdao de 11d. Infelizmente,
ndo houve de se ensaiar a condensacdo de 11d com 8s e, portanto, ndo foi possivel confirmar
se seria possivel obter 6d na forma pura apds a recristalizacdo do produto reacional a partir de

éter etilico.
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Figura 24. Andlise por cromatografia em camada delgada analitica apds extra¢do com acetonitrila do
produto reacional da sintese do composto (2S5)-3-[(2-amino-9H-purin-6-il)amino]propano-1,2-diol

(11d). Fase moével: dlcool amilico, 4cido acético e dgua, 4:1:1, v/v/v.
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Figura 25. Espectro de RMN 'H de (25)-3-[(2-amino-9H-purin-6-il)amino]propano-1,2-diol (11d)

(250 MHz, CH;0D).
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A giardiase permanece como um problema relevante de saide publica, seja pelos
quadros clinicos mais graves em pacientes imunocomprometidos, seja pela incidéncia
crescente de cepas resistentes aos firmacos empregados para o seu tratamento. Embora a
GPRTase do parasita seja um alvo terapéutico interessante, a falta de seletividade dos

inibidores atuais representa um obstdculo para o emprego clinico destes compostos.

Apesar da alta similaridade observada para os residuos envolvidos na ligacdo do
substrato e catdlise quando se realizou a comparagdo do sitio de ligacdo da enzima do parasita
(GPRTase) com sua homéloga nos seres humanos (HGPRTase), aventou-se a possibilidade de
explorar um pequeno canal hidrofébico formado pelos aminoécidos Ser'” e Trp'®, o qual se
torna acessivel na GPRTase pela “retragio” de um residuo de lisina (Lis!*?) em relacdo ao
aminodcido correspondente na HGPRTase. Simula¢cdes de docking molecular refor¢caram a
possibilidade de se alcangar seletividade na ligacdo quando se adiciona uma cadeia alquilica a
partir do heterodtomo ligado ao Cs do nicleo purinico e se mantém um grupo aceptor de

ligacdo de hidrogénio (OH) terminal para interacdo direta com a Lis'?.

Ao mesmo tempo, a simplificacdo estrutural, idealizada através da substitui¢ao
bioisostérica do grupo fosfato e do iminoactcar no ligante de partida, fosfato de imucilina G,
por um derivado de dcido p-toluenossulfonico nos ligantes 6a-d, tende a facilitar a sintese
destes compostos, sem que haja uma queda abrupta no perfil de inibi¢do frente a GPRTase,

conforme sugerido pelas simula¢des de docking molecular.

Ainda em relagdo aos métodos in silico, os compostos idealizados apresentaram
descritores farmacocinéticos que sugerem uma baixa absor¢do pelo limen intestinal, o que
seria desejavel para um farmaco empregado no tratamento da giardiase por ser possivel
empregar uma dose menor, além de ser menos provdvel a manifestacdo de eventos adversos e
interacOes medicamentosas. Contudo, esta baixa permeabilidade em membranas biolégicas
pode afetar a eficdcia destes compostos sobre o parasita, se estes ndo forem capazes de

explorar seus mecanismos ativos de captacdo de purinas.

Apesar da necessidade de se alterar e adaptar frequentemente a rota sintética, a
sintese do primeiro andlogo, 6b, foi alcancada com sucesso. Os rendimentos reacionais para
esta reacdo poderdo ser melhorados no futuro, visto que a recristalizagdo do produto final em
éter etilico se mostrou altamente efetiva na remog¢do dos subprodutos reacionais, sem que haja

a necessidade de prévia purificagdo por CCC, conforme incialmente proposto. Ressalta-se,
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ainda, que os métodos de sintese descritos para 6b, provavelmente, poderao ser integralmente
aplicados a sintese de 6a por conta da alta similaridade estrutural entre os dois compostos.
Com relacdo a sintese de 6¢/6d, apenas houve tempo hdbil para a sintese do primeiro
intermedidrio sintético, ndo sendo possivel ensaiar a condensacdo de 11d com 8s e, portanto,
também nao sendo possivel confirmar se seria possivel obter 6¢/6d na forma pura apds a

recristalizagdo dos produtos reacionais a partir de éter etilico.

A sintese dos compostos aqui idealizados serd finalizada apds o término desta
dissertacdo de mestrado, sendo estes sintetizados, purificados e enviados para avaliacdo de
auséncia de toxicidade em linhagens de células de mamiferos e de toxicidade frente a cultura
do parasita, visando assim pdr a prova a hipdtese originalmente proposta, de que tais
compostos poderiam inibir seletivamente a GPRTase de G. lamblia, sem causar uma inibi¢ao

significativa da HGPRTase humana.
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Giardia lamblia tem se destacado ao responsavel por 40% de todos os surtes mundiais registrados em quase 50
anos. A Organizacdo Mundial da Saude estima que as infecgBes causadas por G. lamblia sejam a doenca
protozodria intestinal mais frequentemente relatada em tode o mundo, podendo chegar a 200 milhdes de
individuos infectados por ano. Embora existam medicamentos efetivos para o tratamento da giardiase, a existéncia
de linhagens resistentes a praticamente todos estes medicamentos reforca o fato de que a busca por novos
farmacos contra o parasita deve ser um processo continuo, de modo a sempre garantir que o arsenal terapéutico
dispanivel seja suficiente para tratar mesmo os pacientes intrinsecamente mais resistentes. Ao contrdrio dos que
ocorre nos seres humanos, protozodrios parasitas como G. lamblia sdo incapazes da sintese de novo (total) de
nucleotideos purinicos e, portanto, dependem exclusivamente de mecanismos de captacdo e interconverséoc de
purinas para a sua sobrevivéncia. Tal processo é mediado pela enzima Guanina Fosforibosiltransferase (GPRTase) e
sua inibicdo resulta na redugdo de cerca de 90% da capacidade de replicacdo do parasita. Portanto a GPRTase de
G. lamblia representa um alvo terapéutico atrativo para o planejamento de novos farmacos capazes de combater
infestages causadas pelo parasita. Neste trabalho, apés comparagdo do sitio ativo da GPRTase com a sua enzima
homdloga em seres humanos, HGPRTase, foi possivel identificar um pequeno bolso hidrofdbico que, se explorado
atraveés de interagBes especificas com os ligantes, poderia conferir uma inibigdo seletiva da GPRTase, reduzindo
assim possiveis eventos adversos decorrentes da inibicdo da HGPRTase. Ao se empregar conceitos cldssicos de
quimica medicinal como extensdo de estrutura, bicisesterismo e simplificagdo molecular, respaldados por
simulacBes de docking molecular e predicbes dos perfis farmacacinéticos in silico, foi possivel idealizar compostos
potencialmente ativos e seletivos a partir da estrutura de um ligante ndo seletivo da GPRTase, o fosfato de
imucilina G. Embora a rota sintética tenha sido padronizada pela obtengdo de apenas um destes analogos, esta
provavelmente podera ser integralmente aplicada & sintese de outro andlogo por conta da alta similaridade
estrutural entre os dois compostos. Com relacdo a sintese dos dois compostos remanescentes, houve tempo habil
apenas para a sintese do primeiro intermediario sintético. Os trabalhos prosseguirdo no grupo visando pdr a prova
a hipétese originalmente proposta, de que tais compostos poderiam inibir seletivamente a GPRTase de G. lamblia,
sem causar uma inibigdo significativa da HGPRTase humana. ABSTRACT Every year about 2 million people die due
to dehydration associated with diarrhea, a consequence of the restricted access of poor populations to potable
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