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Abstract: The paper reports the general aspects about drug design and development, especially in the area of neglected
diseases. The current scenario is emphasized, the recent advances in the Chagas’ disease chemotherapy are shown and the
main challenges to be faced are discussed as well as the perspectives of the contribution of the Brazilian Medicinal
Chemistry and of the Laboratory of Design and Synthesis of Chemotherapeutic Agents potentially active on Neglected
Diseases (LAPEN).

Keywords: Drug Design; Drug Development: Neglected Diseases; Chagas’ Disease; anti-Chagas’ disease chemotherapy;
Medicinal Chemistry; Brazilian Medicinal Chemistry; LAPEN.

Resumo

O artigo trata dos aspectos gerais do planejamento e desenvolvimento de farmacos, especialmente na area de doengas
negligenciadas. Enfatiza o cendrio atual, mostra os avangos recentes efetuados na quimioterapia da doenca de Chagas e
discute os principais desafios a serem enfrentados bem como a contribuicdo da Quimica Medicinal Brasileira e do
Laboratorio de Planejamento e Sintese de Quimioterdpicos Potencialmente Ativos em Doencas Negligenciadas (LAPEN).
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1. Introdugao

A doenca de Chagas, descoberta por Carlos Chagas
ha 103 anos, é uma das 17 doengas negligenciadas, de
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude.!
Entende-se por doengas negligenciadas aquelas que
“nao sé prevalecem em condi¢des de pobreza, mas
também contribuem para a manuten¢do do quadro
de desigualdade, ja que representam forte entrave ao
desenvolvimento dos paises”.” Essas doengas ndo
despertam, em geral, o interesse das industrias
farmacéuticas em razdo do baixo retorno financeiro,
considerando-se a baixa renda das pessoas
acometidas.

Endémica em 21 paises da América Latina,® a
doenca de Chagas, também conhecida como
tripanossomiase americana, é causada pelo
Trypanosoma cruzi, protozodrio flagelado da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosamatidae. Gracgas as
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correntes migratdrias de individuos infectados, essa
parasitose se dissemina em paises da Europa, na
Australia, além de ser encontrada ao sul dos Estados
Unidos na fronteira com o México, e, também no
Canada. Atualmente. Em torno de 8 milhdes de
pessoas encontram-se infectadas com a doenca, que
se, constitui em risco para 100 milhdes de individuos
nas regides endémicas. Registram-se, anualmente,
mais de 15 mil mortes de pacientes infectados.*

A quimioterapia da doenga de Chagas restringe-se
a apenas dois farmacos nitro-heterociclos: nifurtimox
(1) e benznidazol (2)*® (Figura 1), descobertos nos
anos 1960 e 1970, respectivamente. Ambos sdao mais
eficazes na fase aguda da doenca e ha diferengas de
eficacia em relagdo as cepas. Nifurtimox, por
exemplo, ndo é utilizado no Brasil, em razdo da sua
ineficacia e dos seus efeitos adversos. O benznidazol,
por outro lado, manifesta atividade nas cepas
existentes no Brasil.
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Figura 1. Estruturas dos agentes quimioterapicos contra a doenga de Chagas disponiveis, nifurtimox e
benznidazol

E, portanto, imperativo, face a essa grave situagao,
gue se fortalecam as pesquisas por novos candidatos
a agentes tripanomicidas, sobretudo para a fase
cronica da doenca, que compromete,
expressivamente, a qualidade de vida dos infectados
e pode leva-los a morte.

2. Desafios na pesquisa de novos agentes
guimioterapicos para doenga de Chagas

A Quimica Medicinal que segundo a IUPAC’ “se
preocupa com invengdo, descoberta, planejamento,
identificagdo e preparag¢do de compostos bioativos,
com estudo do metabolismo, interpretacdo molecular
do modo de agdo ao nivel molecular e construgdo de
relagées entre a estrutura quimica e a atividade
biolégica”. Aos pesquisadores dessa drea de carater
multidisciplinar, envolvendo Quimica, Ciéncias
Bioldgicas, Médicas e Farmacéuticas, compete a busca
de compostos bioativos nas diferentes areas da
terapéutica, incluindo a busca de compostos eficazes
para a doenga de Chagas.

Dentre os grandes desafios na pesquisa de
agentes quimioterdpicos para a doenga de Chagas,
assim como de novos farmacos para outras doengas
negligenciadas, podem-se destacar: (a) a motivagdo
aos quimicos medicinais a pesquisar na area; (b) a
validagdo de novos alvos moleculares, (c) a busca de
novos compostos lideres e, (d) a motivagdo da
industria farmacéutica, especialmente, a nacional,
sensibilizando-a para a importancia do
desenvolvimento dessa classe de farmacos.

2.1. Motivagdo para os quimicos medicinais a
pesquisar na area

Segundo dados do Diretério de Grupos de
Pesquisa do Brasil do CNPg® havia em 2009, 154
grupos desenvolvendo pesquisa sobre farmacos em
geral. Em torno de 70% desses grupos (108)
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encontram-se localizados na regido sudeste do pais.
Apenas cerca de 10% desses grupos brasileiros se
dedicam a pesquisa de farmacos para a doenca de
Chagas, estando aproximadamente 87% na regido
sudeste. Embora esses numeros representem
aumento do nimero de grupos dedicados a pesquisa
em relacdo ao passado, ha que se encetar esforcos
para que aumente substancialmente, a dedicacdo
para a pesquisa de novos compostos tripanomicidas.

O mundo académico no plano mundial registra,
analogamente, baixo interesse pelas doencas
negligenciadas, a julgar pelo nimero de publica¢des
nos Ultimos 40 anos.’ Doencas negligenciadas e n3o-
negligenciadas com o mesmo nimero de anos de vida
adaptados a incapacidade (DALY, disability-adjusted
life year) apresentam numero de publicacGes
expressivamente diferentes, nos bancos de dados
Web of Science e PubMed. Enquanto as publicacGes
sobre doencas ndo-negligenciadas tiveram ascensdo
significativa, aquelas relativas a doencgas
negligenciadas registraram discretissimo aumento no
periodo pesquisado.

2.2. Validagao de novos alvos moleculares

O planejamento de farmacos passou de fenotipico
a genotipico. No primeiro, prioriza-se em que se o
efeito final dos compostos bioativos, preocupando-se,
posteriormente, com o mecanismo de ag¢do e a
relagdo entre estrutura e atividade. No ultimo, visa-se
ao conhecimento da doenga em bases moleculares,
etapa essa realcada pelo sequenciamento do genoma
humano.’® Esta dltima abordagem é considerada
planejamento racional de farmacos, em que a busca
por alvos moleculares, responsaveis por determinada
atividade farmacoldgica e mecanismo de acdo é
prioritaria. A partir dos alvos sdo planejados
compostos potencialmente mais ativos e depois se
procuram as relagdes com a atividade que permitam
aprimorar essa atividade.™

Ainda que haja controvérsias acerca do papel do
planejamento por meio de Unico alvo molecular de
determinada agao na diminui¢ao de novos candidatos
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a farmacos,® esses alvos especificos merecem
atencdo por parte daqueles que pesquisam doencas
negligenciadas. Ressalte-se que a seletividade é
premissa fundamental da quimioterapia e a busca de
alvos especificos nessa area tem o potencial de
descobrir candidatos com maior seletividade de acado.
No entanto, por questdo de resisténcia dos agentes
etiolégicos a quimioterapia, a estratégia preconizada
para essas doencas é a de se encontrar mais de um
alvo interessante no mesmo patégeno.™ Dessa forma,
procura-se diminuir a probabilidade do aparecimento
de cepas de microrganismos resistentes.

Os alvos moleculares da agdo de candidatos
tripanomicidas dependem do conhecimento de varios
processos do parasita, como por exemplo os
mecanismos de invasio no hospedeiro.”*** Vale
destacar, também, as possibilidades que o
conhecimento do genoma de T. cruzi representa na
identificagio de novos alvos.” Enzimas chave estdo
também entre os alvos preferidos para o
desenvolvimento de novos farmacos.'® Fosfatases,’
esterol-14-desmetilase,™® diidroorotato
desidrogenase’® e topoisomerases I”° entre outros,
sdo alguns dos exemplos. Contudo, a cruzipaina®!, a
tripanotiona redutase®® e a glicosil-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH)* est3o entre os alvos mais
estudados com vistas a esse objetivo. O estudo in
silico com estruturas cristalograficas desses alvos vem
experimentando avangos nos ultimos tempos gracas
principalmente ao desenvolvimento de novas
ferramentas computacionais.”® Deve-se ressaltar a
importancia de se validar esses alvos por meio de
ensaios  experimentais, de preferéncia em
laboratérios certificados.

2.3. Novos compostos lideres

O desafio de encontrar novos compostos lideres
(leads) encontra-se intimamente ligado a busca por
alvos moleculares, no contexto do planejamento
genotipico.” Processos de planejamento racional,
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com base na estrutura do receptor (Structure-based
drug design, SBDD) ou na estrutura do ligante (Ligand-
based drug design, LBDD), sdo empregados com vistas
a encontrar, ao final, os compostos lideres, incluindo
aqueles para doencas parasitarias.?® A triagem virtual
(VS)” e o ensaio bioldgico automatizado de grandes
colecbes de compostos (HTS, do inglés High
Troughput Screening)® também se valem da
identificagdo dos alvos moleculares para resultados
mais proficuos. Esse tipo de abordagem nao
descarta, no entanto, a aplicacdo do planejamento
fenotipico,” que tem na modificacdo molecular de
compostos sintéticos e naturais suporte essencial
para se identificar novos compostos bioativos para a
doenca de Chagas.

Deve-se mencionar, também, o processo de drug
repurposing, piggy-back chemotherapy ou therapeutic
switching,*® termos em inglés que significam triagem
de farmacos anteriormente desenvolvidos com outros
propdsitos para o uso em doencas negligenciadas. O
portifélio do DNDi de 2011,* por exemplo, traz alguns
desses casos.

2.3.1. Avangos

Em revisdo recente, o Annual Reports in Medicinal
Chemistry de 2010>* traz os recentes avangos na
descoberta de farmacos para doencgas negligenciadas,
entre elas, a doenga de Chagas. Compostos inibidores
da biossintese de esterdis encontram-se entre os mais
promissores (Figura 2). Diversas enzimas envolvidas
nessa via biossintética tém sido validadas como alvos
moleculares, entre elas a 1l4o-esterol desmetilase
dependente de citocromo P, O posaconazol (3),
inibidor seletivo dessa enzima, mostrou-se ativo em
modelos murinos com eficacia tanto na fase aguda
quanto na cronica. Derivados amidicos da
indometacina (4) também se mostraram efetivos na
inibicdo de 14a-esterol desmetilase e inibidores
imidazélicos, como analogos do tipifarnibe (5, 6),
apresentaram ac¢ao na farnesil transferase.
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Ferreira, E. I.

Figura 2. Estrutura de inibidores da biossintese de esterdis

Inibidores da cruzaina® (Figura 3), forma
recombinante da cruzipaina,* enzima essencial do T.
cruzi e ndo existente nos mamiferos, sdao o derivado
peptidico (7), que mostrou atividade in vitro e in vivo,
e o derivado n3o-peptidico (8), que faz parte de série
de nitrilas triazinicas, identificadas por HTS. Este

ultimo apresentou-se como inibidor da cruzaina de
alta poténcia, com IC5, da ordem de 10 nM, embora
ndo manifestasse atividade nos parasitas in vitro. Tal
fato ocorre, ndo raro, por problemas de
permeabilidade dos compostos ensaiados.
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Figura 3. Estrutura de inibidores da cruzaina

Nitro-heterociclos continuam a despertar interesse
entre os pesquisadores da area. A Figura 4 mostra
dois derivados, um nitrofurano (9) e um nitroindazol
(10),33 que apresentaram atividade in vivo e in vitro,
respectivamente, esse Ultimo com poténcia
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semelhante ao nifurtimox (1). Entre as
naftoquinonas, a 2,3-difenil-1,4-naftoquinona (11)*
mostrou-se ativa nas trés fases do parasita e relativa
seletividade, comparativamente as células de
mamiferos.
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Figura 4. Nitro-heterociclos com atividade tripanomicida potencial

O grupo de Cerecetto, da Universidad de La
Republica, no Uruguai, desenvolve, hd algum
tempo, pesquisa com nitro-heterociclos, o que lhe
rendeu a sintese de mais de 500 compostos,
estudados sob varios aspectos, e a identificacdo de
compostos promissores. O mesmo grupo publicou,
recentemente, artigo sobre derivados
tiossemicarbazonas derivadas de 1-indanonas®,
encontrando dois compostos (12, 13) com a atividade
significativa em T. cruzi in vitro, refletiva em 1C5, de

H
’;"N?]/NH2
S

Hs;CO
OCH; 12

1,8 uM e 1,0 uM, respectivamente (Figura 5). Tais
derivados inibiram a cruzipaina em 61% e 67%,
respectivamente, e apresentaram indice de
seletividade, em relacdo a citotoxicidade a eritrécitos
de 989 e 770, respectivamente. Constituem-se,
portanto, em compostos lideres com promissora
atividade contra T. cruzi.

H
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H5CO / 7]/
g @,m
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Figura 5. Tiossemicarbazonas derivadas de 1-indanonas

Chung e colaboradores, em 2008, publicaram
revisdo sobre pré-fairmacos para o tratamento de
doencas negligenciadas, dentre elas a doenca de
Chagas.”’ Um dos poucos exemplos sio os pré-

CHj
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O
OH
IS0 LS 4
H § H

farmacos derivados do oxamato de N-isopropila (14),
como o éster etilico (15), que inibiu a enzima lactato
desidrogenase do T. cruzi em testes in vivo.*

CH; O

O
15

Figura 6. Pro-farmacos inibidores da lactato desidrogenase de T. cruzi in vivo

Compostos de origem natural continuam
despertando interesse como fonte de novos farmacos
inclusive para doenca de Chagas.*®> Uchiyama, em
2009,% publicou importante revisio a respeito de
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compostos de varias classes quimicas, dentre elas, as
de fenilpropanoides, flavonoides e terpenoides, com
atividade tripanomicida, ressaltando, no entanto, o
desafio de se prosseguir nos estudos com tais
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Ferreira, E. I.

derivados, sobretudo no que se refere aos respectivos
mecanismos de acdo. E interessante ressaltar que
bibliotecas de estruturas quimicas com base em
derivados de origem natural ou neles inspirados
podem se constituir em ferramentas Uteis na busca de
compostos lideres tripanomicidas, representando
alternativa interessante a abordagem baseada no
receptor (SBDD).*

2.3.2. Contribuicbes da Quimica Medicinal
Brasileira a pesquisa de novos antichagdsicos

A Quimica medicinal brasileira apresenta
contribuicGes importantes para a busca de compostos
lideres na area de agentes contra a doencga de Chagas.
O Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural, que
faz parte do Instituto Nacional de Biotecnologia
Estrutural e Quimica Medicinal em Doencgas
Infecciosas (INCT/CNPq), liderado pelo Dr. Glaucius
Oliva, apresenta contribuicGes de alta relevancia.
Identificando inibidores promissores para a GAPDH de
T. cruzi, enzima cristalografada pelo grupo® (Figura 7)
e para a cruzaina, esse grupo se consolidou na
aplicagdo integrada de técnicas computacionais e
experimentais,® utilizando a cristalografia de Raios-X
para a identificacdo estrutural de alvos moleculares.

Figura 7. Estrutura cristalografada da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) (PDB 1D 3DMT)

Um dos derivados isolados é o acido anacardico,
extraido do caju e reduzido quimicamente (16),"
composto cuja atividade inibitéria foi demonstrada
em GAPDH de T. cruzi (Figura 8). Revisdo publicada
pelo grupo, em 2009,” mostra o estado da arte no
desenvolvimento de novos compostos tripanomicidas,
apresentando algumas das suas mais importantes
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contribuicdes.
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Figura 8. Estrutura do acido anacdrdico reduzido

A Fundagao Oswaldo Cruz vem também através de
seus varios laboratorios, contribuindo
significativamente para a busca de novos farmacos
contra T. cruzi*® O Laboratério de Biologia Celular
(I0C/Fiocruz), Manguinhos, RJ, coordenado pela Dra.
Maria de Nazaré Soeiro, por exemplo, desenvolve
pesquisas relacionadas a atividade de compostos
potencialmente ativos contra a doenca de Chagas,
procurando compreender o respectivo mecanismo de
acdo e os efeitos tdxicos. Trabalho recente” com
diamidinas identificou duas delas (compostos 17 e 18)
com atividade promissora e baixa toxicidade, sendo o
derivado (17) o mais ativo deles.

Compostos derivados da Bioinorganica também
fazem parte do universo de contribuigdes da Quimica
Medicinal no Pais. Nessa direcdo, Silva e
colaboradores® sintetizaram e ensaiaram complexos
de ruténio com doadores de Oxido nitrico
identificando compostos promissores, como 0s
derivados (19-20) (Figura 10). Tais complexos
mostraram atividade in vivo, sendo um dos
mecanismos propostos a S-nitrosilagdo da Cys 166 do
sitio ativo da GAPDH. Inibicdo da tripanotiona
redutase e da cruzaina também sdo cogitados e
necessitam elucidacdo.

Patente de farmacéforo de cruzaina para ligacdo
covalente de inibidores foi solicitada, em 2008, por
Amaral, Malvezzi e Rezende. Tal farmacoforo (Figura
11), aplicado em triagem virtual,* selecionou o
inibidor (21).

Chalconas (22) e N-acilidrazonas (23), sintetizadas
por Borchhardt e colaboradores, em uma parceria
entre a Universidade de S3ao Paulo e a Universidade
Federal de Santa Catarina, mostraram-se ativas como
inibidores da cruzaina®® (Figura 12), com ICs, na faixa
de 20 a 60 uM, o que as torna compostos promissores
para o prosseguimento dos trabalhos de busca de
compostos lideres para a doenga de Chagas.
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Figura 9. Diamidinas com atividade tripanomicida promissora
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Figura 12. Chalconas e N-acilidrazonas inibidoras de cruzaina

Nitrocompostos despertam interesse também por
parte dos grupos de pesquisadores brasileiros.
Diferentes classes desses compostos foram
sintetizadas e vém sendo estudadas sob diferentes
aspectos pelo grupo de Tavares,”"* em razdo de sua
atividade tripanomicida promissora (Figura 13). Entre
0s derivados 3-acetil-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol
232

substituidos em 2 e 5 (24)’' foram ensaiados em
epimastigotas da cepa Y, o derivado (23) mostrou-se o
mais ativo, com ICsqde 7,91 uM.
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Figura 13. Nitrocompostos de atividade tripanomicida
potencial

Boechat e colaboradores também sintetizaram e
ensaiaram derivados  nitro-heterociclicos como
tripanocidas potenciais.”*** Entre os nitroimidazdis
sintetizados, o derivado 5-N-(1-pirazolil)1-metil-4-
nitroimidazol (25) (Figura 14) inibiu 100% dos
parasitas na concentragdo de 0,3 mg/mL.

~

Chs
N
T
N

25

\
N-N

O,N

Figura 14. Nitroimidazéis de atividade tripanomicida
promissora

A lapachona (26) constitui-se em naftoquinona
natural e apresenta atividade tripanomicida e alta
toxicidade.® Com o objetivo de obter derivados mais
potentes e menos tdxicos, modificagdes moleculares
em diferentes partes da estrutura forma
desenvolvidas pelo grupo do Dr. Vitor Ferreira.”® Tais
modificagdes incluem alteragdes no anel oxirano, nas
carbonilas, no centro redox, entre outras, e os
derivados obtidos se constituem em provaveis
protétipos para o desenvolvimento de estudos
complementares in vitro e in vivo (Figura 15). O
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composto mais potente, que incluiu modificacdao da
carbonila, foi o derivado (27), que apresentou IC5, de
1,3 uM. Por outro lado, o mais potente da série de 16
andlogos sintetizados, com modificagées no anel
oxiranico (28) foi o derivado (29).

Figura 15. Lapachona (26) e seus derivados obtidos de
modificagdo molecular

Outros compostos de origem natural e seus
derivados constituem-se em fonte de novos
protdtipos para a doenca de Chagas.”” A cubebina
(30), por exemplo, e seus derivados semissintéticos
hinoquinina (31) e dinitroinoquinina (32)***° (Figura
16) mostraram atividade tripanomicida, sendo a
primeira considerada candidato potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos contra a
parasitose. Os trés compostos interferiram no
processo de trans-splicing de RNA dos parasitos.®

Figura 16. Cubebina (30) e derivados semissintéticos

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No.3| |225-246|
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Entre outras contribuicdes de grupos brasileiros
gue militam na area de Quimica Medicinal voltada
para as doencas negligenciadas, pode-se citar o
estudo com outro alvo, como a trans-sialidase de T.
cruzi.®* Biblioteca de compostos glicosidicos 1,2,3-
triazdlicos dos tipos (33) e (34), sintetizados por click

N—/
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chemistry sdo potencialmente protétipos para
modificagdes moleculares com vistas a aumentar a
atividade tripanomicida que apresentam (Figura 17).
O composto (33a) foi o mais ativo da série,
constituindo-se em candidato para estudos adicionais.

He,C\N
R “@
o
33a

Figura 17. Compostos glicosidicos 1,2,3-triazélicos de acdo em trans-sialidase de T. cruzi

Série de benzilideno-carboiidrazidas do acido 2-
fenil-3-(1-fenil-1H-pirazol-4-il)acrilico  (35) foram
sintetizadas, ensaiadas in vitro e estudadas por 4D-
QSAR por Vera-DiVaio e colaboradores.®* Dos
compostos sintetizados, o derivado (35a) mostrou-se
0 mais promissor, candidato a composto lider, com
alta poténcia e baixa toxicidade(Figura 18).

35a, X=F,Y=CN

35

Figura 18. Candidato a composto lider da série das
benzilideno-carboidrazidas

2.3.2.1. Contribuicdes do Laboratério de
Planejamento e Sintese de Quimioterdpicos
Potencialmente Ativos em Doengas Negligenciadas,
LAPEN, FCF, USP

O grupo do LAPEN, coordenado pela Dra. Elizabeth
Igne Ferreira, dedica-se ao planejamento e sintese de
guimioterapicos potenciais contra doencas
negligenciadas, entre elas, a doenca de Chagas. O
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método mais utilizado pelo grupo é o processo de
modificagdo molecular conhecido como latenciagdo **
® e as formas latentes mais estudadas s3o os pro-
farmacos classicos, reciprocos e farmacos dirigidos.
Processos de modelagem molecular complementam
os trabalhos e estudos de QSAR sdo desenvolvidos
com outros tipos de processos. Algumas das
pesquisas no campo dos agentes tripanomicidas
desenvolvidos pelo Laboratério e colaboradores
encontram-se a seguir.

Iniciado no principio da década de 1990, os
trabalhos com compostos potenciais para a doenca de
Chagas, com a parceria de numero significativo de
colaboradores da USP e de outras Universidades,
nacionais e estrangeiras, deram origem a diversos

compostos  interessantes, dentre  eles o
hidroximetilnitrofural (NFOH)(36), o mais
promissor.”® Intermedidrio de sintese de pré-

farmacos reciprocos dipeptidicos de nitrofural (37) e
primaquina (38), um dos exemplos o derivado de Lys-
Arg (39), o mais ativo (Figura 19),%” esse derivado deu
origem a trabalhos multidisciplinares com o intuito de
explicar a baixa toxicidade em relagao ao protétipo e
a alta eficacia, comparativamente ao farmaco de
partida.®®® O planejamento dos pré-farmacos
reciprocos mencionados® teve como objetivo obter
mecanismo multiplo de agdo, ou seja, inibicdo da
tripanotiona, pelo nitro-heterociclo,”® formacdo de
radicais livres, pela primaquina,’”® e liberagdo
especifica pela cruzaina, * por meio de espagante
dipeptidico, cujos aminoacidos levaram em conta a
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especificidade de cisdo da cisteino-protease do T.
cruzi”* Apds a cisdo do espacante dipeptidico pela
cruzaina, nitrofural e primaquina seriam liberados.
Assim, com a tripanotiona inibida pelo nitrofural
liberado, ndo haveria a destoxificacdo dos radicais
livres produzidos pela primaquina, criando ambiente
hostil para a sobrevivéncia do parasito intracelular. E
importante mencionar que os prd-fdrmacos

Dipeptideo - Lys-Arg]

(39)

Vq

dipeptidicos da  primaquina (40-42) e a
aminoacilprimaquinas, dentre elas a Arg-PQ (42),
também intermedidrios de sintese, mostraram-se

ativos em tripomastigotas e em amastigotas(Figura
20).¥ A modelagem molecular efetuada com tais
compostos sugeriu a especificidade da cruzaina pelos
derivados e confirmou a maior atividade do derivado
Lys-Arg-primaquina.”

OCH,

Figura 19. Pré-farmacos reciprocos de compostos 36 de 38, utilizando espagantes peptidicos, no caso, Lys-Arg,
para cisdo especifica pela cruzaina

O intuito de otimizar a sintese do composto 36
para o prosseguimento das pesquisas em torno desse
derivado conduziu ao planejamento fatorial 3%, que
permitiu o aumento do rendimento de 59% para
proximo a 85%.”

Estudos de cinética enzimatica desenvolvidos com
0 composto 36, comparativamente ao nitrofural,
mostraram que ambos os compostos inibem a
cruzaina.”* A modelagem molecular a partir da
estrutura cristalografica desse derivado,”indicou, por
sua vez, que a carbonila do composto 36 como mais

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No.3| |225-246|

disponivel para o ataque nucleofilico da Cys25 da
cruzaina e confirmou o potencial de formagdo de
dnion nitro radical. Dessa forma, o composto 36
poderia atuar por dois mecanismos: inibicio de
cruzaina e de tripanotiona redutase. Adicionalmente,
ensaios com RNAm mostraram atividade desse
composto no processamento desse acido nucleico,
embora ndo tenha sido observada agdao completa na
reacdo de trans-splicing.”® A atividade foi maior no
composto 36 do que no seu protétipo.
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Figura 20. Derivados peptidicos de primaquina de a¢do tripanomicida

também foram

Métodos
empregados para o estudo da formacdo do anion

eletroquimicos
. . 77,78 . H
nitro radical pelo composto 36, e indicaram que
essa capacidade é igual para o pro-farmaco e seu
protodtipo. Esses estudos foram estendidos para

derivados bioisostéricos do composto 36 (compostos
44-46), comparativamente aos derivados
biosisostéricos do protétipo NF (compostos 47-49)
(Figura 21), sintetizados por Trossini em sua tese de
doutorado.” A Figura 21 mostra tais derivados.

I
Iz

J (0]
OZN/<J\7N\N)J\ “SoH

N
H H
44

N™ °N
H H
45
36 / S
OzN&
/N ‘NJ\N/\OH
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S ~Z "N~ "NH,

49

Figura 21. Derivados bioisostéricos de NFOH e de NF, potencialmente ativos contra o T. cruzi

236

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No. 3| |225-246|



Ferreira, E. I.

Tais bioisdsteros, sintetizados com o propdsito de
estudar a influéncia do anel (furanico ou tiofénico) e
do grupo da cadeia lateral (semicarbazona e
tiossemicarbazona),79 se mostraram ativos na inibicao
a cruzaina. Os ICsy determinados permitiram concluir
que os derivados bioisostéricos do composto 37
foram mais ativos que o protétipo enquanto que dois
dos trés derivados correspondentes ao composto 36
se apresentaram mais ativos e um deles de atividade
praticamente igual a do composto 36. Esses mesmos
derivados bioisostéricos foram objeto de estudo para
a agregacao de grupos doadores de o6xido nitrico
(NO), na forma dos pro-farmacos ésteres nitrato
correspondentes.® O éxido nitrico  apresenta
atividade tripanomicida, entre outras atividades,®' e o
propdsito foi, dessa forma, obter compostos de
mecanismos de acdo mistos, aumentando, assim, a
eficacia do produto obtido.

Compostos com modificagGes bioisostéricas no
anel - derivados imidazélicos e triazdlicos
correspondentes - foram alvo de sintese,®” mas os
derivados propostos possuiam como objetivo outro
enzima, a 14 OH-colesterol desmetilase.

Ainda com relacdo ao composto 36, ensaios in vivo

DENDRIMEROS

acido malico

.\_ 5
@ covrosiosioanve

A\

inositol

Va

em modelo murino, comprovaram sua atividade e a
DLs, de 2 g/kg de peso.* Tais fatos respondem pelo
carater altamente promissor desse composto como
candidato a farmaco.

As caracteristicas atraentes para um composto de
estrutura simples como o composto 36 e a
necessidade de se explicar o porqué dessas
propriedades promissoras conduziu ao planejamento
de diferentes derivados, além dos mencionados entre
eles, pro-farmacos e farmacos dirigidos, que sdo
objeto de dissertacdes e teses de nosso grupo.

Dendrimeros se constituem em importante grupo
de transportadores de farmacos, entre outras
aplicagdes.®®  Pré-farmacos  dendriméricos  ou
farmacos dirigidos dendriméricos, cujo déndron é
constituido de acido malico, composto bioativo
(composto 36, dentre outros) e inositol como centro
(Figura 22) vém sendo sintetizados e a liberacdo
estudada por meio de modelagem molecular.?*®
Registro de patente envolvendo forma diferenciada
de dendrimeros nos quais o centro é o inositol e os
déndrons sdo constituidos de unidades de repeticao,
no caso acido malico e composto bioativo® encontra-
se em analise no INPI.

-HIDROXIFLAVONA OH
ey C., 2.94 pm 0

OHqurcETINA
ICso 3.30 UM

inositol

Figura 22. Pré-farmacos e farmacos dirigidos dendriméricos de NFOH, hidroxiflavona e quercetina,
potencialmente agentes tripanomicidas
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Analogamente, derivados poliméricos micelares
dirigidos a macréfagos com composto 36,*” dentre
outros, tiveram sua estabilidade estudada por meio
de modelagem molecular.®® A Figura 23 mostra

UUMUN— U

LA AL

RECEPTOR DE
MACROFAGOS

TIOMANOPIRANOSIDIO

Ferreira, E. I.

esquematicamente os derivados propostos utilizando
micelas de acido anacardico e dirigidos a macrdfagos
com manose.

FARMACO DIRIGIDO

OH

GRUPO DIRETOR PARA Acido
MACROFAGO anacardico
reduzido

Helenalina
(mexicanina)

Arnica montana

Figura 23. Farmacos dirigidos formadores de micelas com helenalina e mexicanina e composto 36, utilizando
acido anacardico reduzido como transportador e tiomanopiranosidio, como grupo diretor da acdo a macrofagos

Também com o objetivo de se obter farmacos
dirigidos do composto 36 para liberacdo no interior de
macroéfagos, dissertacdo de mestrado recém-iniciada
compreende a sintese de derivados de manana,
polimero de manose, com esse derivado
hidroximetilado. O préprio transportador, portanto,
leva intrinsecamente o grupo diretor manose.

A alta atividade, baixa toxicidade e baixa
solubilidade em &gua do composto 36, como
anteriormente mencionado, motivaram a extensdo da
area de planejamento para outras areas de estudo,
como a de formulagdes. Derivados de ciclodextrina
mostraram-se mais sollUveis e menos tdxicos que o
composto bioativo.**?

Tais estudos e outros que se encontram em
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desenvolvimento com o composto 36, bem como as
parcerias estabelecidas permitiram a criacdo de
verdadeira rede de contribuicbes, que se encontra
resumida a Figura 24.

Outros compostos nitro-heterociclicos, como
hidrazidas benzilidénicas derivadas de anel furanico e
tiofénico,” (50,51,51a-51d) bem como chalconas
(52,52a-52f) (Figura 25), que se mostraram
potencialmente  leishmanicidas,”  apresentaram
atividade inibitéria em ensaios in vitro com cruzaina
de T. cruzi, com ICsq na faixa de 0,19 a >100 uM e
0,29 a >100 uM, respectivamente.96 Estudos em
cultura do parasito serdo realizados proximamente.
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Figura 24. Rede de estudos e colaboragdes criada pelo composto 36 (NFOH) (Der. LAPEN)
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Figura 25. Hidrazidas benzilidénicas e chalconas como inibidores de cruzaina
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Também com o objetivo de compreender mais
sobre a atividade inibitéria de (tio)semicarbazonas na
cruzaina, Trossini e colaboradores”’realizaram
estudos de docking e de QSAR 3D, utilizando CoMFA
(Comparative Molecular Field Analysis) e CoMSIA
(Comparative Molecular Similarity Indices Analysis),
aplicada a duas séries (53, 54), compreendendo 55
derivados (Figura 26). As atividades foram
determinadas, em ICs,, por Du e colaboradores.”® Os
modelos robustos obtidos permitiram a identificacao
de propriedades eletrostaticas, estéricas e
hidrofdbicas, além das ligagcdes de hidrogénio com a
enzima, envolvidas na atividade inibitoria desses
derivados, importantes para dirigir a sintese de
derivados mais potentes dessas séries. Ademais, o
estudo integrado com o docking, utilizando a
estrutura cristalografica da proteina, constituiu-se em
esséncia para o planejamento tipo SBDD.

53
X=0ou$S

Figura 26. Tio(semicarbazonas) inibidoras de cruzaina

Ferreira, E. I.

A triagem virtual de bibliotecas de compostos
guimicos de varias classes estruturais tem despertado
interesse cada vez maior por parte de pesquisadores
na area de planejamento de novos farmacos.”
Utilizando a base Chemdiv, com 700.000 compostos, a
triagem virtual baseada em farmacéforos da cruzaina
selecionou 20 compostos, 11 dos quais disponiveis
comercialmente.’® Ensaiados em cruzaina in vitro,
alguns dos compostos apresentaram ICsy da ordem de
nM,* o que leva a necessidade do ensaio em culturas
de parasitos, a ser realizado. A Figura 27 mostra dois
dos compostos selecionados e as respectivas curvas
de inibicdo de cruzaina.

O interesse por fontes naturais de compostos
potencialmente tripanomicidas conduziu ao estudo
guimiométrico utilizando o programa VolSurf de série
de 40 derivados de origem natural de atividade
inibitéria em NADH-oxidase de plasmddios utilizando
PCA (Principal Component Analysis), CPCA (Consensus
PCA) e PLS (Partial Least Square). ' Os resultados
apontam para a relevancia do perfil hidrofébico a
atividade biolégica estudada.

O LAPEN prossegue, por meio de técnicas cldssicas
e avancadas, na busca por compostos lideres e
candidatos tripanomicidas, na tentativa de contribuir
para o tratamento da doenca de Chagas.
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Figura 27. Inibidores de cruzaina selecionados por triagem virtual e as respectivas curvas de inibicdo da
cruzaina'®!
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2.4. Motivagao para a industria farmacéutica

Introduzir um novo fdrmaco na terapéutica é
tarefa cada vez mais ardua.'®® Desde a descoberta de
novas moléculas até o seu langcamento na terapéutica
consomem-se de 10 a 12 anos e, em torno de 1 bilhdo
de ddlares.”™ A etapa mais onerosa é a que
compreende os ensaios clinicos.

Apesar do investimento em Pesquisa &
Desenvolvimento (P&D) ser cada vez mais alto, face
as exigéncias cada vez maiores para que um nhovo
composto chegue a terapéutica, sobretudo em razado
da toxicidade, a taxa de insucesso é signiﬁcativa.105 Os
ensaios pré-clinicos e especialmente os ensaios
clinicos sdo barreiras que contribuem para tal
insucesso. Por exemplo, dos farmacos que entram em
ensaios clinicos nos Estados Unidos, apenas 20% sdo
aprovados.’® Essa porcentagem depende da classe
de farmaco em desenvolvimento, sendo os agentes
para problemas gastrintestinais e de metabolismo os
que apresentam as menores taxas de sucesso. Dessa
forma, o numero de novos compostos vem caindo,
dependendo da regido considerada a intensidade da
queda. E interessante, no entanto, que paises
emergentes registram situacao oposta, com
crescimento substantivo ao longo do tempo. Assim é
que levantamento de 20 anos, compreendendo o
periodo de 1989 a 2008, mostra diminuicdo
expressiva de novos compostos quimicos ou
bioldgicos na Europa, no Japao, certa estabilidade em
baixa, nos Estados Unidos, e, ao mesmo tempo,
crescimento em paises  emergentes.'”’

Considerando-se esse cenario, é de se deduzir a
reducdo drastica das pesquisas de novos farmacos no
plano das doengas negligenciadas. Merece realcar
qgue, por definicdo, esse tipo de doenca envolve as
regiGes mais pobres do planeta e, por essa razdo, ndo
ha interesse por parte das industrias em desenvolver
alternativas terapéuticas para as mesmas.'®

No entanto, a industria farmacéutica no plano
mundial vem, gradualmente, mudando o seu
paradigma - a inovac3do aberta ou open innovation'® é
importante sinal dessa mudanca -, sensibilizando-se
para a necessidade premente de se introduzir novos
farmacos para as doencas negligenciadas. Apesar
desse fato, a area ainda carece de mais investimentos.
Tais doengas carecem de atencdo e de apoio
substancial por parte da academia e do segmento
produtivo.™

Ha grande lacuna translacional de inovacdo no
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caso de doencas negligenciadas,"! o que conduz a
taxa de sobrevivéncia expressivamente reduzida de
programas de P&D. A passagem de compostos ativos
para lideres, a otimizacdo desses lideres até o inicio
dos ensaios clinicos é acompanhada de taxa de
insucesso significativa. Merece realce a area de novos
agentes tripanomicidas, em que ja se parte de
nimero reduzido de programas dedicados a essa
busca.

1

A parceria entre a academia e a industria
farmacéutica integra a open innovation e a estratégia
inovadora, preconizada para a descoberta de novos
lideres para doencas negligenciada.™? Tal estratégia
se apoia em redes de pesquisa nos diferentes
segmentos que compdem a busca por protdtipos com
potencial para se tornarem farmacos. Nesse contexto,
a Organizacdo Mundial da Saude vem adotando a
pratica de buscar entre os pesquisadores dos paises
acometidos por doencas negligenciadas aqueles que
podem integrar as redes que compdem a estratégia
inovadora mencionada. Como exemplo, a rede de
Quimica Medicinal para agentes tripanomicidas tem
como laboratério de referéncia o coordenado pelo
Prof. Dr. Adriano Defini Andricopulo do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos da Universidade de S3o Paulo.™”

Algumas iniciativas como o Programa Prospecta
lancado por industrias farmacéuticas, como a Sanofi-
Aventis e a GlaxoSmithKline, por meio Fundacdo
Biominas Brasil consideraram entre outras classes
terapéuticas de interesse, a busca por moléculas
bioativas para doencgas negligenciadas. Tais iniciativas
merecem ser saudadas, assim como aquelas
permanentes, capitaneadas pela DNDi (Drugs for
Neglected Diseases Initiative)m, que apoia projetos
para doenca de Chagas, maldria e leishmaniose
visceral e cutanea, e pela Organizacdo Mundial da
Saude, como a Medicines for Malaria Ventures,**®
ambas com a parceria de industrias transnacionais.

Considera-se que a introducdo de novos farmacos
para doengas negligenciadas, incluindo as
extremamente negligenciadas como a doenga de
Chagas, depende do funcionamento pleno de uma
engrenagem (Figura 28). Esta envolve a academia,
representada pelas universidades e institutos de
pesquisa, destacando-se entre eles Farmanguinhos,
apoiados por 6rgdos governamentais e agéncias de
fomento, e as industrias farmacéuticas, com o
concurso de fundagBes ou organismos como, por
exemplo, a Biominas Brasil, anteriormente
mencionada.
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Figura 28. Parcerias que formam a engrenagem para a introducao de novos farmacos para doencas
negligenciadas

Cumpre destacar que a industria nacional tem o
seu papel nessa engrenagem, que merece ser
azeitada pela maior aproximagdo com grupos que
desenvolvem pesquisa na area. Além disso, merece
realcar a importancia da participacdo de outros
Institutos de Pesquisa oficiais, financiados pelo
governo, tendo-se em vista que as doengas
negligenciadas que acometem o Pais sdo gerenciadas
por 6rgdos da Saude, com os quais tais instituicdes
devem estar intimamente ligadas.

3. Perspectivas

Embora o panorama com relacdo a pesquisa de
novos farmacos contra doencas negligenciadas em
geral, venha se modificando gradualmente, ainda ha
necessidade de se enfrentar os desafios mencionados.
As grandes lacunas translacionais para a inovacao
ainda comprometem o desenvolvimento de novos
farmacos como os agentes tripanomicidas, sendo
responsaveis pela baixa taxa de sobrevivéncia dos
projetos que se iniciam na area. Esse cenario é
estendido para outras doencgas negligenciadas como
tripanossomiase africana humana, leishmaniose,
malaria, helmintiases e tuberculose, dentre outras.

E fundamental que se estreitem os lagos entre a
academia, representada, basicamente, por Institutos
de pesquisa e Universidades, e o setor privado. Em
razdo de que esses dois segmentos desenvolvem
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pesquisas complementares'*® é possivel racionalizar o
investimento de recursos e vencer o desafio do
aprimoramento da pesquisa translacional, o que
conduzird a maior sucesso na inova¢do na area.

Fruto da mudanca gradual de paradigma, o
investimento e o interesse na d4rea de doencas
negligenciadas tém aumentado™® n3o sé por parte de
industrias transnacionais por meio da open innovation
buscando parcerias com a academia, mas também
por parte de drgaos governamentais de fomento,
levando a perspectivas maiores nesse inicio de século.

s

No Brasil, é preciso estimular a industria
nacional para que invista significativamente na area,
em conjunto com as grandes universidades,
sobretudo as publicas, que desenvolvem pesquisa de
qualidade.

Espera-se que a sensibilidade ante o fato de que
de nada adianta haver ilhas de riqueza no mundo em
meio a grandes contingentes de pobreza e de alta
morbidade e taxas de mortalidade causadas por
doencas negligenciadas, entre outras, seja a mola

propulsora para que se tenham alternativas
guimioterdpicas realmente eficazes para essas
doencas, incluindo novos e melhores agentes

tripanomicidas.

Enfrentando os desafios que se interpuseram
até o momento para que o cenario com relagdo a
busca de novos agentes tripanomicidas,'’ sera
possivel reverter o cenario de uma doenga que se
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perpetua ha mais de um século, desde a sua
descoberta por Carlos Chagas.

As palavras do poeta sevilhano, Antonio Machado,
“Caminhante, ndo ha caminho! Se faz caminho ao
andar”, nos estimulam a enfrentar esses desafios e
construir o caminho na direcdo de melhores
condicbes de saude para que ndao tenhamos mais
populacdes “negligenciadas”.
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