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Resumo

Segundo a organizacdo mundial de saude (OMS) estima-se que tenham ocorrido
globalmente cerca de 200 milhdes de casos de malaria em 2013 e 1,6 milhdes de novos
casos de leishmaniose, tendo aumentado exponencialmente nos ultimos anos. Uma das
causas apontadas para o aumento de novos casos é o rapido desenvolvimento da
resisténcia aos farmacos, sendo totalmente desaconselhado pela OMS o uso da
monoterapia. Nas Ultimas décadas varios estudos evidenciam as vantagens da
utilizacdo de compostos hibridos, nos quais dois farmacoéforos distintos séo ligados

covalentemente numa Unica molécula.

Nesta dissertagdo foram sintetizados novos compostos hibridos baseados nos
farmacoforos 8-aminoquinolina e tetraoxano como possiveis candidatos a erradicagao
da maléria e leishmaniose. A variacdo na cadeia lateral destes compostos tém como
objetivo promover a sua atuagdo na fase hepatica e sanguinea do ciclo infecioso da
malaria e de igual forma na fase intracelular da leishmaniose. Adicionalmente, numa
tentativa de diminuir a metabolizagdo da parte 8-aminoquinolina, os compostos foram
sintetizados com substituicdo na posicdo 5 do anel de quinolina. Os compostos
sintetizados, foram caracterizados por espetroscopia IV, *H RMN, *C RMN e técnicas
bidimensionais de COSY, HMBC e HMQC.

Foram realizados estudos de estabilidade em homogenato de figado de rato a 37°C,
onde se verificou que os compostos sofreram uma rapida degradacdo metabdlica,

apresentando tempos de meia-vida entre os 15 e 35 minutos.

A atividade antimalarica dos compostos hibridos foi testada in vitro contra a fase
sanguinea do Plasmodium falciparum W2. Neste estudo nenhum dos compostos
hibridos apresentou uma atividade superior a artemisinina, mas todos 0s compostos
demonstraram ter uma boa atividade antimalarica. No estudo da atividade na fase
hepatica, os novos compostos apresentaram atividade superior a primaquina em

concentracdes mais elevadas.

Em suma, os novos compostos hibridos possuem uma boa atividade contra a fase
hepéatica e sanguinea do ciclo de vida da malaria. A sua instabilidade pode ser
relacionada com a metabolizacdo na cadeia lateral. O composto hibrido com cadeia
lateral de quatro carbonos (52b) demonstra ter maior atividade na fase sanguinea e

hepatica, sendo também o mais instavel.

Palavras-chave: malaria, leishmaniose, compostos hibridos, 8-aminoquinolina e

tetraoxano.






Abstrat

According to the World Health Organization (WHO) is estimated to have occurred
globally about 200 million cases of malaria in 2013 and 1,6 million new cases of
leishmaniasis are detected every year, and increasing exponentially in recent years. One
of the many causes for the increase of new cases is the fast resistance development to
the drugs, being totally unadvised by the WHO the use of monotherapy. In the last
decades several studies point out the advantage of using hybrid compounds, in which

two distinct drugs are covalently connected in one unique molecule.

In this work were synthetized new hybrid compounds based on 8-aminoquinoline and
tetraoxane pharmacophores as possible candidates to the eradication of malaria and
leishmaniasis. The variation of the side chain have the objective to promote its action in
the hepatic and blood stages of the infectious cycle of malaria and in equal form acting
in the intracellular stage of leishmaniasis. Furthermore, the compounds were synthetized
with a substitution of the quinoline ring in the fifth position, in an attempt to reduce the
metabolization of the 8-aminoquinoline part. The synthetized compounds were featured
by IV espetrocopy, *H RMN, ¥*C RMN techniques and two-dimensional of COSY, HMBC
and HMQC.

Stability tests were performed in rat liver homogenate at 37°C in which was found that
the compounds suffered a quick metabolic degradation, presenting half-life times

between 15 and 35 minutes.

The antimalarial activity in the hybrid compounds was tested in vitro against the blood
stage of the Plasmodium falciparum W2. In this study none of the hybrid compounds
presented an activity higher than the artemisinine, but all of the compounds showed good
antimalarial activity. In the liver stage activity study, the new compounds exhibit higher

activity in higher concentrations to the primaquine.

In sum, the new hybrid compounds possess good activity against the liver and blood
stages in the malaria life cycle. The instability may be related to the metabolism in the
side chain. The hybrid compound with a lateral chain with four carbons (52b)

demonstrates a higher activity in the blood and hepatic stages, being the less stable.

Keywords: malaria, leishmaniasis, hybrid compounds, 8-aminoquinoline and

tetraoxanes
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As doencas negligenciadas (DN) tém um elevado impacto social e econémico sobre as
populacdes mais pobres da Africa, Asia e América Latina, causando cerca de 2 milhdes
de mortes por ano.*? Com um impacto econémico-social semelhante, surge a maldaria,
onde se estima que cerca de 3,3 mil milhdes da populacdo mundial corra o risco de ser

infetada pela doenca.l!

A malaria e a leishmaniose sdo doencas causadas por parasitas protozodrios, tendo

uma elevada taxa de mortalidade e morbilidade, principalmente em paises africanos.™

Nas duas ultimas décadas a distribuicao da leishmaniose aumentou exponencialmente,
existindo cerca de 1,6 milhdes de novos casos. Esta doenca pode-se manifestar sob
diferentes formas (que serdo abordadas na sessado 1.2), sendo 0s casos principais a
leishmaniose cutanea e visceral. Estima-se que o nimero de casos de leishmaniose
visceral varie entre os 2 mil e os 4 mil, sendo a maioria em Bangladesh, Brasil, Etidpia,
India, Nepal, Sudédo e Norte do Sud&o. No caso da leishmaniose cutanea, calcula-se
gue existam 7 mil a 1,2 milh6es de novos casos por ano distribuidos em paises como
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Irdo, Paquistdo, Perq,

Arébia Saudita, Republica Arabe da Siria e Tunisia (Figura 1).5567]

/ Leishmaniose Visceral Leishmaniose Cutanea \

Figura 1 — Distribuicdo mundial de leishmaniose visceral e leishmaniose cutdnea em 2012. Imagem
adaptada de [5].

De acordo com a OMS, estima-se que tenham ocorrido cerca de 198 milhdes de novos
casos de malaria, mundialmente em 2013. A maléria é uma doenga endémica em paises
como Nigéria, Mocambique, Tanzania, Quénia, Zambia, Angola e Republica

Democratica do Congo.!
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Esta doenca levou a 584 mil mortes, sendo que o local mais afetado é o Continente
Africano com cerca de 90% dos casos. Sabe-se que destes cerca de 78% das mortes

ocorrem em criangcas com idades inferiores a 5 anos (Figura 2).38

Casos confirmados de paludismo por 1000 hab®arntes.
Il =i
N 5000

s
1-10

11
040

Sem iransmissdo de paldimo
I Maoaphcivel

Figura 2 — Distribuigdo mundial de transmissdo da malaria em 2013. Imagem adaptada de [3].
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1.1 Malaria

A malaria é causada por parasitas protozodrios do género Plasmodium e é transmitida
ao homem através de picada do mosquito infetado.® Atualmente conhecem-se cerca
de 400 espécies diferentes de mosquitos, mas apenas 30 sdo considerados vetores
importantes, na origem da doenca.®! As espécies Plasmodium capazes de provocar a
doenca nos humanos séo, P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e o P. knowlesi.
O Plasmodium falciparum € de longe o mais mortal das 5 espécies, sendo responsavel
pela maior parte da mortalidade e morbilidade associada & malaria, em paises da Africa

Sub-Sariana.®1

1.1.1 Ciclo de vida do protozoario Plasmédio

Durante o ciclo de vida da espécie Plasmodium, existem duas formas de replicacéo, a
fase assexuada que ocorre no hospedeiro mamifero, e a fase sexuada que se

desenvolve no mosquito Anopheles fémea (Figura 3).1*

Gametocitos ‘9 F
d ‘ aSF
\ sanguinea
\ —®,
</

|
|

® o0

o\ @ [Merozoitos
©
o
o

Fase hepatica

Figura 3 — Ciclo de vida do parasita Plasmodium, no hospedeiro humano e no mosquito Anopheles
fémea. Adaptado de [12].

A infecdo é iniciada quando os esporozoitos entram no hospedeiro através da picada
de um mosquito infetado. Os esporozoitos migram rapidamente para o figado, através
da corrente sanguinea onde invadem os hepatdécitos, iniciando a fase hepatica da

doenca, que é assintomatica. Cada esporozoito diferencia-se e divide-se por mitose em
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milhares de merozoitos. Passados 2 a 16 dias (dependendo da espécie de Plasmodium)
milhares de merozoitos séo libertados para a corrente sanguinea, onde invadem o0s
eritrocitos — iniciando a fase sanguinea. Nesta fase os pacientes comegcam a sentir 0s
sintomas da infecédo.®°1% Sendo os sintomas semelhantes a uma gripe comum, com
febre, calafrios, dor de cabeca e vomitos. O diagndstico é confirmado pela identificagéo
de parasitas no sangue do hospedeiro, com ajuda de um microscopio. Se ndo tratada a
malaria pode provocar anemia, hiperglicémia, insuficiéncia renal e maléria cerebral, no

caso da espécie P. falciparum pode levar a morte do paciente. !

Cada merozoito libertado dos hepatdcitos invade um eritrocito, sofrendo algumas
modificagbes morfoldgicas passando da fase de anel a trofozoitos. Ap6s uma replicacao
assexuada dos trofozoitos formam-se novas estruturas, 0os esquizontes, que quando
atingem a matura¢do rompem os eritrocitos sendo libertados novos merozoitos para a
corrente sanguinea. Os merozoitos livres possuem a capacidade de invadir outros
eritrocitos para continuar o ciclo assexuado da fase sanguinea. Esta replicagéo produz
cerca de 16 a 32 merozoitos em ciclos de 48h.!Y Uma pequena proporcdo dos
merozoitos desenvolvem-se nas formas sexuais do parasita, os chamados gametdécitos.
Estes sdo absorvidos pelo mosquito durante a alimentacdo — nova picada no hospedeiro

— infetando um novo mosquito. 210

Os gametdcitos submetidos a fertilizacdo dao origem aos zigotos que depois da
maturacdo no intestino médio do mosquito, formam odcitos infeciosos. Quando
totalmente desenvolvido o o6cito rompe-se e liberta esporozoitos, que migram para as

glandulas salivares do mosquito, aguardando pela préxima picada no hospedeiro.°

A maioria das mortes causada pela malaria sdo da responsabilidade da espécie P.
falciparum. A malaria cerebral é causada por esta espécie, sendo uma complicacédo ao
nivel dos eritrocitos nos vasos sanguineos do cérebro, associado a perda de

consciéncia. Esta doenca pode ser fatal se néo for tratada imediatamente.

Os parasitas da espécie P. vivax e P. ovale podem permanecer na fase hepatica na sua

forma latente (hipnozoitos) durante anos, podendo causar recaidas clinicas.™!

Durante a fase sanguinea, o parasita degrada cerca de 80% da hemoglobina presente
no eritrécito.*® No caso da espécie P. falciparum a degradacdo da hemoglobina ocorre
durante a forma de trofozoitos e inicio dos esquizontes, estados onde os parasitas sdo

metabolicamente ativos. O crescimento dos parasitas depende da disponibilidade dos
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aminodcidos livres, os quais sédo obtidos a partir da degradacdo da hemoglobina com a
ajuda de enzimas proteoliticas. A hemoglobina do eritrcito € ingerida e transportada
para o vacuolo digestivo do trofozoito, onde é digerida originando péptidos que
posteriormente sdo hidrolisados a aminoéacidos livre, sendo o alimento dos
parasitas.[*3141% Desta degradacdo resulta a libertacdo de grandes quantidades de
heme livre no vacuolo digestivo. O heme livre (Fe?*) é rapidamente oxidado a hematina
(Fe®*") funcionando como uma molécula capaz de gerar espécies reativas de oxigénio,
que provocam danos celulares (Figura 4). Para superar a toxicidade da hematina, o
parasita possui um sistema de defesa antioxidante, que converte a hematina num

composto néo tdxico — hemozoina ou pigmento da malaria.[*4 1!

Figura 4 — Representacéo estrutural da hematina (a) e hemozoina (b) com as respetivas interagdes

guimicas. Adaptado de [16].

1.1.2 Farmacos antimalaricos

As primeiras tentativas de tratamento desta doenga surgem por volta do séc. Xll, com o
uso de casca de Cinchona. Em 1820 foi isolada a quinina 1 que constitui o principio ativo
no tratamento da doencga, tornando assim a malaria uma das primeiras doencas tratadas
com um composto quimico puro. Em 1891 Paul Ehrlich, descobre que o corante azul
metileno 2, usado até entdo na industria de tintas, tem propriedades antimalaricas,
chegando a curar dois pacientes com este produto. Através da modificacdo do corante
azul metileno ao longo dos anos, surgem estruturas como: pamaquina 3 (primeiro

farmaco capaz de prevenir as recidivas da malaria por P. vivax), 8-aminoquinolina 4,
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mepacrina 5 (farmaco ativo contra a fase sanguinea para o P. falciparum) e cloroquina
6 (uma 4-aminoquinolina considerada um antimalarico muito eficaz e importante). Nos
dias de hoje algumas espécies desenvolveram resisténcia a cloroquina, surgindo assim
a necessidade de desenvolver novos farmacos. Surgindo posteriormente o proguanilo
7, mas devido a sua baixa eficacia surge como padrao para o desenvolvimento de outros
farmacos como é o caso da pirimetamina 8. Devido a baixa eficacia de alguns farmacos
e a elevada resisténcia do parasita a farmacos como a cloroquina, sintetizou-se a
mefloquina 9 e a halofantrina 10, durante a Guerra do Viethame. Em 1972, foi isolada a
artemisinina 11, a partir da planta Artemisia annua, como sendo um composto ativo e

com potencial antimalaricos (Figura 5).1° 17
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Figura 5 - Farmacos antimalaricos com importancia historica e atual. Adaptado de [9].

Considerando as fases do ciclo de vida do parasita no qual atuam, 0os compostos

antimalaricos podem ser classificados em 5 grupos (Tabela 1).0'8
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Tabela 1 — Classificagdo dos compostos antimalaricos tendo em conta o seu modo de agéo no

ciclo de vida do parasita da malaria.

Classificagao Modo de agéo Co_mpo,s_tos
antimaléaricos
Farmacos que atuam nas
formas parasitarias pré-
Primario eritrociticas.
Evitando a invasé@o dos
Esquizontocida eritrcitos.
tecidular Farmacos que atuam nas
formas parasitarias latentes
Secundéario  (hipnozoitos) do parasita P. 8-Aminoquinolinas
vivax e P. ovale.
Evita as recaidas.
Farmacos que atuam nas
Esquizontocida formas parasitarias 4-Aminoquinolinas
sanguineo assexuadas eritrociticas. Artemisinina
Atua nos sintomas da doenca.
Farmacos que atuam nas
formas parasitérias sexuadas.  8-Aminoquinolina
Evita a transmisséo do Artemisinina
mosquito.

8-Aminoquinolinas
Antifolatos

Gametocitocida

8-Aminoquinolina
4-Aminoquinolina
Antifolatos

Farmaco que impede o
desenvolvimento do oécito.

Esporonticida

O aumento de casos da doenca deve-se principalmente, as limitagdes dos programas
de controlo dos vetores e ao rapido desenvolvimento de resisténcia dos parasitas a
farmacos como a cloroquina. Assim sendo o maior desafio da atualidade é a descoberta
e desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos, bem como o desenvolvimento de

compostos analogos aos antimalaricos ja existentes.® 19
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Tabela 2 — Modo de acéo dos farmacos antimalaricos, segundo a sua classe.[17. 20

, o Cloroquina, Interfere na desintoxicacéo do
4-Aminoquinolinas ) )
Amodiaquina heme
, o Pamaquina, Mecanismo ainda nédo totalmente
8-Aminoquinolinas _ _ _
Primaquina esclarecido
Sulfonamida e _ ) o _
Sulfadoxina Inibe a di-hidropteroato sintetase
Sulfonas
Pirimetamina Inibe a di-hidrofolato redutase
Biguanidos Proguanilo Inibidor da di-hidrofolato redutase
Naftoquinonas Atovaquona Interfere na fungéo mitocondrial
o _ Quinina, Interfere na degradacao da
Amino-alcoois _ _ :
Mefloguina,Halofantrina hemoglobina
Artemisinina,

. o Forma radicais livres com a
o Dihidroartemisinina, L o .
Perdxidos ativacao da ligac&o peroxidica,
artemeter,arteeter, ; o
atraves da ligacdo com heme
artesunato
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1.2 Leishmaniose

A leishmaniose é classificada como uma doenca negligenciada, sendo causada por um
agente protozodrio do género Leishmania. A doenca pode-se manifestar sob a forma de
leishmaniose cutanea, leishmaniose mucocutanea, leishmaniose visceral e ainda a
leishmaniose pds-kala-azar cutanea.>?!! Os sintomas clinicos de todas as formas de
leishmaniose séo influenciados pela idade, estado nutricional e resposta imunitaria do

hospedeiro.?22°

A leishmaniose cuténea é a forma mais comum e menos grave da doenca, onde o
hospedeiro apresenta inicialmente um nédulo que cresce gradualmente (em
aproximadamente uma semana atinge o seu tamanho final). Posteriormente a crosta cai
expondo uma Ulcera. Estas lesdes geralmente curam espontaneamente e ocorrem
tipicamente nos bragos, pernas, rosto ou orelhas, deixando cicatrizes desfigurantes para
a vida. O diagndstico pode ser confirmado pela presenca de amastigotas na Ulcera da
pele ou por biopsia. A resposta da leishmaniose cutédnea depende de dois fatores: i) a
resposta imunitaria celular que reflete a imunidade do hospedeiro, e ii) a resposta do

tecido que reflete os efeitos do antigénio libertado no hospedeiro.?:24.251

A leishmaniose mucocutanea é uma lesdo semelhante a leishmaniose cutanea, mas
raramente cicatriza espontaneamente. Inicialmente ocorre uma reagdo celular
inflamatoria na presenca de linfécitos e macréfago. Posteriormente desenvolve-se um
nédulo em torno da area afetada que pode progredir para um granuloma epitelioide.
Esta doenca leva frequentemente a destruicdo cronica dos tecidos da mucosa da boca
e do trato respiratério superior, podendo afetar a funcdo respiratéria e dificultar a
nutricdo. A forma mais grave da leishmaniose mucocutédnea ocorre quando a lesdo
atinge a mucosa nasal onde os amastigotas em proliferagcdo, que se encontram
presentes no endotélio vascular, provocam a liquefacdo da cartilagem. As lesGes
multiplas acima da cintura ou a cura retardada da leishmaniose cutanea primaria sao os
principais fatores de risco para o desenvolvimento da leishmaniose mucocutanea. Esta
doenca pode manifestar-se desde varios meses a 20 anos ou mais, ap6s uma lesao
cutanea. Numa fase final, podem ocorrer mutila¢cdes graves com obstrucdo e destruicao
do nariz, boca e da laringe. As infe¢gBes bacterianas, como a pneumonia, e a desnutricao

sdo uma das principais causas de morte dos pacientes com leishmaniose mucocutanea.
[24,25]
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A leishmaniose visceral, também conhecida por kala-azar, pode ser endémica,
esporadica ou epidémica. A maioria das infecdes sdo assintomaticas e muitas vezes
curam-se espontaneamente. A hiperplasia reticulo-endotelial causada pela infe¢éo da
L. donovani ou L. infantum afeta o baco, o figado, a mucosa do intestino delgado, a
medula 6ssea e os nddulos linfaticos. Nos casos mais graves provoca febre, mal-estar,
tremores ou calafrios, anorexia e anemia devido a reducao dos leucécitos e eritrécitos.
O periodo de incubacdo do parasita varia entre os 10 dias e mais de um ano, o
aparecimento da doenca é gradual. A linfadenopatia surge principalmente no Sudao,
enquanto que, na India ocorre frequentemente o escurecimento da pele da face, méaos,
pés e abdomen. Em casos extremos da doenca é frequente o aparecimento de outras
infecdes, principalmente a pneumonia, a disenteria e a tuberculose, podendo levar a
morte do paciente. A leishmaniose visceral é considerado a forma mais grave de

leishmaniose.[22:24.28]

A leishmaniose pdOs-kala-azar cutdnea surge ap0s a cura aparente da leishmaniose
visceral, permanecendo assintomatico durantes meses ou anos. O paciente sofre de
uma proliferagédo progressiva do parasita, originando hipopigmentagédo ou nodulos em
qgualquer parte do corpo, que levam frequentemente a descamacao da pele e mucosas.
Esta doenga € muitas vezes confundida com a doencga de lepra. A leishmaniose pos-
kala-azar cutanea, no Sudéo atinge cerca de 50% dos pacientes e pode surguir de 0-6
meses apés o aparecimento da leishmaniose visceral, enquanto que na india a

incidéncia é de 5-10% e ocorre entre 0s 6 meses e 0s 3 anos.[?1:242%
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Tabela 3 — Diferentes tipos de doencas da leishmaniose, espécies de parasitas e regides.?4

Espécies Localizacdo geografica
Extremo e médio oriente,
L. major e L.tropica Centro oeste, Europa
Leishmaniose oriental e Africa.
cutanea L. mexicana, L.
amazonensis, L. guyanensis,
L. paramensis e L.braziliensis

Europa central e continente
Americano.

Brasil, Peru, Bolivia,
L. braziliensis Colémbia, Equador,
Paraguai e Venezuela.
india, Paquistdo, China e

Leishmaniose
mucocutanea

Leishmaniose = CEMEET Africa.
visceral L infantum Regides d% gg;ldlterraneo e

Leishmaniose . o N
> L. donovani India e Sudao.
pés-kala-azar

1.2.1 Ciclo de vida do protozoario leishmania

Os parasitas sdo transmitidos pela picada do mosquito flebétomo fémea da espécie
Phlebotomus (em paises do extremo e médio Oriente, Europa Central e Africa) ou da
espécie Lutzomyia (em paises da América Central e do Sul). S&o organismos
dimorficos, ou seja, 0 seu ciclo de vida divide-se em duas formas morfolégicas, sendo
elas: i) amastigotas, forma intracelular ndo-flagelada que se desenvolve dentro do
hospedeiro e ii) promastigotas, forma extracelular flagelada que se desenvolve dentro
do 6rgéo digestivo do vetor (Figura 6).[2%27]
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Promastigotas sdo
fagocitadas pelos
macrofagos

Picada do mosquito
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W y & invadem outras celulas.
— - H
Mova picada do mosquito

Figura 6 — Ciclo de vida do parasita Leishmania, no hospedeiro humano e no mosquito flebétomo fémea.
Adaptado de [28].

A infecdo inicia-se quando os promastigotas entram na pele do hospedeiro através da
picada do mosquito infetado. Os promastigotas sao fagocitados, dando origem aos
amastigotas, que se multiplicam por divisdo celular. A replicacdo continua dentro dos
macrofagos leva a rutura celular, libertando os amastigotas, que invadem novas células
fagocitérias. Nesta fase os pacientes comegam a sentir 0os sintomas da doenga, que
variam consoante o tipo de leishmaniose.?*?® Uma pequena propor¢do dos amastigotas
€ absorvida na proxima alimentacdo de sangue do mosquito. Os amastigotas migram
para o orgao digestivo do parasita onde se transformam em promastigotas. Finalmente
estes migram para a boca do mosquito estando assim preparados para infetar um novo

hospedeiro. 24

1.2.2 Farmacos usados no tratamento da leishmaniose

Para as diversas formas de leishmaniose existem varias terapias e as preferéncias de
tratamento de primeira ou de segunda linha, dependem do tipo de doenca, espécie de
parasitas e a localizacdo geogréafica (Figura 7). Durante décadas o antiménio
pentavalente foi usado como principal tratamento da leishmaniose. Contudo este
farmaco comecou a apresentar toxicidade multipla tornando-se ineficaz devido a

resisténcia do parasita, levando a necessidade de desenvolver novos farmacos.?+3%
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Figura 7 — Farmacos usados no tratamento da leishmaniose. Adaptado de [27].
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Tabela 4 — Modo de acéo dos farmacos usados contra a leishmaniose, segundo a sua classe

Estibogluconato de o
Atua na replicacdo dos

Antimonio sodio _ _ _
amastigotas, influenciando a
Pentavalente Antiménio de . ]
atividade dos macroéfagos.
meglumina

Anfotericina B )
_ Liga-se a membrana celular do
_ desoxicolato _ . .
Polieno - parasita provocando instabilidade
Anfotericina B

. o membranar.
lipossémica
Atua no blogueio da sintese das
Aminoglicosideo Paromomicina proteinas através da ligacdo ao
rRNA
Interfere na biossintese de
Antimicrobiano Pentamidina macromoléculas como ADN, RNA,
fosfolipidos e proteinas.
. _ o Mecanismo ainda néo totalmente
Fosfolipido alquilo Meltifosina _
conhecido.
Cetoconazol _ _ .
. Mecanismo ainda n&o totalmente
Antifangico Fluconazol _
conhecido.
Itraconazol
_ o _ _ Mecanismo ainda nédo totalmente
8-Aminoquinolina Sitamaquina

conhecido.

o Antimonio pentavalente

O composto mais usado em todas as formas de leishmaniose e principalmente na
leishmaniose cutanea é o antimonio pentavalente (Sb), que se encontra disponiveis sob
a forma de estibogluconato de sodio 12 (nome comercial: Pentostam) e antimoniato de
meglumina 13 (nome comercial: Glucantime ou Glucatim). A administracdo deste
farmaco pode ser por via intravenosa ou intramuscular, podendo ser por perfuracdo
lenta prevenindo os riscos de trombose. Os efeitos secundérios do antiménio
pentavalente sdo anorexia, vémitos, nduseas, dor abdominal, mal-estar, mialgia,

artralgia, dor de cabeca e sabor metélico. A cardiotoxicidade e morte subita sdo os
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efeitos colaterais mais graves, mas mais raros. Os primeiros casos de resisténcia ao
antiménio pentavalente ocorrem na india, onde mais de 30% dos pacientes com
leishmaniose visceral apresentaram falta de sensibilidade priméaria. Noutros paises
como é caso do continente africano, a falta de sensibilidade priméria da leishmaniose

visceral é rara, e a resisténcia € atribuida a doses e duragdo do tratamento

inadequados.243231]

o AnfotericinaB

A anfotericina B € um antifangico usado no tratamento da leishmaniose visceral e
mucocutanea. Na leishmaniose pés-kala-azar cutanea s6 é usada em zonas onde existe
resisténcia aos farmacos antimoniais. Tanto a anfotericina B desoxicolato (nome
comercial: Fungizone) e a anfotericina B lipossomica 14 (nome comercial: AmBisome)
sdo semelhantes mas a anfotericina B liposs6mica € menos toxica. Ambos o0s
medicamentos podem ser usados em conjunto com outros farmacos de forma a
aumentar a eficacia do tratamento. Os efeitos secundarios mais comuns sao febres
altas, arrepios ou calafrios, dor nos ossos, insuficiéncia renal e anemia. Os efeitos
téxicos mais graves da anfotericina B desoxicolato sdo o aparecimento de danos ao
nivel dos rins e miocardite sendo muitas vezes necessario interromper o tratamento. No
caso da nefrotoxicidade é apenas transitéria e a trombocitopenia é observada
ocasionalmente. O AmBisome parece ter um melhor perfil eficacia / tolerancia, mas

como € o mais caro, geralmente é inacessivel nos paises endémicos. 2431

o Paromomicina

A paromomicina 15 é um antibiético usado no tratamento da leishmaniose visceral
principalmente na india, onde a resisténcia ao antimoénio pentavalente ¢ mais elevada.
A administragdo geralmente é feita via intramuscular, mas também pode ser
administrada sob a forma topica para a leishmaniose cutanea. O efeito adverso mais
comum é dor no local da injecdo. A ototoxicidade e a hepatotoxicidade sdo efeitos
adversos que podem surgir neste tipo de tratamento, mas o seu aparecimento é raro. A
paromomicina pode ser usada isolada ou combinada com antimonio, permitindo uma

reducéo da duracdo do tratamento.[?429:31
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o Pentamidina

A pentamidina 16 € um antimicrobiano que pode ser administrado via intramuscular ou
preferencialmente por perfusdo intravenosa. Este farmaco é instavel para a
leishmaniose visceral, mas é altamente eficaz no caso da leishmaniose cutédnea. Os
efeitos secundarios deste fArmaco sdo o aparecimento de diabetes, hipoglicemia grave,

miocardite e alteracdes das enzimas hepaticas.??31

o Meltifosina

Inicialmente a metilfosina 18 foi desenvolvida como anticancerigeno sendo detetado
posteriormente o seu potencial contra a leishmaniose. Este farmaco é o Unico
administrado por via oral e deve ser usado em conjunto com a paromomicina. A
meltifosina € eficaz no tratamento da leishmaniose visceral e mais recentemente
verificou-se a sua eficacia na leishmaniose pés-kala-azar cutanea. Os seus principais
efeitos adversos sdo nauseas, vomitos, diarreia, anorexia e € um agente teratogénico
nado sendo aconselhavel a sua toma por mulheres gravidas. Ocasionalmente podem ser
observados efeitos secundarios mais graves como insuficiéncia renal que leva a

necessidade de interromper o tratamento.[22242°

o Cetoconazol

O cetoconazol 17 é um farmaco moderadamente eficaz para a leishmaniose cutanea. O
itraconazol tém uma eficacia semelhante, mas é mais toleravel que o cetoconazol. Nem
0 cetoconazol, nem a itraconazol, tem capacidade de curar a leishmaniose visceral ou

a leishmaniose pos-kala-azar cutanea.l®

o Sitamaquina

A sitamaquina 19 é um farmaco da classe das 8-aminoquinolinas, para administracao
oral ainda em fase de desenvolvimento, mas com grande potencial contra a
leishmaniose. Este farmaco tem um tempo de meia-vida curto sendo necesséario uma
toma diaria. Neste momento apenas se sabe que ndo deve ser administrado a individuos
com deficiéncia enzimética de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), sendo um

problema geral desta classe de farmacos.?”
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1.3 8-Aminoquinolinas

As 8-aminoquinolinas surgiram como uma importante classe promissora para 0
desenvolvimento de futuros anti-protozoéarios (antimalaricos e antileishmaniose). A
pamaquina 3 foi a primeira 8-aminoquinolina sintetizada nos laboratérios da Bayer, na
Alemanha, em 1925, surgindo da modificacdo estrutural do azul metileno 2. Foi o
primeiro farmaco capaz de prevenir o reaparecimento da maléria causada pela P. vivax
e bloquear a transmissao da doenca. A sua pouca eficacia contra a fase esquizonticida
e a sua elevada toxicidade causou o seu abandono para fins terapéuticos.[®21.33.34

O composto 3 foi usado como base para o desenvolvimento da primaquina 20 (Figura
8), em 1946 nos Estados Unidos da América. Esta 8-aminoquinolina tem sido utilizada
para combater a malaria em trés frentes diferentes: (i) profilaxia contra todas as espécies
da malaria; (ii) terapia para prevenir a recaida em pessoas extensivamente expostas ao
P. vivax ou ao P. ovale e (iii) tratamento radical em individuos infetados com P. vivax e
P. malariae. Em regifes endémicas este farmaco é também usado como inibidor da
maturacdo dos gametocitos férteis, bloqueando a transmissdo da doenca. Outros
antimalaricos desta classe como a pentaquina 21 e a isopentaquina 22 surgiram na
mesma altura, mas a primaquina apresentou uma maior eficacia e um nivel mais baixo
de toxicidade.[®3%]
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Figura 8 — Estruturas das 8-aminoquinolinas.
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O tratamento prolongado (7-14dias) com o composto 20 é essencial para uma cura total
da doenca. Isto deve-se a rapida metabolizacdo do farmaco, provocando uma maior
acumulacdo dos seus metabolitos téxicos, sendo os principais responsaveis pelo efeito
hemolitico em individuos com deficiéncia enzimatica de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD). No caso da malaria, este farmaco deve ser co-administrado com um
esquizontocida sanguineo, pois ndo é eficaz contra as formas parasitarias que se

encontram no interior dos eritrocitos.3436!

O potencial das 8-aminoquinolinas contra a leishmaniose foi identificado na mesma
altura que a primaquina 20 como antimalarico. Desde entdo tem havido um interesse no
desenvolvimento de analogos das 8-aminoquinolina com atividade contra os parasitas

da leishmaniose.?

A resisténcia dos parasitas da malaria a primaquina em determinadas regifes, causada
pela espécie P. vivax, reforcou a importancia de desenvolver tratamentos mais

eficazes.!®

1.3.1 Mecanismo de acao

Como referido anteriormente, o composto 20 é o Unico antimalarico ativo contra os
gametocitos de todas as espécies, incluindo as que séo resistentes a cloroquina, como
o P. falciparum e contra todas as formas latentes hepéaticas responsaveis pelas recidivas
da doenca, causadas pelas espécies P. ovale e P. vivax. O mecanismo exato pelo qual
o composto 20 elimina as formas latentes hepéaticas e os gametocitos € ainda
desconhecida, mas o seu modo de acdo proposto inclui, i) comprometimento da funcdo
mitocondrial do parasita que interfere com a fung&o ubiquinona da cadeia respiratoria e
a ii) elevada producdo de espécies reativas intracelulares que aumenta o stress

oxidativo.17:35:37]

Durante a gametogénese ocorrem alteragdes morfolégicas ao nivel da mitocondria do
parasita. Sendo que a resisténcia deste aos farmacos antimalaricos e aos inibidores
metabdlicos aumenta com a maturacdo dos gametoécitos. A primaquina € o Unico
farmaco capaz de atuar na fase final da gametogénese inibindo o crescimento do
parasita na fase onde o desenvolvimento requer mitocdndrias funcionais.®>%¢ O

mecanismo de acdo das 8-aminoquinolinas pode estar relacionado com a acdo das
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naftoquinonas como a atovaquona 23 (Figura 9), por inibirem o complexo citocromo bcl
da cadeia respiratdria mitocondrial, imitando o substrato natural, ubiquinona, alterando

o potencial da membrana mitocondrial.?*

Por outo lado a producdo de metabolitos da primaquina altamente reativos aumenta o
stress oxidativo intracelular do parasita. Esta acdo oxidativa baseia-se no ciclo redox da
primaquina, onde alguns dos seus metabolitos iniciam a formacdo de peréxidos de
hidrogénio e dos derivados de quinona como principais produtos sob condicdes
fisiologicas. A falta de mecanismos adequados capazes de eliminar a primaquina e 0s
seus metabolitos, bem como a incapacidade de lidar com o stress oxidativo contribui

para a baixa resisténcia do parasita a primaquina.>3%40

A tafenoquina 24 (Figura 9) é um farmaco derivado da primaquina e da pamaquina, que
atuam na fase sanguinea e hepética do parasita. O seu mecanismo de agéo na fase
sanguinea depende da inibicAo da polimerizacdo do heme por um mecanismo
semelhante as 4-aminoquinolinas. No caso da sua atividade na fase hepética e
gametocitica, 0 composto 24 atua afetando o processo mitocondrial por produgéo de

metabolitos toxicos.1”!

No caso da leishmaniose o mecanismo de acao das 8-aminoquinolinas também ainda
ndo esta totalmente esclarecido, mas pensa-se que estard relacionado com a
capacidade de gerar um ciclo redox dentro dos macrofagos infetados desenvolvendo
stress oxidativo. A sitamaquina 19 (Figura 7) provoca alteragbes morfologicas no
parasita, devido a interacdo hidrofobica entre o anel aromatico do farmaco e a

membrana mitocondrial do parasita.t24%
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Figura 9 — Estrutura quimica dos compostos como atavaquona 23 e tafenoquina 24.
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1.3.2 Metabolismo

A eficicia e a toxicidade da primaquina depende da sua biotransformacao. A primaquina
€ rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, acumulando-se no figado, cérebro,
pulmdes e mausculo-esquelético. Apenas quantidades vestigiais inalteradas destes
compostos foram encontrados na urina, o que leva crer que praticamente todo composto
€ metabolizado. Atualmente sabe-se que o composto 20 interage com varias enzimas
CYP, bem com a monoaminooxidases (MAQO). Da sua metaboliza¢do formam-se varios
metabolitos, como as carboxiprimaquina 25, as espécies N-hidroxiladas 26, as 6-metoxi-
8-aminoquinolinas 27, as 5-hidroxiprimaquina 28, as espécies sulfuradas 29, as
estruturas diméricas 30 e 31 e outros metabolitos, (Figura 10).5%

NH NH
HN on HO” : HN
NH
(26) (27) \(\A :

N7 N\ /
\

HN HN
Y\/\NHZ W\NHZ

(30) 31)

Figura 10 — Estrutura quimica dos principais metabolitos da primaquina. Adaptado de [35].

A rdpida metabolizacdo da primaquina em carboxiprimaquina 25 é catalisada pela MAO,
ocorrendo a desaminacdo do PQ-aldeido. Alternativamente, a PQ-aldeido pode ser

convertida a PQ-alcool por um aldeido desidrogenase.®

A carboxiprimaquina é o principal metabolito da primaquina que foi identificado em ratos,
macacos e humanos. Este metabolito ndo é detetado na urina ocorrendo possivelmente
metabolizacdo adicional antes da sua excrecdo. A carboxiprimiaquina possui menos
atividade esquizontocida que a primaquina, o que indica que o grupo amina primario na
cadeia alifatica é essencial para a atividade antimalarica. Contrariamente a

carboxiprimaquina, as estruturas diméricas e sulfonadas, possuem maior atividade



latrodugéo |22

esquizonticida e gametocitica, respetivamente, em comparag¢do com a primaquina, por

conterem na sua estrutura o grupo amina ionizavel.sl

1.3.3 Toxicidade

A toxicidade das 8-aminoquinolinas esta relacionada com a formacdo dos seus
metabolitos ativos, assim como a concentracdo administrada e tempo de exposicéo ao
farmaco. Estes farmacos podem causar danos oxidativos ao nivel dos eritrocitos,
levando ao aparecimento da meta-hemoglobina e da anemia hemolitica. Um dos efeitos
adversos mais comum é meta-hemoglobinémia, sendo uma condicdo patolégica
resultante da acumulacdo anormal da meta-hemoglobina. Sendo resultado da lenta
oxidacdo do atomo de ferro presente na hemoglobina. O ferro pode existir sob dois
estados de oxidacdo, o Fe?* e o Fe®, mas apenas o ido Fe?" é capaz de ligar ao
oxigénio, fazendo assim o seu transporte até aos tecidos. Neste caso a meta-
hemoglobina em condi¢des adversas como, stress oxidativo, deficiéncia em G6PD ou a
influéncia de xenobidticos, favorece a formacédo do ido Fe®'. Consequentemente a
hemoglobina deixa de ter a capacidade de transportar oxigénio aos tecido do corpo,

provocando sérios riscos para a satde do individuo.542

Sabe-se que a anemia hemolitica é causada pelo metabolito 5-hidroxiprimaquina 28, e
a sua gravidade esta relacionada com a dose administrada e o grau de deficiéncia em
G6PD do individuo. A glicose-6-fosfato desidrogenase catalisa 0 passo limitante na
reducéo da glutationa, assim em individuos onde a atividade da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase € baixa, esta limita as defesas contra o dano oxidativo. Tal como a meta-
hemoglobinémia, a atividade hemolitica ocorre devido ao stress oxidativo intra-eritrocito,
sendo mediada por metabolitos redox-ativos. Segundo, Browman et al., o metabolito 28
nao esta associado a peroxidacao lipidica nem a alteracdo do fosfatidilserina, apesar de
formar espécies reativas de oxigénio (ROS). Na hemoglobina, as ROS, formam radicais
altamente ativos que provocam danos na proteina do citoesqueleto, sob a forma de
aductos de hemoglobina ligados a dissulfuretos, levando ao rompimento e rapida

remocé&o dos eritrocitos afetados.>4]

Outro efeito secundario associado as 8-aminoquinolinas € o desconforto abdominal, que
ocorre quando a primaquina é tomada em jejum. A administragdo de primaquina em
doses de 15mg é toleravel, quando as doses sdo mais elevadas observam-se algumas

queixas. Nao séo registadas queixas em individuos que se tenham alimentado antes de
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receberem a dose de farmaco, mesmo em doses elevadas. Por outro lado, observou-se
que a ingestdo de alimentos aumenta a biodisponibilidade da primaquina, levando

eventualmente a uma maior eficacia antimalarica.®>44



latrodugcéo |24

1.4 Endoperéxidos

Apbs as varias tentativas para erradicar a malaria, em 1960 a doenca reapareceu em
grande parte devido ao aparecimento de parasitas resistentes aos farmacos usados,
sendo necesséario desenvolver novos farmacos capazes de combater as espécies
resistentes. Em 1971, surge a descoberta da Qinghaosu (artemisinina 11) o principio
ativo da Artemisia annua, uma planta muito usada na medicina tradicional chinesa, para
tratamento de febres altas. A artemisinina € um 1,2,4-trioxano tetraciclico que contém
uma ponte de endoperoéxido, sendo fundamental para a sua atividade antimalarica. Este
composto natural revelou-se ativo contra a fase eritrécita assexuada em todas espécies
de parasitas da malaria. A utilizacdo da artemisinina tem sido limitada em parte devido
ao seu tempo de meia-vida curto e a baixa biodisponibilidade oral. A baixa
biodisponibilidade oral pode estar relacionada com o elevado metabolismo de primeira
passagem e/ou com a baixa solubilidade no trato gastrointestinal. As limitacfes da
artemisinina sao ao nivel da quimica (disponibilidade, pureza e custo), bio-farmacéutica
(baixa biodisponibilidade e farmacocinética limitada) e tratamento (ndo-conformidade
com o regime de repetidas recaidas), estas questfes limitam o seu potencial

te rIapéUtiCO [45,46,47,48,49]

Devido a estas limitagcdes, existiu a necessidade de desenvolver novos peroxidos
antimalaricos com vantagens sobre a artemisinina. Surgiu assim a primeira série de
derivados semi-sintéticos da artemisinina, como a di-hidroartemisinina 32, artemeter 33
e artesunato 34 (Figura 11). Estes compostos foram sintetizados para melhorar a

solubilidade e a atividade farmacolédgica do composto natural.[4546:47]

H
o

(34)

Figura 11 — Derivados semi-sintéticos da artemisinina, di-hidroartemisinina (DHA) (32), artemeter (33) e

artesunato (34).

Estudos revelaram que o composto 32 é duas vezes mais ativo em comparacao com a

artemisinina, apesar de ter uma baixa disponibilidade oral e possuir uma elevada
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neurotoxicidade. No caso do artesunato 34, ainda é usado hoje em dia sendo
administrado sob a forma de Oleo para injecdo intramuscular. Com base nesta

informacao iniciou-se o estudo de compostos endoperdxidos totalmente sintéticos.54"]

Os 1,2,4-trioxanos 35 e 36 (Figura 12) sdo compostos estruturalmente mais simples que
a artemisinina, com uma boa atividade antimalarica. Estes compostos possuem
vantagens como menor toxicidade, aumento da sua biodisponibilidade e do tempo de

meia vida.*?!

0—O0 0—0
@O@ @ O@
(35) (36)

Figura 12 — Exemplos de compostos 1,2,4-trioxanos

O desenvolvimento de agentes antimalaricos levou a descoberta de outra estrutura
simplificada conhecida por 1,2,4,5-tetraoxano (Figura 13). Através de estudos de QSAR,

observou se que o composto 38 é inativo, enquanto que o composto 37 e 40 sdo

ativos.“®
o—o>1<\:> o—o>2i> o—o
<:20<o—o 00— o—o><:>
e ” a8 (39)
0-0
(40)

Figura 13 — Exemplo de compostos 1,2,4,5-tetraoxanos
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Conclui-se que substituintes volumosos na posicdo 1 e 10 no composto 39 fazem
diminuir a sua atividade antimalarica. Estudos recentes demonstram que a substituicdo
de um ciclo-hexano por um derivado do adamantano 40 possui uma notavel atividade
antimalarica. Paula et al., observaram que se o derivado 40 tivesse um grupo amina
ligado ao anel ciclo-hexano, a ligacao tetraoxano — heme é favorecida, o que pode
explicar a sua alta atividade antimalarica.®"

1.4.1 Mecanismo de acao

O mecanismo de acéo da artemisinina ainda ndo esta completamente esclarecido, mas
pensa-se que um dos principais alvos é a interrup¢do do processo de formacédo da
hemozoina. Sabe-se que a atividade antimalarica destes compostos depende, da sua
ativacdo pelo Fe?*, através da clivagem da ponte endoperéxida e posterior alquilagdo
de vérios alvos intracelulares do parasita, levando a sua morte (Figura 14).[47:5%.521

Ativagao Alquilagao
L]
o R R -@
N = Radical livre™ ™"
Aducto proteina-
farmaco

Intermediaric

Hemoglobina

Hemoglobina
{heme adduct)

Figura 14 - Representacao esqueméatica do modo de atuacdo dos compostos endoperéxidos.
Adaptado de [53].

A semelhanca do que acontece com a artemisinina, acredita-se que o mecanismo de
acao dos tetraoxanos ocorre através da ativacao do Fe (ll) presente na heme, formando
espécies radicais toxicos para o parasita. A cisdo inicial da ligacdo peroxidica do
tetraoxano resulta da coordenacdo do Fe (Il) com 0 oxigénio que possui um menor
impedimento estereoquimico. Desta ciséo surge a formacao de um radical centrado no
atomo de oxigénio que sofre um rearranjo originando um radical centrado no 4tomo de

carbono. Para este processo foram propostas duas vias (Figura 15).14854
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Figura 15 — Mecanismo proposto para a reacao de Fe (Il) com o tetraoxano. Adaptado de [48,50,52]

Os radicais livres formados da ativagdo dos farmacos inibem os principais processos
metabdlicos, tais como glicose, acido nucleico e sintese de proteinas, provocando a
morte do parasita. Os radicais RO sdo capazes de provocar hiperperoxidagéo

membranar dos eritrocitos, vacuolo alimentar bem como atacar outras biomoléculas
vitais,[47:48.5155]

1.4.2 Toxicidade

In vitro, a artemisinina e 0s seus derivados séo téxicos para as células neurais através
de um mecanismo semelhante ao mecanismo usado contra a malaria. No entanto,
gquando administrados estes farmacos raramente possuem efeitos adversos, podendo
ser também administrados em mulheres gravidas. Ocorreram casos de neurotoxicidade

em pacientes em que foram administradas doses muito elevadas.®
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1.5 Compostos hibridos

Atualmente, a terapia de combinacao a base de artemisinina (ACT) é recomendada pela
OMS para o tratamento da maléria. No entanto, o custo dessas combinacdes ainda é
um problema. O atual desafio é desenvolver novos farmacos acessiveis e capazes de
evitar o aparecimento de estirpes resistentes, tanto para a doenca da malaria como para
a leishmaniose. Recentemente através do design racional de fArmacos, desenvolveram-
se compostos hibridos com diferentes modos de acao capazes de combater as estripes

multirresistentes e melhorar a aceitacéo por parte do paciente.®657]

Um composto hibrido é definido como uma entidade quimica que contém pelo menos
dois farmacéforos unidos através de uma ligacdo covalente que podem ter funcdes
biol6gicas diferentes. Os farmacéforos podem estar diretamente, ligados por uma
ligagdo covalente estavel (amina ou amida), ou através de uma ligacao que pode incluir
uma funcao especifica (unidade de solubilizacdo) para melhorar a biodisponibilidade do
composto final. O modo de atuagdo dos compostos hibridos pode dividir-se em trés
formas diferentes: i) ambos os farmacoforos da molécula hibrida interagem com o
mesmo alvo terapéutico; ii) os farmacéforos das moléculas hibridas atuam de forma
independente nos seus respetivos alvos terapéuticos; iii) ambos os farmacoéforos das
moléculas hibridas atuam ao mesmo tempo cada um no seu respetivo alvo terapéutico.
Estudos ja realizados em alguns farmacos hibridos demonstram que estes tém uma boa

capacidade antimalarica e baixa toxicidade.°6:5859.60]

O linker é uma estrutura necessaria para que o composto hibrido possa ser o mais
simples possivel, pois 0 composto é estruturalmente maior do que os farmacos originais.
Por isso, dependendo do tipo de ligagdo os compostos hibridos podem ser classificados

da seguinte forma®6:58l;

o Hibrido conjugado - estrutura molecular que possui os farmaco6foros
separados por um grupo ligante que nao se encontra presente nos farmacos
individuais.

o Hibrido conjugado clivavel — estrutura molecular que possui um ligando que €
metabolizado para libertar os dois farmacos que atuam de forma independente
cada alvo de acéo.

o Hibridos parcialmente fundidos - estrutura molecular onde os ligantes
possuem um tamanho téo reduzido que os farmacéforos se tocam.

o Hibridos fundidos - estruturas moleculares onde os farmacdéforos se
encontram fundidos tirando partido comum das estruturas iniciais, tornando-se

moléculas mais pequenas e mais simples.
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A aplicacdo do conceito de compostos hibridos tanto para a maléria como para a
leishmaniose € um desafio devido: i) a complexidade do ciclo de vida do parasita, ii) 0
incompleto esclarecimento da biologia do parasita, e iii) ao nimero de alvos

terapéuticos validos em todo o ciclo de vida, que é reduzido.!

A quinazolinona é um composto natural muito utilizado, devido a sua vasta gama de
atividades biologicas, incluido antitumoral, antiviral, anti-inflamatério, antialérgico,
antifingico antimalarico, entre outros. No estudo realizado por Sharma, et al®¥, foram
descobertos trés compostos hibridos com um elevado potencial contra os amastigotas
da leishméania (Compostos 41, Figura 16). No que diz respeito a maléria e segundo o
estudo realizado por Oliveira et al®2, o composto hibrido de tetraoxano-pirimidina nitrilo
apresenta uma elevada atividade contra a fase hepatica e sanguinea do parasita da
maléaria (Composto 42, Figura 16).

~

CN

0]
NH Ry _
CfL X -0 -
0-0 N \ N
AP »
H
(41) (42)

Figura 16 — Compostos hibridos ativos contra a fase intracelular da leishmaniose (41) e ativo contra a

fase hepética e sanguinea da malaria (42).
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1.6 Ambito da tese

De forma a evitar o aparecimento de espécies resistentes aos farmacos, a OMS
recomenda a utilizacdo de terapias combinadas para a doenca da malaria e
leishmaniose. De uma maneira geral os farmacos em uso clinico apresentam problemas
relacionados com o custo, dificuldade de administragéo, toxicidade elevada e resisténcia
aos farmacos, sendo apenas ativos na sua maioria contra uma ou duas fases do ciclo
de vida do parasita. Atualmente, o grande desafio é desenvolver novos farmacos
acessiveis capazes de impedir o aparecimento de estirpes resistentes e com elevado

potencial contra a doencga. 657

Os compostos hibridos, como referido anteriormente, sao entidades quimicas capazes
de atuar em diferentes alvos terapéuticos ou em diferentes locais de agdo no mesmo
alvo terapéutico, sendo ferramentas perfeitas para enfrentar este desafio. No caso da
malaria os compostos hibridos sdo desenvolvidos para atuarem ndo s6 nas formas
parasitarias responsaveis pela infecdo dos eritrécitos como atuarem de igual modo

sobre as formas infeciosas dos hepatécitos.

A primaquina (20, Figura 8) é um esquizontocida tecidular, capaz de eliminar todas
formas hepaticas do Plasmodium e o Unico capaz de atuar contra os hipnozoitos das
espécies P. vivax e P. ovale, evitando as recaidas. Para além disso possui uma elevada
atividade gametocitocida, atuando nas formas sexuadas do parasita impedindo a
transmissé@o da infegdo ao mosquito vetor. No parasita da Leishméania a primaquina
provoca stress oxidativo dentro dos macréfagos infetados, causando alteragbes na

morfologia do parasita, evitando a sua replicagdo.2%

Os tetraoxanos (40, Figura 13) sdo potentes esquizontocidas sanguineos totalmente
sintéticos derivados da artemisinina. Para além de atuarem contra as formas
sanguineas do Plasmodium, estes farmacos impedem o desenvolvimento dos
gametdcitos, no bloqueio da transmissdo da doenga. Porém este agente antimalérico

ndo é ativo nas formas hepaticas do ciclo de vida do parasita.’*¢%

Assim sendo, o objetivo deste trabalho prende-se com o desenvolvimento de novas
moléculas hibridas (52) constituidas pelos farmaco6foros 8-aminoquinolina e 1,2,4,5-
tetraoxano, variando o comprimento do linker entre eles. De modo a serem ativos,
respetivamente, quer na fase hepatica e sanguinea, quer na fase intarcelular dos ciclos
infeciosos da malaria e leishmaniose, mas também bloqueadores da metabolizacao da

8-aminoquinolina.
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Depois de obtidos os compostos estudou-se a sua estabilidade enziméatica em
microssomas de figado de rato em condicdes fisioldgicas (pH 7,4 e 37°C). Finalmente
foi realizado um screnning biol6gico de modo a determinar a atividade dos compostos

na malaria e na leishmaniose.
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Capituvio 2

Jintese e caracterizacdo

dos compovrtos hibridor
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Foram sintetizados novos compostos hibridos baseados nos farmacéforos 1,2,4,5-
tetraoxano e 8-aminoquinolina, com o objetivo de atuarem na fase sanguinea e hepatica
no ciclo de vida do parasita da malaria. Alterou-se o comprimento da cadeia lateral entre
os dois farmacdéforos, mantendo o substituinte 5-(4-fluorofenilo) na 8-aminoquinolina,
para que se pudesse estudar a influéncia do tamanho da cadeia no que diz respeito a

sua atividade e estabilidade.

A retrossintese dos compostos hibridos 52a-c é apresentada na Figura 17, bem como

0 esquema reacional e os intermediérios envolvidos no processo na Figura 18.
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Figura 17 — Retrossintese dos compostos hibridos tetraoxano-8-aminoquinolina com variagéo da cadeia

lateral.
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Figura 18 — Sintese dos compostos hibridos. Condicdes: i) Brz, Fe, CaCOs, H20, CHCIs, refluxo; ii) PPhs,
TBAB, Na2COs (3M), Pd(OAC)2, Acido 4-fluorofenil borénico, Dimetoxietano, refluxo; iii) SnClz, Sn, HCI 37%,
0°C; iv) EtsN, ftalimida, 120°C; v) EtOH, NH2NH2-H20; refluxo; vi) HCOzH, ACN, H202 50%; vii) Re207, DCM,
2-Adamantanona, t.a; viii) NaOH 10M, MeOH, 80°C; ix) EtsN, DCM, TBTU.

2.1 Sintese do derivado bromado

A halogenacdo de compostos aromaticos desativados envolve frequentemente
condi¢Bes reacionais severas. Sendo a halogenacao electrofilica aromatica e a reagéo
de Sandmeyer/Balz—Schieman, os métodos mais utilizados para introduzir atomos de
halogénio no nucleo aromatico.®? Neste trabalho para introduzir um &tomo de bromo na
posi¢cdo 5 do composto 6-metoxi-8-nitroquinolina 43, foi utilizado o processo descrito por
Werble et al.%3, onde se utilizou FeBrs como catalisador (Figura 19).

H Br Br
Bre_ .Br i 0 2 W O N
Br—BQ/Fle Br— Fle Br—Br + — P P
Br Br N N

NO2 N02 N02

43 44

Figura 19: Mecanismo de reacéo para a sintese do composto 44.
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O composto 44 foi obtido com um rendimento de 63% e a sua caracterizagéo foi

efetuada por ponto de fuséo, *H RMN (Figura 20).

H11

HZ e

92 @0 &85 B85 B84 B2 B0 7B V6 T4 T2 TD 6B 66 64 62 60 5B 56 54 52 50 48 46 44 42

Figura 20: Espetro de 'H RMN do composto 44.

Através da andlise do espetro de *H RMN do composto 44 (Figura 20) podem-se
observar cinco sinais correspondentes a cinco tipos de protbes. Na posicdo C2
encontra-se o protdo mais desblindado (8.96ppm) devido & proximidade do atomo de
azoto que altera o seu comportamento magnético. O sinal deste protdo corresponde a
um duplo dupleto com constantes de acoplamento J = 4.1Hz e J = 1.6Hz, devido ao
acoplamento em orto com o protdo C3 e em meta com o protdo em C4, respetivamente.
Assim se verifica que a constante de acoplamento em orto é inferior ao descrito na
literatura®® (J = 6-10Hz) devido a influéncia do atomo de azoto. Os protdes da posicdo
C3 (7.60ppm) e C4 (8.63ppm) correspondem a dois duplos dupletos por estarem
acoplados entre si (J = 8.8Hz) e com o protdo na posicdo C2 (J = 4.1Hz e J = 1.6Hz
respetivamente. O protdo da posicdo C7 apresenta-se com um singuleto (7.85ppm)
devido as posicbes C6 e C8 nao possuirem hidrogénios. Por Ultimo pode-se observar
que os 3 protdes na posicdo Cl1l estdo mais blindados (4.11ppm) e apresentam-se

como um singuleto.
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2.2 Sintese do 5-(fluorfenilo)-6-metoxi-8-nitroquinolina

A reacdo de acoplamento de um haleto de arilo e um grupo de arilo catalisado por um
complexo de paladio e fosfinas chama-se reacdo de Suzuki — Miyaura.4

O ciclo catalitico da reacdo de Suzuki envolve trés processos; i) adicdo oxidativa, ii)
transmetalacéo e iii) eliminag&o redutiva com obtencéo final de um composto biarilo e a
regeneracao da espécie reativa de paladio (Figura 21). A adi¢cao oxidativa e eliminacao
redutiva sdo processos fundamentalmente comuns as reacfes de acoplamento, no

entanto a transmetalagdo pensa-se que depende essencialmente das condigbes da
reagao. 6566l

Para se obter o composto 45 realizou-se um acoplamento do composto 44 com &cido
4-fluorofenil borénico utilizando a reagdo de Suzuki descrita por Shiraki et al.[8

Pdi0)
A'.a2 A
3 1
A2 PdiIn-R REPd()=X
12 2 1"
M X A'M

Figura 21 - Ciclo catalitico da rea¢do de Suzuki. Mecanismo geral para a sintese do composto. X= Br,
XM= &cido flourofenil borénico R1= fluorofenil.1- Adigdo oxidativa; 2- Transmetalagdo; 3- Eliminagao

redutiva.

O composto 45, ap6s purificacdo por cromatografia em coluna, foi obtido com um
rendimento de 61% e a sua caracterizacdo foi efetuada por ponto de fusdo e *H RMN
(Figura 22).
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Figura 22 - Espetro de *H RMN do composto 45.

Através do espetro de *H RMN observa-se que a introducdo de um substituinte arilo na
posicdo 5 do anel quinolinico altera o comportamento magnético dos protdes das
posicdes C3, C4, C7 e C11. Verifica-se que os protdes das posi¢cdes C4, C3 e C11 ficam
mais blindados, enquanto que o protdo da posi¢cao C7 fica mais desblindado, devendo-
se ao efeito de ressonancia do atomo de flior do anel benzénico introduzido. O sinal
dos protbes C4 e C7 apresentam-se como um multipleto (7.91ppm). Os sinais dos
protdes do arilo introduzido (C12 e C13) surgem a 7,26ppm. O protdo em C12 aparece
mais desblindado (em relacdo aos protdes do arilo introduzido), apresentando-se como
um dupleto de dupletos, pois acopla com os protdes C4 (J = 8,3 Hz) e com os protbes
em C13 (J = 5,9 Hz).

2.3 Sintese do derivado amina

Existem varias maneiras de reduzir o grupo nitro, sendo os métodos mais utilizados a
hidrogenacéo catalitica ou 0 uso de metais como ferro, zinco, estanho ou sais metélicos
como SnCl; em solucbes acidas.®® A técnica usada neste trabalho para obter o
composto 46 baseia-se na transferéncia eletrénica de um ido estanho para o grupo nitro,
formando um radical livre que em meio acido é protonado, ocorrendo de uma forma
geral a reducdo de seis electrdes (Figura 23). O método utilizado para reduzir o grupo

nitro encontra-se descrito por Portela et al.[®!
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Figura 23 — Reagé&o do grupo nitro a amina.

Apos purificagdo por cromatografia em coluna do composto 46 obteve-se um rendimento
de 93% e a sua caracterizagao foi efetuada por *H RMN (Figura 24).

H11

& B6 B4 B2 B0 TE 76 T4 T2 WD 6B &6 64 5{.12r 60 5B 56 54 52 S0 48 45 44 42 40 3B 36 34
- . fi (oomd -

Figura 24 - Espetro de 'H RMN do composto 46.

Através do espetro de *H RMN observa-se que a redugdo do grupo nitro provocou
alteracdes no comportamento magnético de todos os protdes, ficando mais blindados.
Os protdes das posicbes C3, C7, C12 e C13 apresentam um desvio mais significativo.
O protéo ha posicao C3 (7,27ppm) apresenta-se mais blindado devido ao efeito do grupo
arilo introduzido anteriormente. O protdo em C7 fica mais blindado devido ao efeito

electrodador do grupo amina, apresentando um desvio quimico para campos mais
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baixos. Ainda é possivel identificar os protdes do grupo amina que aparecem a 5,14

ppm. Este sinal é um singuleto largo, caracteristico das aminas arométicas.

2.4 Protecéao da cadeia lateral alquilica

Na obtencdo de aminas primarias a partir da sintese de Gabriel estdo envolvidos dois
passos: i) sintese de ftalimidas N-substituidas a partir de haloalcano e ii) a sintese de

aminas primarias a partir de ftalimidas N- substituidas.™”

Na sintese de ftalimidas N-substituida, a ftalimida por ser muito acida inicialmente é
convertida no sal de potassio usando hidréxido de potassio (Figura 25).

0 O (O P

A\
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Figura 25 — Reacéo da converséo da ftalimida no respetivo sal de potassio.

Posteriormente o ido ftalimida, sendo um nucledfilo forte, reage com um haleto de alquilo

através de um mecanismo Sy2 para formar uma ftalimida N-substituida (Figura 26).

0 | o 9 ]
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Figura 26 — Mecanismo proposto para a sintese do composto 53.
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O método utilizado para realizar a protecdo da cadeia lateral alquilica, encontra-se

descrito por Werble et al.l®!

O composto 53 foi obtido com um rendimento de 90% e a sua caracterizacao foi
efetuada por *H RMN (Figura 27).

HZ

. cr
H1 H3 Ha

5 b2 &5 L2 55 - S 4z 15 g 15
¥ (pom]

Figura 27 — Espetro de *H RMN do composto 53.

Ao analisar o espetro de *H RMN do composto 53 podem-se observar sete sinais
diferentes. Na zona dos aromaticos, encontram-se dois sinais correspondentes aos
protbes em Cl e C2 a 7.84 e 7.71ppm respetivamente. O protdo C1 aparece mais
desblindado devido a influéncia dos grupos carbonilo, apresentando-se como um duplo
dupleto com constante de acoplamento de J = 5.5Hz e J = 3.0Hz. A campo mais alto
observam-se os protdes C1’ (3.70ppm) e C5 (3.40ppm) que se encontram mais
desblindados comparativamente aos restantes protdes da cadeia linear, devido a
proximidade dos grupos carbonilo e do bromo. Estes apresentam-se como tripletos com
constante de acoplamento de J = 7.2Hz e J = 6.8Hz respetivamente. Os protbes C2’
(1.71ppm) e C4’ (1.91ppm) apresentam-se como multipleto devido as intera¢cdes com
os seus vizinhos. Os protdes C3’ apresenta-se também como multipleto, sendo o mais
blindado surgindo a 1,51ppm.

H¥
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2.5 Acoplamento da cadeia lateral a 8-aminoquinolina

Para sintetizar os compostos 47a-c procedeu-se ao acoplamento do composto 46 com
diferentes cadeias laterais (Figura 28) de acordo com o método descrito por Jain et al.[®%

F

F
o
+ Br—(Lnken)—N — 2 3
(0]
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NH,
46 47a-c

Figura 28 — Esquema reacional do acoplamento da cadeia lateral para obtencao dos compostos 47a-c.

O composto 46 atua como nucledfilo reagindo com a ftalimida N-substituida (com
diferentes linker) através de um mecanismo Sny2 para dar origem aos compostos 47a-c
(Figura 29).
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Figura 29 — Mecanismo reacional proposto para a obtengédo dos compostos 47a-c.
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Apos purificagdo dos compostos 47a-c por cromatografia em coluna, obtiveram-se os
seguintes rendimentos descritos na Tabela 5. A caracterizacdo dos diversos compostos
foi efetuada por *H RMN, apresentando-se como exemplo o espetro do composto 47a

(Figura 30). A andlise dos espetros de *H RMN encontra-se resumida na Tabela 6.

Tabela 5 — Rendimento das reac¢des de acoplamento da cadeia lateral ao derivado 8-

aminoquinolina

Compostos Linker (n) Rendimentos

49c 5

n= namero de carbonos da cadeia lateral

HT#HY | | | H1q
he || flHans | I HT

T
ra
E
P
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I
g
=
=

T T T T T T T T T

55 4] 45 4.0 35 30 25 0
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Figura 30 — Espetro de 'H RMN do composto 47a.

Ao observar o espetro de 'H RMN do composto 47a verifica-se que ao introduzir a
cadeia lateral linear ndo altera significativamente o comportamento magnético dos

protdes.
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Tabela 6 — Desvio quimico dos protées dos compostos 47a-c.

8,51 2 Duplo dupleto 4,1;1,6
7,83 4 Multipleto -
51
7,70 P Multipleto -
12 .
726 . Multipleto -
7,20 3 Duplo dupleto 8,6;4,1
7,14 13 Multipleto -
11
3,93 3 Multipleto -
3,82 11 Singuleto -
2,19 2 Multipleto -
8,59 2 Duplo dupleto 4,2-1,7
8,08 7 Singuleto -
7,95 5 Duplo dupleto 8,3; 1,7
4
7,77 & Multipleto -
7,32 3 Duplo dupleto 8,3;4,2
7,13 12 Multipleto -
Ne 6,93 13 Multipleto -
& 3,88 11 Singuleto -
2
3,41 1 Dupleto 6,1
3,34 4 Dupleto 8,4
37
2,05 o Multipleto -
8,52 2 Multipleto -
8,37 4 Duplo dupleto 8,6;1,6
7,84 g Multipleto -
7,70 15 Multipleto -
7,41 3 Duplo dupleto 8,6; 4,2
Q 6,40 7 Singuleto -
HN\/z.\a/‘t.\;N;\:Q ; 4,02 11 Singuleto -
1 ! ! 6 5
© 373 51_’ Multipleto -
1,61 ‘21' Multipleto -

1,42 3 Multipleto -



Sintese e Caracterizagéo |44

2.6 Reacdo de desprotecdo da amina primaria

O segundo passo da sintese de Gabriel é a sintese de aminas primarias que resultam
da desprotecdo dos compostos 47. Esta desprotecdo pode ser realizada tanto por
hidrélise como catélise acido-base ou hidrazindlise (método de Ing-Manske).l”® Neste
trabalho o método utilizado encontra-se descrito por Jain et al®®, onde a ftalimida N-
substituida reage com a hidrazina em etanol, sob refluxo, obtendo-se o composto 48a-
c e ftalimida 1,4-diona (Figura 31).
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Figura 31 — Mecanismo proposto para a sintese do composto 48a-c.

Os compostos 48a-c foram obtidos com rendimentos descritos na Tabela 7. A
caracterizacdo destes compostos foi efetuada por *H RMN, uma vez que os espetros
séo semelhantes entre si, apresenta-se como exemplo espetro do composto 48a (Figura

32). A analise dos restantes espetros encontra-se resumida na Tabela 8.



Tabela 7 — Rendimentos das reacdes de desprotecdo dos compostos 48a-c.

Compostos

48a
48b

48c

n= ndmero de carbonos da cadeia lateral

H2

H1i2

Hi+H3
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3
4
5

Linker (n)

Rendimentos

91%
82%
73%
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f1 {pom)
Figura 32 — Espetro de 'H RMN do composto 48a.
Tabela 8 — Desvio quimico dos protées dos compostos 48a e 48c.
8,47 2 Duplo dupletos 4,1;1,6
7,70 4 Duplo dupletos 8,6;1,6
7,25-7,20 12 Multipleto -
7
7,18-7,13 3 Multipleto -
7,11-7,04 13 Multipleto -
3,77 11 Singuleto -
3,39 1 Tripleto 6,8
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2,90 3 Tripleto 6,8
1,97-1,88 2 Multipleto -
8,52 2 Duplo dupleto 4,2:1,3
8,37 4 Duplo dupleto 8,6;1,6
7,84 172 Multipleto -
7,70 13 Multipleto -
48¢ 7,41 3 Duplo dupleto 8,6;4,2
4,02 11 Singuleto -
3,72 ? Multipleto -
3,31 g Multipleto -
1,24 3 Dupleto -

2.7 Sintese dos compostos hibridos

Os tetraoxanos s8o compostos estaveis em condi¢des béasicas, acidas e também na
presenca de agentes redutores.

O método utilizado na sintese do tetraoxano com fungao &cido carboxilico encontra-se
descrito por O’Neill et al”™, onde primeiramente se oxida o composto carbonilico por
catalise acida com H.0,, e posteriormente realiza-se a ciclizacdo do dihidroperdxido

intermediario (Figura 33).

o] 0 o o
EtO EtO EtC EtO 3

0—0 0 0 OOH 0
><:>_< RezO7 >_<:>< "o >_<:><OH
H,O
0—0 OEt @;o EtO OOH Y RO OOH

Figura 33 — Mecanismo proposto para a catdlise acida e posterior ciclizagéo para obter o composto 50.

De forma a obter-se o composto tetraoxano com funcado acido carboxilo, neste trabalho

recorreu-se a uma hidrélise basica do grupo éster de acordo com o procedimento que



Sintese e Caracterizagéo |47

se encontra descrito no Capitulo 5. Neste trabalho a hidrélise basica é realizada a altas

temperaturas e na presenca de uma base forte como NaOH.

Para sintetizar os compostos hibridos é necessario acoplar os intermediarios 48a-c e 51

(Figura 34) utilizando como agente de acoplamento o TBTU.

F F
(0] 0 N
g A 0-0 o) O
N - H 0-0
HN 0-0 OH HN N
N Linker/NH2 N Linkery” 0-0
(0]
48a-c 51

52a-c

Figura 34 — Esquema reacional dos intermediarios envolvidos na sintese dos compostos hibridos.

Os compostos hibridos 52 foram obtidos com rendimentos descritos na Tabela 9. A
caracterizacdo de cada composto foi efetuada por *H e *C RMN, COSY, HMBC e
HMQC. A pureza dos compostos foi avaliada por HPLC. Como 0s espetros sao
semelhantes entre si, a Figura 35 apresenta como exemplo 0 espetro do composto 52a.

Os restantes espetros encontram-se resumidos na Tabela 10.

Tabela 9 — Rendimentos das sinteses dos compostos 52a-c.

3 25%
4 53%
5 63%

n= nlmero de carbonos da cadeia lateral



Sintese e Caracterizagéo |48

H11 Z2H+2H"

H12+HT+H3| ﬂ ﬂ

" Jwa- |\J|k ‘l
..,J.GE__.MJLWi AL Mlk.ﬂ___,,Jb th\J__J)P \‘VH

T T T T T T T
8.0 75 70 65 &0 55 50

T v v - v v - v
45 4.0 35 30 25 20 15 1.0
f1 (ppmi)

Figura 35 — Espetro de 'H RMN do composto 52a.

Tabela 10 — Desvio quimico dos protdes dos compostos 52a-c.

8,11 2 Duplo dupleto 4,0;1,5
7,35 4 Duplo dupleto 8,6;1,6
12
6,84 7 Multipleto -
3

6,72 13 Multipleto -

3,41 11 Singuleto -
0_0@ 3,05 ; Multipleto -
0-0 2’

1,48 Multipleto -

Ad*

5,40 NH (amida) = =

2,70 NH (arom) - -

8,54 2 Duplo dupleto 4,1:1,6

7,77 4 Duplo dupleto 8,6;1,6

7,27 172 Multipleto -

7,23 3 Duplo dupleto 8,6;4,1

7,14 13 Multipleto -

3,84 11 Singuleto -

3,37 1 Multipleto -

1,80 2 Multipleto -

31
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Ad”
6,40 NH (arom) - -
5,60 NH @mida) = =
8,54 2 Multipleto -
8,39 4 Duplo dupleto 8,6;1,6
7,26 132 Multipleto -
6,38 173 Multipleto -
4,03 11 Singuleto -
1 .
0-0 >@7 3,86 5 Multipleto =
0-0 2
4 .
1,70 3 Multipleto -
Ad
6,20 NH @mida) = =
5,49 NH (arom) - -

Ad- Adamantano



Capitvio 3

Esbabilidade e Atividade

dos compovrtos hibridor
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3.1 Ensaios de estabilidade dos compostos hibridos

Muitos dos candidatos a farmacos falham nos ensaios clinicos devido as suas fracas
propriedades farmacocinéticas. Estas propriedades como a absorcao, distribuicédo,
metabolismo e excre¢cdo (ADME) sdo parametros cruciais para o sucesso clinico dos
novos farmacos. Sendo importante que a determinacao in vitro destas propriedades seja
realizada numa fase inicial no processo de desenvolvimento da descoberta de novos
farmacos de modo a minimizar o tempo, custos e evitar a complexidade associada ao
estudo in vivo. A absorcéo e o metabolismo séo as propriedades mais importantes, onde
a absorcao esta associada a taxa e extensédo de transporte do farmaco a partir do [limen
gastro — intestinal para o sangue. A estabilidade metabdlica desempenha um importante

papel na biodisponibilidade do farmaco.l?

Apbs a sintese dos compostos 52 procedeu-se ao estudo de estabilidade metabdlica
em homogenato de figado de rato monitorizada por HPLC. Este estudo foi realizado em
condicbes de pseudo-primeira ordem, onde se determinaram as constantes de

velocidade de reacgdo (Kobs) € 0 tempo de meia vida (tu2).

O sistema de HPLC encontra-se acoplado a um detetor com lampada UV-Vis, logo
apenas 0s compostos aromaticos sao detetados. Para determinar o comprimento de
onda mais adequado aos compostos em estudo tragou-se um espetro de UV-Vis para
cada composto, onde se obteve os seguintes maximos de absorcéo: 52a — 267,5; 52b
—264,5; 52c — 265nm. Como 0s maximos de absor¢cdo sdo semelhantes para todos 0s

compostos usou-se um comprimento de onda médio de 265nm.

O eluente e o tipo de coluna séo fatores determinantes na migragdo dos compostos ao
longo da coluna e consequentemente do seu tempo de retencdo. Para avaliar qual o
melhor eluente a utilizar nos compostos em estudo, procedeu-se a alteracdo da
propor¢do entre a fase aquosa e fase organica, concluindo-se que quanto maior a
percentagem de fase aquosa, maior € o tempo de retengdo. Os compostos em estudo
possuem estruturas ionizaveis, como aminas e amidas, que podem apresentar
variagées no tempo de retencdo entre injecdes. Para evitar estas situacoes, pode-se
adicionar um acido forte a fase aquosa. Para este trabalho em particular utilizou-se acido

férmico.

Neste trabalho foi usado metanol como fase organica e como fase aquosa uma mistura

de agua desionizada e &cido férmico (0,01%) na proporcdo 90:10. Para os varios
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compostos obtiveram-se 0s seguintes tempos de retencdo presentes na Tabela 11. No
sistema de HPLC foi usada uma coluna de fase reversa em sistema isocratico e fluxo
constante de 1mL/min.

Tabela 11 — Tempo de retengdo dos compostos hibridos.

3C 4,79
4C 4,99
5C 4,87

n= nimero de carbonos da cadeia lateral

Antes de se iniciar os estudos de estabilidade metabdlica foi necessario realizar um
teste especifico, de acordo com as indicac6es do fornecedor. Para monitorizar a
capacidade de metabolizacao dos microssomas de figado de rato, através da conversao

enzimatica do p-nitrofenol em p-nitrocatecol pelo CYP2E1.[3

Seguidamente, deu-se inicio ao estudo de estabilidade dos compostos 52a-c onde é
possivel observar o desaparecimento do pico correspondente ao composto em estudo
e 0 aparecimento gradual de um pico com tempo de retencdo inferior, que pode
corresponder a formagéo de metabolitos (Figura 36).
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Figura 36 — Cromatogramas do composto 52a obtido durante o estudo de estabilidade em homogenato

de figado de rato.
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As constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem (kobs) dos compostos 52 foram
determinadas a partir do gréfico In(area) em funcdo do tempo (Figura 37). Em seguida,

os tempos de meia-vida dos compostos em estudo foram obtidos a partir da equacao 1.

£, = In2 Equacéo 1
1/2 B kobs

13,3

132 g

13,1

13,0

12,9 [ )

12,8

12,7

12,6

12,5

12,4

12,3

12,2

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min)

In (Area)

Figura 37 — Grafico da correlagdo entre o In(area) em fungéo do tempo do estudo de estabilidade do
composto hibrido 52a.

A constante de velocidade é dada pelo declive da reta. Os valores do tempo de meia-
vida e constante de velocidade encontram-se resumidos na Tabela 12.

Tabela 12 — Valores das constantes de velocidade e tempo de meia-vida dos compostos

hibridos, determinado com base nos resultados obtidos no estudo de estabilidade.

Constante de velocidade Tempo de meia-vida

Composto Linker (n)? : :
kobs (mln_l) t1/2 (mln)

1,98x1072

4 4,79x1072 15
5 2,76x10% 25
—CH(CHs)(CHz)s— - 40°
—CH(CHs)(CH2)s— - 10¢

a) n=numero de carbonos da cadeia lateral

b) Valor ndo publicado.
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¢) Valor retirado de [74]
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Figura 38 — Estrutura quimica do composto hibridos 54 e 55.
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Comparando os resultados obtidos no estudo de estabilidade, observa-se que a
alteracado do linker entre os dois farmacdéforos reduz a estabilidade dos compostos
hibridos em comparagdo com o composto 54 (Figura 38) de cadeia ramificada. Observa-
se também que a substituicdo na posicdo 5 do anel quinolinico aumenta a estabilidade
dos compostos, comparando com o composto 55 ndo substituido. Dos compostos em
estudo, verifica-se que o composto 52b é mais rapidamente metabolizado, demorando
apenas 15 minutos para a sua concentracao inicial se reduzir a metade. Contrariamente,
0 composto que demora mais a ser metabolizado é o composto 52a. Assim, pode-se
concluir que a instabilidade dos compostos em estudo estara relacionada com N-

hidroxilag&do do carbono a.

O aumento gradual do pico em 3,16 minutos (Figura 31) pode resultar da metabolizacao
dos compostos hibridos, podendo-se formar um ou mais metabolitos. Estes metabolitos
podem ser identificados por espetrometria de massa. Contudo, analisando a estrutura
dos compostos é possivel prever quais as posicées mais suscetiveis de metabolizagcéo
(Figura 39).B%
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Figura 39 — Estrutura de alguns possiveis metabolitos dos compostos hibridos resultantes do estudo de
estabilidade. Adaptado de [35].
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3.2 Estudos biolégicos dos compostos hibridos na fase

sanguinea da malaria

A avaliacdo da atividade dos compostos hibridos 52a-c contra a fase sanguinea de
estirpes de Plasmodium falciparum W2, resistentes a cloroquina foi efetuado na
Universidade da Califérnia, em Sao Francisco, de acordo com o procedimento descrito
por Coterdn et al.’™™ Os resultados obtidos a partir deste estudo determinam qual a
concentracdo de farmaco que inibe 50% do crescimento do parasita nas células (ICso)

e encontram-se resumidos na Tabela 13.

Tabela 13 — Atividade esquizonticida sanguinea dos compostos hibridos em estudo e da

artemisinina (resultados obtidos da média de pelo menos trés ensaios experimentais).

3C 15,44 £+ 3,0 619,73 6,98
4C 15,12 +4,6 633,76 7,25
5C 16,59 +2,6 647,79 7,76

- 8,2¢ 282,00 2,90

a) ICso determinado contra a estripes de Plasmodium falciparum W2 resistentes a cloroquina.
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b) Desvio Padréo

c) Valor calculado do logaritmo do coeficiente de particdo entre o 1-octanol e dgua, determinado
através do software molinspiration (http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties). Os valores
de logP medem a lipofilia dos compostos hibridos em estudo (valores mais altos atribuidos aos
compostos lipofilicos).

d) Valor retirado de [74].

Tendo em conta os resultados obtidos, conclui-se que no geral os compostos hibridos
possuem uma boa atividade inibitéria do desenvolvimento do parasita na fase
sanguinea, comparando com a artemisinina. O composto mais ativo para a estirpe P.
falciparum é o composto 52b, sendo o que possui um ICso mais baixo. O composto 52¢
€ 0 menos ativo da biblioteca de compostos apresentando um ICs, mais elevado. Em
relacéo a lipofilia, os compostos em estudo sédo mais lipofilicos que a artemisinina, onde
se destaca o composto 52c.

3.3 Estudos biolégicos dos compostos hibridos na fase

hepatica da malaria

Avaliagéo da atividade dos compostos hibridos contra a fase hepatica do parasita da
malaria foi realizado no Instituto de Medicina Nuclear, em Lisboa. Para determinar o ICsp
dos compostos em estudo na fase hepatica, foi realizado um screening variando a sua
concentracéo entre 0,1 e 10 uM, em células do hepatoma humano (Figura 40 e Tabela
14).
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Figura 40- Atividade dos compostos em estudo como esquizonticidas tecidulares sobre o parasita da

malaria.
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Tabela 14 — ICso da fase hepética dos compostos hibridos em estudo.

2,615+0,075 1,113+0,397 1,64+0,151 7,50
a) Valor obtido de [74].

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que a medida que aumenta a
concentracdo dos compostos hibridos nas células do hepatoma humano, aumenta a
atividade antimalérica na fase hepatica. Em geral, a baixas concentracdes, entre 0,1 e
1puM os compostos apresentam uma baixa capacidade antimalarica. Em concentragdes
elevadas (6 a 10uM) dos compostos 52b e 52c a percentagem de células infetadas é
praticamente nula, apresentando boa atividade ao nivel hepético e prevenindo a

replicacao intracelular dos esporozoitos.

Em relacdo a toxicidade, nenhum composto em estudo parece nocivo para as células

do hepatoma humano, apresentando uma confluéncia em geral préxima dos 100%.

3.4 Estudo bioldégico dos compostos hibridos na leishmaniose

Até ao momento da entrega desta dissertacdo os estudos biol6gicos contra a

leishmaniose ainda nao se encontram concluidos.



Capitulo 1

Concluséo
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Com base nos resultados descritos no capitulo 2, conclui-se que € possivel realizar a
sintese, purificagdo e caracterizagdo completa dos compostos hibridos baseados nos
farmacoforos 8-aminoquinolina e tetraoxano, variando o comprimento do linker entre
eles. A estrutura dos compostos hibridos desenvolvidos foi confirmada por técnicas
espetroscopicas de infravermelho (1V), espetroscopia RMN unidimensional (*H RMN,
13C RMN) e bidimensionais (COSY, HMBC e HMQC), permitindo identificar os protdes
caracteristicos das estruturas da quinolina, do tetraoxano e da variacdo da cadeia

lateral.

Dos estudos realizados em meio biolégico, descritos no capitulo 3, que permitiu avaliar
a estabilidade dos compostos hibridos sintetizados, conclui-se que 0os compostos sédo
rapidamente metabolizados pelos microssomas de figado de rato com tempos de meia-
vida entre os 15 e 35 minutos. A instabilidade pode estar relacionada com a formacéo
de metabolitos resultantes da hidroxilagdo do citocromo P450 na posi¢cado para e no
carbono a da amina. Assim, a substituicdo do linker por uma cadeia ramificada aumenta
a estabilidade dos compostos, comparativamente com a cadeia linear (dados nédo
publicados).

Dos estudos de atividade realizados, conclui-se que 0s compostos sintetizados séo bons
candidatos a compostos hibridos antimalaricos, por apresentarem atividade contra as
estirpes testadas tanto na fase hepética como sanguinea. Com base nos resultados
obtidos no estudo bioldgico na fase sanguinea revelam que os hibridos sintetizados
possuem uma capacidade inibitéria semelhante a artemisinina. Ao nivel hepatico, os
estudos realizados revelam que os compostos hibridos apresentam uma boa atividade
(na ordem nos nanomolares), com auséncia de toxicidade celular significativa. Em
concentracdes mais elevadas os compostos mais ativos sdo 52b e os 52c¢ onde as

células infetadas sao praticamente nulas.

Assim, conclui-se que o composto hibrido mais ativo tanto na fase hepética como na
fase sanguinea é o que apresenta um linker com quatro carbonos 52b, sendo também

0 mais instavel.



Capitulo 5

Procedimentéo

experimental
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5.1 Reagentes e solventes

5.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados durante a parte experimental deste trabalho foram fornecidos
pela Sigma-Aldrich, Alfa Aesar e Merck.

A trietilamina (Sigma-Aldrich) foi destilada de hidréxido de potassio em lentilhas e

armazenada em frascos escuros.

O tampéo fosfato salino (PBS) (pH 7,4, 0,5M) foi preparado a partir de 68,0459 de fosfato
de potassio (Sigma-Aldrich) dissolvido num litro de &gua desionizada, sendo o pH
acertado com NaOH 0,5M.

Os microssomas de figado de rato foram fornecidos BD GentestTM.

5.1.2 Solventes

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

destilados a presséo atmosférica.

O éter etilico (Et,0) foi previamente seco em refluxo na presenca de fio de sédio e

benzofenona (Merck), usada como indicador de humidade.

O diclorometano (CH.Cl,), metanol (MeOH), acetato de etilo (AcEt) e hexano foram

destilados de cloreto de calcio anidro.

Nos estudos de estabilidade por HPLC, utilizaram-se solventes Lichrosolv® fornecidos
pela Merck e agua desionizada obtida através da passagem de agua bidestilada numa

resina de troca i6nica Millipore, que foi recolhida com uma resistividade 18mQ.cm™.

Os solventes deuterados usados em RMN, como o cloroformio (CDCls;) e metanol

(MeOD), foram fornecidos pela Merck, com um grau de pureza superior a 95%.
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5.2 Cromatografia

Todas as colunas de cromatografia usadas na purificacdo dos compostos foram
preparadas com silica gel 60M de granulometria 0,040-0,063mm fornecidos pela Merck.
As cromatografias em camada fina (TLC) foram realizadas em placas de silica-gel Merck
Kieselgel F2s4, de espessura 0,25mm, e reveladas usando uma camara CAMAG de UV,

com um comprimento de onda de 254nm ou usando p-anisaldeido como revelador.

5.3 Equipamentos
Os pontos de fuséo foram determinados numa camara da Kofler Bock Monoscop M.

Os espetros de infravermelho (V) foram determinados num espetrofotometro Nicolet
Impact 400 FTIR sob a forma de filme em células de cloreto de sddio ou sob a forma de

pastilhas de brometo de potassio.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN) e de carbono (**C-
RMN) foram tragados num espetrofotometro Bruker 300 (*H 300 MHz; *3C 100MHz). Os
valores de desvio quimico (8) sao apresentados em ppm e as constantes de

acoplamentos (J) estdo em Hz.

Os espetros de UV-Vis dos compostos foram realizados num espetrofotbmetro UV-VIS
de feixe duplo Shimadzu UV-2100PC acoplado a um sistema de aquecimento
termostatado da Shimadzu CPS-260.

Os estudos de estabilidade foram realizados num sistema de HPLC com um detetor
espetrofotométrico de UV-VIS Shimadzu, acoplado a uma bomba Lachrom Merck-
Hitachi L-7100, com um injetor Rheodyne de 20uL e uma coluna Merck Lichrocart® RP-
18, 250x4mm, com particulas de 5um. Durante os ensaios de estabilidade foi usado
uma centrifuga SIGMA 112 (13000rpm), um vortex GenieTM Modelo K-550-GE
Scientific Industries, Inc., € um banho Julabo MP com refrigerante Julabo F12

incorporado.

Para a leitura de pH das soluc¢des foi utilizado um potenciometro micro pH 2002 Crison.
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5.4 Procedimentos de sintese e caracterizacdo dos compostos

5.4.1 Composto 44: 5-bromo-6-metoxi-8-nitroquinolina

A uma solugcdo de 6-metoxi-8-nitroquinolina (1g; 4,9mmol) em cloroférmio (5mL),
adicionou-se carbonato de calcio (374mg; 3,74mmol), limalhas de ferro (24mg;
0.43mmol), agua (1mL) e bromo (1mL). Deixou-se a suspensdo em refluxo (68°C)
durante 24h, posteriormente deixou-se em agita¢éo durante 1h a temperatura ambiente.
Para remover o excesso de bromo, a mistura reacional foi tratada com bissulfito de sédio
a 5%. Finalmente foram realizadas extracdes com acetato de etilo (3 x 40mL), a fase
organica dai resultante foi lavada com uma solucéo de cloreto de sédio e seca com
sulfato de sddio anidro. Depois de evaporado todo o solvente a baixa pressao, obteve-

se um solido amarelo.
¢ Rendimento: 63%
e Ponto de fusdo 208°C - 210°C.

e 'H RMN (300Hz, CDCls): 8.96 (dd, J=4.1, 1.6Hz, 1H), 8.63 (dd, J=4.1, 1.6Hz,
1H), 7.85 (s, 1H), 7.60 (dd, J=8.8, 4.1Hz, 1H), 4.11 (s,3H).

5.4.2 Composto 45: 5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-nitroquinolina

Numa solug¢édo em agitacdo de 5-bromo-6-metoxi-8-nitroquinolina (0.707mmol; 1leq) em
dimetoxietano seco (6mL) adicionou-se acetato de paladio (II) (0.053mmol),
trifenilfosfina (0.110mmol), brometo de tetrabutilamonio (0.149mmol), &cido 4-fluorofenil
borénio (0.777mmol; 1.1eq) e uma solucdo de carbonato de sddio 3M (480pL). Deixou-
se a mistura reacional em refluxo (85°C) durante 47h. Ao fim de 23h fez-se uma recarga
de brometo de tetrabutilaménio (0.119mmol). A reacao foi controlada por TLC. Quando
a reacdo terminou a mistura reacional foi filtrada a vacuo com celite para que todo o
catalisador ficasse retido e fizeram-se extragbes com acetato de etilo (3 x 40mL). As
fases orgéanicas obtidas foram lavadas com uma solu¢éo de cloreto de sddio, secas com
sulfato de sddio anidro e o solvente foi evaporado a presséao baixa. Apo6s purificagdo do
composto por cromatografia em coluna com silica e utilizando como eluente uma mistura

de hexano/diclorometano (6:4), obteve-se um composto sélido amarelado.
¢ Rendimento: 61%

e Ponto de fusdo: 250°C - 252°C
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e H RMN (300Hz, CDCls): 8.93 (dd, J=4.0, 1.5Hz,1H), 7.94 — 7.88 (m, 2H), 7.40
(dd, J=8.7, 4.1Hz, 1H), 7.30 (dd, J=8.3, 5.9Hz, 2H), 7.22 (d, J=8.7Hz, 2H), 3.92
(s, 3H).

5.4.3 Composto 46: 5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-aminoquinolina

A uma mistura de 5-(4-fluorfenil)-6-metoxi-8-nitroquinolina (0.193mmol) em &cido
cloridrico 37% (1mL) com agitacdo a 0°C, adicionou-se cloreto de estanho (ll)
(0.772mmol) e estanho (0.05mmol). Ao final de 1h verificou-se por TLC que a reagéo ja
tinha terminado, adicionou-se seguidamente uma solucao de NaOH a 8M até se obter
um pH superior a 10. Em seguida a mistura reacional foi diluida em agua e realizaram-
se sucessivas extracfes com acetato de etilo (3x 40mL). As fases organicas obtidas
foram lavadas com uma solucao de cloreto de sédio e secas com sulfato de sddio anidro.

Depois de evaporado todo o solvente, obteve-se um 6leo alaranjado.
e Rendimento: 88%

e 'H RMN & (300Hz, CDCls): 8.61 (dd, J = 5.6, 1.4 Hz, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.36 —
7.27 (m, 3H), 7.16 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 6.83 (s, 1H), 3.83 (s, 3H).

5.4.4 Composto 53: 5-bromo-1-pentanoftalimida

Inicialmente deixou-se em refluxo (90°C) uma solucao de ftalimida (3.35mmol) em etanol
(10mL). Ao fim de 1h de reacéo adicionou-se uma solucdo de hidroxido de potassio
(ImL) deixando em agitacdo durante 30min a temperatura ambiente. Seguidamente
filtrou-se a vacuo a mistura reacional, as fracdes alcodlicas dai resultantes foi adicionada
ftalimida (3.35mmol) repetindo-se o processo. Ambas as fracBes solidas resultantes
deste processo foram lavadas com acetona de forma a remover o excesso de ftalimida.

Depois de seco obteve-se 80.5mg de ftalimida de potéssio.

No passo seguinte, a mistura de ftalimida de potassio (0.334mmol) em acetona
(312.5pL), adicionou-se dibromopentanto (0.334mmol; 1eq), ficando em refluxo (60°C)
durante 12h. Depois de arrefecida a mistura reacional a temperatura ambiente, fez-se
uma filtracdo a vacuo lavando com acetona. Finalmente apds evaporagdo do solvente

a baixa presséo, obteve-se um 6leo transparente.
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¢ Rendimento: 73%

e H RMN (300 Hz, CDCls): 7.84 (dd, J=5.5, 3.0Hz, 2H), 7.71 (dd, J=5.4,3.1Hz,
2H), 3.70 (t, J=7.2Hz, 2H), 3.40 (t, J=6.8, 2H), 1.96-1.86 (m, 2H), 1.77-1.65 (m,
2H), 1.59-1.43 (m, 2H).

5.4.5 Composto 47: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-aminoquinolina)

—alquil-isoindolina-1,3-diona

A uma solu¢do do composto 8-aminoquinolina (0.186mmol) em trietilamina (1.5eq),
juntou-se um composto com cadeia alquilica protegida com ftalimida (1.5eq.). Deixou-
se em refluxo (120°C) em atmosfera inerte de azoto durante cerca de 22h. A mistura
reacional foi sujeita a uma filtragcdo a vacuo para que fosse removido todo o composto
alquilico que néo reagiu. Posteriormente adicionou-se uma solu¢cdo de NaOH a 2M até
se obter um pH superior a 10. Finalmente realizaram-se sucessivas extragdes com
acetato de etilo (3x 40mL). A fase orgéanica foi lavada com uma solucdo de cloreto de

sédio e seca com sulfato de sédio anidro.

5.45.1 Composto 47a: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-amino
qguinolina)-propil-isoindolina-1,3-diona

e Oleo amarelo
¢ Rendimento: 91%

e H RMN (300Hz, CDCls): 8.51 (dd, J=4.1, 1.6Hz, 1H), 7.87-7.78 (m, 2H), 7.76-
7.65 (m, 3H), 7.30-7.25 (m, 3H), 7.20 (dd, J=8.6, 4.1Hz, 1H), 7.14 (m, 2H), 3.93
(m, 4H), 3.93 (s, 3H), 2.19 (m, 2H).

5.45.2 Composto 47b: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-amino

guinolina)-butil-isoindolina-1,3-diona

e Oleo amarelo

e Rendimento: 84%
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IH RMN (300Hz CDCls): 8.59 (dd, J=4.1, 1.7Hz, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.95 (dd,
J=8.3, 1.7Hz, 1H), 7.87-7.68 (m, 4H), 7.32 (dd, J=8.3, 4.2Hz, 1H), 7.18-7.09 (m,
2H), 6.97-6.89 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.41 (d, J=6.1Hz, 2H), 3.34 (d, J=8.4Hz,
2H), 2.07-2.03 (M, 4H).

5.4.5.3 Composto 47c: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-amino
guinolina)-pentil-isoindolina-1,3-diona

Oleo amarelo
Rendimento: 80%

IH RMN (300Hz, CDCls): 8.53-8.50 (m, 1H), 8.37 (dd, J=8.6, 1.6Hz, 1H), 7.86-
7.80 (m, 4H), 7.73-7.68 (m, 4H), 7.41 (dd, J=8.6, 4.2Hz, 1H), 6.40 (s, 1H), 4.02
(s, 3H), 3.77-3.68 (m, 4H), 1.62-1.60 (m, 4H), 1.42 (m, 2H).

5.4.6 Composto 48: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-aminoquinolinil)-

alquil-1,3-diamina

A uma solug¢édo do composto (48mg) em etanol 95% (1,57mL) adicionou-se hidrazina

(20eq, 2.11mmol), deixando-se reagir em refluxo (80°C) em atmosfera inerte. Ao fim de

12h a reacgdo terminou, deixando-se arrefecer a temperatura ambiente. Em seguida

removeu-se todo o solvente em baixa pressao. Finalmente adicionou-se uma pequena

gquantidade de 4gua para se separar a fase organica com auxilio de acetato de etilo (3x

40mL). A fase organica foi lavada com cloreto de sédio e seca com sulfato de sédio

anidro.

5.4.6.1 Composto 48a: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-aminoquino

lina)-propil-1,3-diamina
Oleo amarelo

Rendimento: 91%
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e H RMN (300Hz, CDCls): 8.47 (dd, J= 4.1, 1.6Hz, 1H), 7.70 (dd, J= 8.6, 1.6Hz,
1H), 7.25-7.20 (m, 2H), 7018-7.13 (m, 2H), 7.11-7.04 (m, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.39
(t, J= 6.8Hz, 2H), 2.90 (t, J= 6.8Hz, 2H), 1.97-1.88 (m, 2H).

5.4.6.2 Composto 48b: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-aminoquino

lina)-butil-1,3-diamina
e Oleo amarelado

¢ Rendimento: 82%

5.4.6.3 Composto 48c: 2-(5-(4-fluorfenilo)-6-metoxi-8-aminoquino

lina)-pentil-1,3-diamina
e Oleo amarelo
e Rendimento: 73%

e 'H RMN (300Hz, CDCls): 8.52 (dd, J=4.2, 1.3Hz, 1H), 8.37 (dd, J=8.6, 1.6Hz,
1H), 7.88-7.81 (m, 3H), 7.72-7.67 (m, 2H), 7.41 (dd, J=8.6, 4.2Hz, 1H), 4.02 (s,
3H), 3.80-3.66 (M, 4H), 3.37-3.23 (M, 4H), 1.24 (d, J=9.3Hz, 2H)

5.4.7 Composto 51: Tetraoxano com funcgao acido

A uma solucéo de 4-oxociclohexanocarboxilato de etilo (2.88mmol) em ACN (3.08mL)
em agitacdo e a uma temperatura de 0°C, adicionou-se &cido férmico (2.07mL) e
peroxido de hidrogénio 50% (1.06mL). A reacéo foi controlada por TLC, ao fim de
1h15min a reag&o terminou. A mistura reacional adicionou-se um pouco de agua. Sendo
a fase aquosa extraida com DCM, e posteriormente a fase organica foi seca com sulfato
de sédio anidro. O composto obtido foi adicionado a uma solucdo de 2-adamantanona
(650mg) em DCM seco (2.8mL) e 6xido de rénio (28.6mg) em agitacdo e a uma
temperatura de 0°C. ApGs 2h30min a mistura reacional foi filtrada a vacuo com silica,
para que fosse removido todo o catalisador. O composto foi purificado por cromatografia
em coluna com silica e usando com eluente acetato de etilo/hexano (2:8). Obteve-se

um composto sélido branco.

A uma mistura de MeO:H,0 (3:1) adicionou-se tetraoxano éster (650mg) e uma solugéo

de NaOH 10M (9.2mmol) em agitacdo a uma temperatura de 80°C. Ao fim de 1h a
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reacao terminou, sendo a mistura reacional diluida com agua, sendo a fase orgéanica foi
extraida com éter. A fase aquosa resultante adicionou-se HCI 1M até pH 2, extraindo
novamente com éter. As fases organicas foram lavadas com uma solucao de cloreto de

sodio e secas com sulfato de sédio anidro.
e Solido branco
¢ Rendimento: 83%

e 'HRMN (300Hz, CDCly): 3,17 (s, 1H), 2,94 (s, 1H), 2,49 (s, 1H), 2,03 — 1,61 (m,
24H).

5.4.8 Composto 52: 2-(5-(4-fluorfenil)-6-metoxi-8-aminoquinolina)-

alquil-1,3-diamina tetraoxano

A uma solucdo de tetraoxano acido (0.1g) em DMC seco (7mL) adicionou-se TEA
(0.05g) e TBTU (0.099g). Permanecendo em agitagdo sob atmosfera inerte a uma
temperatura de 0°C durante 1h. Em seguida adicionou-se a PQ (0.31mmol), TEA
(0.33mol) e DCM (obtido anteriormente) (2mL). Ao fim de 30min removeu-se o0 banho
de gelo, deixando a reacao decorrer a temperatura ambiente. Apos 13h deu-se a reagéo
por terminada, diluindo a mistura reacional com acetato de etilo e extraiu-se com uma
solucdo de bicarbonato de sédio (30mL). A fase aquosa foi extraida com acetato de
etilo. Finalmente todas as fases organicas foram lavadas com uma solugdo de
bicarbonato de sodio e cloreto de sodio e secas com sulfato de sédio anidro. Apés a
purificagdo por cromatografia em coluna de silica com um eluente hexano/acetato de

etilo (4:6) obteve-se um 6leo amarelado.

5.4.8.1 Composto 52a: 2-(5-(4-fluorfenil)-6-metoxi-8-aminoquino

lina)-propil-1,3-diamina tetraoxano
e Oleo amarelo
¢ Rendimento: 25%

e 'H RMN (300Hz, MeOD): 8.11 (dd, J= 4.0, 1.5Hz, 1H), 7.35 (dd, J=8.6, 1.6Hz,
1H), 6.89-6.78 (m, 4H), 6.77-6.66 (m, 2H), 3.41 (s, 3H), 3.10-2.99 (m, 4H), 1.65-
1.19 (m, 24H).
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e IV Vmax= 3300, 2900, 1678, 1455, 1060, 997 cm*

5.4.8.2 Composto 52b: 2-(5-(4-fluorfenil)-6-metoxi-8-aminoquino

lina)-butil-1,3-diamina tetraoxano
e Oleo amarelo
¢ Rendimento: 53%

e 'HRMN (300Hz, MeOD):8.54 (dd, J=4.1, 1.6Hz, 1H), 7.77 (dd, J=8.6, 1.6Hz, 1H),
7.32-7.26 (m, 3H), 7.23 (dd, J=8.6, 4.1Hz, 1H), 7.18-7.11 (m, 2H), 3.84 (s, 3H),
3.44-3.31 (M, 4H), 1.99-1.66 (M, 26H).

e IV vmax= 3290, 1668, 1460, 1055, 998 cm™

5.4.8.3 Compostos 52c: 2-(5-(4-fluorfenil)-6-metoxi-8-aminoquino

lina)-pentil-1,3-diamina tetraoxano
e Oleo amarelo
¢ Rendimento: 63%

e H RMN (300Hz, MeOD): 8.60-8.52 (m, 1H), 8.39 (dd, J= 8.6, 1.6Hz, 1H), 7.46-
7.46 (M, 3H), 6.54-6.25 (m, 3H), 4.03 (s, 3H), 3.95-3.77 (M, 4H), 2.06-1.47 (m,
28H)

e IV vmax= 3300, 2900,1658,1450, 1060, 998 cm™

5.5 Estabilidade dos compostos hibridos em microssomas de

figado de rato

O estudo de estabilidade dos compostos hibridos foi realizado por HPLC, utilizando um
método por amostragem, onde foram recolhidas aliquotas ao longo do tempo que foram
posteriormente analisadas. O comprimento de onda utilizado para este estudo foi de

265nm, escolhido pela determinacdo da absorcdo maxima por espetroscopia de UV-
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VIS. Os microssomas de figado de rato obtido comercialmente, foram conservados a

temperatura de -20°C.

Para a realizacéo do ensaio pipetou-se 20ul de concentrado de homogenato, 570uL de
agua desionizada, 160uL de tampao fosfato (0.5M e pH 7.4) e 8uL do composto hibrido
em estudo nhuma concentracao de 10mM (em acetonitrilo) para um eppendorf. A mistura
reacional foi homogeneizada e depois colocada hum banho de agua a 37°C por cerca
de 5min. Posteriormente adicionou-se ao eppendorf 40ul da solugéo A (26mM NAPH*;
66mM 6-fosfato-D-glucose; 66mM cloreto de magnésio) e 8ul da solucédo B (6-fosfato
de glucose desidrogenase (40U/ml) em 5mM de citrato de sédio), dando inicio a reacéo
metabdlica. Recolheram-se aliquotas com um volume de 60pul da mistura reacional para
eppendorfs com 60pl de acetonitrilo para terminar a reacdo metabdlica, em
determinados intervalos de tempo. A mistura foi homogeneizada no vortex e
centrifugada (10000rpm por cerca de 10min). Finalmente injetou-se 20ul do
sobrenadante no aparelho de HPLC para analise. O eluente utilizado foi uma mistura de
metanol e agua (0.01% de acido férmico) numa razdo de 9:1. Os ensaios foram
realizados em triplicado.
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