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O principal objectivo do trabalho experimental descrito nesta dissertagdo consistiu na

sintese de 4-imidazolidinonas da primaquina com potencial aplicagio como pro-fairmacos
antimalaricos. ,

A sintese das 4-imidazolidinonas foi conseguida recorrendo a métodos classicos de
sintese peptidica e envolveu varios passos. O primeiro passo levou i formagdio de
N-acilprimaquinas usando o-aminoacidos (Gly, Ala, Val, Phe) N*-protegidos com o grupo
terc-butiloxicarbonilo (Boc), como agentes acilantes. Neste passo, usou-se a
N,N’-dicicloexilcarbodiimida ou a N,N’-diisopropilcarbodiimida como reagentes de
condensagdo e o 1-hidroxibenzotriazole como nucledfilo auxiliar. O passo seguinte consistiu
na remogdo do grupo Boc por aciddlise com acido trifluoroacético. Finalmente, a ciclizagdo
dos derivados de primaquina obtidos com cetonas ciclicas (cicloexanona, ciclopentanona e
cicloeptanona), na presencga de trietilamina, originou as
4-imidazolidinonas pretendidas. A estrutura molecular de todos os compostos isolados foi
confirmada usando técnicas de espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear e
espectrometria de massa de alta resolugéo.

Em suma, prepararam-se derivados N°-Boc-aa-PQ com rendimentos globais da ordem
dos 90%. A remogio do grupo N*-Boc-protector destes derivados ocorreu com rendimentos
da ordem dos 80-90%, ao passo que as ciclizagGes destes ultimos com cetonas ciclicas
conduziram a rendimentos superiores a 50%.

A aplicabilidade terapéutica dos compostos sintetizados esta a ser testada através de
estudos farmacocinéticos e biologicos, realizados no Centro de Estudos de Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa e no Instituto de Higiene
¢ Medicina Tropical de Lisboa, respectivamente.

O estudo da sintese de sistemas de cedéncia da farmacos antimalaricos vai prosseguir,

no sentido de alargar a investigago a outros aminoacidos e dipéptidos e também a outros

compostos carbonilicos.




ABSTRACT

The main objective of the experimental work described in this dissertation consisted in
the synthesis of primaquine 4-imidazolidinones, with potential application as antimalarial
pro-drugs.

The synthesis of 4-imidazolidinones was achieved applying classical peptide synthesis
procedures and involved several steps. The first step led to the formation of
N-acylprimaquines using o-amino acids (Gly, Ala, Val, Phe) N%protected with the
tert-butyloxycarbonyl group (Boc), as acylating agents. In this  step,
N, N’-dicyclohexylcarbodiimide or N, N’-diisopropilcarbodiimide was used as the coupling
reagent and 1-hydroxybenzotriazole as the auxiliary nucleophile. In the next step, removal of
the fert-butyloxycarbonyl group was achieved by acidolysis with TFA. Finally, the
cyclization of the primaquine derivatives obtained with cyclic ketones (cyclohexanone,
cyclopentanone and cycloheptanone), in the presence of triethylamine, gave the primaquine
4-imidazolidinones required. The molecular structure of all isolated compounds was
confirmed by Nuclear Magnetic Resonance and mass spectrometry of high-resolution

 techniques.

Thus, several N®-Boc-aa-PQ derivatives were prepared in 90% yields. The removal of
the N*-Boc-protector group of these derivatives occurs in 80-90% yields, while the
cyclization of these last with cyclic ketones led to yields greater than 50%.

Pharmacological and biological studies of the isolated compounds is carried out at
“Centro de Estudos de Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Lisboa” and “Instituto de Higiene ¢ Medicina Tropical de Lisboa”, respectively.

The study of the synthesis of antimalarial drug delivery systems will be continued, in

the extension of this investigation, by using other amino acids and dipeptides and employing

other carbonylic compounds.
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PARTE GERAL

“...0 mais importante na vida é dar-se o
melhor de si, ndo importa o resultado final...”

Aldar de Sousa




Consideracdes sobre a malaria

1. CONSIDERACOES SOBRE A MALARIA

1.1. A MALARIA NO MUNDO ACTUAL

A malaria, também conhecida por paludismo, é considerada a mais grave doenga tropical
causada por um parasita.

Esta infeccdio, conhecida hi milhares de anos, esta presente em larga escala nas regides
tropicais e sub-tropicais do planeta, em cerca de 100 paises, especialmente na Africa, Asia e
Américas Central e do Sul, paises esses onde a malaria ¢ endémica. O maior foco de
transmiss3o é a Africa sub-Sahariana, onde ocorrem 90% dos casos no mundo' (Figura 1).
Porém, o aquecimento global e a maior mobilidade das populagdes tornam real o risco de

globalizagdo da doenga.

Figura 1: Distribuigdo da malaria no mundo’.

A incidéncia global anual varia entre 300 a 500 milhdes de casos, com cerca de 2 a 3
milhdes de Obitos, sendo as gravidas e as criangas as pessoas mais vulneraveis a doenga.

Durante as décadas de 50 e 60, a Organizagio Mundial de Saide tentou erradicar a
malaria da maioria das regides onde prevalecia, com o desenvolvimento de compostos como 0
DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), que apresentava grande actividade insecticida, grande
poder residual e baixo custo e, também, com a obtengfio de antimalaricos sintéticos altamente
eficazes. Como consequéncia, por volta de 1970, os programas de erradica¢@o haviam livrado

do risco da doenga cerca de 53% da populagdo residente em areas malarigenas, evitando
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Consideracoes socbre a malaria

do risco da doenca cerca de 53% da populagdo residente em &reas malarigenas, evitando
milhGes de mortes e contribuindo para o desenvolvimento socio-econémico de grandes areas,
especialmente Asia, sul e sudeste da Europa e Américas.

Entretanto, devido a redugdo das actividades de controlo, as crises economicas, ao
aumento do custo dos insecticidas, ao surgimento de resisténcia dos mosquitos aos
insecticidas e dos parasitas aos antimaléricos, a situagio deteriorou-se na década de oitenta,
ocorrendo um aumento progressivo no nimero de casos na maioria dos paises’.

A exploragio de um novo esquema global de combate & doenga passa pelo
desenvolvimento de métodos alternativos de maior eficacia, tais como a quimioterapia € a
vacinagio.

Informagdes recentes indicam que, em 2001, os casos de maldria diminuiram em cerca de
40 a 75% em relagio ao ano anterior. Pensa-se que este decréscimo se deve parcialmente a
reintrodugio do insecticida DDT, mas também & alteragio do tratamento e & adop¢do de
programas de saiide e de actividade de controle da doenga. Estas envolvem um diagnostico
definitivo, através de um kit de diagnéstico rapido, seguido de tratamento eficaz e imediato,
bem como medidas de controlo do vector por pulverizagio do interior das habitagdes e
impregnacio das camas-rede com um insecticida residual 2

No entanto, persistem alguns problemas graves ao nivel da quimioterapia, nomeadamente
desenvolvimento de resisténcias pelos parasitas, rapida eliminagdo e inactivagdo metabdlica
dos firmacos e, ainda, toxicidade destes ultimos para os pacientes. Deste modo, o
desenvolvimento de farmacos e vacinas eficazes adivinha-se como uma caminhada lenta e
4rdua, mas que urge percorrer. Dai que o estudo da sintese de compostos quimicos com

potencial actividade antimalarica seja um desafio irrecusavel.

Mestrado em Quimica 2




Consideracdes sobre a malaria

1.2. ASPECTOS BIOLOGICOS DA MALARIA HUMANA

A malaria é uma doenca infecciosa causada por um parasita (protozoario) do género

Plasmodium e transmitida ao Homem através da picada do mosquito do género Anopheles.

Um mosquito . laopheles alimentando-se
t

Figura 2: Mosquito do género Anopheles que transmite a malaria ao hospedeiro humano’.

Esta doenga pode ainda ser transmitida por transfusdo de sangue ou partilha de agulhas
e seringas infectadas com plasmodios y

Estes parasitas pertencem ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem
Hemosporidiida, familia Plasmodiidae. Sao organismos unicelulares eucariontes, sem cilios
ou flagelos, excepto nos gametas 6

Sdo quatro as espécies de parasitas que causam a malaria humana: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae. Nas quatro
espécies, o ciclo de vida ¢ essencialmente o mesmo. Apresentam uma fase sexuada exogena
(esporogonia), com a multiplicagdo dos parasitas em certos mosquitos do género Anopheles, ¢
uma fase assexuada enddgena (esquizogonia), com a multiplicagdo no hospedeiro humarno.
Esta ultima fase inclui o ciclo que ocorre nas células do parénquima hepatico (esquizogonia
tecidual ou pré-eritrocitica) € o ciclo que se desenvolve nos globulos vermelhos (esquizogonia
eritrocitica). O ciclo de vida dos parasitas da malaria humana encontra-se esquematizado na
Figura 3.

Ao picar 0 homem, 0 mosquito injecta uma pequena quantidade de saliva no sangue
humano para evitar a coagulagdo do mesmo durante o acto de sucgdo. E juntamente com esta

saliva que, caso o mosquito esteja infectado, sdo introduzidos na corrente sanguinea humana

Mestrado em Quimica 3




Consideracdes sobre a malaria

os parasitas primérios chamados esporozoitos. Passado menos de uma hora, os esporozoitos
deixam a corrente sanguinea e invadem o interior das células hepaticas. Muitos destes
esporozoitos desenvolvem-se em esquizontes teciduais primarios (esquizogonia tecidual), os
quais passam por repetidas divisdes assexuadas formando milhares de merozoitos. Durante
este periodo, os individuos infectados ndo evidenciam qualquer sintoma da doenga.

Decorridos cerca de 10 a 15 dias no caso do Plasmodium vivax, € 7 a 10 dias no caso
do Plasmodium falciparum, as células hepaticas sofrem uma ruptura € os merozoitos sdo
libertados na corrente sanguinea, onde atacam os eritrdcitos, iniciando-se a fase eritrocitica do
ciclo.

Alguns esporozoitos do Plasmodium vivax e Plasmodium ovale permanecem no
interior do hepatécito em estado de laténcia por periodos que podem variar de um més a
2 anos. Por esta caracteristica recebem o nome de hipnozoitos. Estes podem ser reactivados e
causar recidivas da doenca clinica a cada 2-3 meses. Esta fase da infecgdio ¢ chamada
esquizogonia exo-eritrocitica. Nas infecgSes dos Plasmodia falciparum e malariae ndo
ocorrem recaidas a partir do figado, no entanto, a infec¢@o do sangue pode tornar-se crénica e,
se ndo tratada, pode persistir durante anos, no caso do Plasmodium falciparum e décadas, no
caso do Plasmodium malariae.

Ap6s invadir o eritrécito, 0 merozoito assume uma forma em anel chamada trofozoito
e comeca a alimentar-se de hemoglobina. Quando o trofozoito amadurece e comeca a
dividir-se torna-se num esquizonte sanguineo. A divisdo (esquizogonia eritrocitica) continua,
originando o rompimento dos eritrocitos e a libertagdo de novos merozoitos que invadem
novos globulos vermelhos, reiniciando-se um novo ciclo assexuado. E neste momento de
rompimento e reinvasio que ocorrem os sintomas tipicos da malaria: febres altas (por vezes
superiores a 40°C), calafrios e anemia. Alguns merozoitos desenvolvem-se em trofozoitos
mas nio formam esquizontes; em vez disso o seu nucleo permanece intacto e diferencia-se em
formas sexuais, femininas e masculinas, chamadas gametdcitos. Estes nfio sofrem qualquer
divisio no Homem, mas circulam na corrente sanguinea até serem ingeridos por outro
mosquito no momento de nova picada.

Enquanto os Anopheles machos se alimentam somente de néctar e seiva vegetal, as
fémeas necessitam de sangue na sua alimentagfo para o amadurecimento dos seus ovos e para
possibilitar a oviposi¢do. Assim, apds uma fémea ingerir sangue de um hospedeiro humano
contendo as formas sexuadas do parasita (gametdcitos), inicia-se uma fase sexuada no interior

do seu estdmago com a fecundag@o e formag&o de um ovo ou zigoto.
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O zigoto transforma-se numa estrutura dotada de mobilidade chamada oocineto, o qual
penetra a parede do estdmago e forma um o6cito que se posiciona entre a parede do estdmago
¢ a sua membrana basal. No seu interior formam-se, por esporogonia, muitos €sporozoitos.
Quando o oocito rebenta, alguns esporozoitos migram para as glandulas salivares do
mosquito, os quais poderdo, no momento da picada, ser inoculados noutro hospedeiro
humano, iniciando-se novo ciclo e propagando-se a doenga.

As quatro espécies de parasitas da malaria humana originam ataques
caracteristicamente distintos. Assim, o Plasmodium falciparum é responsavel pela chamada
malaria ter¢ad maligna, os Plasmodia vivax e ovale pela malaria ter¢d benigna, enquanto que o
Plasmodium malariae provoca malaria quartd benigna. A qualificagdo ter¢d ou quartd refere-
-se ao intervalo de tempo entre picos de febre do paciente, respectivamente de 48 e de 72
horas 1,3,4,5,6,7,16,17,18,20,23'

Os Plasmodia falciparum e vivax sdo os agentes malaricos largamente predominantes.
O Plasmodium falciparum produz, muitas vezes, infec¢des fulminantes em pacientes ndo
imunes. Tais infecgdes podem tornar-se fatais se ndo forem tratadas a tempo. O Plasmodium
vivax produz ataques mais suaves € possui baixo nivel de mortalidade, mesmo em pacientes
ndo tratados. Neste caso, as recaidas podem ocorrer até dois anos apés a primeira infecgdo. Ja
o Plasmodium malariae pode causar recaidas varios anos depois da infecg@o inicial.

odcito oocito oocito
jovem  segmentado rebentado
Parede do

estbmago g‘ “_ ‘

o, ‘
At
S zigoto

Esporozoitos
invadindo as

. \gléndulas salivares
“f\\

. . oocineto
Gametocito

masculino

Gametocito feminino a ser fertilizado
pelo gdmeta masculino

Maturago do No mosquito
géimeta feminino Anovheles

o e P 2oy e 1 AR RN £ 0o R

A Gametdcitos mascu-

No Homem Hipnozoito *_*", )
(3 x3 V [ <
' / W
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. . $
T eritrocitico ¢
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Figura 3: Ciclo de vida dos parasitas da malaria humana®.
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1.3. FARMACOS ANTIMALARICOS

A evidente necessidade de combater a malaria conduziu a descoberta e preparagdo de
numerosos agentes antimalaricos, desde a classica quinina (1), a cloroguina (2) e a

primaquina (3), entre muitos outros.

CH=CH, |
)\/\)’N

HOHC N X
CH50 N
Cl N/
G
N 2)
) CH;0 AN
F
N
NH
\(\/\NHZ
3)

Tendo em conta o estagio do ciclo de vida do parasita no qual actuam, os farmacos
antimalaricos s#o classificados como:
> Esquizonticidas teciduais usados para profilaxia causal:

Estes farmacos actuam nos esquizontes teciduais primérios dos Plasmodia, os quais, apos
crescimento, iniciam o estagio eritrocitico. Bloqueando este estagio, um desenvolvimento
posterior da infecgdo pode ser prevenido. O proguanil, pirimetamida e primaquina sdo
exemplos de firmacos utilizados nesta categoria.

» Esquizonticidas teciduais usados para prevenir recidivas:

Estes agentes actuam nos hipnozoitos do P. vivax e P. ovale que permanecem latentes
ap6s as primeiras formas hepaticas serem libertadas na circulagdo.

Os esquizonticidas que actuam sobre os hipnozoitos evitam a maturagéo destes, pelo que
sdo usados para profilaxias terminais e curas radicais de infecg¢des que causem recaidas. A

primaquina ¢ o farmaco mais utilizado neste caso, mas a pirimetamina e a quinocida também

possuem esta actividade.
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» Esquizonticidas usados para a cura clinica ou supressiva:

Estes farmacos actuam no estagio eritrocitico assexuado dos parasitas da maldria,
interrompendo a esquizogonia eritrocitica e acabando assim com os ataques clinicos da
maléria (cura clinica). Tais firmacos podem também produzir a cura supressiva, eliminando
completamente os parasitas do corpo através de uma terapia continua. Sdo exemplos a
cloroquina, quinina e a mefloquina.

» Gametocitocidas:

Estes farmacos destroem as formas sexuadas do parasita no sangue, prevenindo, desse
modo, a transmissdo da infecgfio ao mosquito. A cloroquina e quinina possuem actividade
gametocitocida contra o P. vivax e P. malariae, mas ndo contra o P. falciparum. A
primaquina possui actividade gametocitocida contra todos os Plasmodia, incluindo o P.
falciparum.

» Esporontocidas:

Estes agentes, quando administrados no hospedeiro vertebrado infectado previnem ou
inibem a formagdo de odcitos e esporozoitos nos mosquitos que se alimentam do sangue desse
hospedeiro. Farmacos com actividade esporontocida sfio a primaquina, a pirimetamina e a

quinocida.

Deste modo, um tratamento efectivo da maléria deve incluir esquizonticidas sanguineos,
gametocitocidas e esquizonticidas teciduais (no caso do P.vivax e P.ovale). Uma combinagio
de cloroquina e primaquina é, pois, necessaria para o tratamento de todos os casos de
malaria®!61718,

A rapida emergéncia e crescimento dos Plasmodia falciparum resistentes a cloroquina
¢ um dos factores que mais afecta os esforgos no controlo da maldria. A busca de novas
terapias antimalaricas, a um custo acessivel, é uma tarefa de elevada prioridade para a
erradicagdo da doenga. Estas terapias devem focar-se no desenvolvimento e melhoramento de:

— Agentes gametocitocidas capazes de eliminar o ciclo sexual do parasita no

mosquito e, assim, interromper a transmissdo do hospedeiro humano ao mosquito
vector €,

— Potentes esquizonticidas sanguineos efectivos contra as estirpes de Plasmodium

falciparum resistentes a cloroquina.
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O controlo da malaria também tem sido procurado através de técnicas preventivas
: ~ 18 ~ . ~ . . .
como a vacinagdo . Estio a ser desenvolvidos trés tipos de vacinas:
a) Vacinas anti-esporozoitos que previnem a infecgéo eritrocitica,
b) Vacinas anti-merozoitos que resultam no controlo efectivo da infecgéo e,
¢) Vacinas contra as formas esporogénicas primitivas do parasita que bloqueiam

a transmissdo hospedeiro-mosquito.

O conhecimento do mapa genético completo do mosquito e do parasita Plasmodium

4
13,4415 surge como uma grande esperanga na

falciparum, muito recentemente comunicado
batalha contra a maléria, especialmente ao nivel da concepgdo mais precisa e racional de

vacinas mais eficazes.
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2. PRO-FARMACOS DA PRIMAQUINA NA QUIMIOTERAPIA
DA MALARIA

2.1. EFEITOS DA PRIMAQUINA NO ORGANISMO

A primaquina (3), é o tnico composto 8-aminoquinolinico utilizado na quimioterapia da
maldria.

Com a designago cientifica de 8-[(4-amino-1-metilbutil)amino]-6-metoxiquinolina, a
primaquina possui um anel biciclico (grupo quinolina), tal como as restantes
8-aminoquinolinas, com um grupo amino secundario na posicdo 8 € um grupo metoxilo na
posigdo 6, como se pode observar na estrutura representada:

CH3—O

X

P
N

NH—'CH_CHZ ‘-CHZ—CHZ—NHZ
CHs

3

Actualmente, a primaquina é o {inico agente antimalarico capaz de bloquear o ciclo
reprodutivo dos Plasmodia no Homem, interrompendo a transmisséo da doenga a0 mosquito—
vector. Além da sua actividade gametocitocida, eficaz mesmo contra o Plasmodium

| falciparum, a primaquina é fundamental para a cura radical de recidivas das infecgdes
provocadas pelos Plasmodia vivax e ovale.

A primaquina ¢ administrada oralmente e é completamente absorvida pelo tracto
gastrointestinal. Atinge os picos de concentragdo no plasma em 1 a 2 horas, apds o que
diminui rapidamente, com um tempo de meia vida de cerca de 3 a 6 horas. Apenas uma
pequena porgdo da dose administrada € excretada na urina sem modifica¢do; a maior porgdo € .
excretada em 24 horas, sob a forma de metabolitos. Apds absor¢do, a primaquina ¢é
rapidamente biotransformada em dois passos metabélicos. O primeiro passo leva 4 formagéo
de dois metabolitos activos in vivo, 5-hidroxiprimaquina e S5-hidroxi-metilprimaquina. Do
segundo passo resulta a formagio de N-acetilprimaquina. Esta biotransformagdo da
primaquina gera um metabolito com elevado poder oxidante, aumentando a actividade

esquizonticida tecidual. Porém, paralelamente a esta transformagdo, o grupo amino primario
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Pro-Farmacos da primaquina na quimioterapia da malaria

da primaquina ¢ rapidamente removido através de um processo oxidativo com a participagdo

da enzima monoamino oxidase (MAO) e do citocromo P450, originando carboxiprimaquina

(4) que ¢ farmacologicamente inactiva (Figura 4).
CH3_0
CH;-0
A 3 N

F
N F
Citocromo P450 N
ou MAO NH—-CH-—-CH,—CH,—CHO
CH ‘
3 CH;,

&)

NH-—CH—CH,—CH,—CH,—NH,

Aldeido
Desidrogenase

CH3~0
AN

P
N

NH—CH—CH,—CH,—COOH
CH,

@)

Figura 4: Transformag#o da primaquina em carboxiprimaquina por oxidag8o enzimatica.

Estratégias para evitar esta inactivagiio metabdlica do farmaco poderdo envolver a
acilagdio do grupo amino terminal da primaquina, evitando a formagdo de carboxiprimaquina.

Subsequentemente, ¢ também com o intuito de bloquear ou retardar o metabolismo da
primaquina, os derivados acilados poderdo ser modificados, através da ciclizagdo, por
exemplo a 4-imidazolidinonas ciclicas através da reacgdo daqueles derivados com compostos

carbonilicos.
Em doses terapéuticas, a primaquina é bem tolerada, mas em doses elevadas pode
causar distiurbios gastrointestinais e methemoglobinémiag"0’2"25 .

Por outro lado, a primaquina causa hemoélise em pacientes com deficiéncia congénita
na glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) nas hemdcias. A G6PD ¢ uma enzima que
protege os grupos sulfidrilo da hemoglobina ¢ a membrana dos globulos vermelhos, dos
efeitos oxidativos dos radicais de oxigénio, mantendo o fornecimento intracelular de
glutationa reduzida. Em pessoas com deficiéncia na G6PD, a oxidag¢8o da hemoglobina leva a

| sua precipitagio dentro da célula, produzindo inclusSes caracteristicas chamadas corpos de

Heinz. O aumento do teor de hemoglobina oxidada produz methemoglobinémia, causando um
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incremento na produgio de radicais livres, os quais danificam as células. Estes efeitos

s 1112
causam, por fim, a hemdlise 12,

2.2. PRO-FARMACOS DA PRIMAQUINA"®

Um pré-fArmaco € um composto inactivo, que pode ser convertido in vivo numa
substancia farmacologicamente activa, através de mecanismos de natureza quimica ou
metabolica.

Este conceito pode ser dividido em duas classes: pré-farmacos propriamente ditos e
bioprecursores. Os pro-farmacos propriamente ditos (apenas estes vdo ser considerados
posteriormente) resultam de uma ligagio temporaria entre o farmaco e uma unidade
transportadora, ligagdo essa que é depois quimica ou enzimaticamente hidrolisada in vivo.
Assim, o farmaco mantém as suas propriedades terapéuticas, mas s as manifesta quando se
liberta da unidade transportadora.

Devem ser considerados alguns factores importantes na concep¢dio de um
pro-farmaco:

e A ligagio entre o formaco e a unidade transportadora deve ser covalente;

e O pro-farmaco deve ser inactivo ou menos activo do que o farmaco original;

e A sintese do pré-formaco nfo devera implicar custos incomportaveis;

e A ligagdo entre o farmaco e o transportador deve sofrer clivagem, in vivo, quimica

ou enzimaticamente, isto €, o pro-farmaco devera ser um derivado reversivel ou

biorreversivel do farmaco;

e A unidade transportadora deve ser ndo tdxica e, de preferéncia, biologicamente
inactiva;

e A libertagdo do principio activo devera ser cineticamente controlada, para
assegurar a manuten¢do da concentragfio do farmaco a niveis eficientes no local de
ac¢do, de modo a minimizar sua inactivagdo metabolica.

Os bioprecursores ndo implicam uma ligagéo tempordria entre o farmaco e a unidade

transportadora, mas resultam de uma modificagdo molecular do proprio farmaco. Esta
modificagfo origina um novo composto que actua como substrato em processos enzimaticos

que conduzem & formagio do principio activo.
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Sintese Quimica
+ \_ Transportador Transportador

Pré-Farmaco

a V

Transportador

Activagfio in vivo

Receptor Biologico

Acgio farmacolégica

Figura 5: Representagdo esquematica da formag#o e acgfo de um pro-farmaco.

O objectivo do desenvolvimento de pré-farmacos, € na maioria dos casos, resolver

problemas farmacéuticos ou farmacolégicos especificos. Assim, os objectivos principais do

recurso aos pro-farmacos séo:

Modificagiio das propriedades farmacocinéticas do farmaco in vivo para
melhorar a sua absorgdo, distribuigdo, biotransformagdo e excregdo, ou por
outras palavras, melhorar a sua biodisponibilidade;

Aumento da estabilidade nas condig¢8es fisiolégicas ou alteragdo conveniente
da solubilidade;

Formulag#o farmacéutica adequada;

Diminui¢3o da toxicidade e reacgdes adversas;

Maior especificidade relativamente aos tecidos ou o6rgdos alvo da acgdo
farmacolégica;

Periodos de ac¢fo prolongados.

Os farmacos devem possuir grupos susceptiveis de modificagfo quimica reversivel,

permitindo a introdug@io de unidades transportadoras, por formagdo de ligagdes amida, éster,

acetal, entre muitas outras.

Uma vez que a primaquina possui um grupo amino (-NH>) susceptivel de modificagéo

quimica reversivel, pode, através de uma ligagdo amida com moléculas transportadoras

adequadas (como os aminoécidos), transformar-se num potencial pré-farmaco. Assim, poder-

se-4 aumentar a selectividade e diminuir a extens3o de inactiva¢do do farmaco e das reac¢des

secundarias que este possa causar, aumentando assim, a sua potencialidade como agente

terapéutico da maléria.
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3. IMPORTANCIA BIOLOGICA DAS 4-IMIDAZOLIDINONAS

Tém sido efectuados diversos estudos de concepgdo e melhoramento de compostos
farmacologicamente activos, baseados na introdugdo de estruturas do tipo 4-imidazolidinona

(5). Uma 4-imidazolidinona é um anel pentagonal heterociclico,

mais frequentemente encontrada como uma modificagdo em cadeias polipeptidicas, nas quais
se forma normalmente no extremo N-terminal através de uma condensag¢do com um composto
carbonilico (aldeido ou cetona). Por exemplo, a formagdo de 4-imidazolidinonas por reac¢do
de péptidos e proteinas do organismo com acetaldeido, o principal metabolito do etanol, foi
sugerida como um indicador de consumo abusivo de bebidas alcodlicas 35, Além disso, a
relativa facilidade com que ocorre esta reac¢do tem sido também relacionada com a alteragéo
das propriedades farmacoldgicas de compostos como a vancomicina, um antibidtico peptidico
que sofre modificagio espontinea (formag@io de uma 4-imidazolidinona) quando conservado
em solucio aquosa a pH neutro e temperatura ambiente, na presenga de vestigios de
formaldeido ou acetaldeido **,

Um vasto numero de 4-imidazolidinonas tem revelado uma larga variedade de
~ propriedades biolégicas e terapéuticas, nomeadamente, actividade anti-convulsiva,
anti-depressiva, anti-inflamatéria, anti-viral e anti-tumural 31 £ também notével, o facto de
estas estruturas constituirem um denominador comum a vérios inibidores da aldose redutase o
que podera ter implicagdes no tratamento de tecidos cancerosos 2

Algumas 4-imidazolidinonas foram identificadas como inibidoras da reacg¢@o de
Maillard in vitro. Este facto torna-as potencialmente uteis no tratamento de doengas causadas
por aquelas reacg:ées; como sejam diversas complicagdes derivadas da diabetes e dos
processos de envelhecimento i
Mas € nos peptidomiméticos que a introdugéo de 4-imidazolidinonas comega a tornar-

-se cada vez mais relevante. De facto, o desenvolvimento clinico de péptidos como farmacos

ou como unidades transportadoras de farmacos (em pro-farmacos) implica problemas como
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seja a permeabilidade limitada das membranas biolégicas ou, mais relevante ainda, a
susceptibilidade a degradacfio enzimatica por acgfo das peptidases. Assim, € cada vez mais
frequente o recurso aos peptidomiméticos, que ndo sio mais do que moléculas com uma
topologia e constituigdo muito semelhantes as do péptido bioactivo, mas em que as ligagGes
amida sdo “mascaradas” ou substituidas pelos seus isosteros”®?. Recentemente, foi publicado
um numero significativo de trabalhos cientificos em que se descreve a introdugdo de
modificagdes do tipo 4-imidazolidinona em cadeias peptidicas, com o duplo objectivo de
manter ou até melhorar a bioactividade do péptido original e, simultaneamente, eliminar os
problemas do farmaco relacionados com biodisponibilidade, estabilidade enzimatica e
permeabilidade (por exemplo, da barreira hemato-encefélica)’ 233 Atendendo 4 sua estrutura,
bem como ao efeito causado pela introdugdo na estrutura secundaria das cadeias
polipeptidicas, o anel de 4-imidazolidinona desempenha frequentemente o papel de uma

pseudo-prolina:

|
R4
SOVVHN—-CH—C—N
Il
0]

R3

Figura 6: 4-imidazolidinona numa sequéncia peptidica.

0O
Il
IW\JHN—(IZH—ﬁ—N—CH—C—NH’VW

Ry

Figura 7: Prolina numa sequéncia peptidica.
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O papel participativo das 4-imidazolidinonas na actividade terapéutica dos péptidos
em que se inserem revela-se também ao nivel da posigdo desta insergdo. Encontra-se descrita
na literatura uma clara dependéncia entre a actividade bioldgica € a posi¢do da sequéncia
peptidica em que se introduziu o anel »

Do ponto de vista sintético, as aproximagdes mais classicas correspondem & formagéo
do heterociclo em solugdo, através da reac¢do do componente peptidico com o componente
carbonilo, geralmente em meio polar (metanol ¥ tampdo aquoso 33) e eventualmente na
presenga de um catalisador basico como a trietilamina 3,

Muito recentemente, tém sido descritos métodos em fase solida de inserg¢do de
4-imidazolidinonas em cadeias peptidicas baseadas na formag¢do de um aducto reactivo
resultante da presenca do aldeido e de benzotriazole, o qual sofre um processo esponténeo de

substitui¢do nucledfila intramolecular, gerando a 4-imidazolidinona e libertando benzotriazole
28,29,30

abc e H ? Bt R, 0
Qe L4 Q——1 I :
H,N N N e
H N N
0 R 5 &
l e,c

0
Rz (o}
R3 Q abc O
N/ N/ HN/ N -
HoN H H
0 R

\
(0]
Rz 0
Rs
/l\n/N\/ NH,
H;N
o)

Figura 8: Sintese em  fase s6lida de  4-imidazolidinonas  andlogas a  péptidos:
(a) Boc-aa-OH, DIPCI, HOBt, DMF; (b) TFA em DCM; (c) DIEA em DCM,; (d) benzotriazole
(Bt), formaldeido, DMF, 85°C; (e) BF;.Et,O, DCM,; (f) HF, 0°C.
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Estes métodos em fase sélida permitem variar facilmente a posigdo de insergéo e a

estrutura da 4-imidazolidinona a introduzir e, por outro lado, tornam exequivel o recurso a

largos excessos dos reagentes soluveis (benzotriazole, aldeido) para forgar a ciclizagfo
28,29,30

pretendida

Em suma, as 4-imidazolidinonas revelam-se como estruturas de grande importincia

biolégica, com as evidentes implicagdes ao nivel terapéutico, e oferecem um vasto campo a

explorar no Ambito da Quimica Bioorgénica e Quimica Médica.
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DERIVADAS DE CETONAS CICLICAS




Ambito do Projecto

1. AMBITO DO PROJECTO

O trabalho experimental em questdo estd inserido num projecto de investigagdo que
tem por fim a sintese quimica ¢ o estudo de derivados da primaquina como potenciais
pré-farmacos na terapia da maldria.

Este projecto estd a ser desenvolvido na linha de Sintese Organica de Compostos
Bioactivos (linha 1) do Centro de Investigagdo em Quimica da Universidade do Porto, sob a
orientagiio das Doutoras Paula Gomes e Maria Jodo Araujo.

A aplicabilidade destes compostos como potenciais sistemas de cedéncia
biorreversivel da primaquina est4 a ser testada em colaborag@o com as equipas do Professor
Doutor Rui Moreira, do Centro de Estudos de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Lisboa, e do Professor Doutor Virgilio do Rosario, do Instituto de Higiene e Medicina

Tropical de Lisboa, através de estudos farmacocinéticos e biologicos, respectivamente.

2. OBJECTIVO

Do exposto no capitulo I, em especial no que se refere as propriedades terapéuticas da
primaquina (3) e as caracteristicas biolégicas das 4-imidazolidinonas (5), pensou-se na
possibilidade de concepgdo de novos pro-farmacos antimaldricos, através da conjugagéo
destas duas estruturas moleculares. Assim, a realiza¢do deste trabalho teve por objectivo a
sintese de 4-imidazolidinonas da primaquina derivadas da ciclopentanona, cicloexanona e

cicloeptanona, contendo os a-aminodacidos glicina, alanina, valina e fenilalanina (Figura 9).

CH3-0

AN
/ o)
N R R= -H, -CHs,
NH—CH—CH,—CH,—CH,—N -CH (CHa),,
-CH,Ph
CHj NH 2
A n=4,56
A
%

Figura 9: Estrutura genérica das 4-imidazolidinonas pretendidas.
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3. ANALISE RETROSSINTETICA

Atendendo & estrutura das 4-imidazolidinonas que se pretenderam sintetizar, fez-se a

seguinte analise retrossintética:
CHy—0

x
P 0
N R
NH—CH—CH,—CH,—CH,—N
CHs H
e}
®
H .
CH3—-0
3 \
(CHz)q

< g )

NH—?H—CHz—CHz—CHz—-NH'C—CH-NHz c
CH; g (comercial)
H 2 R=-H, -CHj,
-CH(CHg), -CHoPh
CH3-0
N n=4,5,6
N/ (o] ('?
NH—?H—CHz—CHz-—CHz—-NH—g——CH—NH—C—OC(CH:.,),
CH,
“ 1
CH;-0 N
Z
N
NH—CH—CH,—CH,—CH,—NH, +  (CH3)sCO-C-NHCHCOOH
CHs (Primaquina comercial na forma 0 (Boc-at?-OH
comercial)

de bisdiidrogenofosfato)

Assim, considerou-se que as 4-imidazolidinonas pretendidas (A), poderiam ser
obtidas através da cicliza¢do, com cetonas ciclicas, de derivados neutros da primaquina
contendo residuos de o-aminoacidos (B) = passo 3. Estes, por sua vez, obter-se-iam por
simples condensag@io da primaquina com o-aminoacidos devidamente protegidos, através da
formag#o de uma ligagfio amida = passol. O grupo N®-protector seria removido numa etapa

intermédia entre a 1° fase de condensagdo e a ultima fase de ciclizagdo = passo2.
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4. METODOS DE SINTESE

Atendendo 2 andlise retrossintética descrita no ponto anterior, os derivados acilados da
primaquina foram preparados por condensagio desta com quatro o-aminoacidos

N*-Boc-protegidos diferentes (passo 1), apés o que se removeu o grupo N“-protector

(passo 2) e, por ultimo, se procedeu a ciclizagdo com trés cetonas ciclicas distintas (passo 3).

4.1. Condensagdo da Primaquina com a-aminodcidos N®-Boc-protegidos

A condensagio da primaquina com os o-aminoacidos fez-se através da formagdo de
uma liga¢do amida. Esta forma-se pelo ataque do grupo amino primario da primaquina ao
grupo carboxilo do a-aminoacido N*-Boc-protegido, uma vez que o grupo amino primario da
primaquina € mais nucledfilo do que o grupo amino secundério, devido 4 maior basicidade e
menor impedimento estereoquimico daquele relativamente a este.

A formagdo da ligagéio amida seguiu os métodos usuais de condensagfio peptidica ja

45,4647

descritos na literatura Estes métodos abrangeram a utilizagdo do grupo

454647 bara a protecgo do grupo N*-amino do a-aminoacido a

45,4647

terc-butiloxicarbonilo (Boc)
condensar, o recurso a carbodiimidas (6) como reagentes de condensagdo
(N,N’-dicicloexilcarbodiimida, DCCI e N,N’-diisopropilcarbodiimida, DIPCI) e o uso de
1-hidroxibenzotriazole (HOBt) (7) como nucledfilo auxiliar “****7. O método DCCI/HOBt
(Figura 10) continua a ser, actualmente, um dos mais utilizados em sintese peptidica, pois
conduz a bons resultados a nivel quantitativo (rendimentos) e qualitativo (bons graus de

pureza quimica e optica dos produtos, por supressdo de reacgdes laterais) 454647
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O .
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Figura 10: Esquema geral da reacgdo de condensagdo de um o-aminoacido N*-Boc-protegido com a
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4.2. Remogdio do grupo terc-butiloxicarbonilo por aciddlise com acido

trifluoroacético

O método utilizado para a remogéo do grupo N®-Boc-protector, por acidélise com
acido trifluoroacético, esta bem descrito na literatura 454647

No presente trabatho experimental procedeu-se & remogéo do grupo Boc dos derivados
da primaquina por solubilizagéo directa destes em 4cido trifluoroacético puro, formando-se,

por conseguinte, os respectivos trifluoroacetatos (Figura 11).

CH3—0

AN
/
N It Il
NH—CH=(CHz)3—NH—C—CH—NH—C—OC(CHs); + 2CF3COOH ———>
CH,
CH3-0
3 \
S CH
L i . B
NHz"CéH'(CHz)a"NH'C_iH"—NH: 2CF,CO0° + ¢ +  CO,
H
3 CH;/ \CH,

R: -H, -CH;,
-CH(CH3)2, -CH2-Ph

Figura 11: Remogao do grupo Boc dos derivados N*-protegidos da primaquina por acidélise com TFA.

Neutralizando estes trifluoroacetatos com solugdo aquosa de carbonato de sédio a
30%, obtém-se os compostos totalmente desprotegidos, ou seja, com o grupo amino terminal
| livcie. Em seguida, estes compostos podem ser isolados mediante uma simples extrac¢do

liquido-liquido.

CH3-0 N
/
N i
NH,-CH-(CHz);—NH—C—CH—NH;* | 2CF;C00~ + Na,COy ———»
Ha
CHy—~0 ~
N
i
N“"Cé“';(c“zh'N“'C-CH—NHz + H0 4+ CO, + 2CF3COONa
3

R: -H, -CHa,
-CH(CHj)z, -CH2-Ph

Figura 12: Desprotecgdo total do derivédo, com obteng¢fo do grupo amino terminal livre.
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43. Sintese das 4-imidazolidinonas por ciclizagdo dos derivados da

primaquina com cetonas ciclicas

A ciclizaggo dos derivados da primaquina com cetonas ciclicas (ciclopentanona,
cicloexanona e cicloeptanona) baseia-se em métodos descritos na literatura 33639 A reacgfio
de ciclizagio faz-se na presenca de filtros moleculares, para absorver a dgua libertada na
reacgio, e de trietilamina como catalisador bésico auxiliar. Um mecanismo proposto para esta
reacgio passa pela formagdo de uma base de Schiff que sofre um rearranjo posterior,

resultando a 4-imidazolidinona pretendida (Figura 13).

CH3~0
3 \

CH3—0
L (CHZ) (CHz)
0
NH—CH~(CHa)s-NH-C~CH—NH, + BN N

1] 1
NH—CH-(CHz)s-NH-c—cu-N’——

CHy A \/fl)b ! 'l\\/ i

CH;3-0.
N CHy=0
A
el ——— ;
H
NH—CH~(CH,)s~NH-C-CH _— ﬁ

CHy wNZ— > +H0 NH_CH‘(CHz):-NH-C EH—TN(—-A >

Base de Schiff (CHa)n

R: -H, -CHa,
CH(CHa)a,
-CHzPh CHy—0 N
P 0
N R
NH—CH—CHz—CHz—CHz—N)S/ . HO
g ‘
/
%

Figura 13: Mecanismo proposto para a ciclizag@o dos derivados da primaquina com cetonas ciclicas.
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5. RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSAO

5.1. Condensagdo da primaquina com a-aminoacidos N*-Boc-protegidos

Realizaram-se varias reacgfes de sintese para cada derivado Boc-aa-PQ, utilizando
como reagente de condensagdio a DCCI ou a DIPCI, conforme os casos. Os rendimentos
globais foram reprodutiveis para o mesmo procedimento experimental e encontram-se

resumidos na Tabela I, que inclui outras observagdes experimentais.

ol R,
Aminodcido Tempo . .
Reagente | Reagente de N“_Boc- Produto obtido reacelio (sistema ] Aspecto do Rend:mento
base condensacio i . de produto (%)
protegido : (Dias) cluentes)
Oleo
_ 4'-N-(terc-butiloxicarbonilglicil) €spesso
Glicina primaquina 0.56(8) amarelo 96,0
torrado
DCCI . | A-NAdrere- - eglees:o
Alanina butllox;ic;ﬁ;b?:;:ll:laml) 5 0,68(A) amarelo 93,0
P 4 torrado
o . Oleo
. 4'-N-(terc-butiloxicarbonilvalil)
Primaquina Valina . . 0,29(D) espesso 95,0
q primaquina acastanhado
4'-N-(terc- Oleo
Fenilalanina butiloxicarbonilfenilalanil) 0,56(D) espesso 96,9
primaquina amarelo
4-N-(ferc-butiloxicarbonilvalil) Oleo
Valina . . 0,44(N) espesso 98,6
primaquina amarelo
5 z
DIpcl 4'-N-(terc- Oleo
Fenilalanina butiloxicarbonilfenilalanil) 0,44(D) espesso 96,2
primaguina amarelo
Tabela 1: Resultados obtidos para a reacgio de condensagio da primaquina com

o-aminoacidos N*-Boc-protegidos.

Os rendimentos obtidos para a reac¢do de condensagdo dos o-aminodcidos
N®-Boc-protegidos com a primaquina, na presenga de EtzN, DCCI (ou DIPCI) e HOB, foram

quase quantitativos.
O decurso das reac¢bes foi acompanhado por TLC, tendo-se verificado um aumento

significativo da mancha relativa ao produto principal apés a segunda adigdo de DCCI
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(ou DIPCI). Também por TLC se verificou que os compostos sintetizados se encontravam
cromatograficamente homogéneos, facto que evidenciou uma purificagdo cromatografica
aparentemente eficaz.

Como se pdde observar, a condensagio da primaquina com os a-amino4cidos valina e
fenilalanina N®-Boc-protegidos efectuou-se utilizando como reagente de condensag@o a DCCI
que, posteriormente, foi substituida por DIPCI. Esta € uma carbodiimida liquida, com a
mesma eficicia da DCCI como reagente de condensag@io, e origina uma ureia, a
N,N’-diisopropilureia (DIU), mais soluvel do que a N,N’-dicicloexilureia (DCU) nos
solventes organicos correntes. O emprego da DIPCI em substituicdo da DCCI, na
condensagfio destes o-aminoacidos, deveu-se a problemas observados na separagdo
cromatografica entre o derivado pretendido ¢ a DCU. De facto, nas primeiras sinteses destes
derivados utilizando DCCI, constatou-se que a DCU e os produtos apresentavam o mesmo
valor de Ry em diversas condigBes cromatograficas testadas, havendo pois sobreposi¢do de
manchas. Assim, e apesar de muitas vezes os produtos isolados parecerem puros por se
apresentarem cromatograficamente homogéneos, veio-se a verificar que estavam
contaminados com DCU. Esta contaminagio sé se tornava visivel ou através de anilises
espectroscopicas dos produtos, ou em reacgdes posteriores, em que os produtos ja
apresentavam Ry distintos do da DCU. Deste modo, repetiram-se as sinteses utilizando a
DIPCI, tendo-se verificado que a respectiva ureia (DIU) apresentava um valor de Rs
marcadamente diferente do dos derivados Boc-aa-PQ, possibilitando uma eficaz separagio

por cromatografia em coluna. Tal como j4 foi referido, este problema s6 foi detectado

mediante analises espectroscopicas dos produtos e, também, em reacgdes posteriores.

Nomeadamente, foi possivel detectar a impureza durante a reacgio de remogéo do grupo Boc,
porque os R¢dos produtos desprotegidos resultantes eram significativamente afastados do R
da DCU (secgdo 5.2.). Deste modo, a técnica de TLC ndo foi eficaz na comprovagio da
pureza dos  produtos  4-N-(terc-butiloxicarbonilvalil)primaquina e  4'-N-(terc-
butiloxicarbonilfenilalanil)primaquina sintetizados utilizando DCCI como reagente de
condensagdo. Por esta razdo, os rendimentos calculados para estas sinteses ndo representaram
os valores reais, uma vez que os produtos ndo se encontravam puros, apesar de
cromatograficamente homogéneos. As restantes reacgSes de condensagdo da primaquina com
os o-aminodacidos valina e fenilalanina N®-Boc-protegidos foram ja efectuadas utilizando a

DIPCI como reagente de condensagdo, ndo se registando qualquer dificuldade digna de nota.
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Uma outra dificuldade encontrada ao nivel experimental centrou-se na relativa
facilidade com que o composto 4'-N-(ferc-butiloxicarbonilglicil)primaquina se decompunha.
ApOs permanecer poucos dias no exsicador, este composto j4 ndo se encontrava
cromatograficamente homogéneo, apresentando sinais de uma possivel reconversio aos
reagentes iniciais Boc-Gly-OH e primaquina.

No entanto, com as devidas precaugdes, foi possivel trabalhar com os derivados da
glicina sem problemas, com determinag3es estruturais correctas e obtendo-se produtos finais
de boa qualidade.

Uma vez optimizados os métodos de preparag@o destes compostos, todas as sinteses
foram repetidas em maior escala, por forma a obter produtos finais em quantidade suficiente
para posteriores testes farmacocinéticos, biolégicos e toxicologicos. A alteragdo da escala de
sintese ndo teve qualquer efeito visivel ao nivel dos resultados, quer qualitativos, quer
quantitativos.

A caracterizagdo estrutural dos produtos sintetizados, que se apresentaram todos como
Oleos espessos amarelados, foi feita por espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear
(*H e °C) e por espectrometria de massa de alta resolugio (MALDI-TOF).

Apresenta-se de seguida, e a titulo de exemplo, o espectro de massa correspondente ao
produto 4'-N-(terc-butiloxicarbonilvalil)primaquina (Figura 14). Os dados relativos aos

espectros de massa dos restantes compostos desta familia encontram-se registados na Parte

Experimental.
Voyager Spec #1[BP = 458.1, 2864
] 458.1214 1.3E+4
9
8 .
2 2 459.1263
[7]
g
£ 5
S 460.1312
2 4 F 1246
1 [ o 1
ﬁ19.0 4354 451.8 468.2 484.6 50?.0
Mass (m/z)

Figura 14: Espectro de massa da 4'-N~(terc-butiloxicarbonilvalil)primaquina (MM=458,60 u.m.a.)

Os espectros de massa apresentaram-se totalmente compativeis com as massas
moleculares dos produtos esperados, como se pode ver neste caso, em que a razdo "/z

esperada e a observada sdo praticamente coincidentes.
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Os dados relativos aos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear deste grupo de
compostos encontram-se igualmente registados na Parte Experimental. No entanto,
apresentam-se de seguida os espectros de 'H-RMN (Figura 15) e de *C-RMN (Figural6) do
produto 4'-N-(ferc-butiloxicarbonilvalil)primaquina, ilustrativos dos restantes. Tanto estes
espectros como todos os outros foram compativeis com as estruturas esperadas, confirmando

inequivocamente a identidade dos produtos pretendidos.

4 e
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N

: e 0 .0 s
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N;—CHfCHz—CHz—CHz—NH -‘-(|>H—NH —QC(C":J)ﬁ. S
: C'.'l:s; o - REEEE 4 ?H_Cqu" »
! oCHy
r
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Figura 15: Espectro de '"H-RMN da 4'-N-(terc-butiloxicarbonilvalil)primaquina em CDCl,
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Figura 16: Espectro de '"H-RMN da 4'-N-(ferc-butiloxicarbonilvalil)primaquina em CDCl,
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5.2. Remogdo do grupo Boc por acidélise com écido trifluoroacético

Realizaram-se varias reac¢des de remogdo do grupo Boc dos derivados da primaquina
obtidos anteriormente, com acido trifluoroacético. Os rendimentos globais obtidos foram
reprodutiveis para o mesmo procedimento experimental e encontram-se resumidos na Tabela

IT, que inclui outras observagGes experimentais.

R,
Tempo
(sistema Aspecto do Rendimento
Composto inicial Produto obtido reacgfio
de produto (%)
(Horas)
eluentes)
4'-N~(terc-butiloxicarbonilglicil
w(tere-butiloxicarbonilglictl | . . glicilprimagquina | 0.06B) 95,6
primaquina
4'-N-(terc-butiloxicarbonilalanil
( o ) 4’-N-alanilprimaquina 0.06(C) 87,3
primaquina 2 Oleo amarelo
4'-N-(terc-butiloxicarbonilvalil '
trer o ) 4’-N-valilprimaquina 0.03(C) torrado 94,4
primaquina
'-N-(terc- AN
butiloxicarbonilfenilalanil) 0.04(C) 88,2

. fenilalanilprimaquina
primaquina

Tabela I: Resultados obtidos para a reac¢fo de remog#o do grupo Boc com TFA.

A remogdo do grupo Boc por acidélise com TFA € uma reac¢fio quantitativa, facto que
se evidenciou nos rendimentos observados para as desprotecgdes dos compostos
4'-N-(terc-butiloxicarbonilglicil)primaquina e 4'-N-(ferc-butiloxicarbonilvalil)primaquina.
No entanto, os rendimentos da remog¢dio do grupo Boc nos compostos
4'-N-(terc-butiloxicarbonilalanil)primaquina e 4'-N-(terc-butiloxicarbonilfenilalanil)primaquina
foram um pouco mais baixos. Este facto deveu-se provavelmente a maiores perdas de produto
nas diversas operagdes realizadas para isolar os derivados neutros, nomeadamente, extracgdes
e filtragdo ap6s secagem com sulfato de magnésio anidro.

O decurso das reac¢des de remogdo foi acompanhado por TLC, técnica que permitiu
também confirmar que os compostos obtidos eram cromatograficamente homogéneos.

Os derivados desprotegidos foram igualmente caracterizados por Ressonéncia

Magnética Nuclear e espectrometria de massa de alta resolugdo.
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A semelhanga do que se fez no ponto anterior, apresentam-se apenas os espectros de um dos
compostos como exemplo representativo de todos os restantes, cujos dados se encontram
descritos na Parte Experimental.

O espectro de massa obtido para a 4’-N-valilprimaquina apresenta-se na Figura 17 e é

totalmente compativel com o valor esperado para a razio ™/z da espécie MH" (359,49 u.m.a).

Voyager Spec #1[BP =78.1, 23647)

100 358.1878 1.5E+4
90
801
2 9] 359.1983
@ 60
c
8 50]
£ 40]
® 30]
201 360.2035
104
L, A A A l A N
0 v » ¥ i 7 . Y 1 t 0
331.0 344.2 3574 3706 383.8 397.0
Mass (mvz)

Figura 17: Espectro de massa da 4’-N-valilprimaquina (MM=358,49 um.a.)

Os espectros de 'H-RMN e de "“C-RMN do produto 4’-N-valilprimaquina,
apresentam-se nas Figuras 18 e 19, respectivamente. Tanto estes espectros como os
correspondentes aos restantes derivados desprotegidos apresentaram-se compativeis com as
estruturas esperadas. Assim, foi também possivel confirmar a identidade de todos os

derivados desprotegidos preparados, comprovando o €xito deste passo sintético.

Mestrado em Quimica 30

1



Resultados Experimentais e Discussdo

NH—CH-—C|
C!‘h
1

j

1.

[+]

S m o n ) S .
HZ—CHZ—CHz'—NH—C‘—CH—NHz
P CH—CHy g
GH; :
T

eyt

Y tomes
3513 242 11 KRS 388
- AARAS SAMS MAGHRS LAAE SURAF W ,Tvg»Z;'-,»_;f.'.flf,I".!.»',':f',.'."'n’;.,;
Figura 18: Espectro de '"H-RMN da 4’-N-valilprimaquina em CDCl,
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Figura 19: Espectro de *C-RMN da 4’-N-valilprimaquina em CDCl;
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5.3. Sintese de 4-imidazolidinonas da primaquina, derivadas de cetonas ciclicas

Na Tabela III encontram-se os resultados das sinteses de 4-imidazolidinonas obtidas

por ciclizagdo dos derivados da primaquina preparados anteriormente com cicloexanona,

ciclopentanona e cicloeptanona:

R,
Tempo . Aspecto .
C(.)n}p‘osto C.e.tona Produto obtido reaccio (sistema do Re"d:memo
inicial utilizada . de (%)
(Dias) produto
eluentes)
3-[4-metil-4~(6-metoxi-8- Oleo
e . R uinolil) aminobutil]-2-
4'-N- glicilprimaquina q espirocicloexano- 0,28(E) | amarelo 74,7
4-imidazolidinona torrado
5-metil-3-[4-metil-4-(6-metoxi- Oleo
4’-N-alanilprimaquina | cicloexanona -8-quinolil)aminobutil]-2-espiro- 3 0,44(E) { amarelo 69,2
cicloexano-4-imidazolidinona torrado
S-isopropil-3-[4-metil-4-(6- 6
, - . metoxi-8-quinolil)aminobutil]- leo
4’-N-valilprimaquina -2-espirocicloexano- 0,20(I) elo 62,5
-4-imidazolidinona
NL- 5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-
L AN “8-quinolil)aminobutil}-2-espiro- 0,37(H) Oleo 69,1
fenilalanilprimaquina cicloexano-d-imidazolidinona amarelo
3-[4-metil-4-(6-metoxi-8- 6
\ - . quinolil) aminobutil]-2- leo
4'-N- glicilprimaquina espirociclopentano- 0,16(P) amarelo 50,4
4-imidazolidinona
5-metil-3-[4-metil-4-(6-metoxi- Oleo
4’-N-alanilprimaquina -8-quinolil)aminobutil]-2-espiro 0,41(L) | amarelo 61,2
ciclopentanona ciclc?pentant.)-4-imidau.>lidinona 3 torrado
5-isopropil-3-[4-metil-4-(6- o
. I . metoxi-8-quinolil)aminobutil]- leo
4’-N-valilprimaquina -2-espirociclopentano- 0,33(0) amarelo 55,0
-4-imidazolidinona
4-N- 5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi- Oleo
. o . -8-quinolil)aminobutil}-2-espiro 0,33(G) | amarelo 58,6
fenilalanilprimaquina ciclopentano-4-imidazolidinona torrado
5-isopropil-3-{4-metil-4-(6- o
s I . metoxi-8-quinolil)aminobutil]- leo
4’-N-valilprimaquina -2-espirocicloeptano- 0,46(I) amarelo 479
cicloeptanona -4-imidazolidinona 3
"N 5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-
tenilal ‘fl N- -8-quinolilyaminobutil]-2-espiro 0,44(1) Ole"l 50,2
enilalanilprimaquina cicloeptano-4-imidazolidinona amarelo

Tabela III: Resultados obtidos para a sintese de 4-imidazolidinonas por ciclizag&o com cetonas ciclicas.
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Os rendimentos globais das diferentes ciclizagdes efectuadas situaram-se entre os 50 e
os 70%, evidenciando que se tratam de reacgSes com extensdo aprecidvel. Como se pode
observar, os valores de rendimento foram maiores no caso das ciclizagdes com cicloexanona,
seguindo-se os relativos as reacgdes com ciclopentanona e, por fim, os correspondentes as
ciclizagdes com cicloeptanona. Esta observagdo poder-se-4 explicar em termos de
flexibilidade e tamanho dos anéis das cetonas usadas. Assim, os menores rendimentos
associados as ciclizagdes com cicloeptanona poder-se-do dever ao grande tamanho do anel de
sete lados a incorporar 3 molécula. Por outro lado, a maior tensdo verificada em anéis de
cinco carbonos relativamente aos de seis, podera estar na origem de uma menor flexibilidade,
logo, menor reactividade da ciclopentanona relativamente a cicloexanona.

Observando os valores de rendimento obtidos para o caso da ciclizagdo com
cicloexanona, verificou-se que foi maior no caso da sintese da 3-[4-metil-4-(6-metoxi-
-8-quinolil)aminobutil]-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona, uma vez que o grupo R da
glicina (R=H) é menos volumoso do que o dos restantes a-aminoacidos, sendo portanto mais
facil a sua aproximagcio ao anel da cetona e posterior formagio do anel de 4-imidazolidinona.
J4 no caso da ciclizagio com ciclopentanona, constatou-se que, neste caso, o derivado
3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-qi1inolil)aminobutil]-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona era o
que apresentava menor rendimento. Este facto poder-se-4 dever a uma separagdo
cromatografica mais dificil, devido ao produto ficar mais retido na coluna, o que se traduziu
no menor rendimento observado.

Apesar de fazer parte dos objectivos do presente trabalho, as sinteses da 3-[4-metil-4-

(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil}-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona e da 5-metil-3-[4-

.metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona ndo foram

concluidas dentro do periodo de preparagio desta dissertagdo.
O decurso das ciclizagbes foi acompanhado por TLC, tendo-se verificado que, nas

sinteses das S5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-espirocicloexano-4-

imidazolidinona, 3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-espirociclopentano-4-
imidazolidinona, 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-
espirociclopentano-4-imidazolidinona, 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)-

aminobutil}-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona e  5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-
quinolil)aminobutil]-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona,  as respectivas  manchas
aumentaram ao longo de trés dias sem surgimento de outras manchas de eventuais produtos
secundérios. Quanto as sinteses das restantes 4-imidazolidinonas, verificou-se que ao fim de

dois dias as respectivas manchas ndo aumentavam visivelmente, pelo que se resolveu parar as
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reacgdes. De notar que em todas as ciclizagdes foi adicionado mais um equivalente da
respectiva cetona apos as primeiras 24 horas de reacgdo.

Todos os produtos finais apresentaram-se como Oleos amarelados
cromatograficamente homogéneos apds uma etapa purificativa por cromatografia liquida em
coluna com gel de silica. '

A caracterizagio estrutural dos compostos ciclicos preparados foi igualmente feita por
Ressondncia Magnética Nuclear e por espectrometria de massa de alta resolugo
(MALDI-TOF), encontrando-se os dados espectrais de cada composto registados na Parte
Experimental. A semelhanca do que se fez nos pontos 5.1. e 5.2., reproduzem-se alguns dos
espectros de massa e de RMN, a titulo de exemplo. Assim, apresentam-se, por esta ordem, os
espectros de massa das 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona  (Figura 20), S5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-
-8-quinolil)aminobutil]-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona (Figura 21) e 5-isopropil-3-
-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona  (Figura

22) ilustrativos dos correspondentes aos restantes compostos ciclicos.

Voysger Spec #1=>BCx>NF0.7[BP = 439.4, 4082)
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Figura 20: Espectro de massa da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona (MM=438,62 u.m.a.)
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Voyager Spec #1[BP = 424.2, 8794]
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Figura 21: Espectro de massa da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona (MM=424,59 u.m.a.)
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Figura 22: Espectro de massa da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-mctoxi-8-quinolil)aminobutil]-

-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona (MM=452,64 um.a.)

Como se pode observar nas figuras acima, os espectros de massa obtidos pela técnica
de MALDI-TOF sdo perfeitamente compativeis com as massas moleculares dos produtos
analisados.

Nas paginas seguintes estdo representados exemplos de espectros de '"H-RMN (Figuras
23,25.27) e de *C-RMN (Figuras 24,26,28) para estes mesmos compostos. Mais uma vez, 0s
espectros de RMN foram compativeis com as estruturas esperadas, denotando-se algumas
impurezas que se veio a verificar terem origem nos eluentes utilizados para cromatografia em
coluna.

Todos os espectros de RMN e de massa dos compostos preparados confirmaram

inequivocamente a identidade dos produtos como sendo as 4-imidazolidinonas pretendidas.
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Figura 23: Espectro de 'H-RMN da S-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona em CDCls
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Figura 24: Espectro de “C-RMN da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil}-
-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona em CDCl;
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Figura 25: Espectro de '"H-RMN da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil}- |
-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona em CDCl; |
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Figura 26: Espectro de >C-RMN da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona em CDCl;
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Figura 27: Espectro de "H-RMN da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil}-
-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona em CDCl;
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Figura 28: Espectro de “C-RMN da 5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil}-
-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona em CDCl3
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5.4. Preparagfo de sais hidrossoluveis das 4-imidazolidinonas sintetizadas

Uma vez sintetizadas e positivamente identificadas as 4-imidazolidinonas pretendidas,
procedeu-se & preparagdo de sais hidrossoliiveis das mesmas. A conversdio das
4-imidazolidinonas em formas hidrossoliveis visou a preparagiio de solugbes daquelas em
tampGes aquosos adequados, para estudos do perfil farmacocinético e de actividade biol6gica
destes compostos.

Testou-se em primeiro lugar a preparagdo de metanossulfonatos obtidos por reacgéo
das 4-imidazolidinonas com uma solugiio de 4cido metanossulfénico em éter etilico anidro.
Apenas se prepararam o0s metanossulfonatos das 4-imidazolidinonas derivadas da
cicloexanona, conseguindo-se a precipitagdo de um sal solido unicamente no caso da
5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona.
Os restantes metanossulfonatos precipitaram como pastas espessas de cor alaranjada, tendo-se
optado por abandonar este procedimento e tentar, alternativamente, preparar fosfatos das
4-imidazolidinonas.

Os fosfatos foram preparados por adigdo de 4acido fosférico em etanol a solugdes
etandlicas das 4-imidazolidinonas recuperadas apds neutralizagio dos metanossulfonatos
preparados em primeiro lugar. Mais uma vez, nfio houve precipitagfo imediata de fosfatos
solidos, observando-se apenas solidificagdo dos compostos (3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-
quinolil)aminobutil]-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona e 5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-
8-quinolil)aminobutil]-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona), apds dois meses em exsicador.
No entanto, estes sélidos eram muito higroscopicos, apresentando deliquescéncia.

Atendendo as dificuldades observadas nas tentativas de preparagdo de
metanossulfonatos e fosfatos solidos, estudou-se a possibilidade de preparar os citratos das
4-imidazolidinonas em estudo.

Assim, prepararam-se os citratos de todas as 4-imidazolidinonas sintetizadas por
adi¢fio de uma solugdo de 4cido citrico em éter etilico anidro. Desta feita, os sais precipitaram
facilmente como sélidos de cor amarelo-alaranjada intensa, ndo apresentando deliquescéncia
nem caracter higroscopico aparente.

Os citratos foram posteriormente enviados para o Centro de Estudos de Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa e para o Instituto de
Higiene e Medicina Tropical de Lisboa, para ai serem efectuados estudos farmacocinéticos e

biolégicos, respectivamente.
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Recentemente, € ji durante a redac¢do desta Dissertagdo, verificou-se ndo ser
estritamente necessdrio preparar sais das 4-imidazolidinonas, uma vez que estas ultimas sdo
soliveis, mesmo na forma neutra, nos meios utilizados para a realizagdo dos estudos

farmacocinéticos e biologicos.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho experimental propds-se aplicar cetonas ciclicas (cicloexanona,
ciclopentanona e cicloeptanona) na preparagdo de 4-imidazolidinonas da primaquina, as quais
se apresentam como potenciais pré-farmacos da primaquina, cuja aplicabilidade na
quimioterapia da malaria sera oportunamente testada.

Os métodos de sintese utilizados para a condensagdo da primaquina com
a-aminoacidos N®-Boc-protegidos revelaram-se adequados, conduzindo a excelentes
resultados. O mesmo se pode afirmar quanto as reacgdes de remogdo do grupo N®-protector,
terc-butiloxicarbonilo, e as reacgdes de ciclizagdo dos derivados desprotegidos com as
cetonas cicloexanona, ciclopentanona e cicloeptanona.

Os produtos pretendidos foram eficazmente purificados e identificados por
espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear e por espectrometria de massa de alta
resolucdo.

Os resultados globais deste trabalho podem considerar-se bons, esperando-se que
venham a revelar-se uteis ndo s6 no desenvolvimento de novas estratégias para a terapia da
maldria, como também no estabelecimento de novas metodologias de sintese de
4-imidazolidinonas da primaquina.

A evolugdo futura deste trabalho, a curto e a mais longo prazo, passara provavelmente

pelos seguintes pontos:

> Conclusio das sinteses dos derivados da 4’-N-glicilprimaquina e da
4’-N-alanilprimaquina resultantes da ciclizag8o com cicloeptanona;

» Estudo de diferentes condigSes de sintese e isolamento, no sentido de optimizar os
rendimentos das ciclizagdes e a eficacia das purificagOes;

> Alargamento do projecto de investigagio a novos derivados, usando outros
a-aminoécidos, e outros compostos carbonilicos;

» Estudo da sintese de 4-imidazolidinonas resultantes da ciclizagdo de
dipeptidilprimaquinas no primeiro ou no segundo a-aminoacido, por forma a avaliar a

influéncia desta na actividade terapéutica dos derivados obtidos.

Recentes estudos farmacocinéticos, em tampéo a pH fisiolégico e em plasma humano, de
alguns dos compostos preparados, evidenciaram que estes sdo demasiado estaveis para terem

aplicagdo como pro-farmacos.
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No entanto, foram j4 realizados testes bioldgicos sobre esses mesmos compostos, 0s quais
manifestaram actividades antimaldricas comparaveis as da propria primaquina. Estes
resultados, provenientes de ensaios in vivo, usando o vector natural (mosquitos Anopheles) e
um mamifero hospedeiro (rato), revestem-se de particular importincia. De facto, a notavel
actividade antimalarica revelada pelas 4-imidazolidinonas testadas, parece indicar que

estamos na presenca de uma nova familia de firmacos antimalaricos.
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7. PARTE EXPERIMENTAL
7.1. Notas Gerais

Os solventes utilizados para a realizagdo das reacgdes foram todos de qualidade
pro-analise. Sempre que necessario, foram utilizados solventes secos sobre filtros moleculares
(4 A, da Merck), sendo estes previamente activados por aquecimento numa mufla a 300°C
durante 24 horas.

Para o seguimento das reacgdes, recorreu-se a técnica de cromatografia em camada
fina (TLC), que possibilitou também a confirmagdo da homogeneidade cromatografica dos
compostos preparados. Utilizaram-se, para isso, placas de aluminio recobertas com gel de
silica 60 Fas4 da Merck, sensiveis & luz ultravioleta de comprimento de onda 254 nm. Os
cromatogramas foram revelados por irradiagéo com luz UV a 254 nm (lampada UV: CN-6, da
Vilben Lourmat), € também por pulverizagdo com uma solugio de dicarboxidina, apos
exposigio das placas a atmosfera de cloro *°. As manchas reveladas por este método
apresentaram uma coloragdo avermelhada, que era tanto mais intensa quanto maior a
concentragdo do composto presente.

Para a purificagio dos compostos obtidos, utilizou-se a técnica de cromatografia
liquida de adsorgdo em coluna, com coluna de vidro de dimenso 45x3 cm. Utilizou-se gel de
silica chromagel 60 A da SDS (tamanho das particulas: 35-70pum, pH=7, superficie méssica
550 m?/g) como fase estaciondria, previamente suspensa no eluente a utilizar. A eluigéo e
recolha de frac¢Bes de eluato foram feitas manualmente.

Os sistemas de solventes utilizados na eluigdo, quer em placa, quer em coluna,

'constam da Tabela IV:

Composigdo (solventes e respectiva proporgo
volumétrica

A CH,Cl; / MeOH 10:1
CH,Cl, / EtOH 15:1
CHzClz / MeZCO 4:1
CHzClz / MeZCO 7:1

CH,Cl, / Me,CO 10:1

CH,Cl, / Me,CO 15:1

CH,Cl, / THF 2:1
CH,Cl, / THF 5:1
CH,Cl, / THF 8:1
CH,Cl, / THF 10:1
CH,Cl, / THF 15:1
CH,Cl, / THF 20:1
CHzClz / THF 1:5

Tabela IV: Sistema de eluentes cromatograficos utilizados.

Sistemas de eluentes

Z|Zic ==z || m|o|olw
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Os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida em evaporador rotativo Btichi
B-169 .

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protdo (*H-RMN) e de carbonol3
(C-RMN) dos diferentes compostos foram tragados, alternativamente, em espectrometro
(300 MHz)do Departamento de Quimica da Universidade Aberta do Reino Unido (Doutor Jim
Iley), espectrometro Briicker AMX (300 MHz) do Departamento de Quimica da Universidade
de Aveiro (Dr. Hildrio Tavares), espectrometro Briicker (200 MHz) do Departamento de
Quimica da Faculdade de ciéncias da Universidade do Porto (Dra. Adelina Macedo) e
espectrometro Briicker AMX (300 MHz) da Universidade de Santiago de Compostela
(RIA.LD.T., servigo de RMN).

Os desvios quimicos observados foram registados relativamente ao padrdo interno
tetrametilsilano (TMS) e obtidos de solugdes dos compostos em cloroférmio deuterado
(CDCly).

Os dados referentes a cada espectro de protio encontram-se especificados do seguinte
modo: desvio quimico (em ppm), multiplicidade do sinal (s-singuleto, sl-singuleto largo,
d-dupleto, dd-duplo dupleto, ds-dupletos sobrepostos, t-tripleto, m-multipleto ¢ ms-
multipletos sobrepostos), 4rea relativa do sinal (nH ou n° de protdes), localizag@o do protdo na
molécula.

A andlise dos produtos finais por espectrometria de massa de alta resolugdo
MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization — time-of-flight) foi realizada pela
Doutora Eliandre de Oliveira no Departamento de Quimica Orgénica da Universidade de
Barcelona, em espectrometros Finnigan MAT Lasermat 2000 ou Briicker II Biflex,
utilizando-se como matrizes, alternativamente, acido 2,5-diidroxibenzéico (DHB), antraceno
e acido a-ciano-4-hidroxicindmico (ACH).

As suspensbes dos citratos das 4-imidazolidinonas da primaquina precipitados em éter

etilico, foram centrifugadas a 3000 r.p.m e a 0°C, em centrifuga Centurion (série K;R).
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7.2. Condensagdo da primaquina com aminodcidos N*-Boc-protegidos

7.2.1. Sintese da 4°-N- (terc-butiloxicarbonilglicil) primaquina

CH;—0 N
N/
NH,"—CH~(CHa)y—NHg*|  2HPOS + (CH3)3CO-G-NHCH,COOH  + O’"““"‘O + E6N
CHs o
455,34 175,19 206,33
3 t)) b))
CH3;—-0 N
HOBt N 0 0 9
_— I
NH—-ClH-(CHz)g-—NH—g—-CHz-NH—g—OC(CH;,)g + <:>‘NH'C—NHO + 2{EtsNH"{H2PO4}
CH,
416,52 DCU
(10)

A uma suspensdo de sal de primaquina (3) (1,08g; 2,37mmol) em CH,Cl; seco (20,0
mL), adicionou-se EtsN (1,3 mL; 9,4mmol) de modo a que o bisdiidrogenofosfato de
primaquina se dissolvesse. A mistura foi mantida com agitag&o magnética em banho de gelo e
ao abrigo da luz, durante cerca de 30 minutos.

Em seguida adicionou-se Boc-Gly-OH (8) (0,64g; 3,7mmol), HOBt (0,35g; 2,6 mmol)
e uma solugio de DCCI (9) (0,58g; 2,8mmol) em CH,Cl seco (10,0 mL). Deixou-se a mistura
reaccional sempre sob agitagdo magnética durante cerca de 2 horas, em banho de gelo € ao
abrigo da luz, continuando-se depois a reacdo a temperatura ambiente durante 2 dias.

Adicionou-se novamente uma soluggo de DCCI (9) (0,53g; 2.6mmol) em CH;Cl, seco
(10,0 mL) e deixou-se a reacgdo decorrer como anteriormente, durante mais 3 dias.

Filtrou-se a mistura obtida, levou-se o filtrado & secura, e dissolveu-se o residuo em
acetona a quente, tendo-se colocado a solugdo obtida no frigorifico durante 24 h. Repetiu-se
todo o passo anterior obtendo-se como residuo um dleo espesso castanho, que por TLC(C) se

verificou estar impuro.
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Procedeu-se, entdo, a purificagdo do 6leo por cromatografia em coluna, usando como
eluente CH,Cl,/Me,CO 4:1.

Recolheram-se as fracgdes correspondentes ao produto principal e evaporou-se o
 solvente no evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo espesso amarelo torrado (0,95g) que
por TLC(C) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: R¢(10)=0,56.

8y (CDCl3, 300MHz) 8,50 (dd, 1H, J=4,20Hz, J=1,47Hz, Ar); 7,90 (dd, 1H, J=8,22Hz,
J=1,65Hz, Ar); 7,28 (dd, 1H, J=8,22Hz, J=4,20Hz, Ar); 6,31 e 6,24 (2d, 2H, J=2,56Hz, Ar),
6,17 (m,1H, CH-NH-CO); 5,97 (m, 1H, -NH-CH); 5,16 (m, 1H, -NH-COO); 3,87 (s, 3H,
CH;0-); 3,72 (d, 2H, J=5,88Hz, -NHCO-CH,-NHCO-); 3,61 (m, 1H, -CH-); 3,28 (m, 2H,
-CH,-NHCO); 1,80 a 1,57 (ms, 4H, -CHa-); 1,40 (s, SH, (CHs)s-); 1,27 (d, 3H, J=6,24Hz,
CH;3-);.

8¢ (CDCl3, 300MHz) 169,3 (C=0); 156,0 (C=0-0); 159,4 a 91,7 (ArC); 80,2 (C);
55,2 (CH;0-); 47,8 (-CH-); 44,4 (-NHCO-CH,-NHCO-); 39,3 a 26,2 (-CHz-); 28,3 ((CHs)3-);
20,5 (CH3).

m/z (MH")=417,23 (esperado, 417,52).
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7.2.2. Sintese da 4’-N- (terc-butiloxicarbonilalanil) primaquina

CH3=0

X
F
N
NHz'~CH~(CHz)3—NH,"|  2HPOs 4+  (CH3)sCO-C-NHCHCOOH +DCCl + EtN
CHs I
O CH,
455,34 189,21 206,33
3) a1 &)
CH3—0 N
HOBt N/ 0 (ﬁ
—_—
NH—-ClH-(CHz)a—NH—y:——CH—NH—C-—OC(CH;,):, + DCU + 2{EtNH'H{HzPO4}
CH3 éHa
430,55

(12)

A uma suspensio de sal de primaquina (3) (2,12g; 4,66mmol) em CH;Cl; seco (40,0
mL), adicionou-se Et;N (1,3 mL; 9,4mmol) de modo a que o bisdiidrogenofosfato de
primaquina se dissolvesse. A mistura foi mantida com agitagdo magnética em banho de gelo e

ao abrigo da luz, durante cerca de 30 minutos.
Em seguida adicionou-se Boc-Ala-OH (11) (1,29g; 6,82mmol), HOBt (0,71g;

'5.2mmol) e uma solugdo de DCCI (9) (1,07g; 5,19mmol) em CH,Cl, seco (20,0 mL).

Deixou-se a mistura reaccional sempre sob agitagdo magnética durante cerca de 2 horas, em
banho de gelo e ao abrigo da luz, prolongando-se depois a reacgdo a temperatura ambiente
durante mais 2 dias.

Adicionou-se novamente uma solugio de DCCI (9) (1,04g; 5,04mmol) em CH,Cl;
seco (20,0 mL) e deixou-se reagir como anteriormente, durante mais 3 dias.

Filtrou-se a mistura obtida, levou-se o filtrado & secura, e dissolveu-se o residuo em
acetona a quente, tendo-se colocado a solugfo obtida no frigorifico durante 24 h. Repetiu-se
todo o passo anterior obtendo-se como residuo um 6leo espesso castanho, que por TLC(E) se
verificou estar impuro.

Procedeu-se, entdo, a purificago do 6leo por cromatografia em coluna, usando como

eluente CH,Cl,/Me,CO 10:1.

Mestrado em Quimica 48




Parte Experimental

Uma vez que o processo ndo foi eficaz, procedeu-se a uma segunda purificagdo,
usando CH,Cl,/MeOH 10:1 como eluente.
Recolheram-se as fracgdes correspondentes ao produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um oleo espesso amarelo torrado (1,87g) que por
TLC(A) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: R#(12)=0,68.

8u (CDCl3, 200MHz) 8,52 (dd, 1H, J=4,22Hz, J=1,64Hz, Ar); 7,87 (dd, 1H, J=8,28Hz,
J=1,60Hz, Ar); 7,30 (dd, 1H, J=8,25Hz, J=4,23Hz, Ar); 6,47 (m, 1H, -CH,-NH-CO); 6,33 ¢
6,26 (2d, 2H, J=2,48Hz, Ar); 5,98 (d, 1H, J=8,25Hz, -NH-CH-); 5,19 (m, 1H, -NH-COO-),
4,13 (m, 1H, -CO-CH-NH-); 3,68 (s, 3H, CH3;0-); 3,61 (m, 1H, -CH-); 3,26 (m, 2H, -CH>-
NHCO); 1,72 a 1,51 (ms, 4H, -CHy-); 1,39 (s, 9H, (CH3)3-); 1,33 a 1,27 (ds, 6H, J=6,46Hz,
CH3-).

&c (CDCls, 200MHz) 172,6 (C=0); 155,5 (C=0-0); 159,3 a 91,6 (ArC); 79,9 (C);
55,1 (CH;0-); 50,0 (-CH-NH-); 47,7 (-CH-); 39,2 a 26,1 (-CH-); 28,2 ((CH3)3-); 20,5 (CH3);
16,5 (CO-CH-CH3).

m/z (MH')=431,26 (esperado, 431,55); "/z (MNa")=453,22 (esperado, 453,55);
m/7 (MK *)=469,21 (esperado, 469,55). |
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7.2.3. Sintese da 4’-N- (terc-butiloxicarbonilvalil) primaquina

7.2.3.1. Usando DCCI como reagente de condensagéo

CH;-0 N
P {CH3)3CO-C-NHCHCOOH
N
NH{—CIH-(CHz)a—NHa* 2H,POS  + O CH—CH; +DCClI + EtN
CHs
CH,
455,34 217,27 206,33
3) 13) )
CH3—0 \
F
NH—CIH‘(CHz)s—NH—C—-(IiH—NH—C—OC(CH3)3 + DCU + 2{EtsNH"{H:PO4}
CHs CH—chs
CH;
458,60
(14

A uma suspenséo de sal de primaquina (3) (1,18g; 2,59mmol) em CH,Cl; seco (20,0
mL), adicionou-se Et;N (1,3 mL; 9,4mmol) de modo a que o bisdiidrogenofosfato de
primaquina se dissolvesse. A mistura foi mantida com agitaggo magnética em banho de gelo e
ao abrigo da luz, durante cerca de 30 minutos.

Em seguida adicionou-se Boc-Val-OH (13) (0,62g; 2,9mmol), HOBt (0,42g; 3,1mmol)
e uﬁla solugdo de DCCI (9) (0,58g; 2,8mmol) em CH:Cl; seco (10,0 mL). Deixou-se a mistura
reaccional sempre sob agitagio magnética durante cerca de 2 horas em banho de gelo e ao
abrigo da luz, continuando-se depois a temperatura ambiente durante 2 dias.

Adicionou-se novamente uma solugéio de DCCI (9) (0,53g; 2,6mmol) em CH;Cl; seco
(10,0 mL) e deixou-se a reacgdo decorrer como anteriormente, durante mais 3 dias.

Filtrou-se a mistura obtida, levou-se o filtrado a secura, e dissolveu-se o residuo em

acetona a quente, tendo-se colocado a solugdo obtida no frigorifico durante 24 h. Repetiu-se
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todo o passo anterior obtendo-se como residuo um oleo espesso castanho, que por TLC(F) se

verificou estar impuro.

Procedeu-se, entdo, & purificagdo do 6leo por cromatografia em coluna, usando como

eluente CH,C1,/Me,CO 15:1.
Recolheram-se as fracgBes correspondentes ao produto principal e evaporou-se o
solvente no evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo espesso acastanhado (1,13g) que por

TLC(F) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: R¢(14)=0,29.

7.2.3.1. Usando DIPCI como reagente de condensacio

CH;3;-0

AN
N/ {CH3);CO-C-NHCHCOOH
NH,*=CH=(CHp)3~—NHz*| 2H,PO, O CH—-cCH HyC, Ha
S el | °o+ }-«=c=m_<i + EGN
CH; Hs H
455,34 217,27 126,20
3) 13) (15)
CH;-O N
HOB N ﬁ il HiG i CHs
—_Host NH—C.H—(CHz)a—NH—C——CH—NH—C—OC(CH3)3 + >—NH—C-—NH-<: + 2{EtsNH"H{H.PO4}
CH3 c::H_CHa H;C H;
CH;
458,60 DIU

14

A uma suspensio de sal de primaquina (3) (2,14g; 4,70mmol) em CH;Cl, seco (40,0
mL), adicionou-se Et;N (1,3 mL; 9,4mmol) de modo a que o bisdiidrogenofosfato de
primaquina se dissolvesse. A mistura foi mantida com agitagéo magnética em banho de gelo e

ao abrigo da luz, durante cerca de 30 minutos.
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Em seguida adicionou-se Boc-Val-OH (13) (1,14g; 5,24mmol), HOBt (0,72g;
5,3mmol) e DIPCI (15) (0,76mL; 4,9mmol). Deixou-se a mistura reaccional sempre sob
agitagio magnética durante cerca de 2 horas em banho de gelo e ao abrigo da luz,
continuando-se depois a reacgfio 4 temperatura ambiente durante 2 dias.

Adicionou-se novamente DIPCI (15) (0,76mL; 4,9mmol) e deixou-se a reacglo
avangar como anteriormente, durante mais 3 dias.

Filtrou-se a mistura obtida, levou-se o filtrado & secura, e dissolveu-se o residuo em
acetona a quente, tendo-se colocado a solugo obtida no frigorifico durante 24h. Repetiu-se
todo o passo anterior obtendo-se como residuo um 6leo espesso castanho, que por TLC(D) se
verificou estar impuro.

Procedeu-se, entio, 4 purificagio do 6leo por cromatografia em coluna, usando como
eluente CH,C1/Me,CO 7:1.
Recolheram-se as fracgdes correspondentes ao produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo espesso amarelo (2,13g) que por TLC(D) se
verificou estar cromatograficamente homogéneo: R(14)=0,44. '

8y (CDCls, 300MHz) 8,52 (dd, 1H, J=4,05Hz, J=1,35Hz, Ar); 7,90 (dd, 1H, J=8,25Hz,
J=1,35Hz, Ar); 7,28 (dd, 1H, J=7,65Hz, J=4,95Hz, Ar); 6,53 (m, 1H, CH,-NH); 6,33 e 6,27
(2d, 2H, J=2,10Hz, Ar); 5,99 (d, 1H, J=7,20Hz, -NH-CH); 5,30 (dd, 1H, J=8,25Hz,
J=1,95Hz,-NH-COO0-); 3,92 (m, 1H, NH-CO-CH-NH-CO); 3,87 (s, 3H, CH30-); 3,59 (m,
1H, -CH-); 3,25 (m, 2H, -CH,-NH); 2,05 (m, 1H, -CH-(CH;),); 1,63 (ms, 4H, -CH>-); 1,39 (s,
9H, (CH3)s-); 1,27 (d, 3H, J=6,00Hz, CHs-); 0,91 (ds, 6H, J=6,90Hz, (CH3),-).
| 8¢ (CDCls, 300MHz) 172,1 (C=0); 156,4 (C=0-0); 159,8 a 92,1 (ArC); 80,1 (C);
60,4 (NHCO-CH-NHCO); 55,6 (CH30-); 48,2(-CH-); 31,3(-CH-(CH3)2); 39,8 a 26,7 (-CHz-);
28,7 ((CH3)s-); 20,9 (CH3); 19,7 e 18,4 ((CH3)2-).

m/z (MH")=459,13 (esperado, 459,60).
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7.2.4. Sintese da 4’-N-(terc-butiloxicarbonilfenilalanil) primaquina

7.2.4.1. Usando DCCI como reagente de condensagio

CH3-O

x
> (CH3)3CO-C-NHCHCOOH
N 0 CHy
NH2+-CIH-(CH2)3—NH3* 2H,PO;, + +DCCI + EtN
CHs
455,34 265,31 206,33
&) (16) )
CH3-0 N
N/
HOBt (o] o
— "
NH—C|H-(CH2)3—NH—C-?H—NH—&-OC(CHg)g + DCU + 2{EtsNH"{H.PO4}
CH3 ?Hz .
506,64 O
a7

A uma suspensio de sal de primaquina (3) (2,30g; 5,05mmol) em CH,Cl, seco (40,0
mL), adicionou-se EtzN (1,3 mL; 9,4mmol) de modo a que o bisdiidrogenofosfato de
primaquina se dissolvesse. A mistura foi mantida com agitagdo magnética em banho de gelo e
ao abrigo da luz durante cerca de 30 minutos.

Em seguida adicionou-se Boc-Phe-OH (16) (1,24g; 4,67mmol), HOBt (0,64g;
4,7mmol) e uma solugdo de DCCI (9) (0,97g; 4,7mmol) em CH;Cl; seco (20,0 mL). Deixou-
se a mistura reaccional sempre sob agitagdo magnética durante cerca de 2 horas em banho de
gelo e ao abrigo da luz, continuando-se depois a reac¢do a temperatura ambiente durante 2
dias.

Adicionou-se novamente uma solugdo de DCCI (9) (0,91g; 4,4mmol) em CH,Cl, seco
(20,0 mL) e deixou-se a reacg@o decorrer como anteriormente, durante mais 3 dias.

Filtrou-se a mistura obtida, levou-se o filtrado & secura, e dissolveu-se o residuo em

acetona a quente, tendo-se colocado a solugdo obtida no frigorifico durante 24 h. Repetiu-se
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todo o pasSo anterior obtendo-se como residuo um 6leo espesso castanho, que por TLC(F) se
verificou estar impuro.

Procedeu-se, entfio, & purificagio do 6leo por cromatografia em coluna, usando como
eluente CH,Cl,/Me,CO 15:1.

Recolheram-se as fracgdes correspondentes ao produto principal e evaporou-se o
solvente no evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo espesso amarelo (2,48g) que por

TLC(F) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: R«(1 7)=0,56.

7.2.4.2. Usando DIPCI como reagente de condensacéo

CH3-0 N
(CH3)3CO-C-NHCHCOOH
1} ]
P 0O CH;
N
NHg"—CIH-(CHz)a—NHs* 2H,PO, + +DIPCI + EtN
CHs
455,34 265,31 126,20
3 (16) a19)
CH,-0 N
a
N
Q 0
HOBt NH—CH-(CHz)s—NH—C-CH-NH-8-0C(CHa)s  + DIU + 2{EtsNH"{HzPO4}
s CHQ CHz
506,64
a7

A uma suspensio de sal de primaquina (3) (2,14g; 4,70mmol) em CHCl; seco (40,0
mL), adicionou-se Et:N (1,3 mL; 9,4mmol) de modo a que o bisdiidrogenofosfato de
primaquina se dissolvesse. A mistura foi mantida com agitagdo magnética em banho de gelo e
ao abrigo da luz durante cerca de 30 minutos.

Em seguida adicionou-se Boc-Phe-OH (16) (1,26g; 4,74mmol), HOBt (0,66g;
4,9mmol) e DIPCI (15) (0,74mL; 4,7mmol). Deixou-se a mistura reaccional sempre sob
agitagio magnética durante cerca de 2 horas em banho de gelo e ao abrigo da luz,

continuando-se depois a reacgio a temperatura ambiente durante 2 dias.
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Adicionou-se novamente DIPCI (15) (0,74mL; 4,7mmol) e, deixou-se a mistura reagir
por mais 3 dias, como anteriormente.

Filtrou-se a mistura obtida, levou-se o filtrado a secura, e dissolveu-se o residuo em
acetona a quente, tendo-se colocado a solugdo obtida no frigorifico durante 24 h. Repetiu-se
todo o passo anterior obtendo-se como residuo um 6leo espesso castanho, que por TLC(F) se
verificou estar impuro.

Procedeu-se, entdo, a purificagdo do 6leo por cromatografia em coluna, usando como
eluente CH,Cl,/Me,CO 15:1.

Recolheram-se as fracgBes correspondentes ao produto principal e evaporou-se o
solvente no evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo espesso amarelo (2,29g) que por
TLC(F) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: Re(17)=0,44.

84 (CDCl3, 200MHz) 8,52 (m, 1H, J=4,17Hz, J=2,21Hz, J=1,55Hz, Ar); 7,91 (dd, 1H,
J=8,31Hz, J=1,59Hz, Ar); 7,32 a 7,12 (m, 6H, Ar); 6,33 ¢ 6,25 (2d, 2H, J=2,90Hz, Ar); 6,03
(m, 1H, -NH-CH-); 5,58 (m, 1H, -NH-COO-); 4,27 (m, 1H, -CH,-NH-CO-CH-); 3,87 (s, 3H,
CH;0-); 3,70 a 3,50 (ms, 2H, -CH-); 3,17 a 3,00 ¢ 1,68 a 1,49 (ms, 8H, -CH,-); 1,37 (s, 9H,
(CH;)3-); 1,24 (d, 3H, J=6,34Hz, CH;-).

8¢ (CDCl;, 200MHz) 173,8 (C=0); 159,3 a 91,4 (ArC); 75,9 (C); 58,6(CH-NHCOO-);
55,0 (CH;0-); 47,7 (-CH-); 40,1 a 25,8 (-CH2-); 27,8 ((CH3)s3-); 20,5 (CH3).

my (MHD=507,20 (esperado, 507,64); ™/z (MNa')=529,18 (esperado, 529,64);
m/z (MK "=545,16 (esperado, 545,64).
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7.3. Remogao do grupo Boc por acidolise com acido trifluoroacético

7.3.1. Sintese da 4’-N-glicilprimaquina

CH3—0 N
Z
N 0 ﬁ
NH—CIH'(CHz)s—NH——g—CHz-NH—C—OC(CH;,); + 2CF,COOCH E—
CH,
416,52 114,02
(10) a18)
CHy-0 N
CH
N/ ﬁ " 2
NH2+—C|H-(CH2)3—NH—C—CHz-—NHg" 2CF,C00°  + /c\ + CO:
CHs CH; CHy
CH3-0 N
N/ ﬁ
NHzt—CIH—(CHz)a—NH—C—CHZ-—NH;," 2CF4CO0" + NazCOs _—
CH,
CHy—0 N
F
N

NH—CIH—(CH2)3—NH“|C|—CH2—'NH2 + CO; + HO + 2CF3COONa

CH,

316,40
(19)
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Solubilizou-se a 4'-N-(terc-butiloxicarbonilglicil)primaquina (10) (1,49g) em TFA
(2 mL) (18). Deixou-se a solugio durante 2 horas com agitag&o magnética e ao abrigo da luz.
A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC(C) até estar completa.

Seguidamente, adicionou-se solug@o aquosa de Na,CO; a 30% até a mistura resultante
apresentar pH =10. Deixou-se esta mistura com agitacio magnética e ao abrigo da luz durante
mais lhora.

Extraiu-se o composto (19) com 6 porgdes de 5 mL de cloroférmio. Juntaram-se os
extractos e adicionou-se sulfato de magnésio anidro, deixando-se a secar durante 10 minutos,
com agitagio ocasional. Filtrou-se por gravidade em filtro de pregas e levou-se o filtrado a

secura por evaporagdo sob pressio reduzida.

Obteve-se um 6leo amarelo torrado (1,08g) que através de TLC(C) se verificou estar
‘ cromatograficamente homogéneo Rt (19) =0,06.

du (CDCl3, 300MHz) 8,48 (m, 1H, J=4,23Hz, J=1,65Hz, Ar); 7,87 (m, 1H, J=9,51Hz,
J=1,29Hz, Ar); 7,26 (m, 1H, J=9,72Hz, J=4,23Hz, Ar); 6,30 € 6,24 (2m, 2H, J=2,56Hz, Ar);
5,92 (m, 1H, -NH-CH-); 3,83 (s, 3H, CH30-); 3,53 (m, 1H, -CH-); 3,39 (m, 2H, CH;-NH,);
3,19 (m, 2H, -CH-NHCO-); 1,69 a 1,56 (ms, 4H, -CH>-); 1,20 (d, 3H, J=6,21Hz, CH3-).

§c (CDCl3, 300MHz) 159,4 a 91,7 (ArC); 55,2 (CH;0-); 47,8 (-CH-); 43,3 (-CHz-
NH,); 39,2 a 26,0 (-CH,-); 20,3 (CHs). |

m/z (MH"=317,21 (esperado, 317,40).

Mestrado em Quimica 57




Parte Experimental

7.3.2. Sintese da 4’-N-alanilprimaquina

- \Qij

Hs CHs

430,55
(12)

CHS-O\Qij

NHz—CH-(CH2)3-—NH—C—(I3H—NH3‘

3 CH3

CHs—O\@j

NHz—CH—(CH2)3—NH—C-—(I3H—NH3"

3 CH3

CHa—om

H—CH'(CHz)s—NH-C—CH—NH2

CH3

330,43
(20)

Mestrado em Quimica

0
i
NH——CH—(CHz)s—NH—g——CH—NH-—C—OC(CH3)3

2CF,CO0°

2CF,CO0"

+ CO2

+ 2CF3;COOH
—_
114,02
(18)
I
C + CO:
CH3/ \CH3
+ NazCO3 —_—p

+ H0 + 2CF;COONa

58




Parte Experimental

Solubilizou-se a 4'-N-(ferc-butiloxicarbonilalanil)primaquina (12) (0,80g) em TFA
(2 mL) (18). Deixou-se a solugéo durante 2 horas com agitagio magnética e ao abrigo da luz.
A reacgio foi sendo acompanhada por TLC(E) até estar completa.

Seguidamente, adicibnou-se depois solugfo aquosa de Na,CO; a 30% até a mistura
resultante apresentar pH =10. Deixou-se esta mistura com agitagio magnética e ao abrigo da
luz durante mais 1 hora.

Extraiu-se o composto (20) com 6 porgdes de 5 mL de cloroformio. Juntaram-se os
extractos e adicionou-se sulfato de magnésio anidro, deixando-se a secar durante 10 minutos,
com agitagdo ocasional. Filtrou-se por gravidade em filtro de pregas e levou-se o filtrado a
secura por evaporagdo sob pressdo reduzida.

Obteve-se um 6leo amarelo torrado (0,55g) que através de TLC(E) se verificou estar
cromatograficamente homogéneo Ry (20) =0,06.

8y (CDCl3, 200MHz) 8,53 (dd, 1H, J=4,20Hz, J=1,53Hz, Ar); 7,92 (dd, 1H, J=8,25Hz,
J=1,51Hz, Ar); 7,31 (dd, 1H, J=8,22Hz, J=4,20Hz, Ar); 6,34 ¢ 6,28 (2d, 2H, J=2,45Hz, Ar);
6,00 (d, 1H, J=8,29Hz, -NH-CH-); 3,89 (s, 3H, CH3;0-); 3,63 (m, 1H, -CH-); 3,46 (m, 1H,
-CH-NH,); 3,27 (m, 2H, -CH,-NHCO); 1,80(m, 2H, NH); 1,67 a 1,61 (ms, 4H, -CH>-); 1,32
a 1,25 (ds, 6H,J=6,40Hz, CHj3-).

8¢ (CDCl3, 200MHz) 159,4 a 91,6 (ArC); 55,2 (CH3O-); 50,7 (-CH-NH,); 47,6(-CH-);
38,9 a 26,3 (-CHy-); 21,7 e 20,5 (CH3).

m/z (MH")=331,12 (esperado, 331,43).
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7.3.3. Sintese da 4’-N-valilprimaquina

CHa—O\Qij

I I
H-—CH (CH2)3—NH—(IS—CH—NH—C—OC(CH3)3

?H—CHg

CHa

458,60
(14)

CHs-O\Qij
—-NH—C—CH—NH:,

NHz—CH-(CHz):,

CHa_O\@(j

NHz—CH—(CH2)3—NH—C—CH——NHa
<|:H—CH3
CHs

CH3—0
\Qij ]
|

?H—CH;,
CHy

NH—CH‘(CHz)a—NH—C—CH—NHz
CH-CH3

Hs

358,49
@1
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Solubilizou-se a 4'-N-(ferc-butiloxicarbonilvalil)primaquina (14) (2,04g) em TFA
(2 mL) (18). Deixou-se a solugio durante 2 horas com agitagfio magnética e ao abrigo da luz.
A reacgio foi sendo acompanhada por TLC(E) até estar completa.

Seguidamente, adicionou-se depois solugéio aquosa de Na,CO; a 30% até a mistura
resultante apresentar pH =10. Deixou-se esta mistura com agitagdo magnética e ao abrigo da
luz durante mais 1 hora.

Extraiu-se o composto (21) com 6 porgdes de 5 mL de cloroférmio. Juntaram-se os
extractos e adicionou-se sulfato de magnésio anidro, deixando-se a secar durante 10 minutos,
com agitaglio ocasional. Filtrou-se por gravidade em filtro de pregas e levou-se o filtrado &
secura por evaporagio sob pressio reduzida.

Obteve-se um 6leo amarelo torrado (1,51g) que através de TLC(E) se verificou estar
cromatograficamente homogéneo Ry (21) =0,03.

8y (CDCl3, 300MHz) 8,52 (dd, 1H, J=3,60Hz, J=0,90Hz, Ar); 7,90 (dd, 1H, J=8,10Hz,
J=1,20Hz, Ar); 7,28 (dd, 1H, J=7,50Hz, J=5,10Hz, Ar); 6,32 e 6,28 (2d, 2H, J=1,95Hz, Ar);
6,01 (d, 1H, J=8,10Hz, -NH-CH-); 3,87 (s, 3H, CH;0-); 3,62 (m, 1H, -CH-); 3,28 (m, 2H,
-CH,-NHCO-); 3,16 (m, 1H, CH-NH,); 2,25 (m, 1H, CH(CHs),); 1,66 a 1,64(ms, 4H, -CHy-);
1,53 (sl, 2H, NHy); 1,29 (d, 3H, J=6,60Hz, CH3); 0,95 € 0,79 (2d, 6H, J=7,05Hz, (CH3)2-).

8c (CDCl;, 300MHz) 174,7 (C=0); 159,3 a 92,1 (ArC); 60,5 (-CH-NHy); 55,6
(CH30-); 48,2 (-CH-); 31,2(CH(CHs),); 39,3 a 26,8 (-CHz-); 20,9 (CHa); 20,1 ¢ 16,4
((CHs)).

™/z (MH")=359,20 (esperado, 359,49).
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7.3.4. Sintese da 4’-N-fenilalanilprimaquina

CH5-0 N
S
N
0 o]
NH—C|H—(CH2)3—-NH~C-(I3H-NH—('§
CH, CHy
506,64
a7
CHy-O
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/
N
. Q
NH2—CII-I-(CHz)s-NH—-C-CIZH—NH3+
CHy CH,
CH3-O
X
/
N
. Q
NH,—cIH—(CHz)a-NH—-c-?H-NH;
CH3 CHz
CHy—O N
/
N
NH—(.‘.'H-(CHZ);.,—NH—&-?H—NHZ
CH; CH,
406,53
(22)
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Solubilizou-se a 4'-N-(terc-butiloxicarbonilfenilalanil)primaquina 17 (2,22g) em
TFA (2 mL) (18). Deixou-se a solugéo durante 2 horas com agitagdo magnética e ao abrigo da

' Juz. A reaccdo foi sendo acompanhada por TLC(F) até estar completa.
Seguidamente, adicionou-se depois solugdo aquosa de Na,CO3 a 30% até a mistura
resultante apresentar pH =10. Deixou-se esta mistura com agitagio magnética e ao abrigo da

luz durante mais 1 hora.

Extraiu-se o composto (22) com 6 por¢des de 5 mL de cloroférmio. Juntaram-se os
extractos e adicionou-se sulfato de magnésio anidro, deixando-se a secar durante 10 minutos,
com agitacdo ocasional. Filtrou-se por gravidade em filtro de pregas e levou-se o filtrado a
secura por evaporagio sob pressdo reduzida.

Obteve-se um 6leo amarelo torrado (1,57g) que através de TLC(F) se verificou estar
cromatograficamente homogéneo Ry (22) =0,04.

&y (CDCls, 200MHz) 8,53 (dd, 1H, J=4,22Hz, J=1,56Hz, Ar); 7,93 (dt, 1H, J=8,36Hz,
J=1,42Hz, Ar); 7,34 a 7,16 (m, 6H, Ar); 6,33 e 6,27 (2d, 2H, J=2,51Hz, Ar); 3,88 (s, 3H,
CH;0-); 3,62 a 3,54 (ms, 2H, -CH-); 3,29 a 1,57 (ms, 8H, -CH>-); 1,30 (d, 3H, J=6,35Hz,
CH;-).

8c (CDCl;, 200MHz) 174,0 (C=0); 137,8 (C); 159,3 a 91,5 (ArC); 56,3 e 47,7 (-CH-);
55,1 (CH;0-); 40,7 a 26,1 (-CH;-); 20,4 (CHs).

m/z (MH"=407,27 (esperado, 407,53).
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7.4. Sintese de 4-imidazolidinonas

7.4.1. Por ciclizagdo com cicloexanona
7.4.1.1. Sintese da 3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-

espirocicloexano-4-imidazolidinona

CH;—0 N
0
- !
N (li o + MeOH / refluxo
NH—CH~(CHzl3—NH-C—CH,—NH, fitros moleculares
CH
316,40 | 98,15
(19) (23)
CH3—0 N
> 0 ]
N g y
NH—-CIH-(CHZ);,—N/ >< + H0
CHa H
NH |
396,53
(24)

A uma solugdo de 4’-N-glicilprimaquina (19) (0,64g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), EtsN (0,2mL; 1,4mmol) e cicloexanona (23)
(0,42mL; 4,1mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de cicloexanona (0,21mL;
2,0mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo amarelo torrado que por TLC(G) se verificou estar impuro.

Procedeu-se & purificagio por cromatografia em coluna utilizando CH,CL/THF 2:1

como eluente.
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Parte Experimental

Recolheram-se as fracgdes de produto principal e evaporou-se 0 solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo torrado (0,59g; 1,5mmol), que por
TLC(G) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: R{(24)=0,28.

Su (CDCl3, 300MHz) 8,52 (dd, 1H, J=4,20Hz, J=1,50Hz, Ar); 7,92 (dd, 1H, J=8,10Hz,

=,70Hz, Ar); 7,30 (dd, 1H, J=8,10Hz, J=4,20Hz, Ar); 6,33 € 6,29 (2d, 2H, J=2,70Hz, Ar),

6,01(d, 1H, J=8,40Hz, -NH-); 3,89 (s, 3H, CH;0-); 3,64 (m, 1H, -CH-); 3,37 (s, 2H, -CO-
CH,); 3,14(m, 2H, -CH,-); 1,87 a 1,43 (ms, 14H, -CH>-); 1,31 (d, 3H, J=6,30Hz, CH3-); 0,93
(m, 1H, -NH-).

8¢ (CDCls, 300MHz) 173,9 (C=0); 159,4 a 91,5 (ArC); 67,9 (C); 55,2 (CH;0-); 48,0
(-CH-); 47,8 a 22,5 (-CHy-); 20,7 (CHa).

m/z (MH")=397,65 (esperado, 397,53); m/z (MNa')=419,63 (esperado, 419,53);
m/z (MK*)=435,61 (esperado, 435,53).
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Parte Experimental

7.4.1.2. Sintese da 5-metil-3-[4-metil-4-(6-metoxi—8-quinolil)aminobutil]-2-

espirocicloexano-4-imidazolidinona

CH3;—0 N
o]
Va . i
N o ¢
i + MeOH / refluxo
NH-—CH~(CHz)s—NH-C—CH—NH, >
CH; - EHy filtros moleculares
330,43 98,15
(20) 23)
CH,—0 S\
Z o]
N g 9y
NH—CH~(CHy)s—N + H.0
CHs / CH3
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A uma solugfio de 4’-N-alanilprimaquina (20) (1,07g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), Et:N (0,2mlL; 1,4mmol) e cicloexanona (23)
(0,67mL; 6,5mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de cicloexanona (0,34mL;.
| | 3,3mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgéo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo castanho que por TLC(G) se verificou estar impuro.

Procedeu-se a purificagdo por cromatografia em coluna utilizando CH,Cl/THF 2:1

como eluente.
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Recolheram-se as fraccdes de produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo torrado (0,92g; 2,2mmol), que por
TLC(G) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: R«(25)=0,44.

&y (CDCl3, 300MHz) 8,52 (m, 1H, J=4,31Hz, J=2,37Hz, J=1,68Hz, Ar); 7,92 (dd, 1H,
J=8,24Hz, J=1,61Hz, Ar); 7,30 (dd, 1H, J=8,28Hz, J=4,26Hz, Ar); 6,33 e 6,28 (2d, 2H,
J=2,51Hz, Ar), 6,01(d, 1H, J=8,22Hz, -NH-); 3,88 (s, 3H, CH;0-); 3,63 (m, 1H, NH-CH-),
3,31 (m, 2H, CH>-N); 2,98 (m, 1H, CO-CH-); 1,76 a 1,45 (ms, 10H, -CH,-); 1,32 (d, 3H,
J=4,71Hz, CHs-); 1,30 (d, 3H, J=4,23Hz, CH;-); 0,96 (m, 1H, -NH-).

8c (CDCls, 300MHz) 175,9 (C=0); 159,3 a 91,5 (ArC); 78,0 (C); 55,1 (CH30-); 53,4a
47,9 (-CH-); 40,0 a 22,2 (-CH;-); 20,6 (CH3); 17,7 (CHs).

m/z (MH"=411,33 (esperado, 411,56); "/z (MNa")=433,30 (esperado, 433,56);
m/7 (MK")=449,26 (esperado, 449,56).
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Parte Experimental

7.4.1.3. Sintese da 5-isopropil—3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-

espirocicloexano-4-imidazolidinona

CH3;—0 AN
0
” !
N 0
|| MeOH / refluxo
NH—CH=(CHz)3—NH-C—CH—NH; + >
CH3 | filtros moleculares
(I:H—CH3
CH;
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023 23)
CH;—0. N
P (o]
N il
c H
NH—CH~(CHg)3—N
+ H.O
CI7H3 (l:H—CHa 2
NH  CH,
438,62
(26)

A uma solugiio de 4’-N-valilprimaquina (21) (0,71g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), EtsN (0,2mL; 1,4mmol) e cicloexanona (23)
(0,40mL; 3,9mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de cicloexanona (0,20mL;
1,9mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo castanho que por TLC(M) se verificou estar impuro.

Procedeu-se a purificagdo por cromatografia em coluna utilizando CH,CL/THF 20:1

como eluente.
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v Recolheram-se as fracgdes de produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo (0,55g; 1,2mmol), que por TLC(M) se
verificou estar cromatograficamente homogéneo: R¢26)=0,20.

8u (CDCl3, 300MHz) 8,52 (dt, 1H, J=4,14Hz, J=2,63Hz, J=1,50Hz, Ar); 7,92 (dd, 1H,
J=8,24Hz, J=1,59Hz, Ar); 7,30 (dd, 1H, J=8,21Hz, J=4,20Hz, Ar); 6,33 e 6,28 (2d, 2H,
J=2,50Hz, Ar), 6,01(d, 1H, J=8,38Hz, -NH-); 3,89 (s, 3H, CH30-); 3,63 (m, 1H, CH-); 3,32
(m, 2H, CH,-N); 3,00 (m, 1H, CO-CH-); 2,11 (m, 1H, CH(CH;)p); 1,75 a 1,37 (ms, 10H,
-CH,-); 1,30 (d, 3H, J=6,36Hz, CHj;-); 1,01 e 0,88 (2d, 6H, J=6,87Hz, (CH3)2-).

8c (CDCls, 300MHz) 174,3 (C=0); 159,4 a 91,5 (ArC); 76,6 (C); 62,5 (CO-CH-); 55,2
(CH30-); 48,0 (-CH-); 29,4(CH(CHs),); 39,8 a 22,9 (-CHy-); 20,6 a 16,9 (CH3).

m/z (MH")=439,41 (esperado, 439,62).
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Parte Experimental

7.4.1.4. Sintese da 5-benzil-3-[4-metil-4-(6-met0xi-8-quinolil)aminobutil]-2-

espirocicloexano-4-imidazolidinona

CH3—O‘ N
o)
7 i
0 c
NH—ClI-|-(CHz)3—NH-—('_",-?H_NH2 + MeOH /refluxo
- CHs CH; - filtros moleculares
406,53 ' 98,15
(22) (23)
CH;—0 N
yZ o)
N 'IL[ ’
»NH—CH-(CHz)g—N/ >< + H.0
A O
NH
486,66
27

A uma solugio de 4’-N-fenilalanilprimaquina (22) (1,57g) em metanol seco
(20,0mL), adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), Et:N (0,2mL; 1,4mmol) e cicloexanona
(23) (0,80mL; 7,7mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica)
| " ao abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de cicloexanona (0,40mL;
3,.9mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo acastanhado que por TLC(L) se verificou estar impuro.

Procedeu-se & purificagdio por cromatografia em coluna utilizando CH,Cl,/THF 15:1

como eluente.
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Recolheram-se as fracgdes de produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo (1,30g; 2,67mmol), que por TLC(L) se
verificou estar cromatograficamente homogéneo: R¢(27)=0,37.

8y (CDCls, 300MHz) 8,52 (m, 1H, J=4,20Hz, J=2,37Hz, J=1,83Hz, Ar); 7,92 (dd, 1H,
J=8,22Hz, J=1,4THz, Ar); 7,32 a 7,15 (m, 6H, Ar); 6,33 (dd,1H, J=2,37Hz, J=1,00Hz, Ar);
6,28 (m, 1H, Ar); 6,00(m, 1H, -NH-); 3,88 (s, 3H, CH;0-); 3,72 (m, 1H, -CO-CH-); 3,61 (m,
1H, -CH-); 3,30 e 2,92 (m, 2H, -CH,-); 3,05 (dd, 2H, J=5,31Hz, J=2,76Hz, - CH,-Ph); 1,68 a
1,39 (3m, 12H, -CHz-); 1,29 (dd, 3H, J=6,39Hz, J=1,83Hz, CH3-); 0,88 (m, 2H, J=8,43Hz,
-CH>-);

8c (CDCl, 300MHz) 174,1 (C=0); 170,0 a 91,5 (ArC); 68,0 (C); 58,7 (-CO-CH-);
55,2 (CH30-); 47,9 (-CH-); 40,0 a 22,2 (-CH>-); 20,6 (CHs).

m/z (MH")=487,66 (esperado, 487,66).
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7.4.2. Por ciclizagdo com ciclopentanona
7.4.2.1. Sintese da 3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-

espirociclopentano-4-imidazolidinona

CH;—0 ‘
3 \ 0]
N/ C
“ + < 7 MeOH / refluxo
NH—CH—(CH2)3'—NH"C—CH2"'NHZ
Hy filtros moleculares
316,40 84,12
19) (28)
CH3—0O \
P (0]
N
NH—CIH-(CHz)a—N/ 7< * e
CHj3 H
NH
382,51
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A uma solugdo de 4’-N-glicilprimaquina (19) (1,03g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), Et:N (0,2mL; 1,4mmol) e ciclopentanona (28)
(0,58mL; 6,6mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de ciclopentanona (0,29mL;
3,3mmol) por cada 24h de reacgo. A reacg¢do foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um dleo amarelo torrado que por TLC(B) se verificou estar impuro.

Procedeu-se a purificagdo por cromatografia em coluna utilizando CH,Cl/EtOH 15:1

como eluente.
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Recolheram-se as frac¢Bes de produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo (0,63g; 1,6mmol), que por TLC(B) se
verificou estar cromatograficamente homogéneo: R¢29)=0,16.

8u (CDCls, 300MHz) 8,52 (dd, 1H, J=4,80Hz, J=2,70Hz, Ar); 7,91 (d, 1H, J=8,40Hz,
Ar); 7,29 (dd, 1H, J=7,80Hz, J=4,20Hz, Ar); 6,33 ¢ 6,28 (2s, 2H, Ar), 6,01(d, 1H, J=8,10Hz,
_NH-CH-); 3,89 (s, 3H, CH30-); 3,68 (m, 1H, NH-CH-); 3,36 (s, 2H, CO-CH,); 3,14 (m, 2H,
-CH,-N); 1,89 (sl, 1H, -NH-); 1,81 a 1,52 (ms, 12H, -CH>-); 1,30 (d, H, J=6,30Hz, CH3-).

8¢ (CDCls, 300MHz) 174,7 (C=0); 159,8 a 92,0 (ArC); 88,5 (C); 55,6 (CH30-); 48,7
(CO-CHa-); 48,2 (-CH-); 40,4 a 23,4 (-CHy-); 21,1 (CHb).

m/z (MH")=383,23 (esperado, 383,51).
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7.4.2.2. Sintese da 5-metil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-2-

espirociclopentano-4-imidazolidinona

- CH;—0 N ‘ ﬁ
P
N ﬁ C
NH—CH~(CHz)3—NH-C—CH-——NH, + MeOH / refluxo |
CH, I filtros moleculares
CH,
330,43 84,12
(20) (28)
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CHy CHg
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A uma solu¢do de 4’-N-alanilprimaquina (20) (0,55g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), EtsN (0,2mL; 1,4mmol) e ciclopentanona (28)
(0,29mL; 3,3mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de ciclopentanona (0,15mL;
1,7mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdio foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, ¢ levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo amarelo torrado que por TLC(N) se verificou estar impuro.

Procedeu-se 4 purificagdo por cromatografia em coluna utilizando CH;Cl,/THF 1:5

como eluente.
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Recolheram-se as fracgSes de produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo torrado (0,41g; 1,0mmol), que por
TLC(N) se.veriﬁcou estar cromatograficamente homogéneo: R«(30)=0,41.

du (CDCl5, 300MHz) 8,52 (dd, 1H, J=4,35Hz, J=1,65Hz, Ar); 7,92 (dd, 1H, J=8,40Hz,
'J=1,20Hz, Ar); 7,30 (dd, 1H, J=8,10Hz, J=4,20Hz, Ar); 6,33 e 6,28 (2d, 2H, J=2,40Hz, Ar);
6,01 (d, 1H, J=4,50Hz, -NH-CH); 3,89 (s, 3H, CH;0-); 3,66 (m, 1H, -CH-); 3,36 (m, 2H,
-CHy-N); 2,92 (m, 1H, CO-CH-); 1,97 a 1,47 (ms, 12H, -CH;-); 1,34 e 1,30 (ds, 6H
J=6,45Hz, CH-); 0,89 (m, 1H, -NFL).

8¢ (CDCl3, 300MHz) 176,7 (C=0); 159,8 a 92,0 (ArC); 86,3 (C); 55,6 (CH;0-); 54,2
(CO-CH-); 48,4 (NH-CH-); 40,8 a 23,4 (-CH;-); 21,0 e 17,4 (CHy).

T/z (MH")=397,31 (esperado, 397,53).

]
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7.4.2.3. Sintese da 5—isopropil-3—[4-metil-4-(6-metoxi—8-quinolil)aminobutil]-2-

espirociclopentano-4-imidazolidinona
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A uma solugio de 4’-N-valilprimaquina (21) (1,35g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), EtN (0,2mL; 1,4mmol) e ciclopentanona (28)
(0,67mL; 7,6mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de ciclopentanona (0,34mL;
3,.8mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, € levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo amarelo torrado que por TLC(I) se verificou estar impuro.

Procedeu-se a purificagdo por cromatografia em coluna utilizando CH,C1,/THF 8:1

‘ como eluente.
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Recolheram-se as fracgdes de produto principal e evaporou-se o solvente no

evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo (0,88g; 2,1mmol), que por TLC(I) se

verificou estar cromatograficamente homogéneo: Rf(31)=0,33.

8u (CDCl3, 300MHz) 8,52 (dd, 1H, J=4,35Hz, J=1,35Hz, Ar); 7,91 (dd, 1H, J=8,25Hz,
J=1,35Hz, Ar); 7,29 (dd, 1H, J=7,95Hz, J=4,35Hz, Ar); 6,32 (d, 1H, J=2,70Hz, Ar); 6,29 (t,
1H, J=2,85Hz, Ar); 6,02 (d, 1H, J=8,70Hz, -NH-CH); 3,88 (s, 3H, CH;0-); 3,64 (m, 1H, NH-
-CH-); 3,37 (m, 2H, -CH>-N); 2,88 (m, 1H, CO-CH-); 2,15 (m, 1H, CH-(CH3)>-); 1,72 a 1,43
(ms, 12H, -CH;-); 1,30 (d, 3H, J=6,90Hz, CH3-); 1,02 € 0,90 (2d, 6H, J=6,75Hz, (CH3),-).

8c (CDCl3, 300MHz) 175,3 (C=0); 159,8 a 92,0 (ArC); 86,1 (C); 63,4 (CO-CH-); 55,6
(CH;0-); 48,4 (NH-CH-); 40,6 a 23,5 (-CHy-); 21,0 (CH3); 19,6 € 17,4 ((CH3)2-).

m/z (MH")=425,18 (esperado, 425,59).
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7.4.2.4. Sintese da 5-benzil-3-[4-metil—4-(6-met0xi-8-quinolil)aminobutil]-2-

espirociclopentano-4-imidazolidinona
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A uma solugo de 4’-N-fenilalanilprimaquina (22) (1,56g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), EtsN (0,2mL; 1,4mmol) e ciclopentanona (28)
(0,68mL; 7,7mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de ciclopentanona (0,34mL;
3,8mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover 0s filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
i secura. Obteve-se um 6leo castanho que por TLC(J) se verificou estar impuro. |

Procedeu-se & purificagdo por cromatografia em coluna utilizando CH,Cl/THF 10:1

como eluente.
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Parte Experimental

Recolheram-se as fracgdes de produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo torrado (1,06g; 2,24mmol), que por
TLC(J) se verificou estar cromatograficamente homogéneo: R«(32)=0,33.

8y (CDCl3, 300MHz) 8,52 (m, 1H, J=4,36Hz, J=2,85Hz, J=1,71Hz, Ar); 7,92 (dt, 1H,
J=8,26Hz, J=1,62Hz, Ar); 7,32 a 7,17 (m, 6H, Ar); 6,33 (d, 1H, J=2,39Hz, Ar); 6,28 (t, 1H,
J=2,88Hz, Ar); 6,00 (t, 1H, J=8,24Hz, -NH-CH-); 3,88 (s, 3H, CH;0-); 3,70 2 3,59 (m, 2H, -
CH-); 3,36 € 2,85 (m, 2H, -CH>-); 3,09 (m, 2H, -CHs-Ph); 1,85 a 1,43 (ms, 12H, -CH,-); 1,29
(dd, 3H, J=6,32Hz, J=2,36Hz, CH3-); 1,07 (m, 1H, -NH-).

c (CDCl3, 300MHz) 174,6 (C=0); 159,4 a 91,5 (ArC); 136,8 (C); 85,9 (C); 58,8
(CO-CH-); 55,1 (CH30-); 47,9 (NH-CH-); 40,2 2 22,8 (-CHz-); 20,6 (CHa).

m/z (MH")=473,36 (esperado, 473,63); m/z (MNa')=495,34 (esperado, 495,63);
m/z (MK*)=511,34 (esperado, 511,63).
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7.4.3. Por ciclizag¢do com cicloeptanona
7.4.3.1. Sintese da 5-isopropil—3-[4-metil-4-(6-metoxi-s-quinolil) aminobutil]

-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona
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CHs
358,49 112,17
(21) (33)
CH3—0
3 \
o)
N/ g y
NH—-CH—(CH2)3—-N/ + H,0
CI:H \ CH—CH,
3 I
O
452,64
(34

A uma solugio de 4’-N-valilprimaquina (21) (1,72g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), EtsN (0,2mL; 1,4mmol) e cicloeptanona 33)
(1,13mL; 9,58mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de cicloeptanona (0,57mL;
4,8mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo amarelo alaranjado que por TLC(I) se verificou estar impuro.

Procedeu-se a purificagdo por cromatografia em coluna utilizando CH,Cl,/THF 8:1

como eluente.
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Recolheram-se as fraccBes de produto principal € evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um oleo amarelo (1,04g; 2,30mmol), que por TLC(I) se
verificou estar cromatograficamente homogéneo: R«(34)=0,46.

8y (CDCl3, 300MHz) 8,51 (dd, 1H, J=3,90Hz, J=0,90Hz, Ar); 7,91 (dd, 1H, J=8,25Hz,
J=1,35Hz, Ar); 7,29 (dd, 1H, J=8,25Hz, J=4,35Hz, Ar); 6,32 (d, 1H, J=2,70Hz, Ar); 6,29 (dd,
1H, J=5,55Hz, J=2,25Hz, Ar); 6,01 (dd, 1H, J=7,95Hz, J=3,15Hz, -NH-CH); 3,88 (s, 3H,
CH;0-); 3,64 (m, 1H, NH--CH-); 3,41 (m, 2H, -CH>-N); 3,08 (m, 1H, CO-CH-); 2,13 (m, 1H,
CH-(CHs);-); 1,71 a 1,34 (ms, 16H, -CHz-); 1,30 (d, 3H, J=6,60Hz, CH3-); 1,01 ¢ 0,89 (2d,
6H, J=6,60Hz, (CH3)2-).

8c (CDCls, 300MHz) 174,2 (C=0); 159,5 a 91,6 (ArC); 80,8 (C); 62,3 (CO-CH-); 55,2
(CH30-); 47,7 NH-CH-); 41,0 a 21,9 (-CHz-); 20,7 (CH3); 19,1 ¢ 17,0 ((CH3),-).

m/z (MH")=453,39 (esperado, 453,64).
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7.4.3.2. Sintese da 5-benzil-3-[4-metil—4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-

2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona

CH;-0 N

P
N

NH——cIH-(cr~|2)3—NH-—&i-<l:H-NH2 + MeGH / refluxo

CH, CH, filtros moleculares

406,53 112,17
(22) (33)

CHs—O
X

F o
N ]
c H

NH—CH—(CH2)3—N/ H.O
ran @ o SR
Hs

NH

500,69
35)

A uma soluggo de 4’-N-fenilalanilprimaquina (22) (1,71g) em metanol seco (20,0mL),
adicionaram-se filtros moleculares (1,55g), Ets:N (0,2mL; 1,4mmol) e cicloeptanona (33)
(1,00mL; 8,48mmol). Deixou-se a mistura em refluxo (aquecimento em manta eléctrica) ao
abrigo da luz durante 3 dias, adicionando mais um equivalente de cicloeptanona (0,50mL;
4,24mmol) por cada 24h de reacgdo. A reacgdo foi sendo acompanhada por TLC. Filtrou-se a
mistura obtida por gravidade, para remover os filtros moleculares, e levou-se o filtrado a
secura. Obteve-se um 6leo amarelo alaranjado que por TLC(I) se verificou estar impuro.

Procedeu-se & purificagio por cromatografia em coluna utilizando CH,CI,/THF 8:1

como eluente.

Mestrado em Quimica 82




Parte Experimental

Recolheram-se as frac¢Ses de produto principal e evaporou-se o solvente no
evaporador rotativo, tendo-se obtido um 6leo amarelo (1,06g; 2,12mmol), que por TLC(I) se
verificou estar cromatograficamente homogéneo: R«(35)=0,44.

&y (CDCl3, 300MHz) 8,52 (m, 1H, J=4,42Hz, J=3,14Hz, J=1,60Hz, Ar); 7,91 (dt, 1H,
J=8,29Hz, J=1,60Hz, Ar); 7,32 a 7,17 (m, 6H, Ar); 6,33 (d, 1H, J=2,43Hz, Ar); 6,28 (dd, 1H,
J=4,12Hz, J=2,53Hz, A1); 5,99 (t, 1H, J=9,07Hz, -NH-CH-); 3,88 (s, 3H, CH50-); 3,69 a 3,61
(m, 2H, -CH-); 3,40 e 3,01 (m, 2H, -CH»-); 3,13 (m, 2H, -CH>-Ph); 1,64 a 1,38 (ms, 16H,
-CH,-); 1,29 (dd, 3H, J=6,36Hz, J=3,41Hz, CH;-); 1,20 (m, 1H, -NH-).

8¢ (CDCl;, 300MHz) 173,8 (C=0); 159,4 a 91,5 (ArC); 136,8 (C); 81,3 (C); 58,2
(CO-CH-); 55,1 (CH30-); 47,6 (NH-CH-); 40,5 a 21,9 (-CH,-); 20,6 (CH3).

m/z (MH")=501,33(esperado, 501,69).
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7.5. Preparagio dos citratos das 4-imidazolidinonas

A cada uma das 4-imidazolidinonas sintetizadas de acordo com a secg&o anterior,
adicionou-se solugdo de &cido citrico 0,IM em éter etilico anidro, ocorrendo precipitago
quase imediata de um sélido alaranjado. Continuou-se a adi¢io de solugdo de 4cido citrico,
gota a gota, até ndo ser observada precipitagdo adicional.

Transferiu-se a suspensdo obtida para um tubo de centrifuga Falcon e centrifugou-se a
3000 r.p.m. e 0°C, durante 15 minutos. Decantou-se o sobrenadante para o baldo onde se
havia efectuado a precipitagdo, procedendo-se a diversos ciclos de evaporagio / readigdo de
éter etilico anidro, no sentido de aproveitar o maximo de sal sélido possivel.

Os citratos preparados foram colocados em exsicador de vacuo até massa constante e

posteriormente armazenados a 0°C e ao abrigo da luz.
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~ Composto sintetizado Rendimento / % | Némero / Pagina
4'-N-(terc-butiloxicarbonilglicil) primaquina 96,0 10/ 46 %
4'-N-(terc-butiloxicarbonilalanil) primaquina 93,0 12/ 48
4'-N~(terc-butiloxicarbonilvalil) primaquina 98,6 14/ 50
4'-N-(terc-butiloxicarbonilfenilalanil) primaquina 96,9 17/53
4'-N- glicilprimaquina 95,6 19/56
4’-N-alanilprimaquina 87,3 20/ 58
4’-N-valilprimaquina 94.4 21/ 60
4'-N-fenilalanilprimaquina 88,2 22/62
3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil) aminobutil]-
-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona 74,7 24/64
5-metil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil) aminobutil}-
-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona 69,2 25/66
5-isopropil—3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirocicloexano-4-imidazolidinona 62,5 26/68
5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutif}-
2-espirocicloexano-4-imidazolidinona 69,1 27/70
3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil) aminobutil]-
-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona 50,4 29/72
5-metil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona 61,2 30/74
5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona 55,0 31/76
5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirociclopentano-4-imidazolidinona 58,6 32/78
5-isopropil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona 47,9 34/80
5-benzil-3-[4-metil-4-(6-metoxi-8-quinolil)aminobutil]-
-2-espirocicloeptano-4-imidazolidinona 50,2 35/82

Tabela V: Compostos sintetizados
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GLOSSARIO

aa: aminoacido

ACH: 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico

Ala: residuo do aminoécido alanina

Boc : grupo ferc-butiloxicarbonilo

CH;Cl, (DCM): diclorometano

BC_RMN: ressonancia magnética nuclear de carbono 13
DCCI: N, N’-dicicloexilcarbodiimida

DCU: N, N’-dicicloexilureia

DHB: 4cido 2,5-diidroxibenzdico

DIPCI: N, N’-diisopropilcarbodiimida

DIU: N,N’-diisopropilureia

EM: espectrometria de massa

Et,0: éter dietilico

Et;N: trietilamina

EtOH: etanol

Gly: residuo do aminoécido glicina

'H-RMN: ressondncia magnética nuclear de protdo
HOBt: 1-hidroxibenzotriazole

MALDI-TOF: matrix assisted laser desorption ionization — time-of-flight
Me,CO: acetona (propanona)

MeOH: metanol

MgSOy: sulfato de magnésio

Na,COj: carbonato de sédio

Ph: grupo fenilo

Phe: residuo do aminoacido fenilalanina
Primaquina (PQ): 8-[(4-amino-1 -metilbutil)amino]-6-metoxiquinolina
Ry¢: factor de retengéo
| TFA: 4cido trifluoroacético
THF: tetraidrofurano
| TLC: cromatografia em camada fina (thin-layer chromatography)
TMS: tetrametilsilano

Val: residuo do aminoacido valina
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