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Resumo

Nesta dissertagdo foram sintetizados compostos hibridos baseados nos farmacéforos
peroxido e 8-aminoquinolinas, como potenciais candidatos na erradicacdo da malaria. Com
esta abordagem pretendeu-se desenvolver novos compostos, capazes de actuar nas fases
sanguinea e hepatica do ciclo de vida do parasita, e na sua transmissdo aos mosquitos
vectores. Os hibridos sintetizados, formados por ligacdo da estrutura da primaquina a
artemisinina (58) ou a compostos da classe dos 1,2,4,5-tetraoxanos (66 e 70), foram
caracterizados por espectroscopia de 1V, *H-RMN, **C-RMN e técnicas bidimensionais de
COSY, HMQC e HMBC. Adicionalmente foram analisados por espectroscopia de massa de
alta e baixa resolucdo e por analise elementar.

Foram realizados estudos de estabilidade em tampédo fosfato pH 7,4, plasma humano e
homogenato de figado de rato a 37°C, os quais demonstraram que estes compostos eram
bastante estaveis tanto em tampéo fosfato pH 7,4 como em plasma humano. No entanto, em
homogenato de figado de rato sofreram degradacao apresentando tempos de semi-vida entre 7
e 55 horas. Os compostos 58 e 70, contendo um linker com funcdo amina entre ambos 0s
farmacoforos, evidenciaram uma reactividade substancialmente maior presumivelmente
devido a maior susceptibilidade de oxidacdo metabdlica que apresentam. Por espectroscopia
de massa foi identificada a carboxiprimaquina como um dos metabolitos formados aquando
da metabolizacdo pelo citocromo P450.

A actividade antimalarica foi testada in vitro contra a fase sanguinea da estirpe de
Plasmodium falciparum W2. Embora nenhum dos compostos hibridos apresente actividade
superior a artemisinina, todos apresentam boa actividade antimalarica na ordem dos
nanomolar. Adicionalmente foi testada a actividade contra a fase hepatica onde todos
mostraram actividade superior a da primaquina, nas concentracdes mais altas testadas (5 e 10
pMM). O Unico composto testado in vivo (70), como bloqueador da transmissdo da doenga em
mosquitos da espécie A. gambiae infectados, mostrou ser tdo activo quanto a primaquina na
reducdo do numero médio de odcitos e percentagem de mosquitos infectados, na maior
concentragéo testada.

Em suma, desenvolveu-se uma nova classe de compostos hibridos com excelente
actividade contra ambas as fases sanguinea e hepética da infecgdo e como bloqueadores da
transmissdo aos mosquitos vectores, 0 que indica que estes compostos podem ser

considerados como lead compounds para a erradicacdo da malaria.

Palavras-Chave: malaria, compostos hibridos, artemisinina, primaquina, 1,2,4,5-tetraoxanos
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Abstract

This work explores hybrid compounds based on peroxide and 8-aminoquinolines
pharmacophores as potential candidates for malaria eradication. With this approach we
sought to develop new chemical compounds able to act on the blood and liver stages of the
parasite s life cycle, as well as on the disease transmission to mosquito vectors.

The hybrid compounds synthesized, containing a linker between the structure of
primaquine and artemisinin (58) or 1,2,4,5-tetraoxanes (66 and 70), were characterized by IR
spectroscopy, ‘H NMR, *C-NMR techniques and two-dimensional COSY, HMQC and
HMBC. Furthermore, these compounds were analyzed by high and low resolution mass
spectroscopy and elemental analysis.

Stability studies were performed in pH 7.4 phosphate buffer, human plasma and rat liver
homogenate at 37° C. The hybrid compounds proved to be very stable both in phosphate
buffer pH 7.4 and in human plasma. However, in liver homogenate compounds showed some
reactivity with half-lives ranging from 7 to 55 hours. The hybrid compounds 58 and 70,
containing an amine functionality bridging the two pharmacophores, was substantially more
reactive, most likely due to their greater susceptibility to metabolic oxidation. We identified
carboxyprimaquine as one of metabolites formed during metabolism, via cytochrome P450.

Antimalarial activity was tested in vitro against the blood stage of Plasmodium falciparum
W2 strain. Despite no compound has shown a greater activity then artemisinin, we found that
all had good antimalarial activity at the nanomolar's range. Additionally was tested in vitro
the activity against the liver stage of infection and all compounds showed greater activity then
primaquine, on the highest concentrations tested (5 and 10 uM). The only compound tested in
vivo (70) as disease transmission-blocking in infected mosquitoes of the species A. gambiae,
proved to be as active as primaquine when reducing the average number of oocytes and the
percentage of infected mosquitoes on the highest concentration tested.

In conclusion, we developed a new class of hybrid compounds displaying excellent level of
activity against the blood- and liver-stages of infection and transmission-blocking activity,

thus indicating that they can be considered lead compounds for malaria eradication.

Keywords: malaria, hybrid compounds, artemisinin, primaquine, 1,2,4,5-tetraoxanes
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Glossario de Simbolos e Abreviaturas

DCE - dicloroetano

4-AQ — 4-aminoquinolinas

8-AQ — 8- aminoquinolinas

ACN - acetonitrilo

AcOH - acido acético

ACT - terapia combinada a base de artemisinina (Artemisinin-Combination Therapies)
AHA - anidro-artemisinina

ART - artemisinina

CNS - sistema nervoso central

COSY - COrrelation SpectroscopY

CPQ — carboxiprimaquina

CQ - cloroguina

3C-RMN - Ressonancia Magnética Nuclear de carbono

CYP — citocromo

DCM - diclorometano

DHA — di-hidroartemisinina

EDso — dose efectiva que produz metade da resposta

G6PD - glucose-6-fosfato-desidrogenase

GSH — glutationa

HIV-1 — virus da imunodeficiéncia humana

HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC - Heteronuclear Multiple Quantum Correlation

HOBt — 1-hidroxibenzotriazole

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (Hight Performance Liquid Chromatography)
'H-RMN - Ressonancia Magnética Nuclear de protdo

ICso — concentracéo inibitoria 50%

IV — espectroscopia de infra-vermelho

J — constante de acoplamento

Ki— constante de inibi¢ao

kobs — constante de velocidade de reaccéo de pseudo-primeria ordem

m/z - raz&o entre massa e carga do ido
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NOESY - Nuclear Overhauser effect spectroscopy

OMS — organizagdo mundial de satde

PBS - tampdo fosfato isotdnico (Phosfate Buffer Saline)

PfATP6 — ATPase dependente de calcio do parasita Plasmodium
ppm — parte por milhao

PQ - primaquina

Rf — factor de retencdo

ROS — espécies reactivas de oxigenio

SERCAs - ATPases envolvidas no transporte de Ca** ao nivel do reticulo sarcoplasmatico
SIDA - sindrome de imunodeficiéncia adquirida

t1/» — tempo de semi-vida

TBTU - O-(1H-benzotriazol-1-il)- N,N,N',N'-tetrametilurénio
TEA — trietilamina

TLC — cromatografia de camada fina

t.— tempo de retencdo

UV-Vis — ultravioleta-visivel
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1.1 A Malaria

Em consequéncia do enorme impacto social e economico que a malaria tem sobre o0s
individuos infectados, esta doenca é apontada como um dos grandes obstaculos ao
desenvolvimento humano na maioria dos paises subdesenvolvidos.™! Globalmente, e de
acordo com a OMS, ameaca cerca de 3,3 mil milhdes de pessoas, afectando mais de 40% da
populacdo mundial.”? Anualmente, estima-se o aparecimento de cerca de 250 milhdes de
novos casos (225 milhdes relatados em 2009) e perto de 1 milhdo de mortes.!>3*!

Ao longo das ltimas décadas inumeros esforgcos tém sido feitos na tentativa de erradicar a
malaria. Contudo, e embora algum sucesso se tenha verificado sobre largas areas geograficas,
0 continente africano continua a ser o foco de infec¢do primordial, onde se registam mais de
80% dos casos. Nesta regido cerca de 20% da taxa de mortalidade infantil deve-se aos efeitos
severos provocados pela manifestacdo da doenca, ocorrendo a morte de uma crianca a cada 30
segundos.*¥ Areas endémicas adicionais descritas na literatura passam pela América Central
e do Sul, llha Hispaniola (Haiti e Republica Dominicana), Jamaica, Asia, Europa Ocidental e
regido sul do Pacifico (Figura 1.1).! Das 781 000 mortes relatadas pela OMS em 2009,
estima-se que 91% dos casos tenham ocorrido no continente africano, seguindo-se o Sudoeste
Asidtico (6%) e algumas regides do Mediterraneo Oriental (2%). A nivel global, 85% dos

casos de morte ocorreram em criancas com idade inferior a 5 anos.?

Figural.l

Mapa representativo das actuais areas endémicas com Malaria, a nivel global. Imagem adaptada de:
http://www.cdc.gov/ (Centers for Disease Control and Prevention — consultado em Julho 2011).



http://www.cdc.gov/

Capitulo 1 - Introdugdo

1.1.1. Agente etioldgico — género Plasmodium
A maléaria tem como agente etiolégico o parasita protozoario do género Plasmodium,
transmitido aos humanos via picada de mosquitos Anopheles fémea. Uma vez hospedado no
homem este agente € responsavel pela infeccdo dos globulos vermelhos, apos extensa
multiplicacdo ao nivel do figado.™
Actualmente, conhecem-se mais de 400 espécies de Plasmodium. Contudo, apenas cinco
sd8o responsaveis pela transmissdo da doenga ao homem: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi.
Ocasionalmente outras espécies podem ainda ser responsaveis pelos casos de malaria
detectados.'>® Das cinco espécies de Plasmodium referidas, o P. falciparum é a mais
virulenta responsavel por mais de 90% dos casos reportados globalmente.™ O P. vivax,
normalmente identificado em areas fora do continente africano, embora menos mortal é
altamente incapacitante pelos efeitos severos que provoca nas condi¢fes de vida dos
individuos infectados. Tal como o P. ovale, esta espécie tem a capacidade de entrar num
estadio de laténcia sob a forma de hipnozoitos, no figado, durante meses apés infeccao, facto
que torna dificil a sua erradicacdo. De modo semelhante, o P. malariae pode permanecer,
durante décadas, assintomético na fase sanguinea.®
E importante realcar que a enorme variedade de espécies de insecto Anopheles, associada a
existéncia de diferentes espécies de Plasmodium, tém contribuido para uma variacdo global
dos padrBes epidemioldgicos da malaria. A titulo de exemplo relata-se o facto de os parasitas
P. vivax serem capazes de se desenvolverem em mosquitos Anopheles em regides de baixas
temperaturas climaticas, contrariamente ao P. falciparum, o que consequentemente altera o

seu alcance geografico (predominantemente fora de regides tropicais e subtropicais).*®

1.1.2. Ciclo de vida dos parasitas Plasmodium

Todas as espécies Plasmodium apresentam duas formas de replicacdo durante o seu ciclo
de vida - a fase assexuada, que ocorre no hospedeiro humano, e a fase sexuada que se
desenvolve nos mosquitos Anopheles (Figura 1.2).1"

O ciclo infeccioso no homem (Figura 1.2, a) inicia-se com a picada de um mosquito fémea
infectado e consequente inoculagdo do parasita, presente nas glandulas salivares sob a forma
de esporozoitos (1). Uma vez na circulagdo sanguinea do hospedeiro humano, o parasita
invade o figado (2) onde se multiplica originando esquizontes esféricos multinucleados que
contém entre 2.000 a 40.000 merozoitos. Esta fase é assintomatica e apresenta um tempo de
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incubacdo variavel entre 5 - 21 dias, dependendo da espécie de Plasmodium infectante. Nos P.
vivax e P. ovale alguns esporozoitos entram num estado quiescente indeterminado que pode

durar de meses a anos, designando-se estas formas celulares latentes de hipnozoitos.”"#!

QOocineto

Zigoto

Gametoutos \/ \ Gametas
Figura 1.2

Ciclo de vida dos parasitas Plasmodium no homem e nos mosquitos Anopheles fémea. Imagem adaptada de [8].

Independentemente do tempo necessario para o completo desenvolvimento, os esquizontes
maduros acabam por provocar o rompimento das células hepaticas, ocorrendo libertacdo na
corrente sanguinea de milhares de merozoitos (3) que infectam os eritrocitos do hospedeiro -
fase sanguinea (4). No interior dos eritrocitos estas células parasitarias sofrem extensas
modificacbes morfoldgicas formando-se uma estrutura especifica, o trofozoito (5). Apos
replicacdo assexuada, o trofozoito origina novos esquizontes que quando maduros causam
ruptura dos eritrocitos com libertagdo de novos merozoitos na corrente sanguinea (6). Nesta
fase da infec¢do cada esquizonte produz entre 8 - 20 merozoitos a cada 48h (ou 72h no caso
do P. malariae). O rapido aumento do nimero de parasitas livres em circulagdo leva ao
aparecimento dos primeiros sintomas caracteristicos da doenca: ciclos periodicos de febre.
Alternativamente, alguns merozoitos transformam-se em gametocitos dimorficamente
sexuados (feminino e masculino), entrando o parasita na fase sexuada do ciclo infeccioso. Os
gametocitos ndo causam disrupgdo dos eritrocitos, o que possibilita a sua ingestdo por um

mosquito Anopheles durante a hemofagia (7).>"®!
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No aparelho digestivo do novo hospedeiro (Figura 1.2, b) os gametdcitos completam o seu
desenvolvimento sexual em que os gadmetas masculinos e femininos se fundem originando o
zigoto. Este durante o seu processo de desenvolvimento diferencia-se num oocineto moével
que penetra a parede do estbmago do hospedeiro, originando depois um oocisto que, apds
extensas divisdes, origina 0s esporozoitos. Estes promovem a ruptura da parede do oocisto e,
uma vez livres em circulagdo, migram para as glandulas salivares do vector completando-se o
ciclo infeccioso (8). ["®

E importante realcar que decorrem cerca de 2 a 3 semanas desde que 0s mosquitos fémeas
sdo infectados até & completa maturacdo dos esporozoitos, capazes de infectar o homem.
Durante este periodo de tempo estes insectos tém que se manter vivos para ocorrer
transmissdo da maléria, facto importante a ter em consideracdo para medidas a tomar no

controle da doenca.!”

1.1.3. Hemozoina — Pigmento da Maléria

Segundo a literatura disponivel, em 1717 Lancisi fez a primeira associacdo entre a maléria
e a presenca de um pigmento caracteristico, de cor escura, nos 6rgdos dos individuos
infectados. Este pigmento da maléria, como ficou conhecido, permitiu em anos posteriores a
identificacdo do mosquito vector Anopheles, pela sua presenga no estbmago destes insectos. A
sua formacdo ocorre na fase sanguinea do ciclo infeccioso, resultando da metabolizacdo da
hemoglobina presente nos eritrécitos.**"!

Durante o desenvolvimento do estado trofozoito do parasita, cerca de 80% do citoplasma
dos glébulos vermelhos infectados € consumido e metabolizado, ocorrendo extensa
degradacédo da hemoglobina presente nestas células.[***? Este processo metabdlico ocorre no
vacuolo digestivo do parasita, embora se pense que seja iniciado nas vesiculas transportadoras
(Figura 1.3). Da digestdo da hemoglobina resultam fragmentos de péptidos que sao
posteriormente hidrolisados a aminoacidos livres, necessarios ao desenvolvimento do parasita.
Adicionalmente é libertado o grupo prostético destas células — grupo heme (protoporfirina IX
de ferro). Os possiveis danos provocado por este grupo sdo minimizados pela sua rapida
oxidacédo de Fe(ll) a Fe(lll), com formacdo da hematina (Figura 1.4, a). Formam-se dimeros,
B hematina, que polimerizam para formar a hemozoina (Figura 1.4, b). Embora ainda nédo se
encontre totalmente esclarecido, aparentemente este € o mecanismo usado pelos parasitas

Plasmodium como meio de destoxificacéo do grupo heme.[*%*1314]
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Parasita

Vesiculas transportadoras

Figura 1.3

Figura ilustrativa do vacutolo digestivo do parasita. Sucintamente, o citoplasma da célula hospedeira é ingerido pelo
citostoma do parasita e incluido em vesiculas transportadoras com uma dupla membrana. A degradacdo da hemoglobina tem
inicio nestas vesiculas que se fundem com o vacuolo digestivo onde o processo de degradagdo é completado, ocorrendo a
maturagdo dos micro-cristais até entdo formados, na estrutura caracteristica da hemozoina. Adaptado de [11].

Figura 1.4

Representacdo esquematica da estrutura da hematina e respectivas interacgdes quimicas que ocorrem com formagdo da
estrutura cristalina hemozoina. Adaptado de [14]
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1.2. Farmacos antimalaricos

A expansdo global da malaria tem sido atribuida, maioritariamente, as falhas verificadas
nos programas de controlo aplicados. Estes passam especificamente por tentativas de
erradicacdo dos insectos vectores, desenvolvimento de uma vacina eficaz e desenvolvimento
de novos farmacos. Adicionalmente, os casos de resisténcias aos farmacos tradicionais sdo
cada vez mais frequentes tornando-se fundamental a descoberta e desenvolvimento de novos
agentes antimalaricos. As duas grandes abordagens que tém sido aplicadas no
desenvolvimento de novas moléculas efectivas contra as estirpes resistentes consistem: i) no
desenvolvimento de compostos andlogos aos farmacos antimalaricos ja existentes; ii) na
identificacdo de novos alvos terapéuticos e desenvolvimento de farmacos especificos que
actuem ao nivel destes.*>*!
Tradicionalmente, e de acordo com a fase do ciclo de vida do parasita sobre a qual actuam,

0s compostos antimalaricos podem ser classificados como: i) esquizonticidas tecidulares

primarios ou farmacos profilaticos causais, quando actuam sobre as formas parasitéarias pré-

eritrociticas; i) esquizonticidas tecidulares secundarios, se actuam sobre as formas

parasitarias exo-eritrociticas latentes das espécies P. vivax e P. malariae evitando os casos de

recaidas; iii) esquizonticidas sanguineos ou agentes supressores se actuarem nas formas

assexuadas eritrociticas das espécies Plasmodium; iv) gametocitocidas, cuja accao recai sobre

as formas sexuadas do parasita; v) esporonticidas, quando inibem o desenvolvimento das
formas esporogénicas no mosquito vector evitando a transmissdo da doenca ao hospedeiro
humano (Tabela 1.1).17

Tabelal.l

Classificagdo dos compostos antimalaricos de acordo com a fase do ciclo infeccioso sobre a qual tem ac¢do. Adaptado de [13]

Classificacdo Compostos antimalaricos

Esquizontocida tecidular Primaquina, pirimetamina, sulfonamidas

Cloroquina, mefloquina, quinina, halofantrina, artemisinina

Esquizontocida sanguineo o ) ) o
Pirimetamina, sulfonamidas, sulfonas, outros antibioticos, atovaquona

Primaquina para os parasitas P.falciparum
Quinina para os parasitas P. vivax, P. malariae e P. ovale

Gametocitocida

Esporontocida Primaquina, cloroquina
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Embora a grande maioria dos farmacos antimalaricos actue ao nivel das formas parasitarias
intra-eritrociticas, as fases hepatica e de gametdcios constituem alvos especificos vantajosos
que devem ser igualmente considerados.!*®! A descoberta de compostos activos capazes de
actuar em ambas as fases hepatica e sanguinea do ciclo de vida do parasita continua a ser algo

desejavel mas de pouco conhecimento até ao momento.

1.2.1. Endoperodxidos

Os endoperoxidos sdo uma classe promissora de compostos antimalaricos que engloba o
farmaco artemisinina e duas sub-classes: i) os endoperoxidos semi-sintéticos, isto €, 0s
derivados sintetizados a partir da artemisinina, e ii) 0s endoperdxidos sintéticos, que
correspondem a todos 0s compostos sintéticos com funcéo peroxidica.l*

De um modo geral, os endoperdéxidos apresentam inimeras vantagens quando comparados
com outros agentes antimalaricos: i) eliminacdo mais rapida da parasitemia, relativamente a
outros farmacos; ii) auséncia de casos de resisténcia reportados apesar de terem um uso
clinico difundido (ap6s 42 anos desde a sua descoberta com antimalarico ainda ndo surgiram
evidencias clinicas significativas de estripes resistentes); iii) pouca ou nenhuma resisténcia
cruzada com outros compostos antimalaricos.

Por outro lado, uma das maiores desvantagens associada a esta classe de compostos baseia-
se no reduzido tempo de semi-vida (t12) que geralmente apresentam, 0 que pode promover o
reaparecimento da infec¢do. Adicionalmente, devido a sua lipofilia, a artemisinina e derivados
apresentam a capacidade de atravessar ambas as barreiras hematoencefalica e placentéaria. Por
isto, alguns estudos apontam para os potenciais efeitos neurotdxicos e embriotdxicos destes
compostos. Contudo, administracfes por via oral dos analogos artesunato e arteméter tém-se
verificado relativamente seguras e apesar das evidéncias pré-clinicas, inUmeras doses em
varias formulagOes desta classe de agentes antimalaricos tém sido administradas aos humanos

sem a ocorréncia de casos significativos de toxicidade.!**2021:%2

A artemisinina, ART ou Qinghaosu, é um endoperoxido sesquiterpénico descoberto por
cientistas chineses, em 1970. Este composto extraido das folhas da planta Artemisia annua

(ginghao) apresenta uma estrutura quimica totalmente diferente dos tradicionais compostos
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antimalaricos, tendo demonstrado por isso elevado potencial no tratamento de casos
multirresistentes. Esta caracteristica, associada ao seu baixo rendimento de extracgdo (por
cada 1kg de folhas isolam-se 8g de composto) estimulou inimeros cientistas, em todo o
mundo, para a descoberta da sua sintese quimica. Como resultado, foi reportado a sua semi-
sintese a partir do acido artemisinico e, mais tarde em 1983, o método completo de
sintese.[2324]

Ap0s a descoberta da artemisinina (1), varios derivados foram sintetizados, muitos dos
quais se encontram hoje em uso clinico. Este farmaco consiste quimicamente numa lactona
sesquiterpénica que contém como farmacoforo uma ponte peroxidica (1,2,4-trioxano)
essencial & sua actividade. E uma molécula extremamente termoestavel, que apresenta pouca
solubilidade tanto em agua como em oOleo, razdo pela qual apenas é administrada por via
injectavel 1192421

A artemisinina é facilmente reduzida por hidrogenacao catalitica, obtendo-se o derivado
deoxiartemisinina (2) que ndo apresenta actividade antimalarica. Contudo, e contrariamente a
reducdo da lactona presente na sua estrutura quimica e consequente conversdao num lactol
origina o derivado di-hidroartemisinina (3) que apresenta in vitro actividade superior. Esta
reaccdo € promovida pelo agente reductor NaBH,; e representa o ponto de partida no

desenvolvimento de derivados de primeira geracao.!™

Por modificacOes especificas em Cy, foi possivel melhorar algumas propriedades quimicas
da artemisinina (1) desenvolvendo-se derivados mais hidrossollveis - artesunato (4) - ou mais
lipossoluveis - arteméter (5) e arteeter (6). Estes dois ultimos compostos sdo administrados
por via intramuscular, e embora tenham actividade antimalarica superior apresentam tempos
de semi-vida inferiores em plasma e evidéncias de toxicidade ao nivel do CNS, quando
testados em ratos e cdes.**?*?! para o tratamento da malaria severa, causada pelo P.
falciparum, a administracdo intravenosa de farmacos € a via preferencial. Assim formulagdes

solGveis em agua sdo vantajosas, como € o caso do sal de sodio do acido artesunico, 0
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farmaco actualmente escolhido de entre os referidos derivados. Para colmatar a instabilidade
hidrofilica do artesunato desenhou-se o sal de sdédio do 4cido artelinico (7).
Comparativamente a 5 e 6, este sal é ndo s6 mais estavel em solucdo aquosa como apresenta
um ty, superior, variavel entre 1,5h e 3h.2

Devido a sua rapida conversaio em DHA, inimeros analogos semi-sintéticos da
artemisinina mais estaveis e potentes tém surgido nos Gltimos anos. Destes destacaram-se 0S
derivados carba-Cig (8), aril/heteroaril-Cyo (9a e b) e C14 modificados (10) da DHA. Estudos
gue datam o ano de 2002 permitiram comparar o anadlogo carba-C;o TDR 40292 (11) com o0s
derivados arteméter e artesunato. Concluiu-se que este composto ndo s6 apresenta actividade
superior, quer in vitro quer in vivo, como é mais estavel e ndo é metabolizado a DHA. A
substituicdo do grupo metilo do arteméter por um grupo arilo originou os derivados 12 a-c,
nos quais substituintes nas posi¢cdes para do anel aromatico favorecem a sua actividade e

hidrélise a0 metabolito DHA.[Y

OMe

(%) (6)

(10), R = alquil,
ilalquil, OH
(8), R = alquil arilalquil, O
(9a), R = halogenio, (9b), X =0, NMe
OMe, alquil
Derivados com boa
solubilidade em &gua
/
H /—%
N—\ @\
Ligacéo carba-Cyo =N CF3 (12),a)R=p-F
aumenta a estabilidade ﬂ ﬂ | b) R = p-CFs
metabolica N ¢) R=m-CO,H

Anel de piperazina em que cada (11)
atomo de N tem um pKa diferente
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A ART e derivados semi-sintéticos, obtidos por via natural, ttm um fornecimento limitado
a partir da planta Artemisia annua. Este facto afecta a sua disponibilidade, a qual ndo é
suficiente para cobrir todos os casos de malaria espalhados pelo mundo. Assim, iniciou-se a
tentativa de sintese e exploracdo de novos derivados sintéticos, substitutos da ART, baseados
no farmacéforo 1,2,4-trioxano.”” Actualmente, é possivel distinguirem-se quatro tipos de
endoperoxidos sintéticos os quais diferem na estrutura do farmacéforo que contém: 1,2-
dioxanos (13a), 1,2,4-trioxanos (13b), 1,2,4-trioxolanos (13c) e 1,2,4,5-tetraoxanos (13d).
Estes derivados apresentam um mecanismo de acc¢do semelhante ao da ART e, normalmente,

apresentam uma actividade antimalarica na ordem dos nanomolares.?"%!

Ph

D= LS

0O-0 Ph

(13a) 1Csp =70 nM (NF54) (13b) ICs, =28 nM (Nigerian)

0-0 0~0
— CX 2 )
O%NH NH, / 0-0

e) <

(13c) I1Cs =1 nM (K1), 0,91 nM (NF54) (13d) 1Cs, = 6,9 M (D6), 3,4 nM (W2)

A sintese dos 1,2,4,5-tetraoxanos teve inicio no ano de 1992, quando Vennerstorm e 0s
seus colaboradores desenvolveram trés compostos desta classe. Quando testada a sua
actividade antimalarica apenas o derivado WR 148999 (13d) demonstrou ser tdo potente
quanto a artemisinina, tornando-se o protétipo para a sintese de novos compostos. Estudos
posteriores com base neste farmacdforo revelaram que a presenca de um grupo alceno (14a),
alcino (14b) e éter (14j e 14k) mantinham ou aumentavam a actividade antimalrica,
contrariamente aos grupos acido carboxilico (14f e 14g) e alcool (14h) que diminuiam a
poténcia dos derivados. A baixa actividade in vivo demonstrada pelos derivados éster
concluiu-se ser consequéncia da hidrélise quimica ou enzimatica destes compostos aos

respectivos acidos carboxilicos, que por sua vez sdo inactivos.?”?*
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Tabela1.2

Actividade antimaléarica, testada in vitro, dos compostos 14a-k, 13d e ART
(1) contra estirpes de P. falciparum k1 e NF54. Adaptado de [30]

IC50 (nM)
Composto R K1 NF54
14a HC=CH, 19 23
14b C=CH 13 13
l4c CeHs > 200 > 200
14d CH,COOEt 14 16
14e COOC;H;5 6,2 6,5
14f CH,COCOH > 200 > 200
149 COOH > 200 > 200
14h OH > 200 > 200
14i OCOCgHs > 200 > 200
14j OCHj, 15 16
14k OCH,CgHs 18 26
WR 148999 (13) - 28 39
ART (1) - 10 12

De modo a aumentar a solubilidade dos compostos em meio aquoso sintetizaram-se
tetraoxanos assimétricos com grupos funcionais basicos, como aminas e amidas.
Adicionalmente, testou-se a introducdo do grupo adamantilo obtendo-se os compostos 15 e
16. Quando testada a actividade de ambos 0s compostos contra estirpes de P. falciparum 3D7
sensiveis a cloroquina obtiveram-se, respectivamente os valores de ICsq: 2,3 nM e 5,2 nM. Os
resultados observados comprovaram que, tal como obtido para os derivados 1,2,4-trioxanos
(17 e 18), estas modificacBes aumentavam a estabilidade e actividade antimalarica. Por
comparagdo com o arteméter (5, EDso = 5.88 mg kg™ e EDgo = 10.57 mg kg™), obtiveram-se
ainda melhores valores de ED em P. berghei para o derivado 16: EDs; = 3.18 mg kg™ e EDgg
= 3.88 mg kg™).*"*! Resultados semelhantes e igualmente bons foram obtidos para outros
compostos deste tipo posteriormente sintetizados: 19 com EDso = 6.61 mg kg™ e 20 com EDsg
=7.93 mg kg*.BY

@ 0-0 R W
(17) Inactivo (18) —
Potente e mais estavel
15) R = HN—<]

A\
(16) R=—N 0 0-0

Q
Z@( X N-S-R  (19)R=Et
©-o o (20)R =Pr
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1.2.1.1. Mecanismo de acgao

O mecanismo de accdo da artemisinina e derivados tem sido alvo de estudos intensivos
desde a sua descoberta. Concretamente, sabe-se que 0s compostos incluidos nesta classe
actuam sobre todas as espécies de Plasmodium capazes de infectar os humanos, tendo-se
relatado valores de ICsy de 4,2 nM para o artesunato (4), 4,3 nM para a di-hidroartemisinina
(3) e 16,2 nM para o arteméter (5). As formas parasitarias assexuadas sdo as mais
susceptiveis, sendo estes agentes particularmente activos sobre as estruturas metabolicamente
activas, os trofozoitos, durante todo o seu processo de maturacdo. Adicionalmente actuam
sobre a fase inicial do desenvolvimento dos gametdcitos, interferindo com a transmissao do
parasita a0 mosquito vector. Outra propriedade importante é o facto de inibirem o
metabolismo dos parasitas de modo mais rapido que outros agentes antimalaricos usados no
tratamento da doenca. Dado que a maioria dos casos de morte verificados em criangas, no
continente africano, ocorrem nas primeiras 12 a 24 horas apos infeccdo, esta propriedade
farmacodinamica revela-se potencialmente benéfica.l?>?%32

Actualmente, sdo consideradas diversas hipoteses como possiveis mecanismos de accao,
tais como: i) formacao de radicais centrados nos atomos de oxigénio e carbono que interferem
com a accao de inumeras proteinas, podendo inclusivé actuar como agentes alquilantes e ii)
inibicao da proteina PFATP6.1!

» Formacao de radicais centrados nos &tomos de oxigénio e carbono:

O primeiro indicio que permitiu propor um mecanismo de accdo surgiu a partir de
evidéncias de que a ponte peroxidica caracteristica da estrutura quimica destes compostos, era
fundamental para a sua actividade antimalarica. Meshnick e colaboradores propuseram, em
1991, que o 4tomo de Fe?* presente no grupo heme da hemoglobina desencadeava a reducgéo
da ponte peroxidica com consequente quebra e formacdo de radicais centrados no atomo de
oxigénio (Esquema 1.1). Uma vez formados estes radicais poderiam reagir com alvos
intracelulares das células parasitarias, como proteinas e/ou lipidos, ou sofrer rearranjos (1,5-H
shift) com formagao de radicais centrados no atomo de carbono (Esquema 1.1). 19322233

Anos mais tarde verificou-se experimentalmente que quantidades significativas destas
espécies radicalares apenas eram obtidas quando testadas concentracGes elevadas deste tipo de
compostos (> 100 puM). Estes resultados puseram em causa esta hipdtese para 0 mecanismo
de ac¢do uma vez que estes farmacos tém actividade a concentragdes cerca de 1000 vezes

inferiores as testadas. 12234
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Fe”
— >
Clivagem Saida de
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2 2T e
Esquema 1.1

Suposto mecanismo da interacgdo do ferro, presente no vactolo digestivo, com a artemisinina (A) e derivados
1,2,4,5 tetraoxanos (B). Ambos os compostos finais assinalados em A ndo apresentam actividade antimaldrica.
Adaptado de [32a, 32b].

Estudos posteriores sugeriram que a selectividade destes compostos poderia ser devida a
formacdo de aductos covalentes entre a estrutura da artemisinina/derivados e componentes
celulares do parasita, surgindo o grupo heme como um importante alvo de alquilagdo (Figura
1.5). Uma vez formados, estes aductos actuam inibindo a polimerizacdo dos grupos heme
resultantes da degradagcdo da hemoglobina, ocorrendo assim acumulacdo de heme livre e

aumento do stress oxidativo. [2522%]
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COOCH, COOCH,

Figura 1.5

Aducto formado entre o grupo heme e a artemisinina.

Embora diversos estudos apontem esta hipotese como o mecanismo de accdo destes
compostos, ha evidéncias na literatura que referem que estes aductos, quando desenvolvidos
in vitro e testada a sua ac¢do em células eritrociticas infectadas, ndo apresentam qualquer
actividade antimalérica. Adicionalmente, verificou-se experimentalmente que alguns
derivados da artemisinina, com elevada actividade, ndo reagem com o grupo heme (derivado
10-deoxoartemisinina, 21), e consequentemente ndo interferem com a formacdo da
hemozoina. Assim, coloca-se em causa se a inibicdo da formacao desta estrutura se encontra

ou n&o relacionada com a actividade antimalérica destes compostos.*2%!

> Inibic8o da proteina PfATP6:

Outras hipdteses alternativas ao mecanismo de accéo tém surgido nos ultimos anos. A mais
recente, e que tem sido alvo de intensos estudos experimentais, baseia-se nas semelhancas

estruturais entre ambos 0s sesquiterpenos: artemisinina e tapsigargina (22).
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A tapsigargina € uma lactona sesquiterpénica isolada da planta Thapsia garganica, que
actua numa vasta variedade de organismos, por inibicdo das ATPases envolvidas no
transporte de Ca”" ao nivel do reticulo sarcoplasmatico (SERCAS). Este processo ocorre a
custa de ATP. Nos parasitas Plasmodium foram identificadas Ca**-ATPase ort6logas as dos
mamiferos — PfATP6 (P. falciparum), PvSERCA (P. vivax) e PbSERCA (P. berghei).
Estudos experimentais desenvolvidos nos odcitos de Xenopus laevis demonstraram a sua
inibicdo por alquilacdo com inumeros derivados da artemisinina, tendo inclusive a
artemisinina uma constante de inibicdo semelhante a tapsigargina (Kij~ 150 nM).
Adicionalmente, para confirmar que ambos 0s compostos sesquiterpénicos actuam de igual
modo desenvolveram-se estudos de competicédo: se a tapsigargina e a artemisinina interagem
da mesma maneira com o alvo de ac¢do, quando administrados em simultaneo é esperada a
ocorréncia de processos competitivos. Tais especulacdes tedricas foram experimentalmente
comprovadas. 243236371

Contudo, inimeras questdes acerca deste possivel mecanismo continuam por esclarecer,
nomeadamente o local especifico com o qual estes compostos interagem aquando da inibicéo
destas enzimas, e as consequéncias celulares desta accdo. Adicionalmente, um estudo recente
relatado em 2010 por Cardi et al. concluiu que ndo é possivel demonstrar o efeito da
artemisinina sobre a actividade da PfATP6, e que por isso a accdo deste composto sobre o

parasita da malaria é provavelmente mais complexa do que se pensava.l**3"]

Em suma, e apesar das inUmeras hipOteses que continuam a surgir, actualmente ainda
permanecem desconhecidos o verdadeiro alvo e mecanismo de accdo desta classe de

compostos.
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1.2.1.2. Metabolismo

A artemisinina e derivados semi-sintéticos sdo extensivamente metabolizados no figado,
apos administracdo. Uma vez absorvidos sdo convertidos pelo citocromo P450 na DHA - o
principal metabolito activo da maioria dos anadlogos usados clinicamente. Devido a sua
estrutura quimica, este composto sofre posteriormente conjugacdo com o acido glucorénico
durante a fase Il do metabolismo, originando metabolitos inactivos que sdo rapidamente
eliminados por excrecdo. O ty, da DHA é cerca de 45 minutos e a velocidade de hidrdlise dos
derivados neste composto é variavel. Enquanto o artesunato é rapidamente hidrolisado, sendo
a sua actividade mediada pela DHA, os derivados lipossolUveis arteméter e arteeter
apresentam menores velocidades de conversdo contribuindo desta forma para a actividade
farmacolégica. 213832

De modo a conhecer as vias metabolicas associadas a esta classe de compostos tém sido
realizados diversos estudos in vitro e in vivo. Concretamente sabe-se que, enquanto a
metabolizacdo da artemisinina gera compostos inactivos como a deoxiartemisinina (2) e di-
hidrodeoxiartemisinina (23), os derivados artesunato (4), arteméter (5) e arteeter (6) sdo
rapidamente convertidos em varios metabolitos activos, de entre os quais se destaca a DHA
(3). Na figura 2.6 encontram-se alguns dos possiveis metabolitos identificados (24-26),
resultantes de hidroxilagdes catalisadas pelo citocromo P450. Especificamente identificou-se
que os CYP2B6, CYP2C19 e CYP3A4 catalisam as reacgdes caracteristicas da fase | do
metabolismo, embora estejam igualmente envolvidas outras enzimas desta superfamilia, ainda
n&o identificadas®*%3!

O CYP3A4 encontra-se principalmente envolvido no metabolismo do derivado arteméter,
catalisando a desalquilagdo oxidativa deste composto a DHA. Alguns dos metabolitos
derivados das hidroxilagdes da artemisinina (1) nos anéis B e C apresentam boa actividade
antimalarica, embora sejam rapidamente eliminados pelas reaccGes de fase 11 do metabolismo,

com conversdo em conjugados solGiveis em &gua (Esquema 1.2).5

WOH

éEt (24) OH (25)
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E importante referir que, até a data, em todos os estudos de metabolismo realizados em
mamiferos ndo se verificou inibicdo irreversivel induzida pelos andlogos da artemisinina no
citocromo P450. Tais observagdes permitem concluir que o grupo heme destas enzimas nao
activa, por reducdo, estes compostos com formacédo de ROS que consequentemente poderiam
alquilar e inibir estas proteinas. Assim, torna-se claro que o citocromo P450 catalisa

hidroxilagées e O-desalquilagdes, sem interagir com a ponte peroxidica.r*!

Fase | Possiveis locais de
hidroxilacéo . Fase I_I )
ﬂ (Conjugacédo com o &cido glucoroénico)

On
Ol-\

N

H J\H — H
» -
OH HO,C o
ﬁ HO OH
10a- hidroxil HO
Grupo_ Oc- hi Jroxtio Conjugado rapidamente
muito reactivo

excretado

(@]

Hidroxilagao do grupo etilo
pelo citocromo P450

Esquema 1.2

Metabolismo (Fase | e 11) do derivado arteeter. Adaptado de [33].

A partir da realizacdo de estudos experimentais, e apos a administragdo por via oral da
artemisinina a individuos saudaveis, verificou-se metabolizagdo ao nivel do figado com um
efeito de primeira passagem consideravel. Os resultados obtidos permitiram concluir que a
biodisponibilidade oral deste composto, comparativamente a uma suspensao intramuscular em
Oleo, ¢ de apenas 32%. A eliminacdo destes compostos por via renal é insignificante.
Adicionalmente, factores como o pH, enzimas presentes nos tecidos, sangue e figado, e a via

de administracéo afectam igualmente o metabolismo desta classe de compostos.**?!
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1.2.2. 8-Aminoquinolinas

Dos inimeros compostos que fazem parte desta classe de antimaléricos destacou-se, em
1925, a Pamaquina (27). Sintetizado por um gquimico aleméo, este farmaco mostrou-se activo
contra os gametocitos do parasita, sendo capaz de prevenir o reaparecimento da doenca em
individuos infectados com P. vivax e bloquear a sua transmissdo. Contudo, anos mais tarde
revelou-se ser extremamente toxico, causando o abandono do seu uso terapéutico.[?%40-41

Nos anos posteriores seguiu-se o desenvolvimento de compostos anadlogos mais seguros e
menos prejudiciais que culminou na sintese da Primaquina (PQ, 28), em 1946 nos Estados
Unidos da América. A actividade deste farmaco foi extensivamente testada revelando ser o
mais eficaz e com menor nivel de toxicidade associado, quando comparado com outros
compostos 8-AQ desenvolvidos. O seu uso como gametocitocida e esquizontocida tecidular
combinado com o uso da cloroquina (CQ, 4-AQ), potente esquizontocida sanguineo, e
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) como insecticida promoveram a erradicacdo da maléaria
das regides de clima subtropical e temperado no inicio dos anos 1960. Com base neste
cendrio, a comunidade cientifica e a industria farmacéutica colocaram de parte a pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes antimalaricos, mesmo sendo evidentes alguns problemas
inerentes & terapia utilizada. Em 1980, devido ao aquecimento global e ao aumento dos casos
de migracao/turismo, voltaram a ser reportados casos de maléria nas regides anteriormente

referidas. 04!

Usada com elevado sucesso durante as ultimas décadas, a PQ continua a combater a
maléria por trés formas distintas: i) profilaxia, contra todas as espécies do parasita, ii) terapia
contra o0 reaparecimento da doenga, nos individuos extensivamente expostos as espécies P.
vivax ou P. ovale, iii) cura radical nos individuos infectados por ambas as especies
anteriormente referidas. Adicionalmente, nas areas endémicas da doenca este farmaco é usado
como gametocitocida prevenindo a sua transmissdo do hospedeiro humano infectado ao

mosquito vector.[”
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Geralmente, 200 mg de PQ levam a cura total da doenca, sendo a dosagem adoptada para
administragdo de 15 mg/dia durante 14 dias. A necessidade destas administragdes diarias
deve-se ao curto ty, deste composto, que varia entre 4h e 6h. Este agente antimalarico
também apresenta algumas desvantagens e limitacGes, o que faz com que seja contra-indicado
a criancas com idade inferior aos 4 anos e mulheres gravidas. A realizacdo de um teste prévio
a actividade da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é fundamental, e dado néo ter
actividade sobre as formas parasitarias presentes no interior dos eritrdcitos infectados, deve
ser co-administrado com um esquizontocida sanguineo. 4!

A resisténcia do parasita da malaria a PQ é extremamente baixa, sendo praticamente
ausentes os casos reportados. Embora alguns casos de reaparecimento da maléria causada por
P. vivax tenham sido reportados, apds tratamento com esta 8-AQ, a sua frequéncia,

intensidade e distribuicdo ndo aparentam ser alarmantes.[*”

1.2.2.1. Mecanismo ac¢ao

Os inumeros estudos realizados nas Ultimas décadas permitiram concluir que, apds
administracdo da PQ, eram evidentes alteracdes especificas nas membranas das mitocéndrias
de algumas formas parasitarias, nomeadamente, nos esquizontes exo-eritrociticos,
gametdcitos e trofozoitos presentes na fase sanguinea do ciclo de infeccdo. Tal facto fez com
que se considerassem as membranas, especificamente a membrana interna da mitocéndria,
como o alvo de accdo deste agente antimalarico. Esta hip6tese foi adicionalmente reforcada
pelas interaccdes estabelecidas entre a PQ e varios farmacos que tém a sua ac¢do sobre a
mitocéndria. Especificamente, o uso conjunto de PQ e mirincamicina (composto analogo a
clindamicina) resultou na cura radical em macacos infectados com P. cynomolgi e a
azitromicina teve accdo sinérgica com a PQ e tafenoquina (29), in vitro, contra P. falciparum.
Estudos posteriores sugeriram ainda que a exposi¢do a PQ afecta a estrutura da mitocondria e
inibe o desenvolvimento do parasita em fases do seu ciclo de vida que necessitam da funcéo
mitocondrial activa. Embora esta fungdo ainda néo seja completamente evidente, sabe-se que
é fundamental para a sobrevivéncia destes parasitas. Os resultados obtidos por Basso et al.,
recentemente relatados na literatura, comprovaram que a estrutura da PQ € capaz de causar
uma desordem ao nivel da estrutura dos lipidos constituintes das membranas da mitocéndria,
0 que pode influenciar o normal funcionamento de uma ou mais proteinas, as quais se

encontram embebidas neste ambiente lipidico.[***
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Outro mecanismo de accao considerado baseia-se no stress oxidativo gerado no interior
dos eritrocitos pela producdo de ROS aquando do metabolismo da PQ. Os metabolitos
reactivos resultantes actuam suprimindo as defesas celulares, a0 mesmo tempo que atacam
macromoléculas essenciais. Contudo, e embora ndo exista ainda informacéo conclusiva que
demonstre se a actividade antimalarica da PQ é devida a sua accdo directa ou mediada pelos
metabolitos resultantes, a metabolizacdo das 8-AQ parece ser necesséria tanto para a sua

eficacia como para a sua toxicidade.[****
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1.2.2.2. Metabolismo

Desde a sua descoberta que inimeros estudos tém sido realizados com o intuito de
identificar os possiveis metabolitos da PQ. Actualmente sabe-se que este farmaco é
rapidamente absorvido ao nivel do tracto gastrointestinal, acumulando-se posteriormente no
figado, coracdo, pulmBes e musculo-esquelético. Apresenta baixa biodisponibilidade oral,
sendo rapidamente metabolizado com formacdo da carboxiprimaquina (30, CPQ) — o
principal metabolito da PQ identificado em ratos, macacos e humanos. Adicionalmente, este
agente antimalarico é metabolizado a muitos outros compostos, alguns ja identificados outros
ainda ndo, detectados tanto na urina como no plasma. De um modo geral, e de acordo com
estudos in vitro e in vivo, os principais metabolitos da PQ podem ser divididos nos seguintes
grupos: i) carboxiprimaquina, ii) compostos hidroxilados, iii) compostos diméricos, iv)

compostos contendo um &tomo de enxofre e v) restantes metabolitos.%*!

O derivado acido carboxilico da PQ (30) foi o primeiro metabolito identificado e descrito,
ocorrendo a sua formag&o por uma via metabolica independente da ac¢do do citocromo p450
(Esquema 1.3). De acordo com estudos relatados na literatura, a cadeia lateral da PQ ¢é
biotransformada, por accdo de oxidases livres no meio celular, com formacédo de um derivado

contendo a funcéo aldeido (31). Este derivado €, posterior e maioritariamente, convertido por
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accdo da enzima aldeido desidrogenase na CPQ, ou alternativamente no derivado contendo a
funcéo alcool (32) por accdo da enzima lcool desidrogenase. %!

Estudos de actividade revelaram que a CPQ é substancialmente menos activa que a PQ,
facto que sugere a importancia do grupo amina terminal da cadeia alifatica na actividade
destes compostos. O facto de este metabolito ndo ser detectado na urina sugere a ocorréncia
de transformac@es adicionais, prévias a sua excrecdo, com provavel formacdo de espécies

reactivas e toxicas. 04
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Esquema 1.3

Via metabodlica proposta para a cadeia lateral da PQ. Adaptado de [41].

Contrariamente a CPQ, alguns metabolitos resultantes da hidroxilacdo da PQ foram
identificados nos fluidos biologicos dos animais tratados, destacando-se a 5-
hidroxiprimaquina (33, 5-HPQ) e 6-metoxi-8-hidroxilaminoquinolina (34, MAQ-NOH).
Ambos os metabolismos sdo potenciais responsaveis pela formagdo de meta-hemoglobina,
hemélise dos eritrécitos e deplecdo da actividade da glutationa (GSH).! !

Adicionalmente, foram identificados outros metabolitos como, por exemplo, a 5,6-
dihidroxiprimaquina (35, 5-H-6-DPQ), 6-metoxi-5-hidroxi-8-aminoquinolina (36) e
5,6.dihidroxi-8-aminoquinolina (37, AQD), alguns dos quais mostrando interac¢do in vitro
com a hemoglobina humana, hemolisados caninos e eritrocitos humanos. A hidroxilacdo da

PQ resultou em compostos mais t6xicos. """
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Um estudo realizado por Vasquez-Vivar e Augusto em 1992 mostrou que os metabolitos
33, 35 e 37 sdo rapidamente oxidados em condicGes fisioldgicas, com formacdo de H,0, e
derivados quinona-imina. No caso do composto 35 o derivado quinona-imina identificado é
capaz de formar um composto triciclico (38, Esquema 1.4) que existe em equilibro com a

forma orto-quinoide (39, Esquema 1.4). 14044241

/
/

\
\
\

OH OH
(36) @37

| AN HoN | NN NH
Z OH Z f (e}
OH 0---4

(35) (38) (39)

Esquema 1.4

Equilibrio quimico entre os derivados 38 e 39. Adaptado de [40].

Clark et al. identificaram em 1984 dois novos metabolitos diméricos da PQ, quando
realizavam estudos acerca do metabolismo deste composto em microrganismos. Os
compostos isolados 40 e 41 ndo demonstraram actividade antimalérica, contrariamente aos

derivados 42 e 43 que se revelaram potentes esquizontocidas. 474!
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1.2.2.3 Toxicidade

Quando administrada a individuos infectados com malaria, a PQ pode causar efeitos
secundarios severos. Um desses efeitos € a meta-hemoglobinémia, uma condigdo patologica
caracterizada por uma acumulagdo anormal da meta-hemoglobina ao nivel do sangue.

Em condicBes fisioldgicas, o atomo de Fe presente no grupo heme da hemoglobina
encontra-se em equilibrio entre dois estados de oxidagdo: o estado de oxidacdo ferroso (Fe?"),
que se liga ao O, e realiza o seu transporte pelo corpo, ou o estado de oxidacéo férrico (Fe**),
a partir do qual se forma a meta-hemoglobina que é espontaneamente neutralizada.!*>***! Em
situagdes adversas, como por exemplo em casos de stress oxidativo, infec¢do, deficiéncia na
enzima G6PD ou por simples influéncia de xenobiéticos, a oxidacdo de Fe?* a Fe** encontra-
se favorecida, o que causa um aumento da concentracdo da meta-hemoglobina no organismo.
Dado que esta forma de hemoglobina nao tem capacidade de ligacdo ao O,, ndo efectua o seu
transporte pelos tecidos do corpo o0 que, consequentemente, implica sérios riscos para a saude

humana.[#%44
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Este efeito hemotdxico quando causado pela administracdo de PQ aos individuos
infectados, em especial aos que apresentam deficiéncia na enzima G6PD, suple-se ser
mediado pelos metabolitos que este farmaco origina ap6s metabolismo. Contudo, e apesar de
estudos descritos na literatura apontarem o composto MAQ-NOH (34) como um dos possiveis
responsaveis, tanto 0s metabolitos tdxicos como o0 mecanismo por detras desta

hemotoxicidade continuam por identificar.*"!

Adicionalmente, a PQ é responsavel pela anemia hemolitica verificada nos individuos
tratados. Tanto nas células do hospedeiro humano como nas do parasita existem sistemas
antioxidantes importantes e essenciais que mantém as ROS num nivel adequado a sua
sobrevivéncia. A grande maioria destes sistemas necessita de NADPH para efectuar a
destoxificacdo dos radicais livres, sendo a producdo desta coenzima catalisada pela G6PD.
Nos individuos deficientes na G6PD a producdo de NADPH é inferior o que promove uma
maior susceptibilidade a danos celulares por agentes oxidantes. Embora expressa em todos 0s
tecidos, a deficiéncia na G6PD manifesta-se essencialmente ao nivel dos glébulos vermelhos,
razdo pela qual em casos de infeccdo ou exposicdo a determinados compostos quimicos se
desencadeia uma anemia hemolitica. A PQ € um dos compostos quimicos que exerce este
efeito toxico nos individuos comprometidos.“”

A actividade hemolitica da PQ deve-se ao stress oxidativo gerado no interior dos
eritrocitos, pelos compostos formados apds metabolismo, que promove a fagocitose destas
células. Alguns dos metabolitos fendlicos identificados sdo potenciais responsaveis pela
hemélise directa dos eritrécitos, nomeadamente: 5-HPQ (33) e MAQ-NOH (34).*1 Alguns
dos estudos realizados neste sentido permitiram demonstrar que os efeitos hemoliticos do
metabolito 34 resultam de danos provocados nas membranas dos eritrocitos, por peroxidacao
lipidica. Contrariamente, verificou-se que o derivado 33 induz danos oxidativos ao
citoesqueleto dos eritrocitos. Estes danos surgem pela formacéo de pontes dissulfureto entre a
hemoglobina e as proteinas do citoesqueleto, formando-se aductos que determinam a
fagocitose das células. Assim, ocorre uma diminui¢do do namero de eritrocitos em circulagéo,

0 que leva & anemia hemolitica.[**44¢°"!
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1.2. Compostos hibridos

Actualmente a OMS recomenda o0 uso de uma terapia de combinacdo, devido ao
desenvolvimento de estirpes resistentes do parasita da malaria a maioria dos farmacos usados
em monoterapia.l*!

A terapia de combinacdo tem-se revelado mais eficaz e menos vulneravel a resisténcias
adaptativas, uma vez que é mais dificil para o sistema bioldgico em questdo compensar a
accdo simultanea de dois ou mais farmacos. Esta abordagem multifactorial foi primeiramente
desenvolvida na quimioterapia contra a tuberculose e tem sido aplicada em diferentes areas
terapéuticas como o cancro, a diabetes e inimeras doengas infecciosas. Recentemente foi
também aprovada para o tratamento da SIDA e infeccdes causadas por HIV-1.[5233545%

Considerando que o mesmo principio pode ser aplicado no tratamento da malaria, a OMS
recomenda que uma terapia combinatoria baseada na ART (ACT) seja usada como primeira
linha de tratamento nos casos de infeccdo. Combinacbes de ART ou um dos seus derivados,
que tém rapida accdo sobre o parasita mas sdo rapidamente excretados, com compostos
antimalaricos com tempos de semi-vida superiores sdo favorecidas de modo a atingir a
erradicacdo completa das formas parasitarias e prevenir o reaparecimento da doenca, situacdo
frequentemente detectada nos individuos infectados sujeitos a monoterapia de ART. De facto,
a combinagdes entre a ART ou derivados e farmacos como a mefloquina ou lumefantrina tém-
se revelado altamente eficazes, mesmo no tratamento de estirpes de Plasmodium multi-

resistentes, [551:52:55.56]

A combinacdo de farmacos pode ser feita, pelo menos, de trés maneiras distintas, sendo a
mais usual a utilizacdo de dois medicamentos em separado. Adicionalmente, podem-se
desenvolver formulagGes estaveis contendo ambas as substancias activas, ou conjugar ambos
os farmacéforos num Gnico composto quimico. Com base neste Gltimo conceito, Meunier et al
introduziram os compostos hibridos (também designados por compostos quiméricos) na
terapia antimalarica. Este tipo de compostos contendo dois farmacoforos — grupo quinolina e
perdéxido — foi sintetizado com o objectivo de ultrapassar 0s casos de resisténcia do parasita a
farmacos derivados da CQ tirando-se, simultaneamente, partido das propriedades
farmacocinéticas dos trioxanos, ozonidos e tetraoxanos. Os compostos desenvolvidos
mostraram maior actividade antimalarica do que os farmacos de partida, revelando-se assim a
importancia desta metodologia.?”*!

Com base nesta abordagem, nos altimos anos tém sido sintetizados varios compostos

hibridos baseados no farmacéforo dos peréxidos. Em 2009, Capela et al®® reportaram a
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sintese de compostos hibridos contendo ambas as unidades antimalaricas ART e vinilsulfona,
acopladas entre si por ligacGes peptidicas. Os compostos desenvolvidos demonstraram potente
actividade antiplasmodial contra estirpes multi-ressistentes de P. falciparum sensiveis a

cloroquina, com valores de ICsq na ordem dos 2 a 5 M.

Por definicdo, uma molécula hibrida consiste numa entidade quimica contendo dois (ou
mais) dominios estruturais (farmacdforos), com diferentes funcdes bioldgicas e actividade. As
partes constituintes de um composto hibrido podem ou néo ter o mesmo alvo biolégico, razdo
pela qual se distinguem trés categorias distintas (Figura 1.6): i) compostos hibridos em que
ambos os farmacdforos actuam no mesmo alvo terapéutico, ii) compostos com dois alvos de
acgdo distintos, e iii) moléculas hibridas com dois alvos de ac¢do diferentes mas relacionados
entre si, de modo a que ambos os farmacoforos actuam ao mesmo tempo no respectivo alvo

terapéutico.™!

L

.1|| A =Um Unico alvo

Alvo (nico Alvo Unico

B = Dois alvos independentes
—\_/— (as duas entidades da molécula hibrida actuam

independentemente dos alvos)

"

Alvo 1 Alvo 2

C = Dois alvos relacionados
(as duas entidades da molécula hibrida
actuam ao mesmo tempo)

|

Alvo 1 Alvo 2

Figura 1.6

Representacdo dos trés modos de accdo possiveis para as moléculas hibridas. Adaptado de [51]

Adicionalmente, e consoante o tipo de linker que estabelece a ligacdo entre os diferentes

farmacoforos, os compostos podem ser classificados como: i) conjugados clivaveis, em que 0

linker pode ser metabolizado libertando os farmacdforos que interagem de forma
independente com o respectivo alvo de accéo, ii) conjugados, em que cada farmacéforo actua
num alvo distinto e o linker, metabolicamente estavel, que os une ndo faz parte da estrutura

quimica de nenhum dos compostos individuais, iii) moléculas parcialmente fundidas, que

apresentam um linker de reduzidas dimensdes fazendo com que ambos os farmacéforos se
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encontrem parcialmente fundidos entre si e iv) hibridos fundidos, nos quais ambos 0s

farmacdforos se encontram fundidos, tirando partido da estrutura comum de ambos 0s
compostos de partida e desenvolvendo-se assim moléculas mais simples e de menores

dimensdes (Figura 1.7).1>4>®

Fl Fl
. F1
Fi-F,
F
F, F, \—2

Aumento do grau de sobreposicdo de ambos os farmacoforos, F, e F,
Diminuicdo do tamanho molecular e da complexidade estrutural

Figura1.7

Representacéo dos diferentes tipos de moléculas hibridas consoante o linker que as constitui. Adaptado de [54]

A utilizacdo de compostos hibridos em relacdo a terapia de combinacdo pode apresentar
varias vantagens, tais como:

i) maior compliance por parte dos doentes que passam a tomar um menor ndmero de

medicamentos,

i) menores custos associados (apenas é preciso produzir um medicamento, com dois ou

mais farmacoforos, em vez de varios medicamentos cada um com o seu farmacoforo),

iii) menor risco de interac¢Oes adversas entre ambos os farmacos (huma formulacéo

combinada as solubilidades podem ser diferentes modificando-se consequentemente o

nivel de ambos os farmacos em circulagéo, que deve ser o mesmo),

iv) maior previsao das propriedades farmacocinéticas do composto final.

Por outro lado, um inconveniente das moléculas hibridas é o facto de a razdo entre 0s
farmacoforos ser sempre fixa, o que faz com que seja mais dificil ajustar ambas as actividades
em alvos terapéuticos distintos. De acordo com esta desvantagem, e em casos extremos, pode
acontecer que para determinadas concentragdes do composto apenas um farmacoforo consiga

exercer a sua fungio biolégica.>*"!
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1.3. Ambito da tese

A erradicacdo da malaria requer novas abordagens terapéuticas e profilaticas que actuem
simultaneamente em diferentes fases do ciclo de vida do parasita. Para além da actividade
sobre as formas parasitarias responsaveis pela infeccdo dos eritrocitos, os novos candidatos
devem actuar de igual modo sobre as formas infectantes dos hepatdcitos, especificamente
sobre 0s hipnozoitos. Adicionalmente, o bloqueio da transmissdo da doenca aos mosquitos
vectores, através da actividade gametocitocida, é outra das caracteristicas desejaveis. Dado
que os farmacos existentes sdo apenas activos contra apenas uma ou, no maximo, duas fases
do ciclo de vida de Plasmodium, devem ser desenvolvidas combinacOes de agentes
antimaléricos, tal como recomendado pela OMS."*®!

Os compostos hibridos, como referido anteriormente, oferecem a possibilidade de uma
Unica entidade quimica interagir com diferentes alvos ou diferentes locais num mesmo alvo de
acgdo. Algumas das moléculas hibridas ja desenvolvidas na terapia antimalérica, em que dois
antimalaricos foram combinados através de um linker, revelaram resultados promissores e

eficazes contra os respectivos alvos de acgdo no parasita.®"!

A artemisinina (1) e respectivos analogos (di-hidroartemisinina, 3, artesunato, 4, arteméter,
5 e arteeter, 6 - Figura 2.2) representaram um grande avanco na quimioterapia da maléria,
dada a rapida resposta terapéutica que produzem particularmente em estirpes de P. falciparum
multi-resistentes. Embora estes compostos sejam bastante eficazes contra as formas
parasitarias assexuadas e evitem o desenvolvimento precoce dos gametécitos, bloqueando a
transmissdo da doenca, ndo sdo activos na fase hepéatica da maléria. O mesmo tipo de
actividade estende-se aos inlimeros compostos peréxidos obtidos por via sintética.l?*26:3%

A PQ (28) é, por sua vez, o Unico agente antimalarico, disponivel clinicamente, activo
contra as formas parasitarias da fase hepatica (incluindo hipnozoitos da espécie P.vivax) do
ciclo de vida e gametdcitos de todas as estirpes. Contudo este agente antimalarico € pouco

activo na fase sanguinea do ciclo infeccioso.!”

Posto isto, o objectivo deste trabalho focou-se no desenvolvimento de novas moléculas
hibridas (44 e 45), baseadas nos farmacdforos perdxido (azul) e 8-AQ (verde), que pudessem
ser activas ndo sO contra as fases hepatica e sanguinea, mas também bloqueadoras da

transmissdo do parasita da malaria ao mosquito vector.
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Ap0s sintetizados, e tendo em vista a avaliacao destes compostos como moléculas hibridas,
estudou-se a sua estabilidade quimica e enziméatica em condicBes fisiologicas de pH e
temperatura (tampéo fosfato pH 7,4 a 37°C, em plasma humano e em homogenato de figado
de rato). Adicionalmente foi efectuado um screening biologico de modo a determinar a

actividade dos compostos antimalaricos desenvolvidos.
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2.1 Sintese do Hibrido Artemisinina — Primaquina

Tal como referido anteriormente, a ART e analogos semi-sintéticos apresentam baixa
biodisponibilidade e clearance rapida. Adicionalmente, o principal metabolito apos
metabolizacdo é a DHA (2), um composto associado aos efeitos toxicos observados e com
reduzido ty;, (Esquema 2). Com o objectivo de colmatar estas desvantagens varios derivados
tém sido desenvolvidos de modo a obter compostos mais estaveis, com tempos de semi-vida
superiores e potencialmente menos tdxicos. Consequentemente, surgiram inUmeras
abordagens sintéticas e semi-sintéticas dos analogos 10-carba, compostos nos quais o0 &tomo
de oxigénio na posicdo C-10 foi substituido por um atomo de carbono. Com base nos
resultados relatados por inumeros grupos nos ultimos anos, ficou confirmado que a ligacao
carbono-carbono em Cyp aumenta a estabilidade metabdlica dos derivados desenvolvidos,
razdo pela qual esta abordagem foi aplicada nos novos compostos hibridos antimalaricos

desenvolvidos.®”

De acordo com o descrito no capitulo 1 (seccdo 1.4), o objectivo deste trabalho
experimental foi o desenvolvimento de compostos hibridos contendo ambos os farmacéforos
peroxido e 8-AQ. Assim, pelas razfes previamente apresentadas, decidiu-se sintetizar e
estudar a actividade de um composto hibrido contendo a unidade da ART covalentemente
ligada a da PQ. Esta ligacdo foi efectuada através de um linker contendo a funcdo amina,
obtendo-se assim a molécula hibrida 58. A sua retrossintese é apresentada na Figura 2.1 e
evidencia a necessidade de introduzir um grupo funcional aldeido na unidade da ART, para
posteriormente reagir com o grupo amina terminal da PQ. A sintese deste derivado aldeido foi
efectuada a partir de um estudo reportado na literatura por Stocks et al.®”, o qual desenvolveu
compostos conjugados 10-carba da ART. Por reducdo do derivado acido carboxilico
sintetizado por este grupo obtém-se o composto aldeido (59) de interesse. O esquema
reaccional e respectivos intermediarios envolvidos neste processo sintético estdo apresentados
no Esquema 2.1. As vias sintéticas adoptadas e a identificagdo estrutural dos compostos

sintetizados serdo apresentadas neste capitulo.
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MeO

8 meo Z

Figura 2.1

Andlise retrossintética do composto hibrido 58.

i)

° @

vi) a) V)

b)

(59) o

Esquema 2.1

Reaccdes quimicas efectuadas de modo a obter o derivado aldeido (59). Reagentes e condiges: i) NaBH,, MeOH, 0°C; ii)
BzCl, Piridina, DCM, 0°C; iii) aliltrimetilsilano, ZnCl,, DCE, crivos moleculares, 0°C; iv) NalO,, KMnQO,, Acetona/H,0; v)
TBTU, TEA, DCM, N,O-dimetilhidroxilamina.HCI, t.a.; vi) a) LiAIH,, THF, 0°C, b) KHSO, (solu¢do aquosa).
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2.1.1 Artemisinina (1)

Uma andlise preliminar da Artemisinina comercial, por espectroscopia de IV, 'H-RMN,
13C.RMN e técnicas bidimensionais de COSY e HMQC, foi fundamental de modo a
possibilitar analises e comparacdes futuras. O tratamento dos dados obtidos nos espectros *H-
RMN (Figura 2.2), *C-RMN e COSY baseou-se no relatado por Blaskd, G. e Cordell,
G.A™ O ponto de fusdo determinado, que variou entre os 151 - 154°C, permitiu inferir

acerca da pureza do composto e encontra-se de acordo com o descrito.
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Figura 2.2

Representacdo do espectro de *H-RMN da Artemisinina (1).

Na estrutura da ART existem sete centros quirais que influenciam o comportamento
magnético dos protdes nos carbonos adjacentes. Este facto faz com que os protbes dos grupos
-CH, ndo sejam magneticamente equivalentes, o que se traduz no aparecimento de sinais
distintos.

No espectro de *H-RMN é importante salientar alguns sinais caracteristicos, como 0s
correspondentes aos protdes em Cge Cy, (Figura 2.2).

No espectro de *C-RMN o pico mais caracteristico é o que aparece a um desvio quimico
(0) de 172,1 ppm que corresponde ao grupo carbonilo. Este grupo foi também identificado por
espectroscopia de 1V, pela banda caracteristica a 1738 cm™. A ponte peroxidica, fundamental
para a actividade antimalarica deste composto, foi identificada pela banda a 989 cm™. Todos

estes valores foram comparados com os tabelados na literatura.®?
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2.1.2 Di-hidroartemisinina (2)

A primeira sintese realizada consistiu na redugdo do grupo carbonilo da artemisinina no
grupo hidroxilo da di-hidroartemisinina. Esta reaccdo foi efectuada de acordo com o

%3] usando-se como agente reductor o NaBH,. O

procedimento descrito por Brossi et al.
procedimento experimental efectuado encontra-se descrito no capitulo IV.

Dada a possibilidade de o ataque nucleofilico, por parte do hidreto, poder ocorrer por
ambos os lados do grupo carbonilo, no final da reaccdo obteve-se uma mistura de dois

diastereoisémeros do composto 2 (na proporcéo de 1:1) - 2a e 2B (Esquema 2.2).1264

Esquema 2.2

Mecanismo da reaccao de redugdo com NaBH,, em meio protico.

A di-hidroartemisinina foi analisada por espectroscopia de 1V, *H-RMN, *C-RMN e
técnicas bidimensionais de COSY e HMQC. Por comparacdo com os dados obtidos pelas
mesmas tecnicas de espectroscopia para a artemisinina, previamente referidos, confirmou-se

nédo so a presenca do derivado 2, como foi possivel identificar ambos os diastereoisémeros.

A obtengdo de uma mistura racémica de ambos os isomeros 2a e 23 fez com que todos 0s
protbes presentes na estrutura da di-hidroartemisinina tivessem associados dois sinais
distintos no espectro de *H-RMN. Muitos destes sinais foram fundamentais para comprovar a
ocorréncia de reducdo, especificamente os sinais com & = 5,30 ppm e & = 4,75 ppm que
correspondem ao protdo em Cjo nos isomeros 2B e 2a, respectivamente (Figura 2.3). A
atribuicdo de cada isomero baseou-se nas constantes de acoplamento (J) obtidas para cada um
dos sinais, as quais resultam do desdobramento que o protdo em Cio sofre pelo efeito do

protdo em Co.
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Figura 2.3

Representacio parcial do espectro de *H-RMN do derivado di-hidroartemisinina (2). Os protdes de cada isémero apresentam
uma cor caracteristica, nomeadamente: isémero 2o e isémero 2.

De acordo com a literatura, protdes vicinais em que ambos se encontram na posicao axial
originam entre si um angulo diedro de 180° e tém Jaxax que varia entre 0s 6 e 14 Hz. Quando
apenas um deles se encontra na posic¢do axial o angulo diedro formado entre ambos diminui
de amplitude, tendo um valor tabelado de aproximadamente 60°, e 0 valor de Jaxeq Varia entre
0s 0 e 5 Hz.[*? Se tivermos em conta a estrutura de ambos os diastereoisémeros da DHART
(Figura 2.4) verifica-se que no isdbmero o ambos 0s protdes em Cy e Cio Se encontram na
posicdo axial, contrariamente ao que acontece no isémero B em que o protdo em Cy Se
mantém na posi¢do axial mas o protdo em Cjo passa a estar na posi¢do equatorial. Posto isto,
foi possivel concluir que o sinal com & = 5,30 ppm e J = 3,2 Hz corresponde ao isdmero 28,
enquanto o sinal com 6 = 4,75 ppm e J = 9,2 Hz corresponde ao isomero 2. Esta atribuigdo

encontra-se de acordo com a proposta por outros autores, (626465661

O novo ambiente quimico junto ao protdo em Cg, que passou a estar adjacente a um
carbono contendo um grupo hidroxilo em vez de carbonilo, determina a absorcéo de energia
num campo magnético diferente obtendo-se consequentemente um desvio quimico distinto. O
protdo em Cy encontra-se menos blindado na estrutura da artemisinina o que determina o
aparecimento de um sinal a campo mais baixo (6 = 3,42 ppm; Figura 2.3), enquanto que na
estrutura da DHART este protdo em Cy tem um pico caracteristico a campo mais alto,
nomeadamente & = 2,61 ppm e & = 2,29 ppm para os isdmeros 2 € 2a, respectivamente.[*>°°!

Esta atribuicdo foi baseada no espectro bidimensional de COSY (Figura 2.5).
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Figura 2.4

Modelo 3D dos diasterecoisdbmeros da DHART: 2a e 2, respectivamente. Adaptado de [3].
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Figura 2.5

Representacdo parcial do espectro bidimensional COSY da di-hidroartemisinina (2), evidenciando a interaccéo entre os
protdes em Cq e Cy4. Os protdes de cada isémero apresentam uma cor caracteristica, nomeadamente: isémero 2 e isomero

28.

De modo a evidenciar a presenga de ambos 0s isomeros, é ainda importante salientar o
desvio quimico do protdo em Ci, que aparece como um singuleto a dois valores diferentes.
Por comparagdo com o espectro de 'H-RMN da ART, este protdo apresentou apenas um sinal
com o = 5,88 ppm. De acordo com a literatura o0 sinal a campo mais baixo (6 = 5,60 ppm)
corresponde ao isémero 23 e o sinal a campo mais alto (6 = 5,39 ppm) ao isomero 20.[6568]

Para confirmar experimentalmente esta atribuicdo ter-se-ia que realizar um espectro de
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NOESY, onde se poderia identificar o acoplamento bidimensional entre os protdes em Cjg e
C12 quando espacialmente orientados na mesma configuracdo (isémero 23, Figura 2.4).

No espectro de *H-RMN foi ainda visivel o sinal correspondente ao grupo hidroxilo do
isomero 23 da DHART. A atribuicdo deste sinal ao respectivo isomero foi feita com base no
espectro bidimensional de COSY (Figura 2.5).

Relativamente ao espectro de *C-RMN da DHART, verificou-se o desaparecimento do
sinal correspondente ao grupo carbonilo (6 = 172,1 ppm) e o aparecimento de dois novos
sinais com 6 = 96,6 ppm ¢ & = 94,8 ppm. Ambos correspondem ao Cjo, respectivamente aos
isbmeros B ¢ a do derivado 2. Esta correspondéncia foi atribuida com base no espectro
bidimensional de HMQC (Figura 2.6) e tais resultados evidenciam, mais uma vez, a

possibilidade de identificacdo de ambos os diastereoisomeros.
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Figura 2.6

Representagdo parcial do espectro bidimensional HMQC da di-hidroartemisinina (2), evidenciando a interac¢do dos protdes
em Cy, ao respectivo atomo de C. Os protdes de cada isomero apresentam uma cor caracteristica, nomeadamente: isomero
20 e isomero 2.

Os sinais correspondentes ao C;, em ambos os isomeros 20, ¢ 23 foram identificados a & =
91,4 ppm ¢ 6 = 87,9 ppm, respectivamente. Por ultimo, é ainda relevante referir o sinal do Cg
que tem & = 35,0 ppm no isdémero 2a. ¢ 6 = 30,9 ppm no isdbmero 2. Por espectroscopia de 1V
foi possivel verificar as bandas caracteristicas deste derivado, nomeadamente as
correspondentes ao grupo hidroxilo (1375 cm™) e & ponte peroxidica (986 cm™).[¢?!
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2.1.3 Derivado C-10 alildeoxoartemisinina (60)

A sintese do principal intermediario (60), a partir do qual se desenvolvem 0s compostos
analogos 10-carba da ART, encontra-se extensivamente descrita na literatura.l’”%8 A
formacédo do produto secundério anidro-artemisinina (64, AHA), com elevado rendimento, no
decorrer da reaccdo levou inlmeros grupos a procurar vias sintéticas alternativas. De entre as
referidas, a sintese do derivado C-10p alildeoxoartemisinina a partir do intermediario DHART
10a-Benzoato (61) revelou resultados bastante promissores. De acordo com Paul O’Neill et
al. e Hindley et al., a reac¢do de 61 com o composto aliltrimetilsilano, usando ZnCl, como
acido de Lewis de reactividade moderada, favorece a formagdo do derivado 60 com
rendimentos superiores aos obtidos aquando da sintese do mesmo composto usando acidos de
Lewis mais forte (como por exemplo BF3.Et,0).[7%!

Assim, ap0s a sintese da DHART seguiu-se a sintese do intermediario 61, de acordo com o
procedimento descrito por Hindley et al.l* (ver capitulo 1V). O mecanismo proposto para

esta reaccdo encontra-se descrito no Esquema 2.3.

H - - HCI

Esquema 2.3

Mecanismo de sintese do intermediario DHART 10a-Benzoato (61).
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O papel da piridina (base fraca) neste mecanismo de sintese ainda ndo se encontra
completamente esclarecido. De acordo com o descrito na literatura, o derivado 61 é obtido por
um mecanismo de adicdo/eliminacdo, com formacdo de um composto intermediario
tetraédrico (Esquema 2.3). A posterior saida do cloreto (bom grupo abandonante), leva a
obtencdo do composto final. E importante referir que esta reaccio ocorre apenas com o
isomero B da DHART, obtendo-se como produto o derivado com configuragdo o em Cjg -

DHART 100a-Benzoato.

A pureza do composto solido cristalino branco obtido apds reaccdo foi avaliada pela
determinacdo do ponto de fusdo. O valor determinado coincidiu com o descrito na literatura
(111 — 112°C).1% A posterior caracterizacdo do derivado 60 fez-se por espectroscopia de IV,
'H-RMN, *C-RMN e técnica bidimensional de COSY.

Pelo espectro de *H-RMN foi possivel identificar os protdes aromaticos da estrutura do
benzoato (Figura 2.7) e confirmar a estereoquimica do derivado sintetizado, que apresenta
configuragdo o na ligacdo Ci0-O. A presenca deste diastereoisomero confirma-se pelo
acoplamento identificado entre os protdes em Cg € C1o. De acordo com a literatura, o facto de
0 protdo em Cyg apresentar um sinal (6 = 6,01 Hz) com multiplicidade de dupleto e J = 10 Hz
indica que faz um angulo diedro com o protédo em Cq de cerca de 180°C, sendo esta amplitude
caracteristica em prot@es vicinais em posicao axial-axial. Assim, e dado que o protdo em Cq
mantém a configuracdo em a, o protdo em Cyp apresenta configuracdo e o grupo benzoato
configuracdo o. Tais resultados encontram-se de acordo com o relatado na literatura,

comprovando o mecanismo de reacgdo proposto.[6268¢7]

\J4’_'3‘ = 7,6 Hz
32',4’ = 7,6 Hz Jm,g =10 Hz
\]4*'3' = 7,4 Hz
Hi,

Hy Hy

r; . | o

|II | 'l |II | ] {
J f '<'I- | I I' 1l \
& = T =

Figura 2.7

Representagéo parcial do espectro de *H-RMN do derivado DHART 100-Benzoato (60).
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Com base no espectro de 'H-RMN (Figura 2.7) verificou-se que os protdes do anel
aromatico apresentam um deslocamento quimico de acordo com o descrito na literatura para
sistemas arométicos, nomeadamente: 6H,: = 8,12 ppm, 6H;- = 7,44 ppm e 6H4 = 7,57 ppm. A
atribuicdo de cada sinal ao respectivo protdo fez-se com base nas estruturas de ressonancia do
anel aromatico (Esquema 2.4) que evidenciam as posicdes mais susceptiveis de
desblindagem.® Adicionalmente, é ainda relevante referir que as Jyn observadas se
encontram em concordancia com os valores relatados na literatura para protdes aromaticos
nas posicdes orto (J = 6-10 Hz). Pela multiplicidade que estes sinais apresentam ndo foram
evidentes os acoplamentos entre protGes nas posicdes meta (J = 1-3 Hz) e para (J = 0-1
Hz).[2

2N
+ +
o} o- o- - o

Esquema 2.4

Representagdo esquematica das possiveis estruturas de ressonancia do anel aromatico presente no derivado DHART 100-
Benzoato (61).

O protdo em Cy,, caracteristico da artemisinina e seus derivados, foi identificado como um
singuleto a 6 = 5,53 ppm, 0 que se encontra de acordo com o esperado. Relativamente ao
protdo em C,, identificado como um multipleto devido ao acoplamento com os protdes do
grupo —CHs ligado a Cgy e os protdes em Cjp e Cg,, apresenta um sinal com 6 = 2,75 ppm.
Comparativamente com o espectro de *H-RMN obtido para a DHART verifica-se que neste
derivado este protdo se encontra ligeiramente mais desblindado.

Pela anélise do espectro de *C-RMN (ver Anexos) foi possivel identificar os sinais
correspondentes ao grupo carbonilo (6 = 165,5 ppm) e ao sistema aromético (por volta dos
130 ppm). Neste ultimo, a atribuicdo de cada sinal ao respectivo carbono fez-se com base no
espectro bidimensional HMQC tendo-se verificado: 6C4- = 133,5 ppm, 6C,- = 130,3 ppm, 6Cy:
=129,8 ppm ¢ 6C3- = 128,4 ppm. Adicionalmente, por espectroscopia de 1V foi evidenciada a

banda caracteristica do grupo carbonilo (1730 cm™).[%
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Na sintese do composto 60 utilizou-se ZnCl, como acido de Lewis na presenca de crivos
moleculares 4A e 1,2-dicloroetano (1,2-DCE) seco como solvente. O mecanismo reaccional
proposto entre o intermedidrio 61 e o composto aliltrimetilsilano encontra-se descrito no
Esquema 2.5. Com base neste mecanismo, e de acordo com alguns autores, a reac¢éo
catalisada pelo acido de Lewis ZnCl; inicia-se com a saida do &cido benzoéico, como grupo
abandonante, e consequente formacao do intermediério oxonio. Este é atacado, de modo axial,
pelo carbono nucleofilico do composto aliltrimetilsilano, ocorrendo a formagdo de um
carbocatido estabilizado pelo aomo de silicio. O passo final da reaccdo ocorre por
intervencdo do ido cloreto que ao reagir com o atomo de Si determina a formacao do derivado
C-10B alildeoxoartemisinina (60).1°" !

Embora as condi¢des utilizadas tenham sido as optimizadas por Paul O’Neill et al.l’®® ¢
segundo as quais se obteria 90% do derivado, no final da reaccdo apenas se obteve 38% de 60
tendo-se formado também o composto AHA (40%). Este produto secundario, formado por
desidratacdo do intermediario oxo6nio (Esquema 2.5), apresenta um valor de Rf bastante
préximo de 60, facto que dificultou a separacdo e purificacdo por cromatografia de coluna de
ambos os produtos de reaccdo. A caracterizacdo espectroscépica de ambos os derivados, C-

10p alildeoxoartemisinina (60) e AHA (64), encontra-se descrita a seguir.
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Esquema 2.5

Possivel mecanismo de sintese de: a) intermediario C-10pB alildeoxoartemisinina (60), b) produto secundario AHA (64).
Ambas as reacgdes sdo catalisadas pelo acido de Lewis ZnCl,. Adaptado de [5].

e C-10p alildeoxoartemisinina (60)
O composto 60 foi facilmente identificado por espectroscopia de ‘H-RMN devido a

introducdo de uma dupla ligacéo que, tal como o sistema aromaético, apresenta caracteristicas

especificas. Adicionalmente, a auséncia dos sinais tipicos do grupo carbonilo e do grupo
benzoato comprovaram a ocorréncia da reac¢do com sintese do derivado alilico.

Pela analise do espectro de *H-RMN (Figura 2.8) verificou-se que os protdes da
ramificacdo alilica introduzida aparecem a campo mais alto (6 = 5-6 Hz) que os protdes do

anel aromatico (8 = 6-8 Hz), 0 que se encontra de acordo com o esperado.[®
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Ambos os protbes em Cys foram identificados com & = 5,12 e¢ 5,06 ppm. A atribui¢ao de
cada protdo fez-se de acordo com os valores de J calculados, e por comparagdo com 0s
valores descritos na literatura: Jop = 6-12 Hz, J,c = 12-18 Hz e Jp . = 0-3 Hz. %4

; g H12
H14a ‘ HlSC H15b HlO Hg
. U JHUA .
é é ; ; é T é ) %
60 58 58 57 56 55 54 53 52 51 50 48 48 47 46 45 44 43 27

Figura 2.8

Representacéo parcial do espectro de *H-RMN do derivado C-10p alildeoxoartemisinina (60).

As constantes de acoplamento calculadas para o sinal a 6 = 5,12 ppm, que aparece como
um dupleto de dupletos, foram J = 17,2 Hz e J = 1,6 Hz, enquanto o sinal a § = 5,06 ppm
apresentou J = 10 Hz e J= 1,2 Hz (Figura 2.9). Assim, concluiu-se que o sinal a campo mais
baixo corresponde ao H, em Cy5 dado que apresenta uma constante de acoplamento com H,
em Cy4 superior, comparativamente com a constante de acoplamento do H, em Ci5 com o
mesmo protdo em Cyg.

O protdo em Cy4teve um sinal a 8 = 5.93 ppm, encontrando-se mais desblindado.

<—> Jisc14a = 17,2 HZ «—> Jish,14a = 10 Hz

Jisc150 = 1,6 Hz Jispasc = 1,2 Hz

Figura 2.9

Diagrama representativo do acoplamento entre os protdes H, em C14 € Hy e He em Cy5 da dupla ligagdo do derivado C-10B
alildeoxoartemisinina (60).
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Os protdes em Cy3 s6 puderam ser identificados atraves do espectro bidimensional COSY,

onde se analisou a sua interacgdo com os protdes em Cyp e Cy14 (Figura 2.10).
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Figura 2.10

Representagdo parcial do espectro bidimensional de COSY do derivado C-10f alildeoxoartemisinina (60), evidenciando a
interaccdo entre os protdes em Cyg, Cy3 € Cyy.

Como nos demais derivados previamente caracterizados, o protdo em C;, foi identificado a
6 = 5,33 ppm. De modo a confirmar o diastereoisomero obtido analisou-se ainda o
acoplamento entre os protdes em Cg e Cy0. De acordo com a multiplicidade do sinal para o
protdo em Cjo, que corresponde a um septeto, o acoplamento com o protdo em Cg apresenta
um angulo diedro de cerca de 60° que resulta das posicOes axial (Hg) — equatorial (Hyp) em
que se encontram. Assim, o derivado apresenta configuracdo p em Cyo e Jvariaentre 0 e 5
Hz.[?4

Por espectroscopia de *C-RMN e HMQC foi possivel identificar os carbonos do alceno:
0C14 = 136,6 ppm ¢ 6Cy5 = 116,2 ppm. Estes sinais apresentaram valores de desvio quimico
de acordo com o tabelado na literatura: 6Cq14 = 136,2 ppm e 06Cy5 = 115,9 ppm.[62] O Cy3 foi
também identificado a o = 34,6 ppm, o que corrobora a sintese deste derivado.
Adicionalmente, por espectroscopia de IV comprovou-se a presenca da dupla ligagcdo sendo
evidente uma banda a 1627 cm™.

A pureza do composto final foi demonstrada pelo ponto de fuséo obtido (72-75°C), o qual

se encontra de acordo com o descrito por Paul O*Neill et al..[°®!
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e Anidro-artemisinina (64, AHA)

Com o objectivo de comprovar se realmente o produto secundério sintetizado era o
composto AHA (64) formado por desidratacdo, procedeu-se a sua completa caracterizagéo por
espectroscopia de IV e RMN.

Pelo espectro de *H-RMN (Figura 2.11) foi possivel identificar o protdo em Cyo com & =
6,19 ppm, caracteristico de um sistema alilico. Dadas as caracteristicas da dupla ligacdo é
possivel 0 acoplamento entre o protdo em Cyg e 0s protdes do grupo metilo ligados ao Cgy, com
constantes de acoplamento baixas que variam entre 0-3 Hz.[%? Tal facto justifica a
multiplicidade observada para o sinal correspondente aos protdes do grupo metilo em Cg, que
aparece como um dupleto a 6 = 1,59 ppm. Adicionalmente, é de salientar o desaparecimento
do sinal correspondente ao protdo em Co, 0 que reforga a presenca da dupla ligagéo. O protdo
em Ci, manteve o valor de 6 = 5,54 ppm, bem como os restantes.

Pelo espectro de *C-RMN observou-se o desvio quimico do Cye Cy a 108,3 e 135,1 ppm,

respectivamente, o que se encontra de acordo com os valores descritos na literatura.l®*¢!

Por espectroscopia de 1V foram identificadas as bandas caracteristicas do sistema alilico
(1639 cm™) e da ponte peroxidica (991 cm™), o que corrobora a identificagdo do composto
secundario obtido como sendo 0 AHA (64). A pureza do mesmo foi avaliada pelo ponto de
fuséo: 87-91°C.

i

Figura 2.11

Representagdo parcial do espectro de *H-RMN do produto secundario AHA (64).



Capitulo 2 — Sintese e Caracterizacdo m

2.1.4 Derivado acido carboxilico (62)

O derivado 62 foi obtido por oxidacdo do derivado C-10p alildeoxoartemisinina (60). O
procedimento, descrito por Lemieux e Ruudloff, baseou-se no uso de uma mistura de
permanganato de potassio (KMnQO,4) e metaperiodato de sodio (NalO4). A presenca deste
ultimo em solucgdo € fundamental dado ser o responsével pela regeneracéo ciclica do MnOy’,
do estado reduzido ao estado oxidado. Esta regeneragéo ocorre preferencialmente a pH entre 7
e 10.[70,71]

O mecanismo proposto para a sintese do derivado 62 encontra-se descrito no Esquema 2.6.
Resumidamente, o processo sintético divide-se em dois passos principais: i) oxidacdo da
dupla ligagdo presente no derivado 60, catalisada pelo &0 permanganato (MnQy) e ii)
clivagem do grupo diol formado, por ac¢éo do ido periodato (I04). O aldeido, é rapidamente
oxidado ao correspondente acido carboxilico, obtendo-se o produto com elevado rendimento

(89%).1%™-721 O derivado foi caracterizado espectroscopicamente por IV e RMN.
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Esquema 2.6

Possivel mecanismo de sintese do derivado 10-Carba da ART contendo o grupo funcional carboxilo terminal (62), através da
oxidac&o do derivado 60 com KMnO, e NalO,. Adaptado de [7,8].
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De modo a confirmar a ocorréncia de oxidacdo analisou-se no espectro de **C-RMN a
presenca de um sinal caracteristico do grupo carbonilo que apareceu a 6 = 174,4 ppm, de
acordo com o esperado para um carbono carbonilico de um &cido carboxilico (6 160-195
ppm).2%1 Adicionalmente, no espectro de *H-RMN verificou-se a auséncia dos sinais
caracteristicos da dupla ligacdo. Neste espectro foram ainda evidentes os protées em Cype Cy

com o = 4,86 e 5,37 ppm, respectivamente.

A multiplicidade do protdo em Cy, (septeto) foi analisada detalhadamente de modo a
garantir que a configuracdo B se mantinha neste carbono. Tal ficou comprovado, de acordo
com o referido anteriormente para o derivado 61.

Com o objectivo de identificar os protbes em C;3 procedeu-se a analise do espectro

bidimensional COSY, através do acoplamento destes com o protdo em Cyq (Figura 2.12).
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Figura 2.12

Representacéo parcial do espectro bidimensional de COSY do derivado acido carboxilico (62), evidenciando a interaccéo
entre os protes em Cg, Cyg € Cy3.

Com base neste espectro verificou-se o0 acoplamento de ambos os protdes H;3, € Hg com 0

protdo em Cyo, aparecendo o sinal como um multipleto com & = 2,77-2,65 ppm (assinalado na
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Figura 2.12). Adicionalmente, o protdo em C;3 com configuracdo f foi identificado a 6 = 2,50
ppm apresentando-se como um dupleto de dupletos. Esta multiplicidade deve-se ao facto de
estes protdes metilénicos —CH,, adjacentes a um centro quiral (Cy), ndo serem
magneticamente equivalentes. Assim, e especificamente no caso do sinal a 2,50 ppm, foram
calculadas duas constantes de acoplamento distintas que deram origem a referida
multiplicidade: J =16 Hz e J = 3,6 Hz (Figura 2.13).

Pelo espectro de IV foram identificadas as duas bandas caracteristicas deste derivado, que
comprovam o resultado da oxidacdo: 3436 e 1634 cm correspondentes, respectivamente, ao

grupo hidroxilo e grupo carbonilo da funcéo acido carboxilico®?

H 13a

—> J13u’13[3: 16 Hz

‘]13[51100‘: 3.6 Hz

Figura 2.13

Diagrama representativo do acoplamento entre o protdo Hjs, e 0s protdes Hg em Cy3 € H, em Cyp, do derivado acido
carboxilico (62).

2.1.5 Derivado aldeido (59)

A elevada instabilidade dos compostos com funcéo aldeido dificulta a sintese deste tipo de
derivados. Inimeros procedimentos tém sido testados, nos quais é fundamental garantir a
auséncia de purificacdes posteriores, por cromatografia de coluna, o que seria prejudicial.[”!

Um dos estudos mais relevantes, relatados na literatura, surgiu em 1981 quando Nahm e
Weinreb propuseram o uso de N-metoxi-N-metilamidas (mais conhecidas por amidas de
Weinreb) na sintese de compostos com o grupo funcional cetona/aldeido. Desde entdo,
inimeros procedimentos sintéticos tém sido desenvolvidos de modo a converter derivados
com o grupo carboxilo nas correspondentes amidas de Weinreb que, posteriormente por
reducdo, originam o composto aldeido. Com base nesta abordagem, e de acordo com o

procedimento experimental utilizado por Fehrentz e Bertrand na sintese de a-aminoaldeidos a
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partir de a-aminoacidos, procedeu-se a conversdo da funcdo carboxilo do derivado 62 na

correspondente amida de Weinreb (63).7374

A formacdo da amida a partir do acido carboxilico 62 requer uma activacao prévia. Este
primeiro passo de activacdo pode ser efectuado de duas maneiras: i) por conversao do grupo
carboxilico num grupo funcional mais reactivo, como haletos de &cido ou anidridos, ou ii)
recorrendo ao uso de reagentes de acoplamento. A segunda abordagem apresenta resultados
mais promissores, encontrando-se disponiveis comercialmente inimeros reagentes usados
para este fim. Recentemente, novos compostos de acoplamento tém sido relatados na
literatura, de entre os quais se destacou o tetrafluoroborato de O-(1H-benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N'-tetrametilurénio (TBTU, 65, Esquema 2.7).1/47576.77]

O TBTU é um sal de urénio que actua, com elevado grau de eficiéncia, como agente de
acoplamento na sintese de inimeros péptidos. Comparativamente com outros compostos com
a mesma funcéo, o TBTU e soltvel na maioria dos solventes organicos usados, sendo bastante
estavel em solucdo. Apos reaccdo gera como produto secundario o 1-hidroxibenzotriazole
(HOBt), soluvel em agua e com baixa toxicidade associada. Adicionalmente, encontra-se
disponivel comercialmente, é facil de manusear e ndo necessita de procedimentos complexos
aquando do work-up da mistura reaccional.l”®""]

O mecanismo proposto para 0 processo de activacdo do derivado 62, seguido de reacgéo
nucleofilica com o cloridrato da O,N-dimetil-hidroxilamina, e sintese do intermediario

hidroxamato 63 (amida de Weinreb) encontra-se descrito no Esquema 2.7.

A sintese da amida de Weinreb, correspondente ao derivado acido carboxilico anterior, foi
confirmada por espectroscopia de IV, *H-RMN e técnica bidimensional de COSY.

Com base no espectro de *H-RMN (Figura 2.14) foram facilmente identificados os grupos
-Me e -OMe ligados ao atomo de N, com o = 3,20 e 3,71 ppm, respectivamente. Ambos os
grupos aparecem como singuletos. Tipicamente, o protdo em C;, foi identificado também
como um singuleto a 6 = 5,35 ppm.

Tal como obtido para o derivado acido carboxilico, o protdo em Cy, foi identificado como
um multipleto a & = 4,84 ppm. Ambos os protdes em Ci3 apresentaram semelhante desvio
quimico comparativamente ao composto intermediario anterior, verificando-se novamente que
o sinal para 0 His, aparece a campo ligeiramente mais baixo (6 = 2,90 ppm) que o Hizp (8 =
2,46 ppm). Este ultimo diastereoisdbmero voltou a surgir com multiplicidade distinta, dupleto
de dupletos, sendo o valor das constantes calculadas sensivelmente diferentes - J = 15,2 Hz e

J=4,4 Hz — mas de acordo com o intervalo de valores tabelado na literatura.[®?
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Por espectroscopia de IV forma identificadas as bandas correspondentes aos grupos N-Me
e N-OMe a 1279 e 1188 cm™, repectivamente.
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Esquema 2.7

Mecanismo proposto para a formacdo da amida de Weinreb 63 (intermediario hidroxamato) e sintese, por reducdo com
LiAlH,, do derivado aldeido 59. Adaptado de [12,13].

Posteriormente, por simples reducdo de 63 com LiAlH, obteve-se o derivado aldeido (59)
pretendido (Esquema 2.7) que foi identificado por espectroscopia de IV, *H-RMN e COSY.

A identificacdo de um protdo com 6 = 9,90 ppm permitiu confirmar a sintese do derivado
aldeido. Adicionalmente, foi evidente o desaparecimento dos sinais correspondentes aos

grupos N-Me e N-OMe, o que confirma a ocorréncia de reducéo do derivado 63.1°%
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-N-OMe
-N-Me

Figura 2.14

Representagéo parcial do espectro de *H-RMN do derivado hidroxamato (63, amida de Weinreb).

Os protdes caracteristicos em Cy, e Cyg encontram-se presentes, com desvios quimicos
semelhantes aos do derivado anterior (6 = 5,28 ¢ 3,98 ppm). Os protdes em C;3 foram
identificados com base no espectro bidimensional de COSY, por acoplamento com o protéo
em Cyo (Figura 2.15). N&o foi possivel identificar a multiplicidade de sinal destes protdes,
sendo ambos caracterizados como um multipleto, devido a sobreposi¢cdo com outros protdes
da estrutura do derivado.
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Figura 2.15

Representacdo parcial do espectro bidimensional de COSY do derivado aldeido (59), evidenciando a interac¢do entre o
protdo em C,, € 0s protdes em Cys.
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Através da andlise deste espectro identificou-se ainda o acoplamento entre um dos protdes

em Cy3 e 0 protdo do grupo aldeido, aparecendo o sinal deste tltimo como um multipleto.

Existem inumeros procedimentos para a preparacdo de aminas descritos na literatura. Um
dos métodos mais utilizado inclui a reducdo de grupos funcionais contendo o atomo de N, tais
como grupo nitro (-NO,), ciano (-C=N), azida (-N3) e derivados carboxamidas (-CO-NHy).
Alternativamente € comum proceder-se a alquilacdo da amoénia, aminas primarias ou
secundarias, no qual se pode usar como agentes de alquilacdo sulfonatos e haletos de alquilo.
Contudo este método ndo é o principal no que respeita a sintese de aminas secundérias e
tercidrias. Para sintese deste tipo de composto a aminacdo redutiva, procedimento que
consiste na reac¢cdo entre aldeidos/cetonas e a amédnia na presenca de um agente redutor

(Esquema 2.7), é o método mais utilizado.[’®"9!

De um modo geral, a reaccdo por aminacgdo redutiva envolve a formacao inicial de um
intermediario carbinolamina o qual, por desidratacdo, origina uma imina (base de Schiff). A
imina nas condicdes da reaccdo (pH ligeiramente &cido) é protonada formando o ido iminio.
Por reducdo deste obtem-se o produto final amina. A escolha do agente redutor € um passo
critico no sucesso da reac¢do, dado que este composto deve reduzir selectivamente as iminas
(ou ides iminio), sem reagir com os compostos aldeido/cetona presentes na mistura
reaccional. Tradicionalmente, a reac¢do de aminacdo redutiva pode ocorrer por hidrogenacéao

catalitica ou por acgdo de hidretos, sendo este tltimo mais utilizado.!®%"!

Em 1963, Schellenberg reportou o uso de NaBH, como agente redutor. Contudo, a falta de
selectividade deste composto levou a sua substituicdo por NaBH3CN, em 1971. Este agente
tinha a vantagem de apresentar diferente selectividade consoante o pH da mistura reaccional,
catalisando a reducdo de aldeidos/cetonas a pH 3-4 ou de iminas a pH 6-8. Por outro lado, 0
facto de ser extremamente toxico, produzir HCN e NaCN tambem toxicos e originar alguns
produtos secundarios revelou algumas desvantagens no seu uso. Assim, inUmeras outras
alternativas foram consideradas, de entre as quais se refere: complexos de borano-piridina,
Ti(OiPr)4/NaBH3;CN, Zn/AcOH, NaBH4/Mg(CIO,4), e Zn(BH,)./ZnCl,. Em 1989 o0 uso de

NaBH(OAc); como agente redutor ultrapassou muitas dessas desvantagens. O facto de
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apresentar propriedades redutoras moderadas e uma notavel selectividade, fez deste composto

0 agente redutor de eleicdo, e por isso foi o escolhido para este trabalho experimental.[879%]
O mecanismo de sintese do composto hibrido 58, por aminacdo redutiva entre o derivado

aldeido (59) e a PQ (28), na presenca de NaBH(OACc); como agente redutor, encontra-se

descrito no Esquema 2.8.

Meio acido 17 . _Na” BH(OAc); 7° N
I (H+) ‘\rN\/'?_g -~ ‘\¢N\/‘E) W (

Esquema 2.8

Mecanismo de sintese do composto hibrido final 58 por aminagao redutiva entre o derivado aldeido (59) e PQ neutra (28), na
presenca de NaBH(OAc); como agente redutor. Adaptado de [15,16].

O protocolo experimental utilizado para a sintese do composto hibrido final 58 encontra-se
descrito no capitulo V. Foi necessaria a prévia neutralizacdo da PQ que se encontra na forma
de difosfato e, de modo a optimizar o procedimento aplicado vérias condigdes experimentais
foram testadas. Numa primeira fase fez-se variar o nimero de equivalente do agente redutor
relativamente ao reagente limitante (aldeido 58), tendo-se posteriormente variado o nimero
de equivalente de acido acético e PQ. Verificou-se que se obtinham melhores resultados

quando se faziam recargas do hidreto e acido acético. O composto hibrido final (59), obtido
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com um rendimento de 63% ap0s purificagdo por cromatografia em coluna, foi caracterizado
por espectroscopia de 1V, *H-RMN, *C-RMN e técnicas bidimensionais de COSY, HMQC e
HMBC.

2.1.6.1 Primaquina Neutra (28)

Por espectroscopia de *H-RMN (Figura 2.16) e COSY foi possivel identificar os dois
aspectos mais caracteristicos da estrutura da PQ, nomeadamente, os protbes do sistema
quinolinico e os protdes diastereotopicos adjacentes ao carbono quiral. De acordo com Clark
et al.®¥ e Seaton et al.®? o protdo quinolinico em C, é o mais desblindado devido &
proximidade com o atomo de N, apresentando um sinal com 6 = 8,52 ppm. Devido ao
acoplamento com os protbes em Cz na posicdo orto e em C4 na posicdo meta este sinal
aparece como um dupleto de dupletos com as respectivas constantes de acoplamento: J = 4,0
Hz e J = 1,6 Hz. O mesmo se verificou para os protdes em C, e C3; que ressoam,
respectivamente, a 6 = 7,93 ppm (J =84 HzeJ=1,6 Hz) e =730 ppm (J =80 Hze J =
4,0 Hz). Devido ao ambiente quimico no qual estes protdes estdo inseridos, comparativamente
a proximidade dos protGes em Cs e C; ao grupo -OMe, encontram-se mais desblindados
aparecendo o seu sinal a campo mais baixo (ver estruturas de ressonancia no Esquema 2.9).
Por sua vez, os protdes em Cs e C; encontram-se a campo ligeiramente mais alto, com sinal
caracteristico a 6 = 6,32 ppm e 6 = 6,28 ppm, respectivamente. Ambos apareceram como um
dupleto com J = 2,4 Hz dado que apenas acoplam entre si. Com excep¢do do valor da
constante de acoplamento entre os protGes aromaticos em C, e Cs, 0s restantes valores
calculados encontram-se de acordo com o referido na literatural®? A razéo pela qual este valor
de J é ligeiramente inferior ao intervalo tabelado (Jyn oo = 6-10 Hz) advem do facto de o
protdo em C, estar adjacente ao atomo de N, bastante electronegativo, o que altera o seu
comportamento magnético.

Relativamente aos protdes diastereotdpicos adjacentes ao centro quiral em C;-, estes foram
identificados a campo alto com sinal sobreposto ao dos protdes metilénicos em Cs.. Assim,
dH,- = dHs- que varia entre 0s 1,76 — 1,54 ppm. O protdo em C;- foi identificado a 6 = 3,61
ppm, aparecendo o sinal como um multipleto devido ao acoplamento com o0s protfes
diastereotopicos em C,-.. Ja os protdes em C, apareceram como um tripleto (J = 6,8 Hz) a

2,73 ppm.
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Figura 2.16
Representaco do espectro de *H-RMN da Primagquina na forma neutra (28).
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Esquema 2.9

Representacéo esquematica das possiveis estruturas de ressonancia do anel quinolinico da PQ (28).

Por espectroscopia de **C-RMN e técnicas bidimensional HMQC, os carbonos do sistema
quinolinico foram identificados a campo baixo, tal como esperado para carbonos aromaticos e
de acordo com a literatura.’®? O Cg (5 = 159,9 ppm) foi identificado como o mais desblindado,
pela ligagdo ao grupo -OMe, encontrando-se 0 C, a campo ligeiramente mais alto (6 144,7
ppm). Ambos 0s desvios quimicos encontram-se de acordo com o descrito na literatura: 6Car-
OMe = 159,9 ppm e 3Ca-NH = 150,2 ppm.[?

Por espectroscopia de IV foram ainda evidentes as quatro bandas caracteristicas do sistema
quinolinico (1616, 1593, 1578 e 1520 cm™) de intensidade forte/média entre os 1625 e 1500

cm™.
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2.1.6.2 Composto hibrido ART-PQ (58)

Apos sintetizado o composto hibrido final, foi convertido da forma neutra para a forma de
sal de modo a tornar-se mais estavel e menos susceptivel de sofrer degradacdo. O
procedimento aplicado aquando da realizacdo desta reaccdo, com uso de acido succinico,
encontra-se descrito no capitulo IV. A caracterizacdo completa do composto hibrido final 58
na forma de sal fez-se, posteriormente, por espectroscopia de IV, *H-RMN, *C-RMN e
técnicas bidimensionais de COSY, HMQC e HMBC. Adicionalmente, comprovou-se por
espectrometria de massa de alta e baixa resolucéo e anélise elementar.

Com base no espectro de *H-RMN (Figura 2.17) foram identificados a campo baixo os
sinais caracteristicos do sistema quinolinico da PQ, ndo sendo evidentes altera¢cGes no desvio
quimico destes protdes. O protdo do carbono quiral em C;- foi também identificado,
aparecendo como um multipleto com 6 = 3,60 ppm. Relativamente a estrutura da ART, o0s
protdes mais caracteristicos foram igualmente identificados. Ambos os protdes em Ci, € Cyp
foram identificados, aparecendo como um singuleto e multipleto a 6 = 5,28 ppm e 4,38 ppm,

respectivamente. O protdo em Cgy apareceu como um multipleto com desvio quimico entre 0s
2,47-2,42 ppm.
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Figura 2.17

Representaco do espectro de *H-RMN do composto hibrido ART-PQ (58).

A sintese do hibrido pretendido foi confirmada pela presenca de dois sinais adicionais, com
desvio quimico a 3,26 e 2,89 ppm, correspondentes aos 2H do grupo CH; do linker entre

ambos os farmacoforos. Ambos os sinais aparecem como um multipleto devido ao
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acoplamento com os protdes diastereotopicos em Ci3 (Figura 2.18), que ressoam a campo
mais alto, com desvio quimico a cerca de 2,08 e 1,65 ppm. Os protdes em C,- da estrutura da
PQ foram identificados a campo mais baixo, com 6 = 3,06 ¢ 2,80 ppm, pela ligagdo com o
atomo de azoto terminal. A atribuicdo e acoplamento de todos estes protbes foram
confirmados pelas técnicas bidimensionais COSY, HMQC e HMBC.

Por espectroscopia de **C-RMN e técnica bidimensional HMQC, verificou-se que o
carbono do grupo metilénico CH; do linker apresenta um sinal com 6 = 48,02ppm. Este valor
encontra-se em concordancia com os valores tabelados na literatura, sendo este C mais

desblindado devido & proximidade com o dtomo de N.%°]
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Figura 2.18

Representacgdo parcial do espectro bidimensional de COSY do composto hibrido ART-PQ (58). Encontram-se evidenciados
os acoplamento dos protdes metilénicos do grupo —CH, do linker com os protfes em C,3 na ART.

A férmula molecular do composto hibrido ART-PQ (58), na forma de sal, foi determinada
por Analise Elementar obtendo-se CssHs3N3Og. Este resultado encontra-se de acordo com o
esperado confirmando o composto final sintetizado. Por Massa de Alta Resolucdo obteve-se 0
i50 molecular para o composto na forma neutra: [M + H]" a m/z 554,3549 (calculado para
CsoH47N30s: 553,3516 g.mol ™).
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2.2. Sintese dos Hibridos 1,2,4,5-Tetraoxano - Primaquina

Conforme referido no Capitulo 1, apds sintese do composto hibrido ART-PQ sintetizaram-

se dois novos compostos hibridos: 66 e 70. Ambas as retrossinteses estdo apresentadas no

Figura 2.19 e as vias sintéticas adoptadas para sintese dos intermediarios de interesse no

Esquema 2.10.
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Anélise retrossintética dos compostos hibridos 66 e 70.
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Esquema 2.10

ReaccOes quimicas efectuadas na sintese dos compostos hibridos 66 e 70. Reagentes e condig@es: i) HCO,H, ACN, H,0,
50%, t.a.; ii) Re,0;, DCM, 2-adamantanona, t.a.; iii) NaOH 10M, MeOH, 80°C; iv) Primaquina difosfato, TBTU, TEA,
DCM, 0°C; v) TBTU, TEA, DCM, N,O-dimetilhidroxilamina.HCI, t.a.; vi) a) LiAlIH,;, THF, 0°C, b) KHSO, (solucéo
aquosa); vii) Primaquina neutra, NaBH(CH;COOQ),, CH;CO,H, DCM, t.a.

2.2.1 Derivado éster (72)

Do conjunto de procedimentos experimentais descritos na literatura para a sintese de
tetraoxanos, é possivel concluir que o passo fundamental consiste na oxida¢do do composto
de partida e posterior conversao, do hidroperoxido intermediario obtido, num perdxido ciclico
(Esquema 2.11). Dada a instabilidade quimica que esta classe de compostos apresenta,
especialmente o hidroperdxido intermediério, a escolha dos reagentes e condi¢fes de reaccao
compativeis com 0s mesmos é por norma limitada. Dos inUmeros procedimentos referidos por
diferentes grupos, o método aplicado neste trabalho experimental baseou-se no reportado por

O’Neill et al.®®, segundo o qual se efectuou: i) a oxidagdo de um composto carbonilico por
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accdo de H,0O,, envolvendo catalise &cida, e ii) posterior ciclizacdo a partir de um
dihidroperdxido intermediario (Esquema 2.11). Este procedimento é o mais referido e

utilizado, ocorrendo geralmente na presenca de acido.®384

O composto 72 foi obtido com um rendimento de 47%, apés purificagdo por cromatografia
em coluna. A caracterizacdo do composto foi efectuada por espectroscopia de 1V, *H-RMN,
B3C-RMN e técnica bidimensional de COSY.
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Esquema 2.11

Mecanismo proposto para sintese do derivado éster tetraoxano (72).

Verificou-se que no espectro de *H-RMN (Figura 2.20), os protdes metilénicos da funcéo
éster apareciam a campo mais baixo que o normal para estes protdes, devido a desblindagem
causada pelo atomo de oxigénio adjacente. Ambos 0s desvios quimicos a 4,13 ppm e 1,24
ppm, este Gltimo atribuido ao grupo metilo adjacente, encontram-se de acordo com os valores
referidos na literatura. Adicionalmente, identificou-se um pico largo com desvio quimico

entre 0s 2,45 — 2,35 ppm, atribuido ao protdo em C;-.
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Pelo espectro de *C-RMN confirmou-se a presenca da funcdo éster no derivado
sintetizado aparecendo o sinal do carbono carbonilico a 174,8 ppm. Este valor encontra-se em
concordancia com o caracteristico para este grupo funcional [

O espectro de IV permitiu comprovar o grupo carbonilo, pela banda a 1732 cm™, bem
como a ponte peroxidica pela presenca de uma banda caracteristica a 923 cm™. A pureza do

composto apos purificagdo por coluna foi confirmada pelo ponto de fusdo: 75-78°C.
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Figura 2.20

Representaco do espectro de *H-RMN do derivado éster tetraoxano (72).

2.2.2 Derivado acido (67)

Para se proceder ao acoplamento da primaquina a estrutura do tetraoxano, de modo a obter
0s compostos hibridos finais, é necessario hidrolisar a funcdo éster do composto 72 a acido
carboxilico. Segundo estudos reportados por Opsenica et al.®®, os tetraoxanos s&o compostos
consideravelmente estaveis tanto em condi¢fes basicas como &cidas, bem como na presenca
de agentes redutores, como por exemplo, NaBH3CN, NaBH(OACc)s;, NaBH,4, LiAlH,4, entre
outros. Deste modo torna-se vidvel a aplicagdo de um procedimento de hidrolise a altas

temperaturas, usando uma base forte como NaOH.

O produto foi caracterizado por espectroscopia de IV, *H-RMN, “C-RMN e técnica
bidimensional de COSY, tendo-se verificado a auséncia dos picos correspondentes ao grupo
etilo ligado ao 4&tomo de oxigénio da funcgéo éster. Adicionalmente, a identificacdo do carbono

carbonilico com & = 180,3 ppm no espectro de **C-RMN confirmou o composto.
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2.2.3 Hibrido com funcdo amida (66)

Para a sintese de amidas recorre-se frequentemente ao uso de agentes de acoplamento, tal
como referido previamente aquando da sintese da amida de Weinreb 63. Apenas
posteriormente se procede a adicdo do composto com funcdo amina, possibilitando o
acoplamento entre ambos.!"®

O composto hibrido tetraoxano-PQ (66) com um linker com funcdo amida foi assim
sintetizado por acoplamento entre o derivado &cido carboxilico (67) e o grupo amina terminal
da PQ (28). O reagente de acoplamento utilizado foi o0 TBTU, encontrando-se 0 mecanismo
de sintese proposto previamente descrito no Esquema 2.7.

O composto hibrido final 66, apds purificacdo por cromatografia em coluna, foi
caracterizado por espectroscopia de 1V, *H-RMN, *C-RMN e técnicas bidimensionais de
COSY, HMQC e HMBC. Adicionalmente, confirmou-se por espectrometria de massa de alta
e baixa resolucdo e andlise elementar.

O espectro de *H-RMN, representado na Figura 2.21, permitiu a identificacdo dos protées
caracteristicos da estrutura da PQ, tanto os do sistema quinolinico como o protdo ligado ao
carbono quiral (C;-). Adicionalmente, foram ainda identificados ambos os protdes ligados aos
atomos de azoto. O protdo do grupo —NH da fungéo amida apareceu a 6 = 5,54 ppm como um
tripleto (J = 5,2 Hz), pelo acoplamento com os protées em C,-, enquanto o protdo do grupo —
NH ligado ao sistema aromatico apareceu como um dupleto (J = 8,4 Hz) com 6 = 5,99 ppm. A
correcta identificagdo de cada um fez-se com base no espectro bidimensional COSY (Figura
2.22).

A caracterizacdo do composto 66 foi concluida com base no desvio quimico obtido para 0s
protdes em C,.. Devido a presenca da funcdo amida adjacente, este protdo encontra-se mais
desblindado aparecendo o seu sinal a campo mais baixo (6 = 3,3 ppm), comparativamente ao
seu valor na estrutura da PQ, onde aparece um sinal a 6 =2,7 ppm.

A caracterizagdo do composto foi confirmada por Analise Elementar (C3,H3N3Og) € por
espectrometria de Massa de Alta Resolugdo (ido molecular [M + H]" a m/z 566,3229,
calculado para Cs;H43N3Og: 565,3152 g.mol™).
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Representaco do espectro de *H-RMN do composto hibrido tetraoxano-PQ (66)
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Figura 2.22

Representacdo parcial do espectro bidimensional de COSY do composto hibrido tetraoxano-PQ (66), evidenciando as
interac¢Bes dos protdes ligados aos atomos de N na estrutura da PQ.
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2.2.4 Hibrido com fungao amina

2.2.4.1 Derivado hidroxamato (73)

Seguindo a abordagem previamente referida e aplicada na sintese do composto hibrido
ART-PQ (ver ponto 2.1.5), a partir do derivado &cido carboxilico sintetizou-se a amida de
Weinreb correspondente (derivado hidroxamato). Apos purificagcdo, por cromatografia em
coluna, o composto sélido obtido foi caracterizado pelas técnicas espectroscépicas de 1V, *H-
RMN e pela técnica bidimensional COSY.

Com base no espectro de *H-RMN (Figura 2.23) comprovou-se a sintese do derivado
pretendido identificando-se os grupos caracteristicos -OMe e —Me ligados ao 4&tomo de azoto
com 6= 3,70 e 3,18 ppm, respectivamente. O protdo em C7- caracteristico da estrutura da 2-

adamantanona apareceu como um multipleto a 2,74 ppm.
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Figura 2.23

Representago do espectro de *H-RMN do derivado hidroxamato (73)

2.2.4.2 Derivado aldeido (71)

O derivado com funcgdo aldeido foi obtido a partir do derivado 73, por reducdo com
LiAlIH,4. O procedimento aplicado baseou-se no anteriormente descrito (ver ponto 2.1.5). Apos
caracterizacdo espectroscopica do produto final obtido, confirmou-se a sintese do aldeido 71
pela presenca no espectro de *H-RMN do pico correspondente ao protdo ligado ao grupo
carbonilo (6 = 9,65 ppm). De acordo com a literatura, 0 desvio quimico no qual este protdo
ressoa € caracteristico de protdes carbonilicos de fungdes aldeido. Adicionalmente, foi ainda
visivel no espectro de IV a banda caracteristica do grupo carbonilo desta esta fungdo (1732
cm™).2% Todos os protdes da estrutura do anel adamantano foram igualmente identificados,

especificamente o protdo em C--.
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2.2.4.3 Composto hibrido70

Pela reaccdo de aminacdo redutiva entre o derivado 71 e a PQ neutra, usando como agente
redutor o NaBH(OAC)s, sintetizou-se o hibrido contendo um linker com funcdo amina. As
caracteristicas deste tipo de reaccdo encontram-se previamente descritas aquando da sintese
do hibrido ART-PQ (ver ponto 2.1.6), pelo que ndo serdo aqui consideradas. De igual modo, o
composto final obtido foi caracterizado por espectroscopia de 1V, *H-RMN, **C-RMN e pelas
técnicas bidimensionais COSY, HMQC e HMBC. Adicionalmente, comprovou-se por
espectrometria de massa de alta e baixa resolucdo e analise elementar.

Com base no espectro de *H-RMN (Figura 2.24) foram identificados os sinais do sistema
quinolinico da PQ, a campo mais baixo, e 0 protdo do carbono quiral em C:- (6 = 3,62 ppm).
Relativamente a estrutura do tetraoxano encontram-se presentes 0s 22 protdes caracteristicos a
campo alto (6 =2,09 — 1,90 ppm), préximos dos grupos CH, em C,: e Cs- da PQ.

A sintese do hibrido pretendido foi confirmada pela presenca de um sinal adicional, com
desvio quimico a 2,47 ppm, correspondente aos 2H do grupo CH; do linker entre ambos os
compostos. O facto de se encontrarem adjacentes ao C, do ciclo-hexano faz com que o seu
sinal apareca como um dupleto, com J = 6,4 Hz. Esta atribuicdo foi confirmada com base no
espectro de **C-RMN e técnicas bidimensionais HMQC e HMBC.
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Figura 2.24

Representaco do espectro de *H-RMN do composto hibrido final tetraoxano-PQ (70)

O carbono do grupo metilénico —CH; do linker apresentou um pico a 55,3 ppm. Este valor

encontra-se em concordancia com os valores tabelados na literatura, estando este carbono
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mais desblindado devido & proximidade com o 4tomo de N.!*%%% para além disto, a correlagéo
verificada, pelo espectro HMBC (Figura 2.25), entre estes protes e o C4 da PQ corroborou
0s sinais atribuidos. O protdo em C,4 apresentou um sinal com desvio quimico a campo mais
alto, quando comparado com o desvio quimico observado no hibrido 66. Neste ultimo
composto, a presenca do grupo carbonilo da funcdo amida provoca um maior efeito de

desblindagem sobre este protéo, facto que justifica ambos os desvios quimicos obtidos.
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Figura 2.25

Representacgdo parcial do espectro bidimensional HMBC do composto hibrido tetraoxano-PQ (70), evidenciando a interac¢éo
entre os protdes metilénicos do grupo CH, linker com os protdes em C,- na estrutura da PQ.

A caracterizacdo do hibrido foi confirmada por Analise Elementar (C3,H45N30s) € Massa
de Alta Resolucdo (ido molecular [M + H]" a m/z 552,3425, calculado para Csz;HssN3Os:
551,3359 gmol™).
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3.1. Ensaios de estabilidade

No processo de desenvolvimento de um candidato a farmaco € sempre necessario avaliar a
sua estabilidade quimica e metabdlica. Assim, procedeu-se ao estudo de estabilidade dos
compostos hibridos 58, 66 e 70 em tampédo fosfato isotonico pH 7,4, plasma humano e
homogenato de figado de rato, a 37°C. Como a concentracdo de tampdes foi bastante superior
a concentracdo do substrato, este estudo foi efectuado em condi¢bes de pseudo-primeira
ordem tendo-se determinado as constantes de velocidade da reaccdo (Equagédo 3.1) e ty
(Equacdo 3.2) dos compostos em anélise pela aplicacéo das seguintes equacdes: !

v=k,,.[4] onde k,,. = kE [B] Equacéo 3.1

L2 = mszﬂbg Equacédo 3.2

3.1.1. Analise cromatografica por HPLC
A estabilidade dos compostos 58, 66 e 70 foi monitorizada por HPLC, seguindo-se o
desaparecimento do pico correspondente ao substrato. Para a correcta identificacdo de cada

um dos compostos foram utilizadas solugdes padrdo previamente preparadas.

Dado que o sistema de HPLC se encontra acoplado a um detector com lampada UV-Vis,

apenas 0s compostos com grupos aromaticos serdo detectados.

Com base na literatura, a primaquina pode ser detectada por HPLC utilizando diferentes
eluentes, com proporgdes variaveis entre os solventes constituintes. Deste modo, foi avaliado
qual o melhor eluente a utilizar para cada um dos derivados, modificando-se a proporcao entre
a fase aquosa e a fase orgénica de acordo com o tempo de retencdo obtido. Constatou-se que
quanto maior a percentagem de fase aquosa maior o tempo de reten¢do dos compostos, facto
que é devido as caracteristicas da coluna de HPLC escolhida. As condi¢des experimentais
utilizadas nesta dissertacdo foram baseadas no estudo reportado por Portela et al.t” O sistema
de HPLC utilizado era constituido por uma coluna de fase reversa RC18 em sistema isocratico

e fluxo constante a velocidade de 1 ml/min. A constituicdo dos eluentes utilizados para analise
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dos trés compostos encontra-se descrita na Tabela 3.1, tendo-se utilizado para a elui¢do dos
compostos hibridos 58 e 70 na fase aquosa uma solucdo tampao fosfato a pH = 3,11.

De modo a determinar qual o comprimento de onda mais adequado para andlise dos
compostos hibridos realizou-se um espectro de UV-Visivel. O comprimento de onda de 270

nm foi o utilizado neste trabalho experimental.

Tabela 3.1

Eluente escolhido e respectivos tempos de retencéo obtidos para os compostos hibridos estudados. Condices:
coluna RC18, 250 x 4mm, 5 um, 4 = 270 nm, fluxo isocréatico de 1 ml/min.

Eluente
. % Fase aquosa % Fase aquosa % Fase organica .
Hibrido . t, (min)
H,0 Tampdo fosfato (pH 3,11) ACN
58 - 50 50 471
66 20 - 80 5,76
70 - 50 50 6,81

3.1.2 Estabilidade quimica e metabdlica dos compostos hibridos 58, 66 e 70

3.1.2.1 Estudo de estabilidade em tampao fosfato

Os ensaios de estabilidade em tampdo fosfato isoténico (PBS) pH = 7,4 a 37°C, sdo
fundamentais pois permitirem avaliar a estabilidade quimica dos derivados em condicdes
fisiologicas. O procedimento aplicado encontra-se descrito no capitulo IV desta dissertacéo.

Através da anélise cromatografica por HPLC, e uma vez que ndo se observou o
desaparecimento dos picos dos compostos hibridos durante o periodo do ensaio, mantendo-se
o valor das areas associadas constante, concluiu-se que os hibridos analisados sdo bastante

estaveis nestas condicdes.
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3.1.2.2 Estudo de estabilidade em plasma humano

O estudo da estabilidade em plasma humano serviu para avaliar a estabilidade dos
derivados sintetizados na presenca das enzimas plasmaticas. O procedimento experimental
aplicado encontra-se descrito no capitulo 1V desta dissertacdo, tendo-se utilizado plasma
humano diluido 80% (v/v) com PBS, a 37°C. Tal como para o ensaio anterior verificou-se que
0s compostos hibridos sdo bastante estaveis o que indica que nao sofrem metabolizacéo pelas

proteinas plasmaticas durante as 72 horas de incubacdo.

3.1.2.3 Estudo de estabilidade em homogenato de figado de rato

Por Gltimo estudou-se a estabilidade dos derivados em homogenato de figado de rato. Com
base nos resultados obtidos neste ensaio é-nos possivel prever a degradagdo dos compostos
hibridos no principal local de metabolizacdo — o figado. A actividade do homogenato foi
confirmada pela realizacdo de um teste especifico, de acordo com as indicacbes do
fornecedor, onde se monitorizou a capacidade da enzima CYP2EL pela conversdao do p-
nitrofenol em p-nitrocatecol .82

No decorrer deste estudo foi possivel seguir-se o desaparecimento quase completo do pico
correspondente ao substrato, sendo visivel o aumento gradual de um pico a um tempo de
retencdo (t;) menor, aproximadamente 2,50 minutos (Figura 3.1). Os valores das constantes de
velocidade de pseudo-primeira ordem (Kqps) foram determinados a partir do grafico In(area)
em funcdo do tempo, correspondendo esta grandeza ao declive da recta (Figura 3.2). Em

seguida, e por aplicacdo da equacdo 3.2, determinou-se o ty; de cada derivado.

= | = L
2.58 : 2,56 | - ? —
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6.88 J 6.58 b
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t, =0 min ty=3h 41min ty; = 73h 36min

P T pas

=
®

Figura 3.1

Cromatogramas obtidos durante a realizagdo do estudo de estabilidade do composto hibrido 66 em homogenato de figado de
rato.
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Figura 3.2

Correlagdo entre o In &rea em funcdo do tempo para a metabolizagdo do composto 66 em homogenato de figado de rato, a
37°C.

3.1.2.4 Analise dos resultados obtidos

Os resultados obtidos nos trés ensaios efectuados encontram-se na Tabela 3.3. E evidente
que este tipo de compostos hibridos ndo sofre degradacdo quimica nem enzimatica, por parte
das proteinas presentes no plasma. Contudo, sofrem consideravel metabolizacdo ao nivel do

figado.

Tabela 3.2

Valores das constantes de velocidade (K,s) € tempos de semi-vida (ty;) calculados para os compostos 58, 66 e 70, com base
nos resultados obtidos por HPLC em homogenato de figado de rato, a 37°C.

Homogenato de figado de

Composto Hibrido Tampao fosfato Plasma humano rato
pH=74 9
kobs (h ) t1/2 (h)
58 Estavel Estavel 1,64 x 102 42
66 Estavel Estavel 1,26 x 10 55
70 nd? Estavel 1,01 x 10 7

2nd — ndo determinado

Devido ao seu caracter lipofilico, estes hibridos atravessam facilmente as membranas
plasmaticas, nomeadamente as presentes ao nivel do figado. Neste 6rgdo sofrem extensa
metabolizacdo por parte do sistema microssomal responsavel pelas fases | e Il de

metabolismo. Na fase | de metabolismo os compostos podem sofrer hidrolises ou reducdes
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sendo a reaccdo de oxidacdo, catalisada pelo citocromo p450, a mais comum. Esta oxidacgéo
em compostos contendo heterodtomos ocorre preferencialmente nos carbonos adjacentes,
geralmente com formacgdo de um intermediario instavel que acaba por se decompor e causar
uma desalquilacdo no composto de partida. Por outro lado, quando ndo existem atomos de
hidrogénio disponiveis em Coa, pode ocorrer a oxigenagdo directa do heteroatomo, com
formacdo de N-hidroxilaminas nas aminas primérias e secundarias ou N-Oxidos nas aminas
tercirias.!’!

Considerando a estrutura dos compostos sintetizados, nomeadamente comparando ambos
os hibridos contendo os farmaco6foros 1,2,4,5-tetraoxano e 8-AQ (66 e 70), conclui-se pelos
resultados obtidos que a metabolizacdo do hibrido com linker amina é mais rapida que o
mesmo contendo um linker amida. Tal facto deve-se a presenca de dois carbonos adjacentes
ao atomo de azoto, com elevada susceptibilidade para serem oxidados. Contrariamente, o
linker com funcdo amida apresenta apenas um C em posicdo alfa ao heteroatomo possivel de

ser oxidado, tendo assim um menor potencial de oxidag&o.!*”

O ty, do hibrido 58 foi comparado com o composto 74, sintetizado por Capela et al.®,
contendo um linker amida entre os farmacéforos ART-PQ. As condicdes cromatograficas
usadas no estudo de 74 apenas diferiram no eluente usado: 30% de H,O com 70% de
acetonitrilo. O tempo de retengéo obtido foi de 8 minutos, e pelo declive da recta determinou-
se 0 valor de keps € 0 typ: 1,3 X 102 ht e 53 horas, respectivamente. Assim, também estes
resultados se encontram de acordo com o esperado, segundo o qual a metabolizacdo das

aminas é mais rapida que a das respectivas amidas.
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3.1.3 Andlise dos metabolitos obtidos por espectroscopia de massa

E importante referir que o aumento gradual do pico com t, = 2,50 minutos previamente
referido é, provavelmente, causado pela metabolizacdo do composto hibrido e consequente
formacdo de um ou mais produtos contendo o sistema insaturado da PQ. De modo a
determinar os metabolitos formados foi efectuada uma andlise por espectroscopia de massa,
com o objectivo de identificar os respectivos pesos moleculares. Os resultados obtidos
permitiram identificar nos trés compostos hibridos (58, 66 € 70) um fragmento comum de
peso molecular igual a 274,30 g.mol™. Considerando a estrutura da carboxiPQ (31) verificou-
se que este peso molecular é coincidente, sendo assim este um possivel metabolito formado

aquando da metabolizacdo dos hibridos (Esquema 3.1).
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Esquema 3.1

Possivel via de metabolizagdo dos compostos hibridos 58, 66 e 70 pelo citocromo p450, ao nivel do figado, com formagéo
do metabolito carboxiprimaquina.

3.2 Actividade antimalarica in vitro e in vivo dos compostos hibridos

A actividade antimalarica dos trés compostos hibridos foi inicialmente testada por testes in
vitro. Os ensaios bioldgicos que permitiram avaliar a actividade destes compostos contra a
fase sanguinea de estirpes de Plasmodium falciparum W2 resistentes a cloroquina foram
efectuados na Universidade da Califérnia, em S&o Francisco, de acordo com o procedimento
descrito por Coterdn et al.’? Os resultados obtidos foram expressos em valores de ICso
(concentracdo de farmaco que inibe 50% do desenvolvimento do parasita) e representam a

média de pelo menos trés ensaios experimentais (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3

Actividade esquizonticida sanguinea, determinada in vitro, peso molecular e ClogP da artemisinina e dos compostos
hibridos 58, 66 e 70.

Composto Hibrido ICso (NM)? £ SD" Peso molecular ClogP*
58 12,9+ 0,95 554 5,34
66 21,1+£0,49 566 5,20
70 452+2.24 552 5,52
ART 52+224 282 2,90

# determinada contra estirpes de Plasmodium falciparum W2 resistentes & cloroquina.
®SD — desvio padrio

¢ ClogP é um valor calculado do logaritmo do coeficiente de particdo entre o 1-octanol e a 4gua, calculado
através do software ALOGPS (http://www.vcclab.org/lab/alogps/). Os valores de logP medem a lipofilia
dos compostos hibridos em estudos (valores mais altos atribuidos aos compostos mais lipofilicos).

Com base nos valores de ICsy obtidos, verifica-se que os trés compostos hibridos
apresentam potente actividade inibitoria, na ordem dos nanomolar. Contudo nenhum deles
apresenta maior actividade como esquizontocida sanguineo comparativamente a ART, o0 que

pode ser devido ao aumento consideravel no peso molecular ou lipofilia.

De modo a avaliar a capacidade dos compostos hibridos 58, 66 e 70 como esquizontocidas
tecidulares, testou-se a sua actividade num sistema de infec¢do in vitro contendo uma
linhagem de células de hepatoma humana (Huh7) e esporozoitos do parasita P. berghei. Estes
ensaios foram realizados no Instituto de Medicina Molecular, em Lisboa, de acordo com o
procedimento descrito por Capela et al.’! Os niveis totais de infeccdo foram quantificados
passadas 46h do inicio do ensaio (isto €, adicdo as células Huh7 da enzima luciferase
transgénica que expressava 0s esporozoitos do parasita). Os efeitos ao nivel da proliferagdo
celular e sobrevivéncia das células Huh7 foram igualmente quantificados por técnicas de
fluorescéncia (Figura 3.3).

Com base nos resultados obtidos verificou-se que, para 0o composto 58 apenas a
concentragdo mais alta testada (10pM) tem um efeito significativo sobre as células Huh7,
mantendo-se a confluéncia nas restantes concentracGes. Para a concentracdo de 5uM a
percentagem de células infectadas € praticamente nula ndo se verificando danos celulares.

Assim, e por comparagdo com os resultados obtidos para a PQ, concluiu-se que este hibrido
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apresenta potente actividade ao nivel hepatico, prevenindo a replicacdo intracelular dos
esporozoitos. Também o composto hibrido 70 mostrou elevada actividade como
esquizontocida tecidular, actuando sobre as células parasitarias caracteristicas da fase hepética
da infeccdo. Contudo, os valores de confluéncia obtidos para as varias concentragdes testadas
ndo revelaram resultados tdo promissores, verificando-se efeitos consideraveis sobre a
capacidade de proliferacdo e sobrevivéncia das células Huh7 nas duas concentragdes mais
altas testadas (5 uM e 10 pM).

Relativamente ao composto hibrido 66, os resultados obtidos ndo foram conclusivos.
Contudo, este composto mostrou potente actividade nas duas concentracbes mais altas
testadas, ndo se verificando células infectadas, e auséncia de efeitos toxicos significativos nas
células Huh7 em estudo. Este ensaio seré& posteriormente repetido.
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Figura 3.3

Actividade determinada por estudos in vitro dos compostos 58, 66 e 70 como esquinzontocidas tecidulares sobre o parasita
P. berghei. Os compostos hibridos foram adicionados as células de hepatoma humano Huh7 cerca de 1h antes da infeccdo
com a enzima luciferase expressando as formas parasitarias de esporozoitos. Uma quantidade de DMSO equivalente a
concentragcdo mais alta de composto testada foi usada como ensaio controlo. Passadas 46h a confluéncia celular (pontos a
vermelho) foi determinada por fluorescéncia e o nivel de infecgdo (barras) foi medido quantificando-se a actividade da
enzima luciferase por luminescéncia. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.
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Nas duas concentraces mais altas testadas (5 UM e 10uM) todos 0s compostos mostraram
maior actividade de inibicdo da infeccdo que a PQ, sendo inclusive a percentagem de células
infectadas praticamente ou mesmo nula. Contudo, o nivel de confluéncia celular para estas
concentragdes € significativamente menor para os compostos hibridos em estudo, o que revela

alguma toxicidade por parte dos mesmaos.

Através de ensaios in vivo, comegou-se por testar a actividade do composto 70 como
bloqueador da transmissdo da doenca de ratos infectados com o parasita da malaria a
mosquitos da espécie A. gambiae. Este estudo foi efectuado no Instituto de Higiene e
Medicina Tropica/lCMDTLA/UNL e o procedimento realizado encontra-se de acordo com o
descrito por Vale et al.’) Com este tipo de ensaio pretendeu-se analisar se 0s compostos
hibridos testados eram capazes de interferir no ciclo infeccioso do parasita, interrompendo
assim a transmissdo da infeccdo aos mosquitos A. gambiae hospedeiros. A actividade foi
medida pela percentagem de mosquitos contendo odcitos do parasita e, adicionalmente, pelo
nimero médio de odcitos por mosquito infectado. Os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 3.4.7]

Tabela34

Actividade do composto hibrido 70 no desenvolvimento do Plasmodium berghei ANKA em Anopheles gambiae

— 5 — 5 -
Composto Hibrido dose/umol kg™ média do n° de o6citos % de mosquitos

por mosquito + SEM? infectados
58 nd® nd® nd®
66 nd® nd® nd®
20 10 8,0+ 3,6 429
25 1,0 £ nd? 5,9
PO (28 10 29+11 35,5
Q ( ) 25 1,0£0,0 2,2
controlo 0 32,1+3,0 73,5

®SEM — Standard error of the mean, desvio padrdo do valor médio determinado
®nd — néo determinado

O composto hibrido 70, por comparacdo com os resultados de actividade da PQ, mostrou-

se bastante activo na concentracdo mais alta testada, tanto na redugdo do nimero médio de
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o0citos por mosquito como na percentagem de mosquitos infectados. Embora a sua actividade
ndo tenha sido superior a da PQ, obtiveram-se valores de 1Cs, bastante proximos em ambos o0s

parametros avaliados.

De um modo geral, os resultados obtidos nos trés estudos anteriormente referidos indicam
que os compostos hibridos sintetizados apresentam elevada actividade antiplasmodial, em
ambas as fases sanguinea e hepética da infeccdo. Dos trés destaca-se 0 composto hibrido 58
para 0 qual se obteve os melhores resultados em ambos os testes in vitro realizados contra a
fase sanguinea (menor valor de ICsp = 12,9 nM) e hepatica da infeccdo (auséncia de niveis
significativos de toxicidade, medidos pela elevada percentagem de confluéncia, quando os
niveis de infeccdo das células Huh7 com esporozoitos de P. berghei eram praticamente

nulos).
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4.1. Conclusoes Gerais

Tendo em conta os resultados descritos no capitulo 2, conclui-se que é possivel efectuar a
sintese, purificacdo e caracterizacdo completa de compostos hibridos baseados em ambos 0s
farmacoforos peroxido e 8-aminoquinolina.

A estrutura dos compostos desenvolvidos foi confirmada através de IV, *H-RMN, *C-

RMN, RMN Bidimensional, ESI-MS e Andlise Elementar, o que permitiu identificar:

- 0s sinais caracteristicos do grupo quinolinico da estrutura da primaquina;

- 0s protBes caracteristicos da estrutura da artemisinina;

A sintese dos compostos hibridos contendo um linker com funcdo amina necessitou da
realizacdo de um numero adicional de passos sintéticos, 0 que torna 0 processo Mmais
demorado por comparacdo com a sintese dos hibridos contendo o linker com fungdo amida.
Adicionalmente os rendimentos finais dos hibridos contendo um linker com funcdo amina séo

mais reduzidos.

Dos estudos efectuados em meios aquosos e bioldgicos, descritos no capitulo 3, de modo a

avaliar a estabilidade dos hibridos desenvolvidos, conclui-se que:

- todos os compostos hibridos sdo estaveis em tampéo fosfato pH 7,4 e em plasma humano,
ndo havendo portanto degradacdo quimica ou enzimatica, catalisada pelas proteinas presentes
no plasma;

- em homogenato de figado de rato verifica-se degradacdo bastante rapida, com tempos de
semi-vida que variam entre as 7 e 55 horas, com formacdo provavel da carboxiprimaquina
como um dos metabolitos resultantes das reaccdes de fase | de metabolismo.

- 0s hibridos com ligacdo amina entre ambos os farmac6foros apresentam uma reactividade
substancialmente maior em homogenato de figado de rato, o que presumivelmente se deve a

sua maior susceptibilidade a oxidagao.

Dos testes de actividade realizados, conclui-se que estes derivados séo excelentes
candidatos a compostos hibridos antimalaricos por apresentarem actividade contra as estirpes
testadas tanto na fase sanguinea como na fase hepética de infeccdo. Com base nos ensaios

realizados in vitro verifica-se que, dos compostos estudados, 0s que apresentam maior
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actividade contra a fase sanguinea séo os que tem menor valor de logP pelo que, e de acordo
com os resultados obtidos, provavelmente o aumento da lipofilia neste tipo de compostos
desfavorece a sua actividade como esquizontocida sanguineo. Ao nivel hepatico todos 0s
compostos hibridos apresentaram potente actividade, na ordem dos nanomolar, com auséncia
de niveis de toxicidade celular significativos. Dado que todos os compostos testados
apresentaram actividade superior a da PQ, os resultados obtidos sugerem que as alteracdes
introduzidas na estrutura deste fa&rmaco por este tipo de moléculas hibridas potenciam a sua
actividade.

Adicionalmente, o composto 70 testado in vivo como bloqueador da transmissdo da doenca
em mosquitos A. gambiae infectados, mostrou ser t&o activo quanto a primaquina na redugéo
do numero medio de odcitos e percentagem de mosquitos infectados, na maior concentracéo

testada.
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5.1 Reagentes e solventes

5.1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados no decorrer da parte experimental foram fornecidos pela Sigma-
Aldrich, Alfa Aesar e Merck. A artemisinina utilizada nos processos de sintese proveio da
China, Fraken Biochem Co., Ltd, com um grau de pureza de 99,8%.

A piridina (Merck) e trietilamina (Sigma-Aldrich) foram destiladas de hidroxido de
potéssio em lentilhas e armazenadas em frascos escuros, no frigorifico a cerca de 5°C.

O tampéo fosfato (pH 7,4, 0,01 M) foi preparado dissolvendo-se uma pastilha de PBS
(Sigma-Aldrich) em 200 ml de 4gua desionizada.

O tampéo fosfato (pH 3,11) usado nos ensaios de HPLC foi preparado a partir de 980 ml
de uma solucéo de KH,PO, 1M e 20 ml de H3PO4, num volume total de 1L de solugéo.

O homogenato de figado de rato foi fornecido pela BD Gentest™.

O plasma humano foi recolhido de individuos saudaveis na Faculdade de Farmacia da

Universidade de Lisboa.

5.1.2. Solventes

Na sintese de todos os compostos foram utilizados solventes de grau analitico (p.a.).

Todos os solventes foram destilados & pressdo atmosférica. O tetrahidrofurano (THF) da
Panreac e o éter etilico (Et,0O) foram previamente submetidos a refluxo, na presenca de fio de
sodio e benzofenona (Merck), usada como indicador de humidade. O diclorometano
(CHCIy), o dicloroetano (C,H4Cl,), o metanol (MeOH) e o etanol (EtOH) foram destilados de
cloreto de calcio anidro.

Os solventes utilizados na purificacdo dos compostos eram puros da Merck.

Nos estudos de estabilidade por HPLC, utilizaram-se solventes Lichrosolv® da Merck e
agua desionizada obtida atraves da passagem de agua bidestilada numa resina de troca ionica
Millipore, sendo recolhida com uma resistividade de 18 mQ cm™.

Os solventes deuterados utilizados para RMN (CDCl;, MeOD e DMSO-d) e o

tetrametilsilano eram da Merck, com um grau de pureza superior a 95%.
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5.2. Cromatografia
Todas as colunas de cromatografia foram preparadas com silica gel 60 M de granulometria
0,040-0,063 mm (Merck). As cromatografias em camada fina (TLC) foram realizadas em
placas de silica-gel Merck Kieselgel Fys4, de espessura 0,25 mm, e reveladas usando uma
camara CAMAG de UV, com um comprimento de onda de 254 nm, uma camara de iodo ou

um dos seguintes reveladores: H,SO4/MeOH (1:1) e p-anisol.

5.2. Equipamento
Os pontos de fusdo dos compostos solidos foram determinados numa camara Kofler Bock
Monoscop M.
Os espectros de infravermelho (IV) foram executados num espectrofotémetro Nicolet
Impact 400 FTIR sob a forma de filme em células de cloreto de sddio ou sob a forma de

pastilhas com brometo de potassio como suporte.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protao (1H-RMN) e de carbono (13C-
RMN), foram tracados num espectrometro Bruker 400 Ultra-Shield usando cloroférmio ou
metanol deuterados como solventes. Os valores de desvio quimico, 6H ou 6C, encontram-se
de acordo com a seguinte norma: desvio quimico (& em ppm relativamente ao TMS),
multiplicidade do sinal, apresentando-se como s (singuleto), sl (singuleto largo) d (dupleto), dI
(dupleto largo), dd (duplo dupleto), ddl (duplo dupleto largo), t (tripleto), g (quarteto) ou m
(multipleto) e constante de acoplamento (J em Hz).

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram obtidos na Faculdade de Farmécia da
Universidade de Lisboa, com um espectrofotdometro de massa Micromass Quattro Micro API,
com fonte de ionizacdo por electrospray. O programa de interpretacdo dos resultados da
analise foi o MassLynx V4.1.

Os espectros de massa de alta resolugéo foram efectuados na Universidade de Santiago
Compostela, Espanha, com um espectrofotometro de massa quadrupolar da Hewlett-Packard,
modelo HP5988A, por impacto electronico.

As analises elementares foram efectuadas na Universidade de Santiago Compostela,
Espanha, com um analisador automatico CE Instruments EA 1110.

Para determinar qual o melhor c.d.o. a utilizar nos estudos por HPLC utilizou-se um
espectrofotometro de UV-Visivel feixe duplo Shimadzu UV-2100PC, acoplado a um sistema

de aquecimento termostatado da Shimadzu CPS-260.
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Os estudos de estabilidade foram realizados num sistema de HPLC, utilizando um detector
espectrofotométrico UV-VIS Shimadzu SPD-6AV, de comprimento de onda variavel,
acoplado a uma bomba Lachrom Merck-Hitachi L-7100, com um injector Rheodyne de 20 pl,
um registador Chromato-Integrator Merck-Hitachi D2500A e coluna Merck Lichrocart® RP-
18, 250%4 mm, com particulas de 5 pum. Adicionalmente foi usado durante estes ensaios uma
centrifuga SIGMA 112 (13000 rpm), um vortex GenieTM, Modelo K-550-GE, Scientific
Industries, Inc e um banho Julabo MP com refrigerante Julabo F12 incorporado, para
termostatar as solucdes reaccionais.

Para a leitura do pH das soluces foi utilizado um potenciémetro micro pH 2002 Crison.

5.4. Procedimentos de sintese e caracterizagao dos compostos
5.4.1. Sintese do composto hibrido Artemisinina — Primaquina (58)
Partindo da estrutura da artemisinina varios derivados semi-sintéticos foram desenvolvidos
de modo a sintetizar o composto hibrido 58 contendo ambos os farmaco6foros da artemisinina
e da primaquina. O método de sintese aplicado bem como as diferentes vias sintéticas

consideradas serdo descritos no seguimento deste capitulo.

5.4.1.1. Neutraliza¢ao da Primaquina comercial

A neutralizacdo da primaquina comercial, na forma de difosfato, foi efectuada apos
dissolugdo desta (4,5g; 10 mmol) em agua destilada (250 ml), por adigdo gradual de gotas de
NaOH 10M até pH ~ 8. A mistura permaneceu em agitacdo a temperatura ambiente durante
20 minutos, protegida da luz. Foi visivel a alteracdo de cor da solugdo que passou de amarelo
translucido a amarelo opaco, com formacéao de um precipitado na forma de goma acastanhada.
Seguiram-se extraccoes sucessivas com AcOEt (3 x 200 ml) basificando-se com NaOH 10M a
fase aquosa, sempre que necessario, entre cada extracgdo. As fases organicas combinadas

foram secas com Na,SO, anidro, filtradas e evaporadas.

e Oleo amarelo (100%:; 2,6 )

e IV: vimax = 3385, 1616, 1593, 1578, 1520, 1456, 1387, 1217, 1161, 1051, 822 cm™,

o 'H-RMN (400 MHz, CDCl3): 8,52 (1H, dd: J = 4,0 Hz e J = 1,6 Hz, Ar-H,); 7,93 (1H, dd: J
=8,0HzeJ=1,6Hz, Ar-Hy); 7,30 (1H, dd: J = 8,0 Hz e J = 4,0 Hz, Ar-H3); 6,32 (1H, d: J
= 2.4 Hz, Ar-Hs); 6,28 (1H, d: J = 2.4 Hz, Ar-H-); 6,09-6,01 (1H, sl, -NH); 3,88 (3H, s, -
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OCHa); 3,69-3,57 (1H, m, CHCHs); 2,78-2,72 (2H, m, NCH,); 2,03-1,97 (2H, sl, -NHy);
1,76-1,54 (4H, m, CH,CH,CH); 1,30 (3H, d: J = 6,4 Hz, CHCHs).

o ®C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 159,9 (Cq); 145,5 (Cq); 144,7 (CH); 135,8 (Cq); 135,2
(CH); 130,3 (Cq); 122,3 (CH); 97,1 (CH); 92,0 (CH); 55,6 (-OCHS); 48,4 (CH); 42,6 (CHy);
34,5 (CH,); 30,5 (CHy); 20,9 (CH3).

5.4.1.2. Artemisinina (1)

A artemisinina apresentava um aspecto cristalino e cor branca (de acordo com o descrito pelo

fornecedor).

e p.f.: 151-154 °C.

o IV: vinax = 2962, 2918, 1738, 1464, 1386, 1195, 1114, 989 cm™.

e 'H-RMN (400 MHz, CDCls): 5,88 (1H, s, Hio); 3,45-3,38 (1H, m, Ho); 2,49-2.41 (1H, m,
Hia); 2,12-1,75 (5H, m, Hyp + Hsq + Hso + Hp + Hga); 1,47 (3H, s, C3CH3); 1,46-1,38 (3H, m,
Hspg + He + Hsa); 1,23 (8H, d: J=7,2 Hz, CoCH3); 1,18-1,05 (2H, m, Hgp + Hy,); 1,02 (3H, d:
J=5,6 Hz, C4CHa).

o ®C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 172,1 (C=0); 105,4 (C); 93,7 (CH); 79,5 (Cq); 50,1
(CH); 45,0 (CH); 37,5 (CH); 35,9 (CH,); 33,6 (CHy); 32,9 (CH); 25,2 (CHz3); 24,9 (CHy);
23,4 (CHy); 19,9 (CHg3); 12,6 (CHsy).

5.4.1.3. Di-Hidroartemisinina (2)

De acordo com Brossi et al.®®, o agente redutor NaBH. (4,99g, 1,32mmol) foi adicionado
lentamente, durante aproximadamente 2h, a uma solucdo em agitacdo do composto 1 (5g,
17,7mmol) dissolvido em MeOH (250ml), mantida & temperatura de 0-5°C, sob atmosfera de
azoto. Apos 1,5h em agitacdo, a mistura reaccional mantida a mesma temperatura foi tratada
com &cido acético (8ml) até pH ~ 5. O solvente da reacgdo foi parcialmente evaporado no
rotavapor, concentrando-se assim a mistura reaccional que foi, em seguida, diluida com agua
gelada (150 ml). Apds cerca de 15min a temperatura ambiente, filtrou-se a vacuo o
precipitado branco obtido, o qual foi lavado com uma solucdo de H,O/MeOH (2:1, 2 x 150
ml) a temperatura de 0-5°C. O precipitado recolhido foi dissolvido em DCM (150 ml), a
solucgéo foi seca com Na,SO, anidro e o solvente evaporado.
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e Cristais brancos (76%; 3,8 Q).

ep.f.: 150-153°C.

o LV: vinax = 3368, 2942, 1191, 1020, 986 cm™.

e 'H-RMN (400 MHz, CDCls): 5,60 (1H, s, Hi2); 5,39 (1H, s, Hi2); 5,30 (1H, t: J = 3,2 Hz,
Hio); 4,75 (1H, t: J = 8,8 Hz, Hy); 3,01 (1H, d: J = 8,4 Hz, OH); 2,76-2,73 (1H, m, OH);
2,66-2,57 (1H, m, Ho); 2,42-2,33 (2H, m, H,); 2,32-2,26 (1H, m, H); 2,07-1,99 (2H, m, H,);
1,93-1,87 (2H, m, Hs); 1,87-1,82 (2H, m, Hg); 1,81-1,71 (2H, m, H;); 1,70-1,64 (2H, m, Hgy);
1,60-1,52 (2H, m, Hs): 1,50-1,46 (2H, m, Hg); 1,43 (6H, d: J = 3,6 Hz, C¢CHs); 1,38-1,31
(2H, m, He); 1,30-1,25 (2H, m, Hs,); 1,05-0,87 (2H, m, Hy); 0,96 (6H, s, C3CHs); 0,94 (6H,
d: J = 2Hz, CoCHy).

5 ®C-RMN (100,61 MHz, CDCly): 104,5 (Cq); 104,3 (Cq); 96,6 (CH); 94,8 (CH); 91,4
(CH); 87,9 (CH); 81,3 (Cq); 80,5 (Cq); 52,6 (Cq); 51,7 (Cq); 45,6 (Cq); 44,4 (Cq); 37,6
(CH); 37,5 (CH); 36,5 (CH,); 36,4 (CHy); 35,0 (CH); 34,9 (CH,); 34,3 (CH,); 30,9 (CH);
26,2 (CH3); 26,1 (CHs); 24,85 (CH,); 24,8 (CH,); 24,7 (CH,); 22,3 (CH,); 20,5 (CHs):; 20,4
(CHs); 13,3 (CH3); 12,9 (CHa).

5.4.1.4. Di-Hidroartemisinina 10a-Benzoato (61)

De acordo com Hindley et al.*’, adicionou-se cloreto de benzoilo (3,17 ml; 27,3 mmol) a
uma solucdo de 2 (5g; 17,6 mmol) dissolvido em DCM (54 ml), previamente seco, e piridina
anidra (9 ml), a 0°C e sob atmosfera de azoto. Apds 18h em agitacdo a temperatura ambiente
formou-se um precipitado branco que se dissolveu com a adi¢do de AcOEt (100 ml). A fase
organica obtida foi posteriormente submetida a lavagens consecutivas com HCI (0,01M),
solucdo saturada de NaHCO3 e agua destilada. Secou-se a fase organica com Na,SO, anidro,
filtrou-se e evaporou-se o solvente, obtendo-se um 6leo amarelo que foi recristalizado com

uma mistura de éter etilico/hexano.

e Cristais brancos (83%; 5,67 Q).

e p.f.:111-112°C.

o L.V: vinax = 2968, 2929, 2876, 1730, 1267, 1019 cm™

e 5§'H-RMN (400 MHz, CDCl5): 8,12 (2H, d: J = 7,6 Hz, Ar-H,/), 7,57 (1H, t: J = 7,4 Hz, Ar-
H.), 7,44 (2H, t: J = 7,6 Hz, Ar-H3'), 6,01 (1H, d: J = 10 Hz, Hyo), 5,53 (1H, s, H1y), 2,81-
2,70 (1H, m, Hy), 2,39 (1H, dt: J = 10, 4 Hz, Hy4), 2,08-2,00 (1H, m, H,), 1,95-1,87 (1H, m,
Hs), 1,86-1,78 (1H, m, Hg), 1,78-1,72 (1H, m, H;), 1,72-1,66 (1H, m, Hg,), 1,56-1,50 (1H, m,
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Hs), 1,50-1,45 (1H, m, Hg), 1,43 (3H, s, CsCH3), 1,42-1,36 (1H, m, Hg), 1,36-1,28 (1H, m,
Hsa), 1,09-1,02 (1H, m, H7), 0,98 (3H, d: J = 6 Hz, C¢CHg), 0,93 (3H, d: J = 7,2 Hz, CoCHa).

e 5 ®C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 165,5 (C=0), 133,5 (CH), 130,3 (CH), 129,8 (Cq),
128,4 (CH), 104,6 (C,), 92,7 (CH), 91,8 (CH), 80,4 (Cq), 51,8 (CH), 45,5 (CH), 37,4 (CH),
36,4 (CH,), 34,3 (CHy), 32,1 (CH), 26,1 (CHs), 24,7 (CH,), 22,2 (CH,), 20,4 (CHs), 12,4
(CHa).

5.4.1.5. C-108 alildeoxoartemisinina (60)

Uma solugdo de 61 (7,02 g; 18,1 mmol) em DCE anidro (70 ml) foi adicionada a uma
mistura de aliltrimetilsilano (13,80 ml; 86,8 mmol) e ZnCl;, (2,96 g; 21,7 mmol) no mesmo
solvente (70 ml).2! A mistura foi mantida em agitacdo durante cerca de 2h, na presenca de
tamizas moleculares de 4 A activados, sob atmosfera de azoto e 4 temperatura de 0°C. Ao fim
desse tempo deixou-se atingir a temperatura ambiente, e ap6s 2h parou-se a reac¢do pela
adicdo de AcOEt. Realizaram-se lavagens sucessivas com HCI 0,01M (2 x 100 ml), solucéo
saturada de NaHCO3 (2 x 100 ml) e solucdo de brine (2 x 100 ml). A fase organica obtida foi
seca com Na,SO, anidro, filtrada e o solvente evaporado. Fez-se purificacdo por

cromatografia em coluna usando como eluente hexano com 1% AcOEt.

e Solido branco (38%; 2,12 g)

e p.f.: 72-75°C.

o L.V: vimax = 3437, 2957, 2852, 1640, 1377, 1105, 1058, 879 cm™

e 5 'H-RMN (400 MHz, CDCl3): 5,98-5,87 (1H, m, CH.=CH,), 5,33 (1H, s, H1,), 5,15-5,08
(1H, m, CH=CHc-H), 5,08-5,03 (1H, m, CH=CH-Hp), 4,33-4,26 (1H, m, Ho), 2,73-2,64 (1H,
sext: J = 8 Hz, H), 2,45-2,37 (1H, m, His), 2,37-2,27 (1H, m, H,), 2,25-2,16 (1H, m, Hys),
2,06-1,99 (1H, m, H), 1,90-1,45 (5H, m), 1,42 (3H, s, CsCH3), 1,37-1,27 (3H, m), 0,93-0,86
(1H, m), 0,96 (3H, d: J = 6 Hz, C¢-CHs), 0,88 (3H, d: J = 7,6 Hz, Co-CH3).

* 5 ®C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 136,3 (CH), 116,2 (CH,), 103,3 (Cq), 89,2 (CH), 81,2
(Cq), 74,8 (CH), 52,5 (CH), 44,5 (CH), 37,6 (CH), 36,7 (CH,), 34,6 (CHy), 34,4 (CH,), 30,4
(CH), 26,3 (CH3), 25,0 (CH,), 24,9 (CH,), 20,4 (CH3), 13,2 (CHa).
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Como produto secundario da reac¢do obteve-se 0 composto AHA (64):

e Solido branco (40%; 2,20 g).

e p.f. 87-91

o LV.: vimax = 2922, 2849, 1639, 1373, 1198, 1113, 1078, 991 cm™

e 5 'H-RMN (400 MHz, CDCls): 6,19 (1H, d: J = 1,6 Hz, Hio), 5,54 (1H, s, H12), 2,45-2,35
(1H, m), 2,10-2,00 (2H, m), 1,95-1,87 (1H, m), 1,73- 1,63 (2H, m), 1,59 (3H, d: J = 1,2 Hz,
CoCHa), 1,54-1,44 (2H, m), 1,43 (3H, s, CsCHa), 1,25 (1H, s), 1,18-1,04 (2H, m), 0,98 (3H,
d: J = 6 Hz, CcCHs).

e 5 ®C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 135,1 (CH), 108,3 (Cq), 104,7 (Cq), 89,8 (CH), 79,1
(Cq), 51,6 (CH), 44,6 (CH), 37,6 (CH), 36,4 (CHy), 34,2 (CHy), 30,1 (CH,), 26,0 (CHj3),
24,5 (CH,), 20,4 (CHs), 16,3 (CHa).

5.4.1.6. C-108 &cido carboxilico artemisinina (62)

A uma solucéo de 60 (0,2 g; 0,6 mmol) dissolvido em 40 ml de acetona e 40 ml de H,O
destilada, foi adicionado periodato de sédio (0,54 g; 2,5 mmol) e permanganato de potassio
(0,06 g; 0,4 mmol).*! Apgs 2h de agitacido & temperatura ambiente, a mistura reaccional foi
filtrada e posteriormente basificada com NaOH 10M até pH =~ 10. Fez-se extraccdo com éter
etilico e a fase organica foi desprezada. A fase aquosa obtida foi acidificada com HCI a 37%
até pH = 1. Fizeram-se 2 extrac¢fes com éter etilico e as fases organicas obtidas foram secas
com Na,SOy anidro, filtradas e o solvente evaporado.

e Oleo amarelo (89%; 0,19 ).

o IV: vimax = 3436, 2943, 1658, 1375, 1086, 1031 cm™.

o 3'H-RMN (400 MHz, CDCly): 5,37 (1H, s, Hiy), 4,89-4,82 (1H, m, Hyg), 2,77-2,65 (2H, m,
Ho + Hi3), 2,50 (1H, dd: J= 12,4 Hz, J= 3,6 Hz, Hy3), 2,37-2,28 (1H, m, Hy), 2,06-1,90 (2H,
m), 1,82-1,76 (1H, m), 1,73-1,65 (2H, m), 1,50-1,42 (1H, m), 1,40 (3H, s, CsCHs), 1,32-1,20
(4H, m), 0,96 (3H, d: J = 6 Hz, CcCH3 ), 0,88 (3H, d: J = 7,6 Hz, CoCHy).

e 5 C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 174,4 (C=0), 103,4 (Cq), 89,7 (CH), 80,9 (Cq), 70,8
(CH), 53,7 (CH,), 43,8 (CH), 37,6 (CH), 36,5 (CH,), 35,9 (CHy), 34,4 (CH,), 29,9 (CH),
25,9 (CH3), 24,9 (CH,), 24,8 (CH5), 20,2 (CH3), 12,7 (CHs).
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5.4.1.7. C-108 hidroxamato artemisinina (63)

A sintese foi efectuada usando como agente de acoplamento o TBTU.!"®! A uma solucéo
em agitacdo do derivado 62 (1,3 g; 4 mmol) dissolvido em DCM seco (14 ml) foi adicionado
TEA (0,405 ¢g; 1 eq.) e TBTU (1,28 g; 1 eq.), verificando-se a formacdo de uma suspensdo. A
mistura reaccional permaneceu sob agitacdo em atmosfera de azoto a temperatura ambiente
até todo o agente de acoplamento ser dissolvido e a mistura reaccional ter um aspecto
limpido. Apds cerca de 30 min adicionou-se uma solucdo de cloridrato de O, N-dimetil-
hidroxilamina (0,430 g; 4,4 mmol) dissolvido em DCM seco (2 ml) e TEA (0,445 g; 4,4
mmol). A reacgdo foi monitorizada por TLC e o pH do meio reaccional medido. Quando
necessario (pH < 7) procedeu-se a adi¢do de algumas gotas de TEA, neutralizando-se assim a
mistura reaccional. Quando completa parou-se a reac¢do diluindo-se com DCM (80 ml) e
lavando-se sucessivamente com solucéo saturada de NaHCO3 (3 x 20 ml) e brine (3 x 20 ml).

Ao contrario do descrito na literatura ndo se procedeu a realizacdo de lavagens com 3N
HCI. O objectivo de se efectuar este procedimento é neutralizar a TEA adicionada em
excesso. Contudo, e como verificado na primeira vez que a reaccao foi efectuada, o uso de
acidos fortes destrdi a estrutura da artemisinina sendo baixo o rendimento final da reacgéo.
Assim, procedeu-se s6 a lavagens com solucdo saturada de NaHCOgs, que embora seja um
acido fraco é suficiente para esta neutralizacéo.

A fase orgéanica obtida foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada na totalidade,
obtendo-se uma mistura de produtos que foi purificada por cromatografia em coluna (eluente:
AcOEt/Hex (1:1)).

e Oleo amarelo (53%; 0,78 g).

o IV: vinax = 2874, 2360, 2343, 1708, 1377, 1012, 912 cm™.

o 5 'H-RMN (400 MHz, CDCly): 5,35 (IH, s, Hu), 4,88-4,80 (1H, m, Hig), 3,71 (3H, s,
OCHs), 3,20 (3H, s, N-CHs), 2,90 (1H, dd: J = 9,2 Hz, J = 5,6 Hz, Hus), 2,85-2,74 (1H, m,
Ho), 2,50-2,42 (1H, dd: J = 10,8 Hz, J = 4,4 Hz, Hys), 2,38-2,28 (1H, m), 2,05-1,77 (3H, m),
1,70-1,65 (2H, m), 1,49-1,22 (5H, m), 1,41 (3H, s, C3CHs), 0,96 (3H, d: J = 6 Hz, CsCHa),
0,88 (3H, d: J = 7,6 Hz, CoCHa).




Capitulo 5 — Procedimento Experimental PEH
p p

5.4.1.8. C-108 aldeido artemisinina (59)

Para obter o derivado com a funcdo aldeido procedeu-se a reducdo do composto
hidroxamato previamente sintetizado. Seguindo novamente o protocolo experimental aplicado
aos a-aminoacidos”™, a uma solucdo em agitacdo de 63 (0,78 g; 2,1 mmol) dissolvido em
THF seco (20 ml) foi adicionado lentamente o agente reductor LiAIH,4 (0,1 g; 2,6 mmol). A
mistura reaccional foi mantida em banho de gelo de modo a permanecer a uma temperatura de
cerca de 0°C. A reaccdo foi monitorizada por TLC e ficou completa ao fim de 2h. Adicionou-
se depois uma solugdo de KHSO, (0,504 g; 3,7 mmol) em H,O (4 ml) e mais 25 ml de H0.
A fase aquosa foi tratada com éter etilico (3 x 50 ml) e a fase organica obtida foi lavada com
solucdo saturada de NaHCO3 (3 x 20 ml) e brine (3 x 20 ml). Apos seca com Na,SO, anidro e

filtrada evaporou-se o solvente.

e Espuma amarelada (83%; 0,54 g).

o IV: vimax = 2926, 2872, 1722, 1377, 1056, 879 cm™.

e 5 'H-RMN (400 MHz, CDCls): 9,90 (1H, g: J = 2 Hz, HC=0), 5,28 (1H, s, H1y), 4,01-3,94
(1H, m, Hy), 2,65-2,60 (2H, m), 2,41-2,31 (2H, m), 2,05-1,98 (1H, m), 1,91-1,84 (1H, m),
1,74-1,66 (2H, m), 1,56-1,45 (3H, m), 1,40 (3H, s, C3CH3), 1,28-1,23 (2H, m), 1,08-1,01
(1H, m), 0,96 (3H, d: J = 6,4 Hz, CsCHj3), 0,79 (3H, d: J = 7,2 Hz, CoCHj3).

5.4.1.9. Hibrido ART-PQ (58)

A uma solucdo de 59 (0,54 g; 1,7 mmol) em DCM seco (15 ml), em agitacdo e sob
atmosfera de azoto, foi adicionada a primaquina previamente neutralizada (0,496 g; 1,9
mmol). A mistura reaccional foi deixada a temperatura ambiente, durante cerca de 1h, e
monitorizada por TLC. Seguidamente procedeu-se em simultaneo a adi¢cdo de AcOH (0,157
g; 2,6 mmol) e do agente reductor (0,553 g; 2,6 mmol), e deixou-se reagir durante a noite.
Apbs 12h fez-se uma recarga de AcOH (0,105 g; 1,7 mmol) e NaBH(OCOCHs3);3 (0,369 g; 1,7
mmol), deixando-se reagir por mais 15h. O AcOH foi neutralizado pela adi¢do de solugéo
saturada de NaHCOj3 até pH basico (= 10), e fizeram-se lavagens sucessivas com éter etilico
(2 x 20 ml) e AcOEt (1 x 20 ml). Apos lavagem com brine (1 x 20 ml), secou-se com Na,SO4
anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente, obtendo-se uma mistura de produtos que foi
purificada por cromatografia em coluna (silica gel). Como eluente usou-se uma mistura de
solventes nas seguintes percentagens: 1% TEA, 10% MeOH e 89% de AcOEt.
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e solido alaranjado (63%; 0,607 Q).

e p.f.: 53-56°C

o IV: vinax = 3383, 3300, 2873, 1614, 1573, 1520, 1454, 1386, 1051 cm™.

e 5 'H-RMN (400 MHz, CDCl5): 8,51 (1H, dd: J = 2,4 Hz, 1,6 Hz, Ar-Hy), 7,93 (1H, dg: J =
3,6 Hz, 1,6 Hz, Ar-Hy), 7,31 (1H, qd: J = 3,2 Hz, 1,2 Hz, Ar-Hs), 6,30 (1H, t: J = 2,2 Hz,
Ar-Hs), 6,29 (1H, d: J = 2,4 Hz, Ar-Hy), 5,31 (1H, d: J = 16,8 Hz, Hj,), 4,50-4,44 (1H, m,
Hio), 3,88 (3H, s, -OCH3), 3,67-3,61 (1H, m, H;-), 3,32-3,25 (1H, m, CHj linker), 3,14-3,07
(1H, m, Hy), 3,02- 2,93 (1H, m, CH; linker), 2,93-2,82 (1H, m, Hy), 2,53-2,48 (1H, m, Hy),
2,28-2,14 (1H, m), 2,12-2,02 (1H, m, Hy3), 1,93-1,58 (10H, m), 1,38-1,34 (1H, m), 1,31-1,29
(3H, m, C3CHj3), 1,25-1,23 (3H, m, C;-:CHj3), 1,21-1,08 (4H, m), 0,92-0,88 (3H, m, CsCHj3),
0,80 (3H, t: J = 6,8 Hz, C4CH3).

e 5 C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 159,9 (Cg-Ar), 145,1 (Cq-Ar), 144,7 (CH-Ar), 135,5
(CH-Ar), 130,5 (Cg-Ar), 122,3 (CH-Ar), 103,5 (Cq), 97,9 (CH-Ar), 92,6 (CH-Ar), 90,3
(CH), 81,3 (Cq), 75,4 (CH), 55,7 (-OCHs3), 52,24 (CH), 48,8 (), 48,02 (CH, linker), 47,8
(CHy), 47,6 (CH) 43,8 (CH), 37,6 (CH), 36,8 (CH,), 34,6 (CH,), 33,7 (CH,), 32,3 (CHy),
30,8 (CH), 26,3 (CH3), 25,0 (CHy), 23,6 (CH,), 20,8 (CH), 20,4 (CH3), 12,7 (CHs3).

e ESI-MS (+) m/z: 554,3549 [M + H']

e Anélise Elementar (%) para CssHs3sN3Og (na forma de sal); 671,3782 gmol™
Calculada: C 64,36; H 7,95; N 6,25
Experimental: C 62,40; H 7,10; N 5,59

5.4.2. Sintese de hibridos de tetraoxanos
5.4.2.1. Ester tetraoxano (72)

A uma solugdo em agitacdo de 4-oxociclohexanocarboxilato de etilo (68: 0,310g; 1,8
mmol) dissolvido em ACN (2 ml) foi adicionado HCOOH (1,65 g, 35,8 mmol).[®* A mistura
foi mantida em banho de gelo, a temperatura de 0°C, durante cerca de 10 min. Adicionou-se
H,0, a 30% (0,69 ml; 6 mmol), e deixou-se reagir 2h & temperatura ambiente. A reacc¢éo foi
monitorizada por TLC, tendo-se efectuada ap6s 1h 30 min uma recarga de H,O, a 30%.
Quando terminada, a mistura reaccional foi diluida com H,O destilada (3 ml) e tratada com
DCM (8 ml). A fase aquosa foi novamente extraida com DCM. As fases organicas
combinadas foram secas com Na,SO, anidro, filtradas e evaporado o solvente. Com o produto

obtido seguiu-se para a reac¢ao seguinte.
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A mistura, em agitagio, sob azoto e a 0°C, previamente preparada de 2-adamantanona (69,
0,410 g; 2,7 mmol) e oxido de rénio (VII) (0,018 g; 0,04 mmol) em DCM seco (2 ml), foi
adicionada uma solucdo do hidroperdxido sintetizado anteriormente em DCM (2 ml). A
mistura reaccional foi posteriormente colocada & temperatura ambiente, e permaneceu em
agitacdo durante 2h, sendo monitorizada por TLC. Quando completa a mistura reaccional foi
diluida com DCM e filtrada a véacuo, através de um plug de silica, para remover o catalisador
oxido de rénio (VII). Depois de seca com Na,SO, anidro, filtrada, evaporada e purificada por
cromatografia em coluna usando como eluente hexano com 5% de AcOEt, obteve-se o

composto final 72.

e Sélido branco (47%; 0,3 g).

e p.f.: 74-76°C

o IV: vinax = 2929, 1732, 1445, 1192, 1176, 1060, 923 cm™.

e 5 'H-RMN (400 MHz, CDCl5): 4,13 (2H, q: J = 7,2 Hz, CH,CHs), 3,28-3,03 (1H, sl), 3,03-
2,75 (1H, sl), 2,45-2,35 (1H, m, H), 2,04-1,47 (22H, m), 1,24 (3H, t: J = 7,2 Hz, CH,CHs).

e 5 C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 174,8 (Ci5-=0), 110,7 (Cqg), 107,3 (Cq), 60,6
(CH,CHg), 41,8 (CH), 37,1 (CHy), 33,3 (CH>), 27,2 (CH), 14,4 (CH,CH5)

5.4.2.2. Acido tetraoxano (67)

Com base na literatura referida anteriormente %, a uma solugéo de 72 (0,3 g; 0,85 mmol)
numa mistura de i-propanol/H,O (3:1, 20 ml) em agitacdo, adicionou-se solu¢do de NaoH
10M (47,8 pl; 2,55 mmol). A mistura reaccional foi aquecida até atingir a temperatura de
80°C, na qual permaneceu 30 min. Quando terminada a hidrolise, o baldo de reacgédo foi
arrefecido até temperatura ambiente e a mistura diluida com H,O destilada (20 ml) e DCM
(30 ml). Apds separacdo de fases, a fase aquosa foi acidificada com solucdo de HCI 1M até
pH =~ 2 e novamente extraida com DCM (3 x 20 ml). As fases organicas combinadas foram
lavadas com H,O destilada (1 x 20 ml) e solucdo de brine (1 x 20 ml), secas com Na,SO4

anidro, filtradas e evaporadas. Por recristalizacdo com éter etilico obteve-se o produto final.

e Cristais brancos (96%; 0,265 g).

e p.f.: 182-186°C

o IV: vnax = 2908, 1697, 1446, 1217, 1060, 997 cm™.

e 5 'H-RMN (400 MHz, CDCly): 3,26-3,02 (1H, sl), 3,02-2,81 (1H, sl), 2,52-2,40 (1H, m,
H7), 2,10-1,46 (22H, m).



Capitulo 5 — Procedimento Experimental S
p p

e 5 °C-RMN (100,61 MHz, CDCl5): 180,3 (C=0), 110,7 (Cq), 107,3 (Cq), 41,3 (CH), 37,1
(CH>), 33,3 (CHy), 27,2 (CH).

5.4.2.3. Hibrido com funcéo amida (66)

A uma solucéo de 67 (0,1 g; 0,31 mmol) em DCM seco (7 ml) foi adicionada TEA (0,05 g;
0,5 mmol) e TBTU (0,099 g; 0,31 mmol). A mistura reaccional permaneceu em agitacao, sob
atmosfera de azoto e a temperatura de 0°C durante 60 min. Em seguida foi adicionada uma
solugéo de PQ na forma de sal (0,140 g; 0,31 mmol) e TEA (0,033 g; 0,33 mmol), em DCM
(2 ml). O banho de gelo foi removido passados 30 min e deixou-se decorrer a reac¢éo durante
a noite, a temperatura ambiente. Monitorizou-se por TLC e ap6s 13h deu-se a reacgdo por
terminada. Diluiu-se a mistura reaccional com AcOEt (30 ml) e extraiu-se com solucédo
saturada de NaHCO3 (30 ml). A fase organica separada foi guardada e a fase aquosa lavada
com AcOEt (2 x 30 ml). Todas as fases organicas foram combinadas e lavadas com solucdo
saturada de NaHCOg3 (30 ml) e solucéo de brine (2 x 30 ml). Ap6s seca com Na,SO, anidro,
filtrada e evaporada obteve-se um Oleo amarelo que foi purificado por cromatografia de
coluna (eluente: Hexano/AcOEt (4:6)).

e Solido amarelo (44%; 0,076 g).

e p.f.: 78-82°C

o IV: vinax = 3383, 3300, 2933, 1641, 1614, 1595, 1577, 1454, 1386, 1220, 1060, 997 cm™,

e 5'H-RMN (400 MHz, CDCls): 8,53 (1H, dd: J = 2,4 Hz, 1,6 Hz, Ar-H,), 7,93 (1H, dd: J =
6,8 Hz, 1,6 Hz, Ar-Hy), 7,31 (1H, g: J = 4,4 Hz, Ar-Hs), 6,34 (1H, d: J = 2,4 Hz, Ar-H),
6,28 (1H, d: J = 2,4 Hz, Ar-Hs), 5,98 (1H, d: J = 8,4 Hz, NH), 5,58-5,50 (1H, m, NH), 3,89
(3H, s, -OCHg), 3,69-3,56 (1H, m, H;-), 3,34-3,20 (2H, m, Hy-), 3,18-3,02 (2H, sl), 2,10-1,46
(24H, m), 1,29 (3H, d: J = 6,4 Hz, C;-CHs).

e 53C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 174,3 (C=0), 159,3 (Cq), 144,8 (Cq), 144,3 (CH), 135,3
(Cq), 134,8 (CH), 129,9 (Cq), 121,9 (CH), 110,5 (Cq), 107,1 (Cq), 96,9 (CH), 91,7 (CH),
55,2 (-OCHj3), 47,7 (CH), 44,1 (CHy), 39,3 (CHy), 36,9 (CH), 33,8 (CH), 33,1 (CH,), 26,9
(CH), 26,1 (CHy,), 20,6 (CHy).

e ESI-MS (+) m/z: 566,3229 [M + H']

e Anélise Elementar (%) para Cs;Ha3N3Os; 565,3152 gmol™
Calculada: C 67,94; H 7,66; N 7,43
Experimental: C 67,57; H 7,52; N 7,07




Capitulo 5 — Procedimento Experimental |G

5.4.2.4. Derivado Hidroxamato (73)
Usou-se 0 mesmo procedimento que no ponto 5.4.1.7., e a Unica alteragdo introduzida foi o
eluente usado na cromatografia em coluna: Hexano/AcOEt (4:6). A reaccdo foi realizada a

partir de 0,77 mmol (0,25 g) do composto 67.

e Solido branco (92%; 0,26 g).

e p.f.: 115-118°C

o IV: viax = 2935, 2360, 1660, 1417, 1388, 1060, 997 cm™.

e 5'H-RMN (400 MHz, CDCls): 3,70 (3H, s, -OCHj3), 3,18 (3H, s, -NCH3), 2,80-2,69 (1H, m,
H7), 2,04-1,50 (22H, m).

5.4.2.5. Derivado Aldeido (71)
Usou-se 0 mesmo procedimento que no ponto 5.4.1.8. A reaccdo de reducdo, catalisada

pelo regente LiAlH,, iniciou-se com 0,68 mmol (0,25 g) do composto 73.

e Oleo transparente (100%; 0,21 g).

o IV: vimax = 2918, 2856, 1714, 1361, 1062, 997 cm™.

e 5 'H-RMN (400 MHz, CDCls): 9,65 (1H, s, HC=0), 3,23-3,10 (H, sl), 2,90-2,70 (1H, sl),
2,39-2,29 (1H, m, Hy-), 2,04-1,50 (22H, m).

5.4.2.6. Hibrido com funcao amina (70)

O procedimento aplicado encontra-se previamente descrito no ponto 5.4.1.9., aquando
sintese do composto hibrido 58. A reaccdo iniciou-se com 0,658 mmol (0,203 g) do aldeido
71, tendo-se alterado o tempo total de reaccdo; em vez de se deixar a reagir durante a noite
fez-se recarga com AcOH (1 eq.) e NaBH(OCOCHS3;) (1 eqg.) apés 5h. Monitorizou-se por
TLC e apds 7h deu-se a reac¢do por terminada. O eluente usado para a purificacdo do produto
de reacgéo foi: TEA:MeOH:AcOEt (0,5:1:8,5).

e Espuma amarela (65%; 0,23 g)

o IV: vimax = 3294, 3203, 1660, 1613, 1541, 1457, 1378, 1165, 1093, 971 cm™.

e 5'H-RMN (400 MHz, CDCls): 8,52 (1H, dd: J = 2,8 Hz, 1,6 Hz, Ar-H,), 7,91 (1H, dd: J =
6,8 Hz, 1,6 Hz, Ar-Hy), 7,30 (1H, q: J = 4,1 Hz, Ar-Hs), 6,33 (1H, d: J = 2,4 Hz, Ar-H-),
6,28 (1H, d: J = 2,4 Hz, Ar-Hs), 6,03 (1H, d: J = 7,6 Hz, NH), 3,88 (3H, s, -OCHj), 3,68-
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3,56 (1H, m, CHy"), 3,22-2,97 (2H, sl), 2,63 (2H, t: J = 6,8 Hz, Hy'), 2,47 (2H, d: J = 6Hz,
CH2 linker), 2,03-1,41 (24H, m), 1,30 (3H, d: J = 6,4 Hz, C,-CHy).

e 5 ®*C-RMN (100,61 MHz, CDCls): 159,6 (Cq), 145,2 (Cq), 144,5 (CH), 135,6 (Cq), 134,9
(CH), 130,1 (Cq), 122 (CH), 110,5 (Cq), 108,3 (Cq), 96,9 (CH), 91,8 (CH), 55,4 (-OCH3),
55,3 (CH2 linker), 50,1 (CH,), 48,2 (CH), 37,2 (CH,), 37,1 (CH), 34,5 (CH,), 33,3 (CH,),
27,3 (CH), 26,6 (CH,), 20,8 (C-CHs).

e ESI-MS (+) m/z: 552,3425 [M + H']

e Anélise Elementar (%) para C3,H4sN30s; 551,3359 gmol'l
Calculada: C 69,66; H 8,22; N 7,62
Experimental: C 69,12; H 8,51; N 7,31

5.5. Estabilidade dos hibridos sintetizados

O estudo da estabilidade dos derivados foi efectuado por HPLC, utilizando-se um método
por amostragem no qual vérias aliquotas da mistura reaccional foram retiradas e analisadas ao
longo do tempo. A andlise fez-se por injeccdo das amostras no cromatdgrafo do sistema de
HPLC utilizado, através de um injector com capacidade para 20 pl. Dependendo do composto
injectado a proporcdo entre a fase aquosa e a fase organica do eluente era variavel, tal como
referido no capitulo Ill. O estudo de estabilidade em tampdo fosfato foi realizado em
duplicado, enquanto os restantes estudos nos meios biolégicos utilizados foram efectuados em
triplicado. Para todos os ensaios o comprimento de onda utilizado foi 270 nm, escolhido pela

determinacdo da absorvancia maxima por espectroscopia de UV-Visivel.

5.5.1. Estabilidade em tampéo fosfato

Este estudo de estabilidade iniciou-se pela transferéncia de 5ml de tampédo fosfato
isotonico pH = 7,4 para um frasco de reaccdo de vidro que foi colocado num banho de 4gua a
37°C. Apos estabilizada a temperatura adicionou-se 5 upl da solugdo do substrato na
concentracdo de 10% mol.dm™ (previamente preparada em acetonitrilo), obtendo-se assim uma
concentracdo final de 10° mol.dm™. Vérias aliquotas foram retiradas ao longo do ensaio e

injectadas directamente no cromatdgrafo para analise.
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5.5.2. Estabilidade em plasma humano

O sangue para este ensaio foi recolhido de vérios dadores saudaveis para tubos contendo
heparinato de sodio. Depois de centrifugado, o plasma foi reunido e dividido por varios
frascos de vidro (2ml) e armazenado a -20°C. Aquando da sua utilizacdo, o plasma foi
descongelado gradualmente de modo a evitar a desnaturacdo das proteinas.

O estudo de estabilidade dos substratos foi realizado em plasma humano a 80% diluido
com tampdo fosfato isotonico 0,01 mol.dm™ a pH 7,4 (2 ml de plasma mais 0,5 ml de
tampdo). O frasco de vidro contendo o plasma diluido foi colocado num banho termostatizado
a 37°C, de modo a estabilizar a temperatura do meio reaccional, adicionando-se
posteriormente uma aliquota (12,5 ul) da solucdo stock do substrato, obtendo-se uma
concentracéo de 10 mol.dm™. Em tempos determinados com inicio no tempo zero, 100 pl da
mistura reaccional, foi transferida para eppendorfs contendo 200 ul de acetonitrilo, ocorrendo
precipitacdo das proteinas do plasma e término da reac¢do. A mistura foi centrifugada durante
5 minutos (13000 rpm) e retirou-se, cuidadosamente, o sobrenadante para injec¢cdo e analise

no cromatdgrafo.

5.5.3. Estabilidade em Homogenato de Figado de Rato

O concentrado de homogenato de figado de rato, obtido comercialmente, foi conservado a
temperatura de -20°C.

Aquando realizagdo do ensaio colou-se 10 pl do concentrado de homogenato num
eppendorf de 2 ml, e adicionou-se sequencialmente 920 ul de tampao fosfato isotonico, 50 pl
de sistema gerador de NADPH e 10 ul de glucose 6-P-desidrogenase. Apds uma breve
estabilizagdo da temperatura até 37°C adicionou-se 10 pl do substrato 10 mol.dm™, de modo
a obter uma concentracdo final de 10 mol.dm™. Durante o decorrer da reaccdo foi-se
retirando 50 pl de amostra em tempos determinados, 0s quais eram transferidos para
eppendorfs contendo 450 pl de acetonitrilo dando-se a reacgdo por terminada. A mistura foi
centrifugada (5 minutos, 13000 rpm) e injectou-se 0 sobrenadante, contendo uma
concentragdo de 10 mol.dm™ de substrato, no cromatégrafo do sistema de HPLC para

analise.
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Espectro bidimensional de COSY da Artemisinina (1)
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Espectro *H-RMN da Di-hidroartemisinina (2)
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Espectro bidimensional COSY da Di-hidroartemisinina (2)
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Espectro *H-RMN do derivado DHART 10a-Benzoato (61)
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Espectro bidimensional COSY do derivado DHART 10a-Benzoato (61)
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Espectro *H-RMN do derivado C-10p alildeoxoartemisinina (60)
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Espectro bidimensional COSY do derivado C-10 alildeoxoartemisinina (60)
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Espectro bidimensional HMBC do derivado C-10pB alildeoxoartemisinina (60)
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Espectro *C-RMN do produto secundario AHA (64)
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Espectro bidimensional HMQC do produto secundario AHA (64)
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Espectro de >C-RMN do derivado &cido carboxilico (62)
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Espectro de 'H-RMN do derivado hidroxamato (63, amida de Weinreb)
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Espectro de 'H-RMN do derivado aldeido (59)
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Espectro de 'H-RMN do composto hibrido ART-PQ (58)
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Espectro bidimensional COSY do composto hibrido ART-PQ (58)
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Espectro bidimensional HMBC do composto hibrido ART-PQ (58)
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Espectro de *C-RMN do derivado ester tetraoxano (72)
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Espectro de 'H-RMN do derivado acido tetraoxano (67)
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Espectro bidimensional COSY do derivado acido tetraoxano (67)
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Espectro de *>*C-RMN do composto hibrido 66
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Espectro bidimensional HMQC do composto hibrido 66
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Espectro bidimensional COSY do derivado hidroxamato (73, amida de Weinreb)
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Espectro de 'H-RMN do composto hibrido 70
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Espectro bidimensional COSY do composto hibrido 70
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