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JUNQUEIRA, G. G. Sintese e avaliacdo de derivados galactosil-triazolo-
benzenossulfonamidas como potenciais inibidores de trans-sialidase de
Trypanosoma cruzi. 2013. 145f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013

A doenca de Chagas é considerada a terceira doenca parasitaria tropical de
maior incidéncia no mundo, s6 superada pela malaria e esquistossomose, e seu
agente causador € o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. O parasita expressa
uma enzima de superficie denominada trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS),
responsavel pela transferéncia do &cidos sialicos de células do hospedeiro para
moléculas de B-galactose terminais presentes em glicoproteinas de sua superficie.
As moléculas de glicoproteina sialiladas estéo envolvidas na adeséo e subsequente
penetracdo do parasita em células hospedeiras. O papel fundamental da TcTS no
reconhecimento e na invasao de células hospedeiras, bem como sua auséncia em
seres humanos, torna esta enzima um alvo potencial a ser estudado. A TcTS é
especifica em catalisar, preferencialmente, a transferéncia de acido sialico para
moléculas de mucina, originando ligagbes a-2,3 com unidades de [(-galactose
aceptoras na superficie do parasita. Considerando a importancia da unidade de
galactose e da funcao carboxila do acido sialico para interacdes no sitio ativo de
TcTS, priorizamos na sintese de derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas
com diferentes substituintes, visto que o grupo sulfonamida é bioiséstero do acido
carboxilico, na busca de potenciais inibidores de TcTS. Os derivados galactosil-
triazolo-benzenossulfonamidas 45-51 foram preparados via estratégia de click
chemistry, por reacdo de ciclo-adicdo azido-alcino catalisada por Cu(l) (CuAAC), a
partir do intermediario de galactose contento funcdo amino terminal 30 e os
derivados aril azidas 38-44. Apés etapa de desacetilacao, os produtos obtidos 52-58
foram testado em TcTS por ensaio fluorimétrico in vitro para avaliacdo de sua
atividade inibitéria. Os resultados obtidos sdo interessantes e bastante promissores,
principalmente com os obtidos com o produto 58 (contendo o grupo galactosil-
triazolico ligado a sulfapiridina), que apresentou atividade inibitoria promissora (81%)
na concentracdo de 1,0 mM, abrindo perspectivas para a sintese de um maior
namero de derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas com diferentes
substituintes em R, para o estabelecimento de estudos de relagcdo estrutura-
atividade. Adicionalmente, os compostos 53-55 foram testados em ensaios in vitro
para avaliacdo de sua atividade tripanocida e citotoxica, e apresentaram atividade
tripanocida maxima de 50%, normalmente nas concentracfes de 500 a 250 uM, com
destaque para o derivado 55, contendo o grupo galactosil-triazélico ligado a
sulfamerazina, que apresentou atividade moderada, mas superior ao benznidazol
nas concentracdes mais baixas (15,0 - 1,9 pmol.L™). Por outro lado, de acordo com
os resultados do ensaio de citotoxicidade, a atividade citotoxica foi observada
apenas nas concentracdes mais elevadas, similar ao benznidazol.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; trans-Sialidase; Click
chemistry; galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas



JUNQUEIRA, G. G.Synthesis and evaluation of galactosyl-triazol
benzenesulfonamides derivatives as potential inhibitors of Trypanosoma cruzi
trans-sialidase. 2013. 145f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013

Chagas disease is considered the third most common tropical parasitic disease
worldwide, after malaria and schistosomiasis, and its causer is the flagellate
protozoan, Trypanosoma cruzi. The parasite expresses a surface enzyme known as
Trypanosoma cruzi trans-sialidase (TcTS), responsible for the transference of sialic
acid from host cell to [p-galactose terminal molecules present in surface
glycoproteins. Sialylated glycoproteins molecules are involved in adhesion and
further penetration of parasite in host cell. Due to TcTS primordial role in recognizing
and invasion of host cells, as well as its absence in humans, this enzyme becomes a
potential target to be investigated. TcTS is specific on catalyzing, specially,
transference of sialic acid to mucin molecule giving a-2,3 bond with B-galactose
moiety in parasite surface. Considering the importance of the galactose moiety and
the function of carboxylic in sialic acid for interactions in TcTS enzyme, we prioritized
the synthesis of galactosyl-triazol-benzenesulfonamides derivatives with different
substituents since sulfonamide group is bioisoster of carboxylic acid, in attempt to
produce potential inhibitors of TcTS. The galactosyl-triazol-benzenesulfonamides
derivatives 45-51 were prepared via click chemistry reaction (Copper(l)-catalyzed
azide—alkyne cycloaddition (CuAAC)) from galactose intermediate with terminal
amino group 30 and aril azides derivatives 38-44. After removing acetyl group, the
inhibiting activity of products 52-58 were evaluated in TcTS fluorimetric in vitro assay.
We found very promising results, specially with 58 (containing galactosyl-triazolic
group bonded to sulfapyridine), wich showed 81% of inhibitory activity in 1,0mM
solution, bringing expectations for synthesis of greater number of galactosyl-triazol-
benzenesulfonamides derivatives with different substituents in R, to establish studies
of structure relationship activity. Additionally, trypanocidal and cytotoxic activity of
compounds 53-55 were tested and showed maximum activity of 50%, commonly in
concentrations of 500 to 250 pM, specially compound 55, containing galactosyl-
triazolic group bonded to sulfamerazine, with showed moderate activity, but higher
then benznidazol in lower concentrations (15,0 - 1,9 pmol.L™"). On the other hand,
according to cytotoxicity results, activity were observed only in higher concentrations,
as for benznidazol.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; trans-sialidase; click chemistry;
galactosyl-triazol-benzenesulfonamides



1. INTRODUCAO

As doencas parasitarias afetam milhares de pessoas ao redor do mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento, representando uma ameaca para a
saude humana e para o desenvolvimento econbmico nestes paises. S&o
frequentemente chamadas de doencas negligenciadas (DN), uma vez que afetam
populacdes pobres e marginalizadas e para as quais ndo existe tratamento
satisfatorio (DIAS et al, 2009; VIK, 2009). Apesar dos maiores investimentos em
pesquisa realizados principalmente por 6érgdos governamentais, a aprovacao de
novos farmacos para tratamento destas doengas ocorridos na ultima década €
basicamente a mesma quando comparado a duas décadas e meia atras, como
relatado pelo DNDi (“Drugs for Negleted Diseases Initiative”) e MSF (“Médecins Sans
Frontiéres”), Por exemplo, entre 2000 e 2011, das 850 novas terapias aprovadas
pelas principais agéncias reguldoras, como FDA, apenas 37 foram destinadas para o
tratamento de DN e somente 4 representavam novas entidades quimicas. Por outro
lado, entre 1975 e 1999, 1393 novos farmacos foram aprovados e apenas 16 foram
destinados a DN, sendo 11 relacionados a novas entidades quimicas.
Adicionalmente, a maioria das novas alternativas terapéuticas refere-se a
associacdo de farmacos ja conhecidos e novos regimes terapéuticos (WILLYARD,
2013). Alguns problemas importantes na Pesquisa e Desenvolvimento de produtos
P&D destinados a DN tem sido apontados pela World Health Organization (WHO),
Programe for Tropical Disease Research (TDR) and BIO Ventures for Global Health,
como dificuldades de traducdo da pesquisa basica em desenvolvimento de farmacos
e implementacdo de politicas publicas (NWAKA et al. 2009). A necessidade de
novas alternativas terapéuticas que contornem problemas de resisténcia € evidente,
mas os investimentos em pesquisa e desenvolvimento de produtos sao insuficientes,
por isso estimativa-se que cerca de 3 bilhdes de individuos sofrem de uma ou mais
infec¢Bes parasitarias (DIAS et al., 2009; KRAUS, 2009). A criacdo de consorcios de
pesquisa envolvendo a Academia com a sua capacidade de pesquisa, a Industria
Farmacéutica, pesquisadores contratados, Agéncias Filantrgticas, Associacdes
Plblicas e Privadas ligadas a descoberta e desenvolvimento de farmacos
coordenados pelo DNDi, tem sido extremamente promissora para a identificacao e
otimizacdo de protétipos de farmacos uma vez que envolve o “screening” the

bibliotecas de compostos, Quimica Medicinal, Farmacologia e Farmacodinamica,
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desenvolvimento de formula¢gdes, manufatura dos produtos e conducao de triagens
clinicas. O principal foco destas pesquisas na ordem dos Cinetoplastideo, o qua
inclui a familia dos Tripanosomatideos, tem sido direcionado a identificacdo de
compostos ativos contra 0 parasita e ndo necessariamente contra determinado alvo
macromolecular. A principal razdo baseia-se no fato de que a maioria destes alvos
ndo é validada e existe grande discrepancia nos resultados obtidos entre os ensaios
enzimaticos, por exemplo, e diretamente contra os parasitas. (CHATELAIN and
LOSET, 2011).

1.1 Doenca de Chagas

1.1.1 Aspectos gerais da doenca de Chagas e do parasita Trypanosoma cruzi

Descoberta em abril de 1909 por Carlos Chagas (1878-1934), a nova doenca
foi caracterizada como uma expressiva endemia rural que atingia varios paises
latino-americanos (AMATO NETO; PASTERNAK, 2009; FIOCRUZ, 2009). Mesmo
apos 100 anos desde sua descoberta, a doenca de Chagas ainda representa um
grande desafio a satude publica mundial (RASSI et al., 2009).

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi
(T. cruzi) é considerada a terceira doenca parasitaria tropical de maior incidéncia no
mundo, sé superada pela maléria e esquistossomose (SANCHEZ-MORENO et al.,
2011), e atualmente, estima-se que atinja aproximadamente 10 milhdes de pessoas
em todo o mundo, levando a 6bito mais de 10 mil por ano (WHO, 2010; CLAYTON,
2010). O modo mais comum de transmisséo ocorre quando as fezes do inseto vetor
Triatoma infestans contaminadas com T. cruzi entram em contato com qualquer
ruptura na pele (incluindo a mordida), mucosas dos olhos e boca. Outros modos de
transmissdo incluem transfusdo de sangue infectado, transmissdo oral com
alimentos contaminados, transmissao vertical e transplante de 6rgaos (WHO, 2010;
CLAYTON, 2010). Gracas a medidas de controle sanitario, a transmissao via
Triatoma infestans foi interrompida no Brasil em 2006 (MONCAYO; SILVEIRA,
2009).

No entanto, devido ao recente fluxo de imigrantes provenientes de paises
endémicos, a doenga tem se tornado problema de salde na América do Norte e em
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muitas partes da Europa, Asia e Oceania, onde foi identificado nimero crescente de
individuos infectados (RASSI et al.,2009).

A doenca de Chagas é caracterizada pelas fases aguda e crénica com sinais
e sintomas distintos. A fase aguda, periodo inicial da infeccdo, pode passar
despercebida como também pode se iniciar com quadro febril prolongado, edemas
localizados e generalizados e nos casos mais graves insulficiencia cardiaca aguda e
hepatoesplenomegalia. Ja a fase cronica é caracterizada pela destruicdo de tecidos
musculares e nervosos, causando danos irreversiveis a diversos 6rgdos como:
coracgao, e esb6fago (MONCAYO, 1999; DO CAMPO, 2001).

O ciclo de vida do T. cruzi € do tipo heteroxénico (Figura 1), no qual o parasita
passa por uma fase de multiplicacao intracelular no hospedeiro vertebrado, sendo
encontrado as formas amastigota e tripomastigota, e por uma fase de multiplicacao
extracelular no inseto vetor (triatomineos), sendo encontrado as formas epimastigota

e tripomastigota metaciclica. (NEVES et al., 1995).

http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/DoencadeChagas.php
Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi

A forma tripomastigota metaciclica (A), proveniente do inseto vetor, flagelada
e altamente infecciosa, circula na corrente sanguinea e invade diversas células para
escapar de mecanismos de defesa do hospedeiro. Apds invasdo, o0 parasita se
diferencia na forma amastigota (B), aflagelada, que se prolifera por fissdo binaria e,
eventualmente, se rediferencia na forma tripomastigota (C), destruindo as células e

alcancando novamente a corrente circulatoria. As formas tripomastigotas podem
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invadir outros tecidos ou podem ser ingeridas por um vetor. Neste Ultimo caso, sao
convertidas na forma epimastigota (D) n&o infecciosa e posteriormente na forma

tripomastigota metaciclica, completando o ciclo de vida (NEVES et al., 1995).
1.1.2 Tratamento da doenga de Chagas

Desde a descoberta da doenca, inicio do século XX, inimeras tentativas de
tratamento foram realizadas, mas sem obter um quimioterapico eficiente (MUELAS-
SERRANO et al., 2002).

A quimioterapia especifica para a doenga de Chagas com os derivados nitro-
heterociclicos benznidazol (Rochagan® e nifurtimox (Lampit®) foi introduzida no
inicio dos anos 70 (Figura 2). Este ultimo teve sua producéo descontinuada devido
aos graves efeitos colaterais (MUELAS et al., 2002; URBINA et al., 2003).

Ambos os farmacos apresentam eficacia significativa durante a fase aguda da
doenca, efichcia que ndo é mantida durante a fase cronica da doenca (URBINA,
2009; CLAYTON, 2010). A razao para essa diferenca de resultados entre as fases
aguda e crbnica ainda nao estdo claras, mas podem estar relacionadas com as
propriedades farmacocinéticas dos intermediarios destes compostos nitro-
heterociclicos, que apresentam meia-vida curta e baixa penetracdo nos tecidos, os
quais limitam sua acdo na fase crénica, quando os parasitas encontram-se dentro
dos tecidos (URBINA, 2009).

Benznidazol Nifurtimox
Figura 2 - Estrutura quimica dos farmacos Nifurtimox e Benznidazol.

Atualmente ndo existe tratamento eficiente para a fase crénica da doenca,
fase responsavel pelos danos irreversiveis causados nos diversos orgaos (DIAS;
SCHOFIELD, 1999). Outros inconvenientes para o tratamento com esses dois
farmacos séo a inexisténcia de formulacdes pediatricas e a duragdo do tratamento,
60 dias com benznidazol e até 90 dias com o nifurtimox (CLAYTON, 2010).
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A utilizacdo de agente profilatico também se torna uma alternativa viavel,
devido & alta incidéncia de sangue contaminado em bancos de sangue (5 a 20%),
sendo este mecanismo considerado como o segundo mais importante meio de
transmissdo em areas endémicas (COURA; De CASTRO, 2002). A violeta de
genciana (cloreto de N-[4-bis-[[4-(dimetilamino)-fenilimetileno]-2,5-ciclo-hexadien-1-
ilideno]N-metilaménio)(Figura 3) € o Unico agente quimioprofilatico utilizado, mas seu
uso é limitado devido aos efeitos colaterais e a coloracdo purpura transferida a pele
e as mucosas dos pacientes que recebem a transfusdo de sangue, o que pode ser
confundido com hipoxia naqueles que sdo submetidos a processos anestésicos
(WENDEL; GONZAGA, 1993).

N cr
HC™ “CHy

Figura 3 - Violeta de genciana

Todos esses fatos demonstram a extrema necessidade de novas abordagens
para o tratamento quimioterapico especifico da doenca de Chagas. Neste sentido,
algumas terapias alternativas aos farmacos nifurtimox e benznidazol tém sido

testadas.
1.1.3 Novas abordagens terapéuticas

Algumas terapias alternativas aos farmacos nifurtimox e benznidazol estédo
sendo utilizadas.

Gallerano e colaboradores demonstraram que o alopurinol (figura 4) foi tao
eficaz quanto o benznidazol na eliminacdo da parasitemia na fase crbnica da
infeccdo pelo T. cruzi, além de reduzir significativamente a frequencia de reacgfes
adversas (GALLERANO et. al., 1990)
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Embora o uso da combinagdo de medicamentos ser comprovadamente eficaz
em outras infec¢Bes, sua utilizacdo no tratamento da Doenca de Chagas ndo € muito
comum.

Recentemente um estudo piloto foi realizado para avaliar os efeitos do
tratamento da fase cronica da doenca de Chagas com os antiparasitarios alopurinol
e benznidazol (figura 4). Este estudo demonstrou que a combinagdo dos farmacos
induziu significativas modificacbes na resposta imunologica, indicado por uma
reducdo da carga parasitaria. Sendo assim, uma estratégia possivel para melhorar a
efichAcia do tratamentos é a combinacdo de medicamentos com diferentes
mecanismos de acdo, como j4 € utizado em outras doencas crbnicas, incluindo
tuberculose, HIV e malaria (PEREZ-MAZLIAH et. Al., 2013).

Outro estudo divulgado recentemente descreveu a associacdo do benznidazol
(BZN) com a clomipramina (CLO) (figura 4), farmaco utilizado no tratamento da
depressdo. Neste estudo, o BZN apresentou eficacia superior a clomipramina na
fase aguda da doenca, no entanto, foram observados focos de necrose no figado
dos animais tratados com BZN. Entretanto, a associacdo BZN + CLO apresentou
resultados comparaveis aos resultados obtidos apenas com BZN, mas sem ser
observados focos de necrose no figado. Adicionalmente a este resultado, a
associacdo BZN + CLO apresentou menos efeitos colaterais do que o tratamento
apenas com BZN. O efeito protetor da CLO nos tecidos estudados ndo foram
explicados, sendo necessario investigacbes experimentais especificas. Os
resultados obtidos neste estudo confirmam que a CLO é um interessante candidato
para o tratamento da doenca de Chagas na sua fase cronica, uma vez que diminui o
dano cardiaco e melhora a sobrevivéncia dos individuos infectados (STRAUSS et.
al., 2013).

Estes resultados sugerem a necessidade de se continuar testando novos
protocolos com diferentes combinag¢des na busca de um tratamento mais eficiente e

seguro.

Alopurinol Clomipramina

Figura 4. Medicamentos utilizados em associacdo no tratamento da Doenca de Chagas



Introducéo 7

O medicamento amiodarona (AMD) (Figura 5), um conhecido agente
antiarritmico utilizado para o tratamento sintomatico de pacientes chagasicos
cronicos, também esta sendo estudado frente a sua atividade tripanocida. Estudos
recentes confirmaram que a AMD tem significativa atividade contra a proliferacao
das formas amastigotas de T. cruzi, sem afetar a viabilidade da célula hospedeira.
Esta atividade resulta de um duplo mecanismo de acdo, com a interrupcao da
homeostase do Ca** e bloqueio da biossintese do lanosterol (PHERCYLES VEIGA-
SANTOS et. al., 2012)

Esperandim e colaboradores utilizaram as lignanas cubebina (produto natural)
e hinoquinina (obtida por semi-sintese) (Figura 5) para avaliar a atividade terapéutica
in vivo durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi. Os resultados obtidos
demostram que estas lignanas podem ser consideradas candidatos promissores
para o desenvolvimento de potenciais farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas (ESPERANDIM et. al., 2013). Outros estudos também mostraram uma
significativa atividade tripanocida in vitro e in vivo da cubebina e hinoquinina, bem

como sua acao anti-inflamatéria (DA SILVA et al., 2005).

OH O
O O
(@) (0]
: ST O
t (0] t 0]
-/ -/

O OI/\/N//

i Cubebina o Hinoquinina
Amiodarona

Figura 5. Potenciais agentes com atividade tripanocida

Em seus estudos, Molina et al. destaca a sensibilidade do T. cruzi aos
inibidores da sintese de ergosterol (SBI’s). Compostos como os derivados triazolicos
tém a capacidade de serem reconhecidos pela enzima CYP51 (14-a-esterol
demetilase), causando a sua inibicdo e, consequentemente, bloqueando a sintese
do ergosterol (MOLINA et al.,2000).

Derivados triazolicos como o D0870 (Zeneca Farmacéutica), TAK-187
(Takeda Chemical Company) e posaconazol (SCH 56592, Schering-Plough
Research Institute) (figura 6) foram descritos como 0s primeiros compostos a

mostrar atividade curativa nas duas fases da doenca de Chagas, sem efeitos
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colaterais toxicos para os hospedeiros. Além disso, também foram capazes de
eliminar as cepas resistentes ao benznidazol e nifurtimox (URBINA, 2009;
CLAYTON, 2010; GRAEBIN et al., 2009). Outro triazol, o ravuconazol (Bristol-Myers
Squibb) (figura 6), também apresentou atividade tripanocida in vitro e in vivo, apesar
de sua atividade in vivo ter sido limitada, provavelmente devido a suas propriedades
farmacocinéticas, como meia-vida curta (URBINA, 2009). Alguns desses compostos
ja estdo em fase clinica de testes, tais como TAK-187 (fase | completa) e
posaconazol (fase Il iniciada) (Clayton, 2010).

Andriani e colaborado sintetizaram uma série de derivados contento anel
imidazolico que foram utilizados em ensaio frente células de mamifero infectadas
com a forma tripomastigota de T. cruzi. Os derivados apresentaram ECso de 0,08 —
1,63 uM , benznidazol com ECso = 1,9 uM, demonstrando a importancia do anel
imidazol na busca de abordagens terapéuticas mais eficientes. Neste mesmo
trabalho, o derivado com menor ECsy, 0 1-(3-(4-cloro-3,5-dimetil-fenoxi) benzil)-
imidazol (figura 6), foi testado quanto a sua afinidade pela enzima CYP51 (14-a-
esterol demetilase). Com valor de K4 = 0,067, este derivado apresentou poténcia
proxima a poténcia do posaconazol (Kg = 0,06) , atualmente o candidato mais
promissor para tratamento da fase crénica da Doenca de Chagas (ANDRIANI et. al.,
2013).
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Ravuconazol

1-(3-(4-cloro-3,5-dimetil-fenoxi) benzil)-imidazol
Figura 6. Inibidores da sintese de ergosterol

Junior et al. (2008) em seus trabalhos com quinonas, demonstrou que
naftoquinonas triazélicas obtidas através de reacdes de ciclo-adicdo azido-alcino
1,3-dipolar catalisadas por cobre (CuAAC) apresentaram significativa atividade
contra a forma tripomastigota de T. cruzi, destaque para o derivado 1 (figura 7) com
ICso de 17,3 pM, sendo mais potente que a quinona sem o nucleo triazélico. Estes
resultados demonstram que o nucleo triazélico atua aumentando a atividade
tripanocida do composto, sendo alternativa viavel em estudos na busca de
guimioterapicos mais eficazes para o tratamento das infeccbes causadas por
tripanosomatideos.

Em outro trabalho com naftoquinonas, Da silva e colaboradores sintetizaram
uma série de naftoquinonas substituidas que foram submetidas a ensaio de
atividade tripanocida contra forma tripomastigota de T. cruzi. Desta série, 3
derivados apresentaram atividade relevante, destaque para o composto 2 (figura 7)
com ICsp de 7,8 uM ( DA SILVA et. al., 2013).

Figura 7. Naftoquinonas com atividade tripanocida

Derivados sulfonamidas tém sido descritos como potenciais agentes
tripanocida. Da SILVA et. al. (2007) sintetizou o derivado N-quinolin-8-il-
arilsulfonamida (3) (figura 8), através da técnica de hibridagcdo molecular de um
grupo sulfonamida e um anel de quinolina, que exibiu atividade tripanocida sobre T.

cruzi. Em outro trabalho, Pagliero e colaboradores (2010) relataram os derivados
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benzenossulfonil -2-metil- 1,2,3,4-tetra-hidroquinolina como potenciais inibidores de
T. cruzi, relevancia para o derivado 1 - (4-nitro-benzenossulfonil)-2-metil-1,2,3,4-
tetra-hidroquinolina (4) (figura 8), com ICso de 11,44 uM.

Bocanegra-Garcia e colaboradores sintetizaram uma série de 11 derivados
sulfonamidas. Todos os derivados apresentaram atividade litica, similar ou superior
quando comparados aos farmacos de referéncia nifurtimox e benznidazol, com
destaque para o derivado N-(bifenil-4-il-sulfonil)-nicotinamida (5) (figura 8) com
LCso= 50,61ug/ml, benznidazol e nifurtimox com LCsy > 250 pg/ml, para cepa
NINOA (Bocanegra-Garcia et. al., 2012).

X
v L
o)
NH N
| 0=S=0
0=S=0
F :E “F NO,
3 4

Figura 8. Derivados sulfonamidas com atividade tripanocida

Derivados de sulfonamidas também tém sido descritos como potenciais
inibidores da enzima trans-sialidase de T. cruzi (TcTS), cuja importancia € descrita
no item 1.2. NERES et al. (2009) utilizou a estratégia de aplicacao de filtros em
screening virtual, um trabalho de docking molecular utilizando o programa GOLD,
para identificar moléculas capazes de formar interacbes com os residuos de
aminoacidos no sitio ativo de TcTS. Essas interacdes envolveram especificamente
ligacdo de hidrogénio com os residuos de Arg 314, Arg 245, Arg 53, Asp 96, Asp 59
e interacdes hidrofébicas com residuos de Tyr 312 e Tyr 119. Estes filtros foram
escolhidos com base em interagdes que sdo comumente observadas nas estruturas
de complexos TcTS, obtidos por cristalografia de raio X. A fase final do processo de
selecdo envolveu 1819 moléculas, que tiveram sua estrutura bidimensional e
encaixe no sitio ativo de TcTS analisados, 0 que resultou na selecdo de 23
moléculas com estruturas diversas, mas que tinham pelo menos um grupo carregado
negativamente (sulfonamida ou carboxilato). Das 23 moléculas, 21 foram testadas
com sucesso e quatro apresentaram inibicdo superior a 80% da atividade de TcTS.
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Dentre essas, merece destaque o derivado sulfonamida 6 (figura 9), cujo valor de
ICso obtido foi de 280uM.

Em outro estudo, KIM et al. (2009) sintetizou sulfonamidas derivadas de
chalconas por meio da reacdo de condensacdo de Claisen-Shmidt. Todos os
compostos sintetizados foram testados em TcTS, e os derivados 3,4-diidroxilados
foram os mais potentes, com destaque para o composto 7 (Figura 9) com ICs de

0,9uM.
()

(@]
X g

S

Figura 9. Estrutura quimica dos derivados sulfonamidas 6 e 7 com atividade inibidora de
TcTS.

A atividade observada para os derivados 6 e 7 pode ser devido ao fato do
grupo sulfonamida ser biois6stero do acido carboxilico, o qual esta presente na
estrutura quimica do acido siélico. Dessa forma, o grupo sulfonamido seria capaz de
mimetizar o acido carboxilico do acido sidlico e interagir no sitio doador da enzima
trans-sialidase, promovendo sua inibicao.

Dessa forma, a descoberta de novos farmacos antichagasicos, mais seguros e
eficazes, € de fundamental importancia e depende de investigacdes de novos alvos
moleculares. Neste sentido, diversos alvos terapéuticos entre 0s quais a enzima
trans-sialidase vém sendo utilizados em pesquisas para o desenvolvimento de novos

compostos contra o T. cruzi (RIVERA et al., 2009)

1.1.4 Alvos terapéuticos

A descoberta de novos alvos depende, em grande parte, da interpretacéo de
informagdes contidas no genoma do parasita. Assim, 0 seu sequenciamento pode
conduzir a um maior entendimento da relacdo estrutura-funcdo de proteinas e
exploracdo dos mecanismos de resisténcia a farmacos, como também interacao
parasita-hospedeiro e patologia das doencas (COURA; De CASTRO, 2002).

O seqguenciamento completo do genoma do Trypanosoma cruzi (cepa CL

Brener), mais da metade sendo constituido por sequéncias repetidas, revelou 22 mil
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genes que codificam proteinas. Estas sequéncias incluem genes para uma
superfamilia de moléculas de superficie, incluindo trans-sialidases, proteases gp 63
e proteinas de superficie associadas a mucina (MASPs) (CLAYTON, 2010). Na
superficie celular das formas tripomastigotas de T. cruzi S&o expressos Varios grupos
de proteinas, sendo que as moléculas de mucina e a enzima trans-sialidase (TS)
fazem parte do grupo melhor caracterizado; as 223 unidades protéicas detectadas
no genoma da TS sado compostas de 15 genes capazes de codificar a enzima ativa
(EL-SAYED, 2005).

Varios critérios devem ser considerados na selegdo de potenciais inibidores.
O alvo a ser explorado deve ser encontrado unicamente no parasita e, portanto,
ausente na célula do hospedeiro; deve ser essencial para o desenvolvimento do
parasita em algum dos estagios de seu ciclo replicativo. O uso de enzimas e
metabolitos como alvos terapéuticos permite melhor investigagdo em termos
mecanisticos e estruturais, além de contribuir significativamente para o planejamento
racional de farmacos (FAIRLAMB, 1999).

Os alvos identificados que tém sido explorados para o planejamento racional
de farmacos antichagasicos envolvem a inibicao seletiva de enzimas fundamentais
no desenvolvimento do parasita, entre elas destacam-se :

e Tripanotiona redutase (KRAUTH-SIEGEL; COOMBS, 1999), relacionada ao
estresse oxidativo.

e trans-Sialidase (PREVIATO et al., 1995; HARRISON et al., 2001), envolvida
na glicosilacdo de mucinas de ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) para

reconhecimento e adeséo do parasita na célula do hospedeiro.
24,25 . .
e C,D -esterol metiltransferase (STTOPANI, 1999), essencial na

biossintese de ergosterol.

e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (PAVAO et al., 2002), presente na
via glicolitica.

e Cisteina proteases (Cruzipaina) (RAMOS et al., 2002; STEVERDING;
TYLER, 2005), relacionadas a atividade proteolitica e penetracdo do parasita
na célula do hospedeiro.

e Diidrofolato redutase (ZUCCOTTO et al.,, 1999), responsavel pela geracéo

de cofator na sintese “de novo” de timidina.
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e Prolil endopeptidase (VENDEVILLE et al., 1999), envolvida na clivagem de
pequenos peptideos biologicamente ativos.

e Hipoxantina-fosforibosiltransferase (STTOPANI, 1999), essencial na
sintese de nucleotideos purinicos.

e DNA topoisomerases | e Il (MUELAS-SERRANO et al., 2002; STEVERDING;
TYLER, 2005), enzimas essenciais que catalisam alteracdes topologicas na
molécula de DNA. Elas desempenham um papel fundamental no metabolismo
do DNA, incluindo replicacao, transcricdo, recombinacado e condensacao.

e Farnesilpirofosfato sintase (MUELAS-SERRANO et al., 2002), envolvida na
biossintese de uma variedade de esterbides e poliisoprenodides a partir de

farnesilpirofosfato.

1.2 Trans-Sialidase

O parasita intracelular T. cruzi desenvolve uma enzima regulatoria de
superficie, denominada trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS), envolvida nas
interacdes entre célula do hospedeiro e parasita; etapa inicial no processo de
infeccdo (PREVIATO et al., 1995). A TcTS tem como seu principal substrato o acido
sialico, o qual estd presente em glicoconjugados das células do hospedeiro e
desempenha papel fundamental durante a invasdo celular pelo parasita. T. cruzi €
incapaz de sintetizar &cido sidlico e através desta enzima o parasita torna-se capaz
de transferi-lo e incorpora-lo a moléculas de mucina ligadas a sua membrana através
de ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (COREY et al.,, 2002; PEREIRA-
CHIOCCOLA et al., 2000).

1.2.1 Acido sialico e mucinas

Dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de membrana
destaque para os acidos sialicos, uma superfamilia de carboidratos complexos de
nove carbonos que ocorrem na natureza em cerca de 50 tipos (ANGATA et al.,
2002). O acido N-acetil-neuraminico (Neu-5-Ac) € o precursor biossintético de todos
os derivados de acido sialico (Figura 10) (DENINNO, 1991).
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Figura 10 - Estruturas unidimensional e tridimensional do &cido N-acetil-neuraminico.

As glicoproteinas de mucina sdo moléculas multigalactosiladas, cujas unidades
de galactose encontram-se ligadas, através de unidades de a-N-acetil-glicosamina
(aGIcNAc), a cadeia peptidica com sequéncia rica em aminoacidos de Thr e Pro
(ThrgLysPro,) (Figuras 11 e 12) (ACOSTA-SERRANO et al., 2001). As moléculas de
mucina sialiladas, invisiveis a acao de proteases presentes na membrana plasmatica
de T. cruzi, estdo envolvidas no processo de aderéncia e subsequiente penetracao
do parasita nas células do hospedeiro (AGRELLOS et al., 2003; PREVIATO et al.,

1995).
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Figura 11 - Representacdo dos glicopeptideos de mucina, contendo unidades
multigalactosiladas ligadas a unidade repetitiva ThrgLysPro,.
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Oligossacarideos O-ligados Mucina

Gal

—Ser/Thr —> Protej;ao parasitéria e
adeséo celular
Acido sidlico de
glicoconjugados GIcNAC
do hospedeiro
Superficie parasitaria T

Figura 12 - Modelo estrutural de moléculas de mucina de T. cruzi aceptoras de acido sialico.

As moléculas de mucina de T. cruzi assemelham-se as de mamiferos, no
entanto as unidades oligossacaridicas nos mamiferos estdo ligadas a cadeia
peptidica por unidades de N-acetil-galactosamina (GalNAc), e ndo a-N-acetil-
glicosamina (aGIcNAc) (DI NOIA et al., 1996).

1.2.2 Atividade enzimatica

A trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS) pertence a familia de
glicoproteinas de superficie do parasita. Esta enzima ndo utiliza &cido sialico livre,
apenas transfere-o do hospedeiro para o parasita no sentido de controlar o nivel de
infeccdo (FRASCH et al., 1998).

A TcTS tem duas atividades: uma transferase e outra hidrolase. Esta enzima
€ especifica em catalisar, preferencialmente, a transferéncia de acido sialico para
moléculas de mucina, originando ligagbes a-2,3 com unidades de [-galactose
aceptoras, na superficie do parasita (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). Assim,
TcTS € uma sialiltransferase in vivo e in vitro na presenca de substratos adequados,

como B-galactose terminal de glicoconjugados (Esquema 1) (PARODI et al., 1992).

Apesar de ser primariamente classificada como transferase, promovendo
reacOes reversiveis, a trans-sialidase também possui a¢do hidrolitica em ocasifes
especificas de auséncia de substratos aceptores (Esquema 1) (BUSCHIAZZO et al.,
2002).



Introducéo 16

Acido sialico B-galactose
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Esquema 1 - Reacdo de transferéncia e hidrélise de &cido sidlico catalisada pela trans-
sialidase de T. cruzi.

1.2.3 Estrutura 3D de trans-Sialidase e mecanismo de agéao

A enzima TcTS possui dois dominios distintos: um dominio catalitico-
propulsor N-terminal (residuos 1-371) estritamente associado, através de uma longa
a hélice (residuos 372-394), ao dominio C-terminal de lectina (residuos 395-632)
(BUSCHIAZZO et al., 2002).

A estrutura de trans-sialidase de T. cruzi foi determinada a uma resolucéo de
1.6 A e sua estrutura cristalogréafica esta disponivel no PDB (“Protein Data Bank”)
(AMAYA et al., 2003).

A Figura 13 mostra a estrutura unidimensional e tridimensional do inibidor
DANA (2-desbxi-2,3-dehidro-N-acetil-acido neuraminico), analogo de acido sialico, e

o complexo cristalografico (codigo PDB: 1MS8) deste inibidor com a enzima TcTS.
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Figura 13 - Estruturas unidimensional e tridimensional do inibidor DANA e o complexo
cristalografico TcTS — DANA (Codigo PDB: 1MS8).

Dentre as interagfes entre TcTS e DANA, podemos destacar: uma triade de
aminoacidos Arg (Arg35, Arg245 e Arg314) que se liga ao grupo carboxilato
presente em todos os derivados de &cido sialico, um residuo de &cido aspartico
(Asp59), essencial para a atividade catalitica, e dois residuos (Tyr342 e Glu230) na
porcdo inferior do sitio ativo, 0os quais estdo adequadamente posicionados para
estabilizar os estados de transicéo (Figura 14) (NERES et al., 2008).
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Figura 14 - Principais interacdes entre TcTS e DANA obtidas do PDB.

As principais funcdes dos residuos de aminoécidos do sitio catalitico de TcTS,
fundamentais para o processo de transglicosilacdo estdo resumidas na Tabela 1
(BUSCHIAZZO et al., 2002).
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Tabela 1 - Principais aminoacidos do sitio catalitico de TcTS e suas funcbes

Principais Funcdes dos residuos de aminoacidos do sitio
aminoacidos catalitico de TcTS no processo de transglicosilagdo
presentes no sitio
catalitico de TcTS

Triade de Arg: Arg35, Ligam-se ao grupo carboxilato de &cido sialico.
Arg245 e Arg314

Glu3s7 Estabiliza o residuo de Arg35.

Asp59 E essencial para a catélise: realiza ligacéo de hidrogénio

com 4-OH de acido sialico e 3-OH de galactose.

Tyr342 e Glu230  Localizados na regido inferior do sitio catalitico,
estabilizam o estado de transicAdo da reacdo de

transglicosilacao.

Val95, Leul76 e Presentes na cavidade hidrofébica, acomodam o grupo
Trp120 N-acetil.

Estes residuos, juntamente com os residuos Trpl20,
Val203 e Trp312, definem o ambiente hidrofébico que
Tyrl19 e Tyr248  Contribui para a exclusdo de agua do centro reacional,
favorecendo a trans-glicosilagdo. Tyrl19 também realiza
ligagdo de hidrogénio com o residuo de glicerol do

ligante.

Pro283 Importante na transglicosilagdo em experimentos prévios

de mutagénese.

Asp96 Sua orientacdo no sitio catalitico afeta a posicao precisa

de &cido sialico, pois interage com a porc¢ao glicerol.
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A enzima TcTS catalisa a reacdo de transglicosilagdo por meio de um
mecanismo conhecido como duplo-deslocamento (“ping pong”), tendo em vista que a
ligacdo de lactose (substrato aceptor contendo galactose) ao sitio ativo enzimatico
ocorre somente apOs a entrada da molécula de acido sialico (substrato doador)
(Esquema 2). Apés ligacdo do substrato doador de &cido siélico, o grupo hidroxilico
de Tyr342, com assisténcia de Glu230 atuando como base, realiza ataque
nucleofilico ao C-2 do &acido (A), com deslocamento do grupo abandonador
protonado e formacgao do intermediario TcTS-sialosideo (B). Posteriormente, o grupo
hidroxila 3-OH da molécula aceptora de lactose, na presenca do residuo Asp59
como base, realiza um segundo ataque nucleofilico ao C-2 do &cido (C), resultando

em retencdo de configuracdo da molécula de acido sialico (D) (NERES et al., 2008).

Ty 1342 GIu23O Glu230
\©\ Tyr342 HO (0]
OH
co, HO 0
- S
AcHNZ O_Gal -B-Rdonor ACHN: O CO;
HO HO Asp59 "o RO
\ﬂ/ Gal-B-Rgonor O _Asp59
®) 0 ®) I hid
OH le)

HO
ACHNZ O—Gal-B-Racceptor =———— ACHNS C02

HO HO Asp59

©®) o) Asp59 Gal -B-Racceptor O

Esquema 2 - Mecanismo da reacéo de transglicosilacao catalisada por TcTS.

1.2.4 Inibidores de trans-Sialidase de T. Cruzi

Apesar da importancia de TcTS para a patogénese da doenca de Chagas, sua
inibicdo ainda € um desafio. Considerando a estrutura cristalografica de TcTS, a

maioria de seus inibidores foi classificada de acordo com a regido do sitio ativo onde
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eles se ligam, ou seja, sitio de ligagdo de acido sialico (doador) e sitio de ligagcéo de
B-galactose (aceptor).

Assim os inibidores de TcTS séao agrupados em trés categorias: i) miméticos
de substrato doador (acido sialico), que se ligam na regido do substrato doador, ii)
miméticos de substratos aceptores (lactose e galactose), que se ligam na regido do
substrato aceptor e iii) miméticos do estado de transi¢cdo (Esquema 2), que se ligam

em ambas as regides do sitio ativo (NERES et al., 2009).

1.2.4.1 Inibidores miméticos de substrato doador

Dentre as estratégias utilizadas na busca de novos inibidores especificos de
TcTS, houve predominéancia significativa no uso do bioisosterismo como método de
modificacdo molecular na estrutura do &cido sialico (Figura 15) (MOREIRA et al.,
2009).
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9-benzoil-3-fluoro-N-acetil-
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2,3-difltor &cido sidlico (12)

Figura 15 - Estruturas de inibidores miméticos de acido sialico
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De inicio, o &tomo de oxigénio do anel pirano da estrutura de &cido sialico foi
substituido por um &tomo de nitrogénio ou o grupo carboxila foi substituido por grupo
fosfato, porém essas modificacBes resultaram em moléculas inativas (8 e 9) frente
TcTS. Num segundo momento foi considerada a estrutura do estado de transicao de
reacfes do acido sialico, levando a sintese do derivado 10 (DANA) (Ki 12,3 mM)
através da restricdo conformacional do anel pirano e manutencdo do farmacoéforo
basico (MOREIRA et al., 2009). Apesar de ser um potente inibidor de neuraminidase
de influenza, DANA apresentou fraca inibicdo de TcTS.

Outra abordagem importante foi substituir o anel pirano presente no acido
sidlico por cicloexeno com simultdnea mudanca do grupo carboxila por fosfato,
molécula 11 (ICsp 5,0 mM), que apresentou melhor atividade que o DANA
(STREICHER; BUSSE, 2006). Também foi utilizada a estratégia de fluorinacdo do
acido sialico, que levou a sintese de derivados de acido sialico 2,3 difluorados (12 e
13) que inibiram a enzima TcTS de forma tempo-dependente. No entanto, para
completa inativacdo, houve necessidade de concentracfes muito elevadas dos
inibidores (20,0 mM) (BUCHINI et al., 2008 ;WATTS et al., 2003).

Ferrero-Garcia et al. investigaram estruturas néo relacionadas com
carboidratos (Figura 16), e como resultado desse trabalho foi obtido do composto 14
(piridoxal 5’-fosfato) (Ki 7,3 mM) (FERRERO-GARCIA et al., 1993). Posteriormente,
Neres et al. sintetizaram os derivados de &cido benzdico 15 (ICs 0,54 mM) e de
piridina 16 (ICso 0,44 mM), que apresentaram atividade inibitéria moderada (NERES
et al., 2007).

H OH NH,
— NH \ / NH
/ CH3 _0
N s -

204P0 \ 3 -0 4

piridoxal fosfato (14) derivado de acido benzoéico (15) derivado de piridina (16)
Ki 7,3 mM ICs50 0,54 mM ICs50 0,44 mM

Figura 16 - Estruturas de inibidores miméticos de acido sidlico ndo relacionados com
carboidratos.
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1.2.4.2 Inibidores miméticos de substratos aceptores

O Lactitol 17 (Figura 17) foi o melhor inibidor analogo de lactose descoberto
até o momento, com ICso de 0,21 mM. No entanto, ele ndo inibe a atividade catalitica
de TcTS, atuando somente como um aceptor preferencial de acido sialico (AGUSTI
et al., 2004).

Oligossacarideos de alditois, tais como tetra- e pentassacarideo alditois,
contendo uma unidade externa de galactofuranose 18 (Figura 17) também foram
sintetizados por Agusti e colaboradores como potenciais substratos para a
transferéncia de &cido sidlico, inibindo a transferéncia de acido sialico para o
substrato aceptor N-acetillactosamina com valores de ICsy entre 0,6 e 4,0 mM
(AGUSTI et al., 2007).

Tendo em vista que compostos ativos tais como lactitol apresentaram baixa
meia-vida plasméatica devido a elevada excre¢do renal ou inativacdo por enzimas
plasmaticas, foi realizada conjugacédo de derivados de lactose com polietileno glicol
(PEG) visando ao aumento da biodisponibilidade. Desta forma, o composto 19
apresentou a maior taxa de inibicdo de transferéncia (82%), com ICso de 0,34 mM,
enquanto os derivados 20 e 21 apresentaram somente 21% (ICso 2,7 mM) e 3,5%
(ICs0 4,52 mM) de inibicéo, respectivamente (EUGENIA-GIORGI et al., 2010).

CH,OH HO  oH HO OH HO OH

HO o o

OH_oH

g&/"
HO - OH oH
OH  ch,oH W AcNH

17 HN OBn
ICsp 0,21 mM OSH

O
\/:O
(18) OH m
(19) m=2; n=11
HO IC50 0,34 MM
OH OH OH OH
HO O oH H o OH H o
OH
(20) n=15 (21) n=12
ICSO 2,7 mM |C50 4,52 mM

Figura 17 - Derivados miméticos de substratos aceptores de acido sidlico.
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1.2.4.3 Inibidores miméticos do estado de transicao

Dentre os inibidores planejados para ocupar ambas as regifes do sitio ativo
de TcTS ( Figura 18 ), destacam-se os derivados fosforilados de galactose 22
(ICs0 3,0mM) e 23 (ICs0 1,5 mM) e o derivado de glangliosideo 24 (ICso na ordem de
100 puM) (BUSSE et al., 2007; VANDEKERCKHOVE et al., 1992).

- OH oy - OH o

O\\P/O e} O\\P/O e}
e N0 OH ~""0 OH

OH OH

HO
derivado fosforilado (22) AcHN™ OH  gerivado fosforilado (23)
|C50 3,0 mM ICSO 1,5 mM

“on OH
AcHNZ
HO "o

derivado gangliosideo (24)
|C50 100 uM

ceramlda

Figura 18 - Estruturas de derivados miméticos do estado de transi¢do de TcTS.

Devido a esses resultados, a literatura sugere que a melhor estratégia para
inibir a enzima deva envolver estruturas que ocupem tanto o sitio ativo doador
guanto o sitio ativo aceptor de acido sialico, representando os inibidores do estado
de transicdo (NERES et al., 2009).

Neres e colaboradores relataram a descoberta de inibidores ativos de TcTS
aplicando estratégia de screening virtual a partir de bibliotecas de compostos
comercialmente disponiveis, considerando as interacfes destes compostos com o
sitio ativo de TcTS. As maiores atividades encontradas s&o atribuidas aos
compostos 25 (ICsp 0,15 mM) e 26 (ICsp 0,12 mM) (Figura 19) (NERES et al., 2009).

derivado benzotiazol (25) derivado benzotiazol (26)
ICs0 0,15 mM ICs0 0,12 mM

Figura 19 - Estruturas de derivados benzotiazol miméticos do transicao de TcTS.
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5. CONCLUSOES

Frente as dificuldades encontradas na sintese, € importante destacar que o
meétodo utilizado na preparacdo de varios compostos foi reavaliado, repetido e/ou
alterado a fim de que os rendimentos fossem otimizados.

O trabalho permitiu a sintese do intermediario de galactose contendo a fungéo
alcino terminal 30, bem como dos derivados aril azidas 38-44, que ap0s reacédo de
CuAAC resultaram nos derivados galactosil-triazolo-benzenossulfonamidas
acelilados 45-51. A desacetilacdo permitiu a obtencdo dos produtos galactosil-
triazolo-benzenossulfonamidas 52-58 em rendimnetos satisfatorios.

Por fim, os produtos 52-58 foram submetidos a ensaio de inibi¢do de TcTS. A
inibicdo de 81% apresentada pelo produto 58 (1,0 mM ) , derivado contendo o grupo
galactosil-triazélico ligado a sulfapiridina, foi bastante promissora e abre perspectivas
para a sintese de um maior numero de derivados galactosil-triazolo-
benzenossulfonamidas com diferentes substituintes em R para o estabelecimento de
estudos de relacao estrutura-atividade e a taxa de inibicdo da enzima trans-sialidase.

Os produtos 53-55 também foram testados em ensaios in vitro, envolvendo a
forma tripomastigota de T. cruzi cepa Tulahuen, trabalho realizado na Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP - USP). O resultado apresentado pelo produto
55, derivado contendo o grupo galactosil-triazélico ligado a sulfamerazina, parece
ser bastante promissor, pois sua atividade foi superior ao benznidazol nas
concentracbes mais baixas. A realizacdo dos estudos sobre a influéncia do pKa
sobre a atividade tripanocida dependera dos resultados de atividade tripanocida

apresentada pelos produtos.
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