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INTRODUGAO:

O protozoério Trypanosoma cruzi infecta cerca de 6 milhdes de pessoas em todo o mundo, e é responsavel
pela morte de pelo menos quatorze mil individuos por ano apenas no Brasil. Agente etiolégico da doenca de
Chagas, o organismo flagelado é vetorizado por percevejos hematéfagos do género triatoma, através de suas
fezes depositadas em picadas ou consumo direto do invertebrado, e € endémico de toda a América Latinal.
Considerando o impacto socioeconémico da Doenca de Chagas no Brasil e no mundo?, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de um tratamento efetivo, confiavel e acessivel para a enfermidade.

Atualmente, apenas um composto com atividade antitripanossémica € aprovado no Brasil: o benznidazol
(Figura 1). Uma amida nitro-aromética, este farmaco foi desenvolvido ainda na década de 1970, e possui efeitos
terapéuticos limitados, além de consideravel toxicidade. Frente a isso, 0 consorcio Lead Optimization Latin America
(LOLA)® concentra esforcos para a descoberta de medicamentos contra Doencas Tropicais Negligenciadas
(DTNSs), como a Doenca de Chagas.

Destarte, o projeto visa, em parceria com a Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi), a sintese hit-
to-lead de compostos analogos de pirrolidina-isoxazol com potencial atividade biolégica contra o Trypanosoma

cruzi, semelhantes ao hit inicial DNDI0O003319713 da Série ChemDiv_9 encontrado em um ensaio fenotipico

(Figura 1).
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Figura 1: Benznidazol (esquerda) e hit inicial da ChemDiv_9 com resultados bioldgicos (direita)
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METODOLOGIA:

Para a sintese dos compostos, foi proposta uma rota convergente, na qual duas por¢des previamente
sintetizadas — uma pirazolopirimidina contendo um grupo carboxila e um andélogo de pirrolidina com isoxazol —
serdo unidas por um acoplamento de amina. A pirazolopirimidina foi sintetizada a partir da condensacdo do
aminopirazol com a butadiona 8 comerciais representados no esquema abaixo (Esquema 1), seguida da hidrélise
do éster obtido com KOH.

A porcéo referente a pirrolidina, por sua vez, é sintetizada a partir da L-prolina* através da protecdo do
grupo amino com Boc® e reducéo da carboxila a aldeido®, seguidas da formag&o de oxima e posterior cloragdo com
N-clorosuccinimida, obtendo a cloroxima 5. Esta sera, entdo, utilizada para gerar o 6xido de nitrila, 1,3-dipolo
empregado em reacg8es de cicloadicdo [3+2] com alcinos para obtencdo de diferentes porcdes isoxazol. Essas

duas porcdes serédo posteriormente unidas por meio de um acoplamento de amina utilizando DIPEA e HATU’.
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Esquema 1: Rota proposta para a sintese dos analogos

Os compostos sintetizados seréo, entéo, enviados para avaliagdo bioldgica e de pardmetros farmacéuticos
nos laboratérios de ensaios da DNDi. Esta etapa possui finalidade de verificar eficacia oral in vivo e identificar
compostos que satisfazem os critérios de progresséo para o surgimento de compostos lideres. As moléculas serdo
testadas quanto a sua atividade antiparasitaria (Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen C4 (LacZz)) e citotoxicidade in
vitro no LQMC, USP-S&o Carlos, além de propriedades farmacocinéticas in vitro (ADME — solubilidade, estabilidade

metabdlica, lipofilicidade, permeabilidade) e in vivo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Até o momento, foi sintetizado um analogo do composto 11, contento hidrogénios nas posicdes de R! e
R?. O composto, enumerado LOLA1068, foi obtido através da reacdo entre a cloroxima 5 e o alcino representado
abaixo, juntamente as condicdes reacionais (Esquema 2). Neste caso, a reacdo do isoxazol com 10 foi realizada
tanto com seu cloridrato, quanto com a amina livre 6’-A, sem diferenca significativa no rendimento do acoplamento.
Para os préximos compostos, sera utilizado apenas o cloridrato, uma vez que sua manipulagéo € mais simples e

a neutralizacao do sal em meio basico gera perdas significativas de massa do produto.
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Esquema 2: Sintese do composto 11-A

O sucesso da rota sintética proposta foi corroborado por espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de préton de
cada intermediario sintetizado, assim como os espectros de RMN de préton e carbono para o composto final 11-A, unidos ao
espectro de infravermelho e apresentados na Figura 3. O candidato foi obtido na forma de um sdlido cristalino amarelo-palido
com ponto de fuséo igual a 209,9°C, massa total de 53 mg - ou 124umoal - e foi despachado para realizacdo dos ensaios

biolgicos.

Figura 2: Cristais do composto 11-A visualizados com luz polarizada sob microscopio 6ptico

Frente ao éxito da rota estabelecida, a prioridade torna-se sintetizar, agora, compostos com substituintes
na por¢éo isoxazol da molécula. O foco continuara direcionado a substituintes alquilicos, com adi¢cdo de um

anélogo fluorado, e outras trés rotas ja estéo definidas para confeccéo dos candidatos (Esquema 3)*8.
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Esquema 3: Proximos nucleos pirrolidina-isoxazol a serem sintetizados
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Figura 3: Andlises referentes ao composto 11-A. A- RMN-1H a 80°C em DMSOd-6; B- RMN-13C a 85°C em DMSO-d6; C-
Espectro FTIR com detector de LiTaO3

Outrossim, dados obtidos por Difracdo de Raios-X de Monocristal (DRX-Monocristal) estdo sendo
avaliados, juntamente com aqueles de HPLC quiral, para definir o excesso enantiomérico do produto final 11-A e,
portanto, definir se foi possivel manter a configuragcdo absoluta da L-Prolina ao longo da rota. Caso se verifique
manutencdo da configuracdo absoluta, a rota poderd ser repetida utilizando a D-Prolina para que se possa
comparar a eficacia e os pardmetros biolégicos dos dois enantibmeros.
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Figura 4: Resultados dos testes in vitro e ADME do composto 11-A e comparac¢ao com o hit inicial

Por fim, os testes biol6gicos realizados demonstram que, embora haja uma diminuicdo da poténcia da
droga explicitada pelo aumento do paradmetro ICso, 0 composto 11-A apresenta uma lipofilicidade experimental
(eLogD — obtido em pH = 7.4) superior aquela calculada para o hit inicial (Figura 1), indicando melhor
permeabilidade celular e consequente melhora na disponibilidade do composto no citosol. A citotoxicidade, medida
utilizando células HEPG2, também se mostrou adequada. Os testes indicaram, ainda, metabolismo em
microssomos humanos in vitro igual a 67.6 pL/min/mg e solubilidade em agua de 5.33 pug/mL em pH 7.4, o que

configura uma boa solubilidade para drogas de via oral.®

CONCLUSOES:

Pelo contelido aqui apresentado, a rota sintética utilizada se mostra promissora para obtencao e otimizagéo
de auspiciosos compostos lideres analogos de pirrolidina-isoxazol e apresenta potencial para ser uma importante
ferramenta na descoberta de farmacos tripanossomicidas de via oral e, assim, auxiliar na evolugdo da qualidade

de vida de mais de seis milhdes de pessoas ao redor do planeta.
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