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Resumo

A maléria € uma doenca parasitaria que, em cada ano, leva milhares de pessoas a
morte, causando grande impacto socio-econémico a nivel mundial. A Organizacao
Mundial de Saude (OMS), em consércio com outras entidades, estabeleceu como
prioridade a eliminagdo das mortes por malaria até 2015 e a reducdo em 75% da
incidéncia anual de novos casos. Esta iniciativa despoletou um enorme reforco
financeiro e cientifico a escala global que, no entanto, ndo permitird atingir as
ambiciosas metas estabelecidas pela OMS. Portanto é importante continuar em busca
de novos farmacos eficazes contra a malaria. Neste contexto, o presente trabalho
visou a sintese de potenciais protétipos antimalaricos capazes de atuar contra as

formas sanguineas do parasita, por inibicdo da formac¢do da hemozoina.

Foram sintetizadas duas familias de compostos, cada uma delas tendo por base
estruturas heterociclicas presentes em farmacos anti-maléricos conhecidos pela sua
capacidade de inibicdo da formacao de hemozoina. Assim, produziram-se analogos da
cloroquina (CQ) contendo o ndcleo de 4-amino-7-cloroquinolina, e analogos da
gquinacrina (QCR) contendo o nucleo de 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina. Os produtos
alvo foram preparados por rotas sintéticas simples e de baixo custo, usando-se a 4,7-
dicloroquinolina e a 6,9-dicloro-2-metoxiacridina como materiais de partida. Todos os
produtos finais foram caracterizados por espectrometria de massa (ESI-IT MS),
ressonancia magnética nuclear (RMN-'H, RMN-**C) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Logrou-se sintetizar todos os produtos-alvo com rendimentos

globais de sintese aceitaveis e elevados graus de pureza.

Os compostos sintetizados foram avaliados in vitro quanto a sua capacidade de
inibir a formacédo da hemozoina, verificado-se (a) apenas os analogos da CQ com
cadeias alifaticas ndo ramificadas eram ativos e (b) apenas dois dos analogos da QCR
foram ativos, ndo se podendo extrair alguma relagédo 6bvia entre estrutura e atividade.
Estes compostos estdo também a ser avaliados quanto a sua capacidade de inibigdo
do desenvolvimento de formas hepaticas de Plasmodium berghei, e formas
sanguineas de Plasmodium falciparum (estirpe sensivel e estirpes resistentes a CQ),
respetivamente, no Instituto de Medicina Molecular (IMM) e no Instituto de Higiene e

Medicina Tropical (IHMT), ambos em Lisboa.

Palavras-chave: acridina; antimalaricos; cloroquina; Hemozoina; Plasmodium;

quinacrina,;

\



Abstract | VI

Malaria is responsible for millions of deaths every year causing a great impact in the
world’'s economy. The World Health Organization (WHO), in consortium with other
organizations, launched the challenge of zeroing malaria-related deaths by 2015 and
reducing by 75% the annual incidence of new cases. This challenge sparked enormous
financial and scientific effort on a global scale that, although contributing to reduction of
fatal cases of malaria, do not suffice to meet the WHQO’s ambitious goals. Therefore,
the search for new drugs against malaria must go on. In this context, the present work
aimed at the synthesis of potential antimalarial drugs able to act against blood stage
parasites by inhibiting hemozoin formation.

Two families of compounds were synthesized, both of which bearing a hetorocyclic
core present in classic antimalarials known to inhibit hemozoin formation. Hence, one
of the families corresponds to chloroquine (CQ) analogues possessing the 4-amino-7-
dichloroquinoline moiety, while the other refers to quinacrine (QCR) analogues that
bear the 9-amino-6-dichloro-2-methoxiacridine moiety. The compounds were obtained
through straightforward and low cost synthesis pathways using 4-amino-7-
dichloroquinoline and 9-amino-6-dichloro-2-methoxiacridine as starting materials. All
final products were characterized by NMR (NMR-'H, NMR-'3C), Mass Spectrometry
(ESI-IIT MS) and high performance liquid chromatography (HPLC). The target

compounds were obtained in reasonable yields and with high purity degrees.

Once the compounds were synthesized, they were evaluated in vitro against hemozoin
formation. The results demonstrated that: (a) ramified compounds derived from
chloroquine did not present activity and (b) only two quinacrine derivatives displayed
activity, but no clear structure-activity relationship could be drawn. Ongoing work
involves the in vitro testing of these derivatives against blood stage malaria, namely, on
CQ-resistant P. falciparum and CQ- susceptible P. falciparum strains, as well as
against liver stage of P. berghei, respectively in Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT) and Instituto de Medicina Molecular (IMM), both in Lisbon.

Keywords: acridine; antimalarial; chloroquine; Hemozoin; Plasmodium; quinacrine;
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A maléaria é uma doenca parasitaria que, s6 em 2010, provocou a morte a mais de
600 mil pessoas, 86% das quais sendo criancas abaixo dos 5 anos. Esta doenca é
endémica em 106 paises, onde cerca de 200 milhdes de pessoas se encontravam
infetadas em 2010, havendo ainda 3,3 mil milhdes de pessoas em risco de contrair a
doenca.’

A maléaria estd normalmente associada a pobreza, devido a sua prevaléncia em
paises em vias de desenvolvimento, que ndo podem investir na criacdo de novos
farmacos ou em prestacdo de cuidados de saude adequados aos doentes. O clima e a
ecologia dos paises endémicos sao também determinantes na propagacdo desta
doenca, uma vez que 0 mosquito tem tendéncia a propagar-se em regides quentes,
hamidas e chuvosas.” * Segundo a OMS, o nimero estimado de pessoas infetadas
com a doenca em 2010 foi substancialmente inferior ao verificado em 2009.* No
entanto, um problema grave associado a esta doenca é o rapido desenvolvimento de
resisténcia, pelo parasita, aos farmacos em uso clinico. Um dos piores
desenvolvimentos da quimioterapia da malaria foi o surgimento, a partir do Gltimo terco
do século XX, de resisténcia a cloroquina (CQ), que se poderia quase considerar um
“antimalarico perfeito”, dado o seu baixo custo, elevada eficacia e seguranga
comprovada mesmo em gravidas e recém-nascidos. Tal levou a introducdo das
terapias combinadas a base de artemisinina (ACT) como terapéutica de primeira linha,
especialmente em Africa, onde prevalecem as estirpes de parasita resistentes a CQ.°
As ACT proporcionaram bons resultados terapéuticos, mas ha sinais evidentes do

surgimento de estirpes resistentes também & artemisinina (Figura 1).°
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Fig. 1: Estrutura quimica da Artemisinina.

Como forma de prevengdo, a OMS recomenda o uso de redes mosquiteiras
tratadas com inseticidas sobre as camas. Estas redes previnem a picada de insetos
que atuam como vetores de doencas infeciosas, como a malaria ou as
tripanossomiases, entre outras.” Ainda ao nivel de prevencdo da malaria, esta a ser
desenvolvida uma vacina que se encontra na fase 3 de ensaios clinicos.® Porém,
ainda que surja como ideal a prevenc¢éo da doenca através de uma vacina que atue
contra formas pré-eritrocitarias do parasita, no cendario atual, as Unicas armas
disponiveis para o combate & malaria sdo a protecdo com redes mosquiteiras e o

tratamento com farmacos.

O parasita da malaria, do género Plasmodium, apresenta cinco espécies
responsaveis pela doenca em humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale
e P. knowlesi, tendo esta Ultima sido associada a malaria humana apenas em 2009-
2010, por até entdo se julgar capaz de causar a doenga apenas em macacos do
sudeste asiatico. As duas espécies mais prevalentes a nivel global sdo o P. vivax e o
P. falciparum. O P. vivax é o que se encontra disseminado numa area mais vasta do
globo, e 0 que melhor se adapta a condi¢des climaticas menos favoraveis, estando por
isso associado a formas hepaticas dormentes, os hipnozoitos, que despoletam
recidivas ocasionais. Estas recidivas sdo estimuladas por mecanismos ainda
desconhecidos, mas que parecem associados ao surgimento de condicdes propicias a

propagacao; !

na realidade, a ocorréncia de hipnozoitos em P. vivax (também em P.
ovale, mas substancialmente menos prevalente) é atualmente considerada a maior
barreira a erradicacdo da doenca. Porém, apesar deste facto, e da elevada
morbilidade associada a malaria vivax, € o P. falciparum que causa as formas mais

agressivas da infecdo, sendo responsavel pela maior taxa de mortalidade por malaria.
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O P. falciparum &, também, a espécie de plasmodio prevalente em Africa, e aquela
para a qual ja emergiram Vdrias estirpes resistentes as terapias antimalaricas

classicas.*

Uma das grandes dificuldades em erradicar a malaria €, desde logo, o complexo
ciclo de vida do P. falciparum que envolve diferentes estadios (Figura 2). O ciclo inicia-
se quando uma fémea de mosquito Anopheles, o género responsavel pela propagacao
da maléria, injeta esporozoitos alojados nas suas glandulas salivares para a corrente
sanguinea do hospedeiro humano (I); através da corrente sanguinea, 0s esporozoitos
chegam as células hepaticas (ll), atravessando varias até se alojarem numa célula
final;'® ai, os esporozoitos diferenciam-se em milhares de merozoitos, que séo depois
libertados de novo na corrente sanguinea (lll), observando-se que a célula hepética na
maioria dos casos sobrevive.'* Os merozoitos libertados invadem ent&o os eritrdcitos,
dando continuidade ao seu ciclo de reproducdo assexuada para gerar novos
merozoitos; ocorre depois a rotura da heméacia infetada (IV), para libertacdo desses
merozoitos, que irdo invadir outros glébulos vermelhos saudaveis, iniciando-se novo
ciclo de infecdo sanguinea, que é responsavel pelos sintomas da doenca.”® Algumas
das formas sanguineas do parasita diferenciam-se em formas sexuadas (gametocitos
femininos e masculinos), que podem posteriormente ser ingeridas por um mosquito,
aquando da sua refeicdo sanguinea (V), iniciando-se assim um ciclo reproducédo
(sexuada) no trato gastrointestinal do mosquito (V1).** O mosquito, agora portador da
doenca, pode transmiti-la a outro hospedeiro humano, atuando como vetor de

propagacao.
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Fig. 2: Ciclo de vida do parasita P. falciparum.*®

A fase sanguinea do desenvolvimento do parasita € muito importante, ndo s6 no
diagndéstico, como também na terapia da malaria, pois é esta a fase sintomatica que
esta associada aos efeitos prostrantes da doenga, bem como as suas formas mais
graves, como maléaria cerebral. Por isso, a esmagadora maioria dos medicamentos
antimalaricos em uso clinico € dirigida contra a fase sanguinea. Para além disso, nesta
fase existem varios alvos terapéuticos potenciais, muitos deles relacionados com a
dependéncia do parasita na degradacdo da hemoglobina do hospedeiro; de facto, o
desenvolvimento das formas sanguineas do Plasmodium depende de nutrientes
essenciais, muitos dos quais aminoacidos e oligopéptidos resultantes da degradacédo
da hemoglobina por agcdo de enzimas do parasita. Na figura 3, esquematiza-se o
processo de degradacao da hemoglobina dentro da hemacia infetada, e que se inicia
com a decomposicao daquela metaloproteina na respetiva aloproteina (globina) e
grupo prostético (heme), principalmente por acdo de protéases asparticas, como as
plasmepsinas | e Il. A globina é depois degradada em cadeias polipeptidicas mais
pequenas, por acdo de protéases cisteinicas, denominadas falcipainas. Assim, estas
enzimas desenvolvem um papel vital para o parasita, pois permitem-lhe aceder a
nutrientes essenciais. Por estes motivos, as protéases plasmodicas, como as
plasmepsinas ou as falcipainas, tém sido encaradas como alvos terapéuticos

promissores na quimioterapia da malaria.'” *®
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Fig. 3: Mecanismo de degradacéo da hemoglobina do hospedeiro dentro do

vactiolo digestivo do parasita.™

A degradacéo da hemoglobina do hospedeiro ocorre no vacuolo digestivo (VD) do
parasita, um compartimento intracelular acidico, no qual o grupo heme
(ferroprotoporfirina 1X; FP-Fe(ll)) libertado na hemoglobindlise sofre oxidacdo para
formar hematina (ferriprotoporfirina 1X; FP-Fe(lll)). A hematina pode formar espécies
reativas de oxigénio (ROS), provocando stress oxidativo no parasita e levando-o a
morte. A hematina apresenta-se sob vérias formas em equilibrio acido-base entre si
(Figura 4), havendo predominancia da forma zwitterionica (Figura 4, esquerda) ao pH
do VD; cré-se que estas formas dimerizam facilmente, e que os dimeros polimerizam

para formar hemozoina, que n&o é toxica para o parasita.”>*

Fig. 4: Formas de Hematina em equilbrio (acido-base); no VD do parasita, predominara a forma mais a esquerda.”
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A hemozoina é um cristal escuro, inerte e insoluvel, também conhecido como
“pigmento da malaria”. Acredita-se atualmente que a sua estrutura consta da repeticdo
de dimeros ciclicos, estabelecidos a custa de pontes de hidrogénio entre os grupos
carboxilicos das cadeias laterais e de interagfes de van der Waals. Os dimeros ligam-
se entre si através da coordenacao entre o atomo de Fe(lll) de um dimero e o grupo
carboxilato da cadeia lateral do dimero vizinho (figura 5).** Estudos computacionais
corroboram esta hipétese, permitindo também salientar a importancia das interacdes
n—n entre 0os dimeros, de modo a iniciar espontaneamente o processo de formacgéo do
cristal e ajudar a estabilizar toda a estrutura. Nestes mesmos estudos, Klonis et al.
observaram que o atomo de Fe(lll) estara parcialmente exposto ao solvente, o que

podera levar & sua participacdo em reacdes redox.?®

Fig. 5: Estrutura da hemozoina.?*

A inibicdo da formacdo de hemozoina foi ha muito considerada uma excelente
estratégia de combate a malaria, na medida em que impede os parasitas
intraeritrociticos de recorrerem a esse mecanismo de destoxificacdo, levando-os a
morte por stress oxidativo.** Por outro lado, acreditava-se que, ao ter-se como alvo
terapéutico uma substancia ndo proteica, isto €, ndo codificada geneticamente, nao se
correria o risco de desenvolvimento de resisténcia aos farmacos por mutacdes nesse

alvo.?®
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A quinina (QN, 1), o primeiro agente antimalarico reconhecido como tal, e com
origem na casca de um arbusto da América Latina (do género Cinchona), € um dos
farmacos que parece dever a sua acdo terapéutica principalmente a inibicado da
formacdo de hemozoina; no entanto, devido a sua elevada toxicidade, a quinina usa-
se apenas quando a infecdo ja atingiu um estado avancado e, consequentemente,
muito grave.” Tal conduziu & busca de novos farmacos quinolinicos alternativos a QN,
surgindo as 4-aminoquinolinas sintéticas, como a cloroquina (CQ, 2) ou a amodiaquina
(AQ, 3), como a mais conhecida classe de farmacos antimalaricos associados a

inibicdo da formacao de hemozoina.
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A CQ é uma base fraca, que atravessa a membrana lipofilica do VD do parasita
por difusdo passiva; ap0s a entrada nessa regido de baixo pH, a CQ passa a
apresentar-se na forma protonada, e ndo volta a atravessar a membrana para 0
exterior do VD, justificando-se assim a elevada concentragdo que ai atinge, o que esta
subjacente & sua elevada eficacia contra estirpes sensiveis de Plasmodium.?® 2’ No
entanto, foi também avancado que a acumulagédo de CQ no VD poderia, alternativa ou
adicionalmente, dever-se a ligacdo que este farmaco estabelecerd com os dimeros de
hematina.?® Alguns autores consideraram a hipétese de ser a lactato desidrogenase
parasitica o verdadeiro alvo terapéutico da CQ,?® o que levou Aguiar et al. a realizar
um estudo experimental e computacional com o intuito de apurar 0 mecanismo de
acao da CQ e compostos analogos no VD; desse estudo, os autores concluiram que
0S compostos ativos eram capazes de inibir a formacdo de hemozoina e
apresentavam o anel 4-aminoquinolinico (forma protonada) paralelo ao anel porfirinico
de um dimero FP-Fe(lll), estabelecendo-se entre eles uma ponte de hidrogénio; assim,
considerou-se que a inibicdo da formacédo de hemozoina seria o principal mecanismo
de acao antimalarica da CQ, em detrimento da inibicdo da enzima lactato

desidrogenase, cuja interac&o com o farmaco se descreveu como muito fraca.*
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Também Portela et al. investigaram, mediante estudos computacionais usando a teoria
do funcional de densidade (DFT, density functional theory), a interacdo entre
estruturas 4-aminoquinolinicas e os dimeros de hematina; estes autores constataram
que a regido de potencial positivo das moléculas ativas interage com a regido do
dimero onde se localiza o nucleo de ferro ligado aos grupos pirrélicos, e que a regiao
de potencial negativo do farmaco é capaz de interagir com a zona periférica, de
potencial positivo, do dimero, corroborando assim a hipétese da hematina como alvo
terapéutico da CQ e moléculas afins.**

Outra classe de agentes antimaléricos para os quais se tem vindo a considerar a
possibilidade de atuarem também por inibicdo da formacdo da hemozoina é a das
acridinas, como a quinacrina, ou mepacrina (QCR, 4). Ao longo dos tempaos surgiram
varias propostas para 0 mecanismo de agdo antimalérica da QCR, ndo estando ainda
definitivamente estabelecida qualquer uma delas. Sabe-se, no entanto, que as
acridinas tém capacidade de interferir com o ADN, possivelmente por intercalagdo na
dupla-hélice e/ou por inibicdo de topoisomerases.* Por este motivo, as acridinas séo

também alvo de estudo contra o cancro, tendo por principal alvo o ADN tumoral.®* 3

HNJ\/\/ Nv
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No entanto, tem vindo a ser defendido que o ADN parasitico ndo serd o principal
alvo terapéutico da QCR e estruturas afins, na medida em que varias acridinas e
acridonas capazes de intercalar com o ADN s&o desprovidas de atividade
antimalarica.®® Por este motivo, tém sido sugeridos outros mecanismos de acéo
antimalarica para as acridinas, entre os quais inibicio do complexo mitocondrial bc1*

ou inibicdo da formacao de hemozoina.*
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A QCR foi o primeiro farmaco antimalérico de sintese que veio substituir a QN, nos
anos 30 do século XX, mas os seus efeitos adversos fizeram com que fosse
destronada pela CQ a partir do final da 22 Guerra Mundial. De facto, como ja referido,
a CQ emergiu nessa altura como um dos mais promissores farmacos antimaléricos de
sempre.* Precisamente por isso, a CQ foi amplamente usada em todas as regides
onde a maléria é endémica, aplicando-se de imediato em estados febris, mesmo antes
de poder ser confirmado o diagndstico de infecdo malarica; tal conduziu a ampla
disseminac&o de estirpes de P. falciparum resistentes a CQ, especialmente em Africa.
Julga-se que o fator subjacente a essa resisténcia sera uma mutacdo numa proteina
transmembranar do VD do parasita, PfCRT (Plasmodium falciparum Chloroquine
Resistance Transporter), que passara a atuar como bomba de efluxo da CQ, néo
permitindo que esta se acumule em quantidade suficiente no VD para ai exercer a sua

acao terapéutica.®

Segundo o ultimo Relatério Global de Malaria (World Malaria Report 2012), as
atuais terapéuticas antimaléarias de primeira linha, a base de artemisinina, sao
utilizadas em 90% dos paises onde a malaria € endémica, estando o uso da CQ
praticamente confinado a algumas regides da América onde ainda prevalecem estirpes
de parasita sensiveis a este farmaco. No entanto, as evidéncias recentes do
surgimento de estirpes resistentes & prépria artemisinina® poder&o significar que
também este farmaco, e seus derivados ou andalogos, poderdo vir a perder
rapidamente a sua eficicia. Por estes motivos, a malaria continua a exigir uma busca
incansavel de novos farmacos, quer estes atuem apenas numa fase especifica do
ciclo de vida do parasita ou, idealmente, em dois ou mais potenciais alvos terapéuticos
(farmacos de acdo dual ou mdltipla). Esta procura devera, também, ter em atencao
gue qualquer novo farmaco contra a malaria devera ter baixo custo de producao,
atendendo ao baixo nivel sGcio-econ6mico que caracteriza a maioria dos paises onde

a maléria é endémica.
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As 4-aminoquinolinas mais conhecidas, no cendrio da quimioterapia da maléria,
sdo a CQ e a AQ. Enquanto o uso da primeira esta limitado por causa dos problemas
de resisténcia ja atras referidos, ja no caso da AQ, foram os efeitos secundarios, como
hepatoxicidade e anemia, que levaram a OMS a proibir o seu uso em 1990. No
entanto, atendendo a sua elevada eficacia, a OMS aprovou a sua re-introducdo em
1993 para tratamento de casos graves de malaria, mas ndo como tratamento de
primeira linha.®® Tém surgido véarios estudos com o intuito de criar novas 4-
aminoquinolinas, analogas da CQ e da AQ, com perfis terapéuticos eventualmente
melhorados. Neste contexto, Casagrande et al. desenvolveram a sintese e avaliagéo
de novos compostos nos quais preservaram o anel 4-amino-7-cloroquinolinico (figura
6). A sintese destes compostos envolveu bastantes passos, mas permitiu encontrar
um grupo de derivados com elevada atividade in vitro (ICso < 60 nM) contra estirpes de

parasita resistente a CQ.*°

Noutro estudo, Hocart et al. realizaram um estudo computacional das relagfes
guantitativas de estrutura-atividade (QSAR, Quantitative Structure Activity
Relationships), de modo a verificar quais os parametros estruturais essenciais para a
atividade antimalarica da CQ e estruturas relacionadas; o conjunto de compostos
contemplado no estudo QSAR havia sido previamente alvo de testes in vitro, sendo
que 55% dos compostos foram ativos conta o Plasmodium resistente a CQ, com ICsg
inferiores a 25 nM. Deste estudo, verificou-se que os compostos ativos apresentavam

em comum as seguintes caracteristicas (figura 7):

0] um halogénio como o cloro ou 0 bromo na posi¢édo 7 do anel quinolinico;
(ii) o anel quinolinico sem substitui¢cdes alquilicas;
(iii) um &tomo de azoto protonavel na posicdo 1 e outro atomo de azoto

protonavel no final da cadeia alquilica.*
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Fig. 6: Derivados da 4-amino-7-cloroquinolina desenvolvidos por Casagrande et al.*
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Fig. 7: Fatores estruturais essenciais a atividade antimalarica de 4-aminoquinolinas, de acordo com Hocart et al. *°
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Porém, estudos recentes de Pérez et al. sugerem que ndo serd essencial a
presenca de um azoto protonavel no final da cadeia alquilica ligada ao grupo anilino da
4-amino-7-cloroquinolina.*™*® De facto, estes autores desenvolveram trés familias de
anélogos da CQ, por conjugacédo da 4-amino-7-cloroquinolina com acidos cinamicos,
usando diferentes espagadores entre o nucleo heterociclico e o grupo cinamoilo
(Figura 8):

0] HECINs (5) — condensagdo direta do nucleo heterociclico ao grupo
cinamoilo, ou seja, auséncia de espacador;*

(ii) HEDICINs (6) — uso de espacador dipeptidico entre o nicleo heterociclico e
o grupo cinamoilo;**

(iii) HEFLECINs (7) — uso de espacgadores flexiveis (cadeias alquilicas n&o

ramificadas) entre o ntcleo heterociclico e o grupo cinamoilo; > *®

Uma dessas familias (HEFLECINs, 7) exibiu potente atividade in vitro contra formas

sanguineas de estirpes de P. falciparum sensiveis e resistentes a CQ, apesar da

auséncia do referido 4tomo de azoto protonavel nas respetivas estruturas.* *3
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Fig. 8: Estrutura das trés familias de analogos da CQ descritas por Pérez et al.*"**
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Estas trés familias de compostos foram desenhadas com o intuito de criar, através
de metodologias sintéticas simples e de baixo custo, protétipos antimaléricos de acdo
dual, potencialmente capazes de inibir (a) a formacdo de hemozoina (nucleo de 4-
amino-7-cloroquinolina), e (b) a acdo hemoglobinolitica das falcipainas parasiticas
(sistema carbonilo a,B-insaturado no grupo cinamoilo).** Foi possivel verificar que
apenas as HECINs apresentavam alguma capacidade, ainda que modesta, de inibir as
falcipainas in vitro, ndo tendo no entanto qualquer atividade contra as formas
sanguineas de P. falciparum. Por seu turno, as HEDICINs e as HEFLECINs né&o foram

capazes de inibir as falcipainas in vitro* #2

apresentando porém atividades
antiplasmadicas que se revelaram modestas no primeiro caso (ICs, > 0,8 uM), e
potentes no segundo (ICsq < 80 nM). Portanto, foi possivel verificar a importancia de
substituir um espacgador rigido (dipéptido) por um flexivel (alquilico) para o aumento
consideravel da atividade antimalarica destes analogos da CQ, sendo que esta
atividade n&o parece totalmente correlacionada com a capacidade dos compostos em

inibir a formacg&o de hemozoina.****?

Adicionalmente, as HEFLECINs revelaram ter também potente ag&o in vitro contra
formas hepéticas de P. berghei, 0 que constituiu uma revelacdo sem precedentes para
derivados ou andlogos da CQ. Os mesmos autores sintetizaram um conjunto adicional
de compostos estruturalmente relacionados com as HEFLECINs, com vista a
estabelecer relagcbes de estrutura-atividade (SAR, structure-activity relationships),
constatando que (Figura 9): *®

® o tamanho ideal do espagador alquilico € de 4 carbonos;

(ii) a substituicdo no grupo cinamoilo ndo influencia de forma significativa a
atividade antimalarica, ainda que paregcam preferidos grupos
monossubstituidos na posicao para,;

(iii) é preferida uma ligacdo amida a uma ligacdo éster entre o espacador e 0
grupo cinamoilo;

(iv) 0 nucleo de 4-amino-7-cloro-quinolina € essencial para a preservacao da
atividade antimalarica dual (isto €, contra formas sanguineas e hepaticas);

(v) a remocdo do atomo de cloro do nucleo acima referido leva a uma

diminui¢cdo substancial da atividade.
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Fig. 9: Estrutura geral dos derivados HEFLECINs

Este trabalho abriu novas perspetivas ao nivel da “reciclagem” de farmacos
antimalaricos classicos, nomeadamente, da CQ, com vista a producéo, a baixo custo,

de novos protétipos antimaléricos de acéo dual.

A QCR é o exemplo mais emblematico de acridinas antimalaricas, tendo também
sido utilizado como agente anti-bacteriano,** anti-tumoral,”® anti-helmintico e
fungicida.*® Devido a este amplo leque de aplicacdes, a QCR tem sido alvo de estudos
de natureza diversa, salientando-se, no ambito desta dissertacédo, alguns dos que se

centraram na modificacdo quimica da QCR visando novos prototipos antimalaricos.

Prajapati e colaboradores mostraram que a substituicdo da cadeia alifatica da
QCR por estruturas do tipo B-benzoestireno (Esquema 1) permitiu preservar a
atividade antimalarica e especificidade em alguns casos.*’ Apesar da sintese destes
compostos ser simples, iniciando-se pela preparacdo do nuacleo 6,9-dicloro-2-
metoxiacridina, e posterior reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica (SyAr) com o
B-(4-aminobenzoil)estireno, 0s compostos mais ativos contra a fase sanguinea do

parasita apresentaram valores de ICs, apenas razoaveis, entre 0,30 e 0,52 uM.
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Esqguema 1: Rota geral de sintese dos derivados da QCR com estruturas do tipo 3-benzoestireno. Condig¢des
reacionais: (I) K,CO3/Cu/ pentanol, 5 h sob refluxo; (Il) POCI; sob refluxo por 6 h (III) HCI, etanol, 110 °C durante 8 h;
(IV) hidréxido de sédio, metanol, Tam, 8-12h.%

Guetzoyan et al. sintetizaram analogos da QCR por ligacdo de diferentes cadeias
alifaticas ao nucleo de 6-cloro-2-metoxiacridina, através de um Unico passo reacional
(SNAY). Sintetizaram, também, um analogo cujo nucleo de acridina era desprovido dos
substituintes metoxilo e cloro, respetivamente, nas posi¢des 2 e 6, para avaliar o efeito
da remocdo destes substituintes na atividade antimalarica. Este estudo permitiu
constatar que (i) os referidos substituintes sdo importantes para a preservacao de
atividade antimalarica contra estirpes resistentes de P. falciparum, e (ii) tal atividade
requer a presenca de grupo terminal protonavel na cadeia alifatica. Na figura 10 esta
representado o composto que apresentou maior atividade contra uma estirpe sensivel
(3D7) a CQ, (ICs 42 nM) e trés estirpes resistentes a CQ, nomeadamente, W2 (ICs
0,25 puM), FCR3 (ICs 0,33 pM) e Brel (ICs, 0,28 pM).*®

/\/NH3
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\ h
Z
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Fig. 10: Estrutura quimica do melhor dos derivados da QCR, desenvolvidos por Guetzoyan et al. “°
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Yu et al. ampliaram o estudo com derivados semelhantes aos anteriores,
desenvolvendo compostos a cuja cadeia alifatica (n = 1, 2 ou 3, Esquema 2) foram
adicionados grupos heterociclicos terminais. A rota sintética adotada envolveu varios
passos reacionais, comecando pela conjugacdo dos sistemas heterociclicos as
cadeias alifaticas, e posterior introdu¢do da estrutura resultante no ndcleo da QCR
(Esquema 2). Os autores do estudo concluiram que o aumento da cadeia alifatica (n
crescente) conduzia a uma diminuicdo da atividade, ao passo que pouca diferenca
houve entre os derivados mais ativos (n=1) contendo um grupo terminal piperazina ou
pirrolidina (ICso, respetivamente, de 250 e 260 nM contra uma estirpe de P. falciparum
resistente & CQ, cujo ICs, contra a mesma estirpe foi de 460 nM).*
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Esquema 2: Rota geral de sintese dos derivados com melhor atividade preparados por Yu et al.*’

Mais recentemente, Pérez et al., na sequéncia dos bons resultados obtidos com o0s

analogos N-cinamoilados da CQ ja referidos na seccdo anterior,** *°

prepararam
anélogos da QCR por conjugacdo de grupos cinamoilaminobutilo com o ndcleo de 9-
aminoacridina (8, Esquema 3); em termos praticos, estes autores usaram como
material de partida a 9-cloroacridina, que fizeram reagir com butano-1,4-diamina,
(SNAr), seguindo-se a condensacao do grupo amino primario do produto obtido com

um é&cido cinamico apropriado (Esquema 3). *°
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Ainda que o0s compostos mais ativos tenham exibido uma atividade que né&o
ultrapassou a da propria CQ (ICsp 126 — 145 nM) contra formas sanguineas da estirpe
de P. falciparum W2 (parcialmente resistente a CQ), verificou-se que apresentavam
atividade contra formas hepéticas de P. berghei.®® Tal constituiu um resultado sem
precedente, na medida em que a QCR esta descrita como desprovida de atividade
contra formas hepéticas dos Plasmodia.>® Por outras palavras, o composto com
melhor razéo citoxicidade/atividade apresentou uma atividade na fase sanguinea (ICso
138 nM) semelhante & da CQ, e uma atividade na fase hepatica (ICs 3,2 uM)
aproximadamente trés vezes superior a da PQ (ICs, 8 pM), que € o farmaco de

referéncia nessa fase.
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Esquema 3: Sintese de analogos da QCR (8) previamente descritos por Pérez et a
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Verificou-se, também, que as 9-[N-(N-cinamoil)aminobutillJaminoacridinas descritas
no mesmo estudo ndo apresentaram qualquer atividade na inibicdo da formacéo da
hemozoina; assim, os autores avangaram a hipotese de intercalacdo com o ADN
parasitario na base do mecanismo de acdo antimalarica dagueles compostos, nao
descartando, porém, a possibilidade de estarem em jogo outros alvos anteriormente
sugeridos para as acridinas, como a topoisomerase Il ou o complexo bcl
mitocondrial.*® Este trabalho veio reforcar que, & semelhanca do que 0 mesmo grupo

verificou para analogos N-cinamoilados da CQ,** *®

o desenvolvimento de analogos N-
cinamoilados da QCR podera conduzir a novos protétipos de acdo dual contra a

malaria.
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Este trabalho teve como objetivo geral a sintese de derivados de
9-aminoacridinas e 4-aminoquinolinas como potenciais protétipos antimalaricos, na
continuidade de um projeto de investigacdo coordenado pela Professora Doutora
Paula Alexandra de Carvalho Gomes (orientadora desta Dissertacdo), do
Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do
Porto e do Centro de Investigacdo em Quimica da mesma Universidade, e em que
também participam a Doutora Catia Andreia da Silva Teixeira (co-orientadora desta
Dissertacao), e a doutoranda Bianca Celidet Pérez de Lucani.

Os objetivos especificos deste trabalho de Dissertacéo foram os seguintes:

(i) otimizacdo da sintese de uma 9-aminoacridina ja anteriormente descrita, a
9-{N-[N-(p-metoxi)cinamoillaminobutil}aminoacridina (9, Figura 11);

(ii) sintese, purificagdo e caracterizagdo estrutural de uma nova familia de
derivados 4-aminoquinolinicos (10a-i, Figura 11) analogos da CQ;

(iii) sintese, purificagdo e caracterizagdo estrutural de uma nova familia de
derivados 9-aminoacridinicos (11a-f, Figura 11) analogos da QCR,;

(iv) avaliacdo da inibicdo da formac@o de hemozoina in vitro por acdo dos
novos compostos referidos nos dois pontos anteriores (compostos 10a-i e
11a-f).
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Fig. 11: Compostos alvo de estudo no dmbito da presente Dissertacéo.
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A selecdo dos novos compostos-alvo, 10a-i e 1la-f, teve por base anteriores

resultados obtidos pelo grupo de investigacéo, ja referidos no Capitulo anterior. Assim:

i) a familia de 4-aminoquinolinas 10a-i foi planeada de forma a que se possa
testar o efeito, na atividade antimalarica, da substituicdo do grupo cinamoilo
existente nas HEFLECINs (7, Figura 8) por diferentes grupos alcanoilo e
alcenoilo; portanto, comparativamente as HEFLECINs 7, mantém-se

inalterados o nucleo de 4-amino-7-cloroquinolina e o espacador de 4 carbonos;

i) a familia de 9-aminoacridinas 1la-f foi concebida por analogia as 9-
aminoacridinas 8 (Esquema 3), pretendendo-se avaliar o efeito da introducéo
dos substituintes 2-metoxilo e 6-cloro no nicleo de acridina na atividade
antimalarica; assim, foram selecionadas como molde as 9-aminoacridinas 8 de
atividade mais promissora, sintetizando-se as suas analogas por substituicdo
do nucleo de acridina pelo nucleo de 6-cloro-2-metoxiacridina, mantendo a

restante estrutura inalterada.

Os novos compostos produzidos serdo oportunamente avaliados quanto a sua
atividade in vitro contra formas hepaticas e formas sanguineas do Plasmodium, em
colaboragao, respetivamente, com o Instituto de Medicina Molecular da Faculdade de
Medicina da Universidade de Lisboa, e com o Instituto de Higiene e Medicina Tropical
da Universidade Nova de Lisboa.
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A semelhanca do anteriormente descrito para as HEFLECINs (7) e seus analogos
de acridina, 8, a rota de sintese dos compostos 9, 10a-i e 11a-f foi delineada conforme
se apresenta no Esquema 4: partiu-se do derivado heterociclico relevante, possuindo
um substituinte cloro na posicédo a modificar, ou seja, partiu-se de 9-cloroacridina, 4,7-
dicloroquinolina e 6,9-dicloro-2-metoxiacridina para a sintese de, respetivamente, 9,
10a-i e 11a-f. O reagente de partida foi submetido a uma SyAr, usando butano-1,4-
diamina como nucledfilo, para se obter, conforme o caso, 9-(N-
aminobutil)aminoacridina (12), 4-(N-aminobutil)amino-7-cloroquinolina (13) ou 9-(N-
aminobutil)amino-6-cloro-2-metoxiacridina  (14); cada um destes derivados
aminobutilados reagiu, posteriormente, com o acido carboxilico apropriado (na
presenca de um agente de condensacao in situ) ou com um derivado reativo do acido

carboxilico relevante (cloreto de 4cido).
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Esquema 4: Rota geral de sintese dos compostos em estudo na presente Dissertacéo.
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As reacdes de substituicdes nucledfila em sistemas aromaticos ocorrem por um
mecanismo de adi¢do-eliminacdo. Este mecanismo (Esquema 5) processa-se em dois

passos: (i) o nucledfilo é adicionado ao halogento de arilo, seguindo-se (i) a
eliminac&o do halogeneto (grupo de saida).>

SEADED
Adigao Eliminagdo
/ / GEA/ / GEA/ /

GEA

Esquema 5: Mecanismo geral de uma SyAr (Y= nucledfilo; X= grupo de saida; GEA= grupo eletroatrator)

De um modo geral, os anéis arométicos ndo sdo propensos a sofrer substituicbes
nucledfilas, dada a elevada densidade eletronica associada aos eletrdes =
deslocalizados sobre os anéis. No entanto, quando esses anéis possuem substituintes
atraidores de eletrdes, ou quando existe um heteroatomo eletronegativo incorporado
no anel aroméatico, a ocorréncia de uma substituicao nucledfila podera estar facilitada.
Um exemplo simples deste Ultimo caso € o da piridina, cujo carater nucleofilo é
significativamente inferior ao do benzeno, devido a elevada eletronegatividade do
atomo de azoto inserido no anel heteroaroméatico; assim, torna-se mais facil realizar
uma SyAr sobre um anel de piridina do que sobre um anel de benzeno. Da mesma
forma, o forte carater eletroatrator do grupo nitro faz com que seja mais facil a

ocorréncia de uma SyAr no nitrobenzeno do que no benzeno.

37
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No caso particular deste trabalho, comecgou-se por realizar uma SyAr sobre a
4,7-dicloroquinolina, usando butano-1,4-diamina como nucledfilo (Esquema 6); neste
caso, o ataque nucleofilico ocorre preferencialmente no carbono 4 do anel quinolinico,
dado ser este o carbono mais eletrofilico, por estar simultaneamente ligado a um
atomo de cloro (que sera o grupo de saida) e em posi¢do para relativamente ao azoto
do anel heterociclico.
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Esquema 6: Mecanismo de SyAr na 4,7-dicloroquinolina, usando butano-1,4-diamina como nucledfilo.
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A reacgédo entre a 4,7-dicloroquinolina e a butano-1,4-diamina (Equacé&o 1) ocorreu
a uma temperatura de 100 °C durante 3 horas, de acordo com a metodologia ja

utilizada por Pérez et al.*?

A reacao ocorreu sem problemas e com elevado rendimento
(85%), o que se pode considerar como demonstrativo do bom carater nucledfilo da
diamina e de que o sistema heteroaromético usado esta suficientemente ativado para

sofrer a SyAr desejada.

NH,
cl HN /\/\/
h /\/\/ NH, 100°C » N
+ HoN 3h
=
Cl N cl N/
4,7-dicloroquinolina a3)
Equacéo 1

O produto obtido, 13, apresentou-se como um sélido branco, cujo ponto de fusdo e
dados espetroscépicos, obtidos quer por espetrometria de massa (ESI-IT MS), quer
por Ressonancia Magnética Nuclear de protdo (RMN-'H) e de carbono (RMN-'3C),

estavam de acordo com dados anteriormente publicados para o mesmo composto.*
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A reacdo entre um &cido carboxilico e uma amina, a temperatura ambiente e na
auséncia de outros agentes, conduz a formacdo do correspondente carboxilato de
amaonio numa reagado acido-base. No entanto, se a amina for priméria ou secundaria, e
a reacao for realizada a elevada temperatura, ou se forem usados derivados reativos
dos acidos carboxilicos (por exemplo, halogenetos de alcanoilo ou anidridos), forma-
se uma amida, por um mecanismo de adicdo-eliminacdo (condensac&o).”® Os
derivados reativos dos acidos carboxilicos podem ser formados in situ, mediante
adicdo de agentes de ativacdo, acoplamento ou condensacao. Estes agentes reagem
prontamente com o acido carboxilico, transformando-o num derivado reativo cujo
carbono carbonilico ser4 mais eletréfilo que no acido carboxilico de partida e estara
ligado a um grupo X que se comporta como melhor grupo abandonante que o —OH do

grupo carboxilico original (Esquema 7).

( (0]
)J\ ativagdo do dcido
R; OH

Esquema 7: Mecanismo geral de formagé&o de uma ligacdo amida mediante ativacéo in situ do &cido carboxilico.
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O desenvolvimento de agentes de condensacdo in situ foi grandemente
impulsionado, a partir de meados do século XX, devido a intensa procura de métodos
suaves e eficazes de sintese quimica de péptidos e proteinas, que podem ser vistas
como poliamidas resultantes da condensacdo sequencial entre a-aminoacidos. Os
primeiros agentes de acoplamento in situ desenvolvidos com este fim foram as
carbodiimidas, de que é exemplo a diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), ainda utilizada
pela sua eficacia e baixo custo. A utilizacdo da DCC como agente de condensacgéo
tem a vantagem de envolver a formacéo de diciclo-hexilureia (DCU) como produto
lateral (Esquema 8), cuja formacdo é termodinamicamente favorecida (favorecendo,
portanto, a reacdo de condensacdo no sentido da formacdo da amida) e cuja baixa
solubilidade na maioria dos solventes organicos correntes facilita a sua eliminacéo, por
filtracdo. No entanto, quando a amina ndo tem carater nucleofilico pronunciado, ou
seja, quando o seu ataque a O-acilisoureia intermediaria é muito lento, ocorre
preferencialmente a formagdo de uma N-acilureia, por ataque nucleofilico
intramolecular do azoto iminico ao carbonilo ativado (Esquema 8).>* Tal constitui um
problema, pois a N-acilureia € muito estavel, impedindo, portanto, a formagédo da
amida desejada. Este problema pode ser minimizado por combinacdo da carbodiimida
com um nucledfilo auxiliar como o 1-hidroxibenzotriazole (HOBt), que reage
prontamente com a O-acilisoureia, resultando um éster de benzotriazolilo; este, sendo
mais estavel que a O-acilisoureia, é ainda suficientemente reativo para sofrer o ataque
nucleofilico por parte da amina. Adicionalmente, em sintese peptidica, o HOBt tem a
vantagem de diminuir o risco de epimerizacdo do carbono do aminoéacido ativado,

dado o seu carater ligeiramente acidico.>* >
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Esquema 8: Formagao de uma amida mediada por DCC como agente de ativacdo do acido carboxilico; ilustra-se o
mecanismo geral via O-acilisoureia (via da direita, a preto), bem como a conversao indesejavel desta numa N-acilureia

(via da esquerda, a preto) e 0 uso combinado de DCC com HOBt, para evitar esse problema (via central, a azul).>*

Outros agentes de condensacdo muito utilizados, e que se popularizaram a partir
dos anos 1980, sdo os sais de aminio como o tetrafluoroborato ou o hexafluorofosfato
de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio, respetivamente, TBTU ou HBTU. O
uso destes agentes de condensacgdo ndo requer a utilizacdo de nucledfilos auxiliares,
na medida em levam a formacédo de HOBt in situ, com a subsequente formacédo do
éster de benzotriazolilo, a semelhanca do que acontece quando se combina HOBt com
carbodiimidas (Esquema 8). No entanto, o uso de sais de aminio requer a adicdo de
aminas terciarias como a N-etil-N,N-diisopropilamina (DIEA), para desprotonacao do
acido carboxilico (Esquema 9). Regra geral, os sais de aminio sdo agentes de
acoplamento eficazes e pouco problematicos, mas quando a condensacdo tem que
ser prolongada devido a uma baixa nucleofilicidade da amina, ha o risco desta ser

guanidilada (Esquema 9), diminuindo o rendimento da condensacéo.>
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Esquema 9: Formagédo de uma amida mediada por um sal de aminio (no TBTU, X=BF,; no HBTU, X'=PFg) como
agente de ativacdo do &cido carboxilico; ilustra-se o mecanismo geral (via da direita, a preto), bem como a guanidilagao

indesejavel da amina (via da esquerda, a azul).*®

Para ultrapassar o problema da guanidilacdo, podem ser utilizados sais de
fosfonio, como o hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris(pirrolidin)fosfonio
(PyBOP) ou o hexafluorofosfato de 7-azabenzotriazol-1-iloxi-tris(pirrolidin)fosfénio
(PyAOP), sendo este mais eficiente que o anterior. O mecanismo de condensagao
mediado por estes sais de fosfonio é semelhante ao dos sais de aminio, sendo o
componente carboxilico primeiramente desprotonado pelo uso de uma base como a

DIEA e de seguida ativado in situ para gerar o éster de benzotriazolilo (Esquema 10).
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Esquema 10: Formagao de uma amida mediada por um sal de fosfénio (no PyBOP, X=CH; no PyAOP, X=N) como
agente de ativacdo do acido carboxilico; ilustra-se o mecanismo geral via éster de benzotriazolilo.

No ambito deste trabalho, foi geralmente usado o TBTU para promover a reagdo
final de condensacgédo, tendo-se ocasionalmente testado a utilizagdo do PyBOP e do
PyAOP, ou o uso de derivados de acidos carboxilicos (cloretos de acido), com vista a
otimizacdo do rendimento de algumas das condensacdes realizadas.
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A sintese da maioria dos novos analogos de CQ, nomeadamente, dos compostos
10a-g, foi realizada por condensagdo do composto 13 com diferentes acidos
carboxilicos, de acordo com a equacgdo quimica geral acima representada (Equacao
2). As reacgdes foram realizadas ao longo de um dia, a temperatura ambiente e
usando-se TBTU como agente de condensagéo e N,N-dimetilformamida (DMF) como
solvente. De uma forma geral, o seguimento das reacfes por cromatografia liquida em
camada fina (CCF) mostrou tratarem-se de reagdes “limpas”, ou seja, sem formacao
significativa de produtos secundarios, o que simplificou a purificagdo dos produtos-
alvo, realizada por extracao liquido-liquido, seguida de cromatografia liquida em
coluna de gel de silica.

Conforme se ilustra na Tabela 1, os produtos desejados foram obtidos com
rendimentos razoaveis a bons, e elevados graus de pureza, estes determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Apenas se salienta o mais baixo
rendimento obtido para o produto 10a, cuja maior solubilidade em agua, em
comparagdo com os restantes, levou a que parte dele se perdesse na fase aquosa,
aquando das extracdes liquido-liquido. Tentou-se, sem sucesso, contornar este

problema de duas formas distintas:

a) substituicdo do TBTU por PyBOP, de modo a se ter uma mistura reacional
mais simples e assim se poder prescindir da etapa separativa por extracdo
liquido-liquido; no entanto, este procedimento ndo permitiu separar o
produto-alvo do excesso de DIEA presente na mistura reacional, dado co-

eluirem em diferentes sistemas de eluentes;
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b) reacdo direta entre o componente amino (13) e o 4cido acético a 120 °C, na

presenca de filiros moleculares de 3 A e na auséncia de solvente, de

acordo com o método descrito por GooRen et al;*® apds algumas horas sem

ser detetada a formacdo de produto, adicionou-se um pequeno volume de

DMF, mas nao se obteve melhor resultado.

A caracterizaco estrutural dos compostos isolados, por ESI-IT MS e por RMN (*H

e *C), permitiu identificA-los como sendo os produtos-alvo, de acordo com os dados

espectroscopicos descritos detalhadamente na Parte Experimental. A titulo de

exemplo, apresentam-se 0s espetros obtidos (Figuras 12 a 15) para o composto 10d,

que resultou da condensacéo de 13 com acido pentandico (ou valérico).

Tabela 1: Dados gerais da sintese dos compostos 10a-g

Massa Ponto de
Produto- MM Rendimento final Pureza* fus3o Aspeto
alvo (g.mol?) (%) obtida (%) o P
(mg)
10a 291,78 18,9% 22,4 92,74 168-176
10b 305,80 42.2% 52,3 94,92 175-184
10c 319,83 54,1% 73,6 94,51 174-181 S6id
6lido
10d 333,86 57,1% 87,7 96,81 158-165
Branco
10e 333,86 83,3% 112,4 94,23 146-154
10f 333,86 68,5% 96,0 93,21 160-167
10g 387,83 55,5% 21,7 97,21 156-160

*Determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com gradiente de eluicio entre 10 e 70% de

acetonitrilo (ACN) em agua, ao longo de 25 minutos; fluxo de ImL.min™ e detec&o a 260nm.

Como se pode ver na Figura 12, o espetro de ESI-IT MS do produto 10d apresenta

0 pico-base a ™/, 334,40, o que é compativel com o ido quasi-molecular (MH") do

produto esperado, cuja massa exata é 333,16 unidades de massa atémica (u.m.a.). E,

ainda, possivel observar um pico minoritario a "/, 666,67, compativel com o ido

molecular de um dimero de 10d (M,").
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Fig. 12: Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do composto 10d.

O espetro de RMN-'H do composto 10d esta reproduzido na figura 13 (ampliacéo
da zona entre 5,0 e 9,0 ppm na Figura 14), sendo possivel confirmar a presenca: (i)
dos protbes do anel quinolinico, Ha,b,d,e,g, entre 6,351 e 8,457 ppm; (ii) dos protdes
metilénicos, quer do espacgador butilo entre a amina e a amida (Hj-Hm), quer do grupo
pentanoilo (Ho-HQq); e (iii) dos protdes metilicos, Hr, a 0,902 ppm. Também foi possivel
identificar os protées aminico e amidico, que surgiram muito préximos um do outro, a
5,920 e 6,007 ppm. As atribuigbes, multiplicidades e constantes de acoplamento
associadas a cada sinal identificado no espetro de RMN-'H, quer deste composto,
quer dos restantes da familia, encontram-se descritas com detalhe na Parte

Experimental.
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Fig. 13: Espetro de RMN-"H (400 MHz , CDCls) do composto 10d.
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Fig. 14: Espetro de RMN-"H (400 MHz, CDCls) do composto 10d no intervalo de 5,0 a 9,0 ppm.



Resultados e discuss&o | 49

Na figura 15 apresenta-se o espetro de RMN-'*C do mesmo composto, 10d, cujos
sinais se apresentaram igualmente de acordo com o esperado. Assim, observou-se (i)
0 pico correspondente ao carbono da ligacdo amida (Cn) a 173,793 ppm; (ii) os nove
picos devidos aos carbonos do anel quinolinico (Ca-Ci), entre 151,102 e 98,791 ppm;
(iii) os sete picos correspondentes aos carbonos metilénicos (Cj-Cm e Co-Cq), entre
43,158 e 22,384 ppm; e (iv) o pico devido ao carbono metilico (Cr), a 13,766 ppm.
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Fig. 15: Espetro de RMN-"*C (100 MHz, CDCls) do composto 10d.
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/\/\/ NHa s
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10i R/\)J\o/\CH3

13) 10)

Equagdo 3

A sintese dos analogos de CQ 10h,i foi abordada de forma ligeiramente diferente a
atras descrita, na medida em que ndo se fez reagir o composto 13 com &acidos
carboxilicos, mas antes com o0s correspondentes cloretos de &cido, disponiveis
comercialmente. Assim, ndo foi necesséario o recurso a um agente de acoplamento
para ativacdo in situ do grupo carboxilico, tendo-se comecado por realizar a
condensacao entre 13 e cada cloreto de acido na presenga de carbonato de potassio e
de 1,4,7,10,13,16-hexaoxaciclooctadecano (éter 18-coroa-6), usando tetra-hidrofurano
(THF) como solvente (Equacdo 3). No entanto, ndo se obteve os resultados
desejados, dado que, nestas condicbes, a formacdo dos produtos-alvo ou néo foi
sequer detetada (10h), ou ocorreu em extensao quase desprezavel (10i, detetado em
quantidade vestigial por ESI-IT MS). Perante este resultado, optou-se por testar o uso
de outras bases e solventes (Tabela 2), de acordo com um trabalho anteriormente

descrito por Zhang et al.>” Tal permitiu observar que:

(i) é possivel obter o produto-alvo 10h, ainda que em rendimento modesto
(27,2%), por substituicdo do par K,COs/ éter 18-coroa-6 por carbonato de
césio, mantendo-se THF como solvente;

(i) o rendimento da sintese de 10h, referida na alinea anterior, é
substancialmente melhorado (57,2%), se o solvente THF for substituido por
DMF;

(iii) da mesma forma que em (ii), o0 melhor resultado de sintese de 10i, dentro das
condicbes testadas, foi aquele em que se usou Cs,CO; como base e DMF
como solvente;

(iv) a substituicdo do par Cs,COs/DMF por trietilamina/diclorometano (EtsN/DCM)
conduz a piores resultados, ou seja, ndo permite detetar a formacéo de 10h e

leva a uma diminuic&o do rendimento de sintese de 10i.
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As estruturas dos anélogos de CQ 10h,i foram confirmadas por ESI-IT MS, RMN-'H e

RMN-*C,
Experimental.

Tabela 2: Dados gerais sobre as diferentes abordagens a sintese dos compostos 10h,i

conforme demonstram o0s dados espetrais constantes da Parte

Produto- MM Rendimento .
.. Solvente Base Pureza PI Aspeto
alvo (g.mol™) (%) (%) (°C)
K,CO3(2,5€
THE 2CO3 ( a) i
/éter 18-coroa-6
165-
10h 343,85 DCM EtsN (2,0eq) - 100,00 71
THF 27,2% .
Cs,CO3 (2,5eq) Sdlido
DMF 57,2%
K.CO: (25 0) branco
5e
THF h2-Ea (4o e 3,3%
) /eter 18-coroa-6 189-
10i 375,85 95,89
DCM Ets;N (2,0eq) 7,0% 193
DMF Cs,CO; (2,5€q) 11,0%

* Determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com gradiente de eluicdo entre 10 e 70% de
acetonitrilo (ACN) em agua, ao longo de 25 minutos; fluxo de ImL.min” e detec&o a 260nm.
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De acordo com o que ja foi referido na apresentacdo do ambito e objetivos da
presente Dissertacdo, esta surgiu na continuidade de estudos anteriores do grupo,
centrados na criacdo de novos protétipos antimalaricos, por “reciclagem” de sistemas
heterociclicos existentes em agentes antimalaricos classicos. Neste contexto, foi
anteriormente sintetizada uma série de 9-[N-(N-cinamoil)aminobutillaminoacridinas
cuja atividade antimalarica se revelou promissora.> Por isso, foi avancada a hipétese
de se produzir, no ambito desta Dissertacdo, novos analogos potencialmente mais
ativos (1la-f), possuindo o nucleo de 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina existente na
QCR. No entanto, devido aos baixos rendimentos de sintese (2 a 22%) anteriormente
registados para as 9-[N-(N-cinamoil)aminobutiljaminoacridinas (Esquema 11), decidiu-
se comecar por tentar otimizar o rendimento de sintese de uma delas, a 9-{N-[N-(p-
metoxi)cinamoillaminobutil}aminoacridina (9), antes de se avancar para a preparacao
dos compostos 1la-f. Assim, e dado que se havia anteriormente considerado que a
SNAr seria 0 passo reacional com maior influéncia no baixo rendimento global da
sintese de 9, e dos restantes compostos da mesma série, abordou-se este passo
reacional tendo por base um método semelhante ao descrito por Anderson et al.
(Esquema 11, via a azul).”® Neste método, procede-se a prévia ativacdo da
cloroacridina com fenol, na presenca de dimetilsulféxido (DMSO) anidro, Cs,CO; e
filtros moleculares de 3 A, durante 2 h e a 100°C; s6 depois se adiciona a amina,
deixando-se reagir por mais 3 h. Segundo os autores, estas condi¢des de pré-ativagédo
permitem evitar a formacao concorrente de acridonas, tendo-se reacdes de SyAr mais
limpas e de maior rendimento. Efetivamente, a aplicacdo deste método a sintese de 9
permitiu verificar, por CCF, que o passo de SyAr se apresentava mais limpo, pelo que
se avangou de imediato para o passo de condensag¢do com o acido p-metoxicinamico,

ativado in situ com TBTU, como anteriormente descrito.*
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/\/\/NH2
Cl HN
Diaminobutano (10eq);
X 100°C; 3h AN
=
= 1) Fenol (5eq); Cs,CO; (leq) =
N DMSO; 2h 100°C N

2) Diaminobutano (10eq);
100°C; 3h

R
s
N N N AN
SO
P
N
Esquema 11: Método de sintese anteriormente utilizado para sintese de derivados 9-[N-(N-cinamoil)-

aminobutillaminoacridina ** e método ja descrito por Anderson et al. (via azul).*®

Ainda que se tenha logrado obter o composto-alvo, como se pode verificar pelo
pico-base observado na andlise do produto por ESI-IT MS (a ™/, 426,40, compativel
com o ido quasi-molecular de 9, ver Figura 16), o rendimento global desta sintese foi
igualmente muito baixo (2,2%). Assim, optou-se por tentar otimizar também o passo de
condensacédo, substituindo-se o TBTU pelo PyAOP, conhecido pela sua elevada
eficacia.®® No entanto, tal proporcionou apenas um aumento de 3% no rendimento

global de sintese.
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AG-T12 120927154052 #8-9 RT: 0,25-0,27 AV: 2 NL: 4,53E8
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Fig. 16: Espetro de ESI-IT MS (modo positivo) da 9-{N-[N-(p-metoxi)cinamoillaminobutil}aminoacridina (9).

Perante estes resultados, decidiu-se avancar para a sintese dos compostos 11a-f,

optando-se por adotar o0 método de Anderson et al. no passo de SyAr, pelo facto de

proporcionar uma reagdo mais limpa, e por manter o uso do TBTU como agente de

ativagdo dos &cidos cindmicos no passo de condensacdo, em virtude daquele agente

ser substancialmente mais barato que o PyAOP.
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A sintese dos analogos de QCR 1la-f foi realizada de forma semelhante a

anteriormente  descrita para as  9-[N-(N-cinamoil)aminobutillaminoacridinas,

comecando-se por realizar uma reacédo de SyAr entre a 6,9-dicloro-2-metoxiacridina e

a butano-1,4-diamina, optando-se pelo método de Anderson et al., ja referido no ponto

anterior. O produto da SyAr (a 9-(N-aminobutil)amino-6-cloro-2-metoxiacridina, 14) foi

usado de imediato, sem purificacdo, no passo subsequente de condensacdo com o

acido cinamico adequado (Esquema 12). De uma forma geral, os produtos-alvo foram

obtidos e isolados com elevados graus de pureza, sendo o rendimento global das

sinteses superior ao anteriormente registado para as 9-[N-(N-

cinamoil)aminobutillaminoacridinas analogas (Tabela 3). A andlise estrutural dos

compostos por ESI-IT MS e RMN permitiu identifica-los como se tratando dos

produtos-alvo, de acordo com os dados espetroscopicos apresentados em detalhe na

Parte Experimental.

/\/\/NHz
HN

Cl

1) Fenol (5eq); Cs,CO; (leq)

(o) (¢)
O \ h DMSO; 2h 100°C A o~
/ 2) Diaminobutano (10eq);
al N ) Diaminobutano (10eq) N/

100°C; 3h Cl

R
N
I N e ~
O o
7 R: p-(CHj; F; Cl; Br; OMe; iPr)

cl N
(11a-f)

Esquema 12: Esquema geral de sintese dos analogos da quinacrina (11a-f).
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Tabela 3: Dados gerais da sintese dos compostos 11a-f.

Massa
Pr;hc/ig;o- @ _'\rﬁ'\éll.l) Rendimento % ofti)?iaclila %Pureza* (Eé) Aspeto
(mg)
11a 473,99 16,7% 45,4 94,11 79-87
11b 477,96 26,7% 44,9 97,04 84-87
11c 494,41 24,9% 88,6 98,42 79-84  Solido
11d 538,86 38,8% 127,1 98,43 77-86  Laranja
11e 489,99 37,4% 79,6 95,95 79-83
11f 502,05 38,4% 99,1 97,48 87-95

* Determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com gradiente de eluicdo entre 10 e 70% de
acetonitrilo (ACN) em agua, ao longo de 25 minutos; fluxo de 1mL.min" e detec&o a 260 nm.

A titulo de exemplo, apresenta-se a caracterizacdo estrutural da 9-{N-[N-(p-
isopropil)cinamoillaminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina (11f), que se obteve com
um rendimento global de 38,4%. O espetro de ESI-IT MS (Figura 17) deste composto
apresentou um pico-base a ™/, 502,47, compativel com o ido quasi-molecular (MH") de
11f (cuja massa exata é 501,22 u.m.a.), e um pico de menor intensidade a "/, 1002,33,

compativel com o ido molecular de um aduto dimérico (M.").
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Fig. 17: Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) da 9-{N-[N-(p-isopropil)cinamoil]Jaminobutil}amino-6-cloro-2-
metoxiacridina (11f).

No espetro de RMN-'H (figura 18) do composto 11f, é possivel confirmar a
presenca: (i) dos protdes do anel acridinico, Ha,b,f,g,i, dos protdes vinilicos Hs,t e dos
protdes benzénicos Hv,w, entre 6,459 e 7,986 ppm; (ii) dos protbes metilénicos do
espacador butilo entre a amina e a amida (Ho-Hr); (iii) dos protdes metilicos do
substituinte da acridina, Hn, a 3,849 ppm; e (iv) dos protdes Hz e Hx, a 1,221 ppm e
2,854 respetivamente. Também foi possivel identificar um singleto largo a 6,694 ppm,
gue poderia corresponder a um protdo aminico ou amidico. As atribuicdes,
multiplicidades e constantes de acoplamento associadas a cada sinal identificado no
espetro de RMN-'H, quer deste composto, quer dos restantes da familia, encontram-

se descritas com detalhe na Parte Experimental.

No espetro de carbono RMN-*C (Figura 19) verifica-se: (i) o pico correspondente
ao carbono da ligacdo amida (C=0) a 174,397 ppm; (ii) os treze picos devidos aos
carbonos do anel acridinico (Ca-Cm), os quatro picos devidos ao anel benzénico (Cu-
Cy) e os dois picos correspondentes aos carbonos vinilicos (Cs, Ct), entre 100,692 e
166,683 ppm; (iii) os cinco picos correspondentes aos carbonos metilénicos (Co-Cr,
Cx) entre 49,452 e 27,108 ppm (iv) e os dois picos dos carbonos metilicos Cz e Cn a

23,763 e 55,772 ppm respectivamente.
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Fig. 18: Espetro RMN-"H (CDCl3, 400 MHz) da 9-{N-[N-(p-isopropil)cinamoiljaminobutil}amino-6-cloro-2-

metoxiacridina (11f).
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Fig. 19: Espetro RMN-"*C (CDCls, 100 MHz) da 9-{N-[N-(p-isopropil)cinamoilJaminobutil}amino-6-cloro-2-

metoxiacridina (11f).
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Com o intuito de se tentar distinguir se o singleto largo, observado a 6,894 ppm no
espetro de RMN-'H do produto 11f, pertencia ao protdo aminico ou amidico, procedeu-
se a uma andlise de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa
distancia, HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Apresenta-se, na figura
20, uma ampliagéo da zona do espetro de HMBC onde se observa o singleto largo em
correlagdo com o carbono amidico, demonstrando que o referido singleto se deve ao
protdo da amida. Portanto, constatou-se que o sinal ausente no espetro de RMN-'H de
11f, e também nos espetros de RMN-'H dos restantes compostos 11, é o do prot&o

aminico.

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t2)

Fig. 20: Espectro de HMBC do composto 9-{N-[N-(p-isopropil)cinamoillaminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina
11f).
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Foi realizada uma derradeira tentativa de aumentar o rendimento global de sintese
dos anélogos de QCR 1la-f, usando-se a sintese do composto 11le como modelo.
Assim, estudou-se se o rendimento global da preparacdo de 1le seria aumentado por
utilizacdo do cloreto de p-metoxicinamoilo no passo de condensacdo, em vez de
recorrer a ativacao in situ do acido p-metoxicindmico com TBTU, na presenca de
DIEA. A semelhanca do anteriormente descrito para os analogos de CQ, 10h,i, foram
testadas diferentes condicbes de reacdo, essencialmente por variagdo da base
(Esquema 13). De acordo com os dados constantes da Tabela 4, foi possivel verificar
gue: (i) a implementacao do método ja aplicado aos analogos da CQ (10h,i) utilizando
carbonato de césio e solvente DMF ndo proporcionou o aumento do rendimento de
sintese deste derivado; (i) a alteracdo da base carbonato de césio para
hidrogenofosfato de sddio ndo apresentou melhor resultado. Assim, nenhuma das
sinteses de 11le envolvendo a condensacgéo de 14 com cloreto de p-metoxicinamoilo
conduziu a um rendimento maior que o anteriormente obtido por ativagdo in situ do

acido p-metoxicinamico.

N

NN
HN/\/\/ ° HN
o o. o
X ™~ a e Base A ™~
+ DMF 3h o
cl N/ 0/ cl N

(11e)

NH,

a4)

Esquema 13: Sintese do composto 11e por condensacdo de 14 com cloreto de p-metoxicinamoilo, em DMF, usando
diferentes bases.

Tabela 4: Dados gerais sobre as diferentes abordagens a sintese do composto 11e.

Produto-alvo Solvente Base Rendimento Aspeto

Na,HPO, (2,5 eq) 14,8% Sélido
Cs,CO; (2,5 eq) 19,6% laranja

1le DMF
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Os compostos sintetizados no ambito deste trabalho foram avaliados in vitro
guanto a sua capacidade de inibir a formagdo da hemozoina, dada a sua analogia
estrutural com farmacos antimalaricos conhecidos por (CQ), ou suspeitos de (QCR),
possuir tal capacidade. O teste foi realizado de acordo com uma metodologia

€0. 61 conforme descrito em detalhe na Parte

anteriormente reportada na literatura,
Experimental (seccdo 5.4; representada no esquema 14) e na qual a percentagem
inibitéria normalmente exibida pela CQ, farmaco de referéncia, ronda os 96%. Neste
tipo de ensaio, consideram-se ativos compostos com taxas de inibicdo iguais ou
superiores a 50%, sendo obviamente mais ativos aqueles que mais se aproximem de
uma taxa de inibicdo de 100%. Os resultados obtidos apresentam-se na Tabela 5;
como se pode verificar, nenhum dos compostos tem poder inibitério comparavel ao do
farmaco de referéncia (CQ), havendo apenas quatro analogos da CQ e dois analogos
da QCR capazes de inibir parcialmente a formagdo de hemozoina, com taxas que
rondam os 50%. No que diz respeito aos analogos da CQ, apenas se mostraram
modestamente ativos 0s que possuiam um grupo alcanoilo, parecendo haver uma
correlacd@o entre a taxa inibitoria exibida e a ramificacdo desse grupo. N&o foi possivel
extrair qualquer correlacéo entre estrutura e atividade para os dois Unicos analogos da

QCR que exibiram alguma atividade.

Adigdo de:

50,0 pL de solugio de Hemina
+

100,0 uL de solucdo tampdo pH 4,4
+

50,0 pL de solugdo da droga a testar

Placa de 96 Pogos

J

37 °C durante 48h

J

Centrifugagdo a 3000 rpm (15 min) e o sobrenadante ¢ eliminado
+

Lavagem dos critais com DMSO

J

Dissolvem-se os cristais em NaOH (0.2M)

J

Dilui¢ao a NaOH (0.1M)

Esquema 14: Metodologia de testes de inibicdo de formagdo de hemozoina.
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Tabela 5: Resultados do teste de inibicdo de formagao de hemozoina.

Composto Taxa de inibig&o (%)
10a 57%
10b 44%
10c 47%
10d 53%
10e -
10f -
10g -
10h -
10i -
1la 50%
11b -
1lc -
11d -
1le 45%
11f -
cQ 97%

E de salientar que o teste in vitro realizado envolve varias operagdes técnicas cuja
execucgdo tem que ser extremamente cuidada e o mais similar possivel entre ensaios,
sendo a qualidade dos resultados e respetiva reprodutibilidade altamente dependentes
da experiéncia do operador. Estas limitacdes foram ja detetadas por outros grupos de

6263 & levam a que devamos olhar para os resultados obtidos com

investigacao,
alguma precaucgéo. No entanto, os cuidados tomados, bem como a inclusdo, em todas
as placas de ensaio, de controlos negativos (DMSO, agua e solucdo tampdao) e o
controlo positivo (farmaco de referéncia, CQ) permitiram determinar as taxas inibitérias

registadas com razoavel seguranca.

A dificuldade em estabelecer um método analitico répido e fiavel para a avaliacao
in vitro de potenciais inibidores da formagdo de hemozoina tem levado varios autores
a explorar novas metodologias.®® Por exemplo, Coy e seus colaboradores
demonstraram que o processo de cristalizacdo da hematina é favorecido pela
presenca de substancias lipofilicas no VD do parasita, e esse facto levou a proposta
de metodologias otimizadas com base no uso de detergentes como o Tween 80.%
Recentemente, foi proposto o uso de um detergente nao iénico, o NP-40, que revelou
ter um papel importante no processo de biocristalizagéo da hemozoina in vitro.*® Neste
método, as condic¢des in vitro parecem melhor mimetizar as condic6es de formacao de
hemozoina in vivo, dentro do VD, e podera vir a ser alvo de interesse para a re-
avaliacdo dos compostos sintetizados no ambito deste trabalho, e de outros que se

venham a produzir no grupo de investigacgao.
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Independentemente do método in vitro utilizado ter ou ndo grande rigor, é
indiscutivel o facto destes compostos néo inibirem, ou inibirem apenas modestamente,
a formacdo de hemozoina. Portanto, a comprovar-se que exibam atividades
antimalaricas significativas, serd necessario averiguar mecanismos de acao

alternativos.
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Concluséo e Perespetivas de Futuro

Pode-se dizer que os objetivos do trabalho proposto, no &mbito desta Dissertacao,
foram plenamente atingidos. Todos os compostos-alvo foram obtidos com sucesso,
sendo isolados com elevados graus de pureza e caracterizados através de técnicas
correntes de analise organica estrutural (ESI-IT MS e RMN). Os rendimentos foram, de
uma forma geral, modestos a razoaveis, logrando-se melhorar pontualmente algum

deles, apos algum esfor¢co de otimizacéo das condi¢des reacionais.

Todos 0s novos compostos foram avaliados in vitro como potenciais inibidores de
formacédo de hemozoina, revelando-se, no entanto, pouco promissores sob esse ponto
de vista. Apenas quatro analogos alcanoilo da CQ apresentaram alguma atividade,
que parece de alguma forma relacionada com a presencga de ramificacdo no grupo
alcanoilo. No caso dos analogos da QCR, apenas dois revelaram alguma capacidade
inibitéria, ainda que modesta, ndo sendo possivel extrair nenhuma correlagéo

estrutura-atividade.

A futura evolucdo deste projeto podera, eventualmente, passar pela re-avaliagéo
dos compostos através de outras metodologias de andlise da capacidade de inibi¢cdo
de formacdo de hemozoina in vitro, dado que o método utilizado tem vindo a revelar-
se pouco reprodutivel e altamente dependente da experiéncia do operador. Para além
disso, dependendo da atividade antimalarica revelada por estes compostos —

atualmente em avaliacdo em grupos de investigacao parceiros — poder-se-a justificar:

(a) a investigagdo de mecanismos alternativos de agéo antimalérica, caso esta
seja promissora; neste caso, também se justificard o avango para a
avaliacdo pré-clinica (propriedades farmacocinéticas) dos compostos mais
ativos;

(b) a concecdo de outras modificacbes estruturais centradas nos nucleos
heterociclicos da CQ e da QCR, com vista a producdo de novos analogos
eventualmente mais potentes que o0s atuais, caso as atividades
antimalaricas destes se revelem modestas; ou com vista a melhoria do
perfil farmacinético dos compostos atuais, caso sejam muito ativos mas

apresentem uma farmacocinética inadequada (ver alinea anterior).

65



Capitulo 5




Procedimento experimental | 67

Os reagentes e solventes utilizados no ambito deste trabalho foram adquiridos na
Sigma-Aldrich  (4,7-dicloroquinolina, 6,9-dicloro-2-metoxiacridina, 9-cloroacridina e
acidos carboxilicos ndo aromaticos), na Acros Organics (acidos cindmicos), na VWR
International (solventes da marca Merck, de qualidade p.a., HPLC gradient grade, ou
LC-MS grade, conforme a aplicagdo) ou na CortecNet (solventes deuterados).

No decorrer do trabalho, utilizou-se a CCF para avaliar a evolugdo da reagéo ou
mesmo a homogeneidade cromatografica do produto final. Para o efeito, utilizaram-se
placas de aluminio recobertas com gel de silica 60 F,s, da Merck (VWR International),
sendo os cromatogramas revelados por irradiagdo com luz ultra-violeta (254 nm)
utilizando uma lampada Viber Lourmat (CN-6). Adicionalmente, as placas foram
sujeitas a um método de revelacdo quimica, baseado na pulverizacdo com uma
solucdo de dicarboxidina, apdés exposicdo a atmosfera de cloro, o que permitiu
identificar compostos contendo grupos amino ou amida.

Na purificacdo de cada produto-alvo, apés uma primeira etapa de extracéo liquido-
liquido sobre a mistura reacional, realizou-se uma cromatografia liquida em coluna de
gel de silica 60 A (particulas de 35-70 um), da SDS. As colunas foram preparadas
usando-se suspensdes do gel de silica no eluente a utilizar. Os diferentes eluentes
utilizados, quer na purificacdo, quer em CCF, apresentam-se devidamente

identificados em cada caso.

As andlises de ESI-IT MS foram realizadas sobre solu¢g6es dos produtos puros em
metanol (LC-MS grade), hum equipamento Finningan Surveyor LCQ DECA XP MAX,
no Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade

do Porto.

Os espetros de RMN foram adquiridos de solugbes de composto puro em
diferentes solventes deuterados, contendo tetrametilsilano (TMS) como padréo interno,
num espetrémetro Bruker Avance Il de 400 MHz existente no Centro de Materiais da
Universidade do Porto (CEMUP).
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A pureza dos compostos foi avaliada por HPLC, num equipamento Merck-Hitachi
LaChrom Elite dotado de bomba quaternaria, injetor automatico termostatizado por
efeito Peltier e detetor de diodos. Usou-se uma coluna de fase reversa
(octadecilsilano) Purospher star RP-C18 de 125 x 4.0 mm e 5 um (diametro de
particula). Foi realizada uma elui¢cdo gradiente de 10 a 70% de ACN em &gua milipore
contendo 0,05% de acido trifluoroacético (TFA). A eluicdo decorreu a um fluxo de 1
mL/min e a detecdo foi realizada a 260 nm. As amostras foram preparadas em
acetonitrilo, sendo necessario adicionar algumas gotas de dimetilsulféxido (DMSQO) em
alguns casos, para completa solubilizagcdo do composto.

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados num equipamento de
marca Stuart Scientific SMP1.
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/\/\/NHZ
Cl N
\ /\/\/NH2 100°C \
+ HoN — >
3h
= /
“ N Cl N
4,7-dicloroquinolina Butano-l,4-diamir{all MM: 249,74 g mol !
MM: 198,05 g.mol"! MM: 88,15 g.mol a3

Num baldo de fundo redondo colocaram-se a reagir 10,0 equivalentes molares (eq)
de butano-1,4-diamina (2,225 g; 25,24 mmol) com 1,0 eq de 4,7-dicloroquinolina
(0,500 g; 2,52 mmol) deixando-se sob refluxo durante 3 h. Em seguida, apos se
arrefecer a mistura reacional a temperatura ambiente, diluiu-se com 25 mL de DCM e
lavou-se com uma solucéo aquosa de Na,COz; a 5% (trés vezes). A fase orgéanica foi
seca com Na,SO, anidro, e apos filtracdo por gravidade, foi levada a secura em
evaporador rotativo a pressao reduzida. O residuo sélido obtido apresentou-se
cromatograficamente homogéneo (huma mancha na linha de base que se revela na
dicarboxidina) e com dados espetrais (ESI-IT MS e RMN) concordantes com o

anteriormente descrito por Pérez et al.*?
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/\/\/NH2 /\/\/N R
HN HN'
o
TBTU (MM: 321,08 gmol") o
X )L ; X
+ HO R DIEA (MM: 129,24 g.mol™)
= DMF —
ol N R: - CHj ; ( MM: 60,05 g.mol™) c N
MM: 249,74 g.mol™ -CH,-CHsy; ( MM: 74,08 g.mol™") (10a-g) R:-CH;; ( MM: 291,78 gmol™)
a13) ~(CHy),-CHy; ( MM: 88,11 g.mol!) -CH,-CHj; ( MM: 305,80 g.mol ")
-(CH,);-CHy -(CH,),-CH3; ( MM: 319,83 g.mol™")
-CH,-CH(CH), (MM: 102,13 g.mol™) (CH,);-CHy;
-CH(CH;)-CH,-CHy -CH,-CH(CHj),. ( MM: 333,86 g.mol™)
-CH,-CH(CH;CF3); ( MM: 156,10 g.mol™") -CH(CH;)-CH,-CHy

-CH,-CH(CH;CF3); ( MM: 387,83 g.mol ")

A sintese dos compostos 10a-g iniciou-se pela ativagdo do acido carboxilico
relevante, colocando 1,1 eq deste a reagir com 2,0 eq de DIEA (136,5 pL; 0,80 mmol)
e 1,1 eq de TBTU (0,128 g; 0,44 mmol), em 1,0 mL de DMF, durante 10 minutos. De
seguida, adicionou-se a mistura anterior 1,0 eq de 4-(N-aminobutil)amino-7-
cloroquinolina (0,100 g; 0,40 mmol) dissolvida em 1,0 mL de DMF, e deixou-se a
reacdo a decorrer durante um dia, a temperatura ambiente. Finda a reagdo, a mistura
foi dissolvida em 25 mL de DCM e submetida a trés lavagens com 25 mL de solugéo
aquosa de Na,CO; a 5%. A fase orgéanica foi seca com Na,SO, anidro, e apos filtragdo
por gravidade, foi levada a secura em evaporador rotativo a pressao reduzida. O
residuo sélido ndo se apresentou cromatograficamente homogéneo (eluente
DCM:MeOH (8:2 v/v)), pelo que se procedeu a sua purificagdo por cromatografia
liguida em coluna de gel de silica, usando DCM:MeOH (8:2 v/v) como eluente. Cada
produto 10a-g foi isolado como um sdélido branco, e subsequentemente caracterizado
por ESI-IT MS, NMR-'H, NMR-*3C, e HPLC, sendo também medido o respetivo ponto
de fusdo. Os dados espetrais e analiticos obtidos para cada composto apresentam-se
em seguida.
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4-[N-(N-etanoil)aminobutilJamino-7-cloroquinolina (10a)

Soélido branco (22,4 mg; 18,9%); R; (DCM:
MeOH 8:2 (v/v)) 0,35; p.f. [168 °C -176 °C]

84 (400 MHz; DMSO-dg) 1,50 (m, 2H, HK):
1,65 (m, 2H, HI); 1,79 (s, 3H, Ho); 3,08 (m, 2H,
Hj); 3,29 (m, 2H, Hm): 6,51 (d, J=5,6 Hz; 1H,
Hb): 7,50 (dd, J=2,4 Hz; J=9,0 Hz; 1H, He); 7,54 (sl, 1H, -NH-Q): 7,80 (d, J=2,4 Hz; 1H,
Hg); 7,84 (sl, 1H, -NH-C=0); 8,32 (d, J=9,2 Hz; 1H, Hd); 8,40 (d, J=5,6 Hz; 1H, Ha).

Oc (100 MHz; DMSO-dg) 22,5; 25,1; 26,7; 38,1; 42,1 (Cj - Cm, Co); 96,5; 117,1; 124,2;
124,2; 126,5; 133,7; 147,8; 150,5; 150,8 (Ca - Ci); 168,9 (Cn).

C15H15CIN3O: 291,11 u.m.a; ™/, (MH") 292,40

HPLC-DAD; tg= 8,600 min (%area= 92,74%)

4-[N-(N-propanoil)aminobutillamino-7-cloroquinolina (10b)

Solido branco (52,3 mg; 42,2%); Ry (DCM:
MeOH 8:2 (v/v)) 0,41; p.f. [175°C -184°C]

Oy (400 MHz; DMSO-de) 0,97 (t, J= 7,2 Hz; 3H,
Hp); 1,50 (m, 2H, HK); 1,64 (m, 2H, HI); 2,04
(9, J=7,6 Hz; 2H, Ho); 3,08 (m, 2H, Hj); 3,29
(m, 2H, Hm); 6,50 (d, J=5,6 Hz; 1H, Hb); 7,46 (dd, J=2,0 Hz; J= 9,0 Hz; 1H, He); 7,55 (sl,
1H, -NH-Q); 7,75 (sl, 1H, -NH-C=0); 7,78 (d, J=2,4 Hz; 1H, Hg); 8,29 (d, J=9,2 Hz; 1H,
Hd); 8,39 (d, J=5,6 Hz; 1H, Ha).

5c (100 MHz; DMSO-dg) 9,9; 25,1; 26,8; 26,5; 36,0; 42,1 (Cj —Cm, Co, Cp); 98,6;
117,1; 124,2; 124,2; 126,4: 133,8; 147,8: 150,6; 150,8 (Ca —Ci); 172.8 (Cn).

Ci16H20CIN;O: 305,13 u.m.a; ™/, (MH*) 306,13; ™/, (M,") 610,80

HPLC-DAD; tg= 9,180 min (% area= 94,92%)
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4-[N-(N-butanoil)aminobutillamino-7-cloroquinolina (10c)

Solido branco (73,6 mg; 54,1%); R (DCM:
MeOH (8:2)) 0,5; p.f [174°C -181°C]

Su (400 MHz; DMSO-dg) 0,82 (t, J= 7,2 Hz;
3H, Hq); 1,49 (m, 4H, Hk, HI); 1,64 (m, 2H,
Hp); 2,02 (t, J=7,6 Hz; 2H, Ho); 3,09 (m, 2H,
Hj); 3,29 (m, 2H, Hm); 6,50 (d, J=5,6 Hz, 1H, Hb); 7,46 (dd, J=2,0 Hz; J=9,0 Hz; 1H, He);
7,53 (sl, 1H, -NH-Q); 7,77 (sl, 1H, -NH-C=0); 7,79 (d, J=2,0 Hz; 1H, Hg); 8,31 (d, J=9,2
Hz; 1H, Hd); 8,39 (d, J=5,6 Hz; 1H, Ha).

8¢ (100 MHz; DMSO-de) 13,5; 18,6; 25,1; 26,8; 37,3; 37,9; 42,1 (Cj-Cm, Co-Cq); 98,5;
117,2; 124,1; 124,2; 126,5; 133,7; 148,0; 150,5; 150,9 (Ca-Ci); 171,7 (Cn).

C17HCIN;O: 319,15 u.m.a; ™/, (MH*) 320,47; ™/, (M,") 638,60

HPLC-DAD; tz= 10,273 min (% area= 94,51%)

4-[N-(N-pentanoil)aminobutil]amino-7-cloroquinolina (10d)

Sdlido branco (87,7 mg; 57,1%); R¢
(DCM: MeOH (8:2)) 0,57; p.f [158 °C -
165 °C]

Oy (400 MHz; CDCIs) 0,90 (t, J=7,2 Hz;
3H, Hr); 1,34 (m, 2H, HQq); 1,64 (m, 4H,
Hk, HI); 1,79 (m, 2H, Hp); 2,19 (t, J= 7,6 Hz; 2H, Ho); 3,35 (m, 4H, Hj, Hm); 5,91 (sl,
1H, -NH-Q); 6,01 (sl, 1H, -NH-C=0); 6,36 (d, J=5,6 Hz; 1H, Hb); 7,33 (dd, J=2,0 Hz,
J=9,2 Hz; 1H, He); 7,92 (m, 2H, Hd, Hg); 8,45 (d, J=5,6 Hz; 1H, Ha).

Oc (100 MHz; CDCl;) 13,8; 22,4; 25,2; 27,9; 28,1; 36,5; 38,8; 43,2 (Cj-Cm, Co-Cr);
98,8; 117,2; 122,0; 125,4; 127,8; 135,2; 148,3; 150,4; 151,1 (Ca-Ci); 173,8 (Cn).

C1gH24CIN3O: 333,16 u.m.a; "/, (MH"): 334,47; "/, (M,") 666,67

HPLC-DAD; tz= 11,580 min (%area= 96,81%)
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4-[N-(N-isobutilcarbonil)aminobutillJamino-7-cloroquinolina (10e)

0 ol Sdlido branco (112,4 mg; 83,3%); R¢
W (DCM: MeOH (8:2)) 0,49: p.f [146 °C -154
o) CHj °C]

oy (400 MHz; CDCl3) 0,95 (d, J= 6,4 Hz; 6H,
Hq, Hr); 1,68 (m, 2H, Hk); 1,80 (m, 2H, Hl);
2,06 (m, 2H, Ho); 2,13 (m, 1H, Hp); 3,36 (m, 4H, Hj, Hm); 5,87 (sl, 1H, -NH-Q); 6,17 (sl,
1H, -NH-C=0); 6,36 (d, J=5,6 Hz; 1H, Hb); 7,32 (dd, J=2,0 Hz; J=9,0 Hz; 1H, He); 7,93
(m, 2H, Hg, Hd); 8,43 (d, J=5,6 Hz; 1H, Ha).

Oc (100 MHz; CDCls) 22,5; 25,2; 26,2; 28,2; 38,5; 38,8; 43,2; 46,1 (Cj-Cm, Co-Cr);
98,7;117,1; 122,1; 125,5; 127,4; 135,4; 147,8; 150,6; 150,7 (Ca - Ci); 173,2 (Cn).

Ci1sH24CIN;O: 333,16 u.m.a; ™/, (MH") 334,47; ™/, (M,") 666,73

HPLC-DAD; tz= 11,293 min (% area= 94,23%)

4-[N-(N-sec-butilcarbonil)aminobutilJamino-7-cloroquinolina (10f)

Sélido branco (96,0 mg; 68,5%); R; (DCM:
a MeOH (8:2)) 0,59; p.f [160°C -167°C]

Oy (400 MHz; CDCls) 0,90 (t, J= 7,2 Hz; 3H, HQ);
1,14 (d, J= 6,8 Hz; 3H, Hr); 1,60 (m, 6H, Hk, HI,
Hp); 2,13 (m, 1H, Ho); 3,36 (m, 4H, Hj, HmM); 5,87
(sl, 1H, -NH-Q); 6,15 (sl, 1H, -NH-C=0); 6,37 (d, J=5,6 Hz; 1H, Hb); 7,33 (dd, J=2,0 Hz;
J=9,0 Hz; 1H, He); 7,95 (m, 2H, Hd, Hg); 8,45 (d, J=5,6 Hz, 1H, Ha).

Oc (100 MHz; CDCly) 12,0; 17,6; 25,1; 27,3; 28,2; 38,7; 43,1; 43,2 (Cj —Cm, Co - Cr);
98,7; 117,2; 122,1; 125,4; 127,6; 135,3; 148,1; 150,5; 150,8 (Ca —Ci); 177,2 (Cn).

C1gH24CIN;O: 333,16 u.m.a; "/, (MH") 334,47; "/, (M,") 666,60

HPLC-DAD; tg= 11,027 min (%area= 93,21%)
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4-[N-(N-3-trifluorobutanoil)aminobutillamino-7-cloroquinolina (10g)

Sélido branco (21,7 mg; 55,5%); Rs
(DCM: MeOH (8:2)) 0,47; p.f [156°C-
160°C]

8y (400 MHz; CDCly) 1,15 (d, J=6,8 Hz;
3H, Hr); 1,68 (m, 2H, HK); 1,80 (m, 2H,
HI); 2,14 (m, 1H, Ho); 2,55 (m, 1H, Ho); 2,88 (m, 1H, Hp); 3,36 (m, 4H, Hj, HM); 6,21 (sl,
2H, -NH-Q; -NH-C=0); 6,36 (d, J=5,6 Hz; 1H, Hb); 7,32 (dd, J=2,0 Hz; J=8,8 Hz; 1H, He);
7,91 (d, J=2,0 Hz; 1H, Hg); 7,96 (d, J=8,8 Hz; 1H, Hd); 8,44 (d, J=5,6 Hz; 1H, Ha).

8¢ (100 MHz; CDCly) 13,1; 25,2; 27,8; 35,4 36,7; 39,1; 43,2 (Cj-Cm, Co, Cp, Cr); 98,7;
116,9; 122,2; 125,6; 126,6; 129,3; 135,7; 147,1; 149,9: 151,0 (Ca — Ci, Cq); 170,2 (Cn).

CigH21CIF3N;0: 387,13 u.m.a; "/, (MH") 388,47

HPLC-DAD; tg= 12,573 min (% area= 97,21%)
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/\/\/n R
HN/\/\/NH2 HN T
o
§ )k Cs,C05 ( MM: 325,82 g.mol™)) N °
F— R DMF
AN CHs =
. N/ R cl N 10h R/\/\/CHS
. -1
(MM: 249,79 g.mol™") (MM: 130,57 g.mol™) a0 ( MM: 343,85 g.mol ™)
[e]
13) /\)k o
~ A~
R 07 CH, 10i R/\)ko/\CH3

( MM: 162,57 g.mol™!) r
( MM: 375,85 g.mol ™)

Como ja descrito no Capitulo 3 (Resultados e Discussao), as condi¢Bes de sintese
destes dois compostos foram alvo de otimizacado, especialmente no que se refere ao
par solvente/base. No presente capitulo, optou-se por descrever apenas as condi¢oes

reacionais que conduziram ao melhor rendimento.

Num baléo de fundo redondo foram colocados 1,0 eq de 4-(N-aminobutil)amino-7-
cloroquinolina (0,100 g; 0,40 mmol), 2,5 eq carbonato de césio (0,326 g; 1,00 mmol) e
1,1 eq de cloreto de acido relevante, em 2,0 mL de DMF. Apés 3 horas de reacao,
verificou-se a formacg&o de um precipitado que, por CCF, se verificou ndo corresponder
ao produto principal, pelo que se eliminou por filtragdo sob pressédo reduzida. O filtrado
foi diluido em 25 mL de DCM e lavado trés vezes com 25 mL de solugdo aquosa de
Na,CO; a 5%. A fase orgéanica foi seca com Na,SO, anidro, e ap0s filtracdo por
gravidade, foi levada a secura em evaporador rotativo a pressao reduzida. O residuo
s6lido obtido ndo se encontrava cromatograficamente homogéneo, pelo que se
procedeu ao isolamento do produto principal por cromatografia liquida em coluna de
gel de silica, usando DCM:MeOH 8:2 (v/v) como eluente. Cada um dos produtos,
10h,i, foi assim isolado como um soélido branco, que se caracterizou por ESI-IT MS,
NMR-'H, NMR-*3C, HPLC e medicao do respetivo ponto de fusdo. Os dados espetrais

e analiticos obtidos sdo apresentados de seguida.
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4-[N-(N-hexa-2,4-dienoil)aminobutillJamino-7-cloroquinolina (10h)

i 1 Sélido branco (79,0 mg; 57,2%); R¢

NN \(\p/\v (DCM: MeOH (8:2)) 0,62; p.f [165°C -
j ° 171°C]

8 (400 MHz; DMSO-dg) 1,54 (m, 2H,
HK); 1,66 (m, 2H, HI); 1,78 (d, J=6,4 Hz; 3H, Hs); 3,24 (m, 4H, Hj, Hm); 5,88 (d, J=14,8
Hz; 1H, Ho); 6,11 (m, 2H, Hag, Hr); 6,48 (d, J=5,2 Hz; 1H, Hb); 6,98 (m, 1H, Hp); 7,41 (sl
1H, -NH-Q); 7,44 (dd, J=2,4 Hz; J=9,2 Hz; 1H, He); 7,78 (d, J=2,4 Hz; 1H, Hg); 7,93 (sl
1H, -NH-C=0); 8,28 (d, J=8,8 Hz; 1H, Hd); 8,38 (d, J=5,2 Hz; 1H, Ha).

8¢ (100 MHz; DMSO-ds) 18,1; 25,1; 26,8; 38,1; 42,0 (Cj —Cm, Cs); 98,6; 117,2; 122,9;
124,0; 124,1; 126,9; 129,8; 133,5; 136,3; 138,9; 148,4; 150,2; 151,3 (Ca —Ci, Co-Cr);
166,2 (Cn).

C1oH2,CIN;O: 343,15 u.m.a; ™/, (MH*) 344,40; ™/, (M,") 686,60

HPLC-DAD; tz= 12,233 min (%area= 100,0%)

4-{N-[N-(3-etoxicarbonil)propenoillaminobutil}amino-7-cloroquinolina (10i)

5 Sdélido branco (17,2 mg; 11,0%); R¢

0 r (DCM: MeOH (8:2)) 0,53; p.f
NN NG [1890C -193°C]

Oy (400 MHz; DMSO-ds) 1,23 (t,
J=7,2 Hz; 3H, Hs); 1,57 (m, 2H, Hk);
1,70 (m; 2H, HI); 3,22 (m, 4H, Hj,Hm);
4,17 (g, J=7,2 Hz; 2H, Hr); 6,54 (d, J=15,6 Hz; 1H, Hp); 6,81 (d, J=6,8 Hz; 1H, Hb); 7.98
(d, J=15,6 Hz; 1H, Ho); 7,70 (dd, J=2,0 Hz; J=9,2 Hz; 1H, He); 7,96 (d, J=2,4 Hz; 1H, Hg);
8,49 (d, J=6,8 Hz; 1H, Ha); 8,55 (d, J=9,2 Hz; 1H, Hd); 8,62 (sl, 1H, -NH-Q); 9,07 (sl, 1H, -
NH-C=0).

Oc (100 MHz; DMSO-dg) 14,0; 25,0; 26,2; 38,4; 42,6; 60,6 (Cj —Cm, Cr, Cs); 98,6;
115,7; 120,6; 125,3; 126,2; 128,2; 137,0; 137,5; 140,5; 144,5; 154,3 (Ca —Ci, Co, Cp);
162,8, 165,0 (Cn, Cq).

C1gH2CIN;O3: 375,13 u.m.a; "/, (MH") 376,40

HPLC-DAD; tz= 11,107 min (%area= 95,89%)
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Havendo necessidade de tentar otimizar o rendimento da sintese dos derivados de

|50

acridina anteriormente descritos por Pérez et al.”” como ja descrito nho Capitulo 3

(Resultados e Discussao), optou-se por aplicar o método de pré-ativacdo da

cloroacridina com fenol, reportado por Anderson et al.®

Ainda que os rendimentos
obtidos por aplicagdo deste método ndo tenham sido substancialmente superiores aos
anteriormente referido, a reacdo de SyAr apresentou-se consideravelmente mais
‘limpa” (CCF), pelo que se optou por aqui descrever este método alternativo de
preparacdo da 9-{N-[N-(p-metoxi)cinamoillaminobutil}aminoacridina, 9, e que foi
posteriormente adotado na sintese dos restantes analogos de quinacrina (secgao

5.3.2).

NH,
c NN
1) Fenol ( MM: 94,11 g.mol!); HN

N Cs,CO5 ( MM: 325,82 g.mol ™)

DMSO; 2h 100°C . X

= 2) Butano-1,4-diamona ( MM: 88,15 gmol");
/

N 100°C; 3h

N

9-cloroacridina 9-(N-aminobutil)aminoacridina (12)

MM: 213,66 g.mol! MM: 265,35 g.mol’!

(o}

TBTU ( MM: 321,08 g.mol ") o %
DIEA ( MM: 129,24 g.mol-1)
DMF OMe
MM: 178,19 g.mol!
OMe
N §
HN/\/\/
o
X
=
N

MM: 425,52 g.mol! )
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A sintese da 9-{N-[N-(p-metoxi)cinamoillaminobutil}aminoacridina (9) iniciou-se
com a ativacdo de 1,0 eq de 9-cloroacridina (0,100 g; 0,47 mmol) na presenca de 5,0
eq de fenol (0,220 g; 2,34 mmol) e de 1,0 eq de carbonato de césio (0,152 g; 0,47
mmol), em 2,0 mL de DMSO seco, na presenca de filtros moleculares de 3 A e tubo de
secagem com cloreto de calcio no condensador, durante 2h a 100°C. Findo este
periodo, adicionaram-se a mistura reacional 10,0 eq de butano-1,4-diamina (0,412 g;

4,68 mmol) e deixou-se reagir & mesma temperatura durante 3 h.

Quando terminou a reacao, deixou-se a mistura arrefecer a temperatura ambiente e
procedeu-se a sua diluicdo com 25 mL de DCM. Lavou-se a mistura trés vezes com
solugdo aquosa de Na,CO; a 5%, secando-se depois a fase organica com Na,SO,
anidro. Apoés filtracdo por gravidade, evaporou-se o filtrado a secura em evaporador
rotativo sob presséo reduzida, obtendo-se 9-(N-aminobutil)aminoacridina (12) com
homogeneidade cromatografica suficiente para se avancar para 0 passo sintético

seguinte (condensacao com o acido p-metoxicinamico).

Solubilizou-se 1,1 eq de &cido p-metoxicinamico (0,069 g; 0,39 mmol) em 1,0 mL
de DMF, e adicionou-se 1,1 eq de TBTU (0,125 g; 0,39 mmol) ou PyAOP (0,203 g;
0,39 mmol), e 2,0 eq de DIEA (123,4 uL; 0,71 mmol), deixando-se a reagir sob
agitacdo em banho de gelo, durante 10 min. Apdés este periodo de ativagéo, adicionou-
se 1,0 eg. de 9-(N-aminobutil)Jaminoacridina (0,094 g; 0,35 mmol) dissolvida em 1,0 mL
de DMF, e deixou-se reagir a temperatura ambiente durante um dia. Finda a reacéo,
diluiu-se a mistura reacional com 25 mL de DCM e lavou-se trés vezes com solugéo
aguosa de Na,CO; a 5%, secando-se depois a fase orgénica com Na,SO, anidro.
Apos filtragcdo por gravidade, o filtrado foi levado a secura em evaporador rotativo sob
pressédo reduzida. O residuo obtido apresentou-se cromatograficamente heterogéneo,
pelo que se procedeu a sua purificagdo por cromatografia liquida em coluna de gel de
silica, usando o eluente DCM:MeOH 8:2 (v/v). O produto final foi, assim, isolado como

um sélido laranja, apresentando dados espetrais de acordo com o esperado.



Procedimento experimental | 79

/\/\/NHZ
HN
Cl

1) Fenol (MM: 94,11 g.mol-1);

O.
AN O Cs,CO; ( MM: 325,82 g.mol-1) AN N
DMSO; 2h 100°C -
cl N/ 2) Butano-1,4-diamina ( MM: 88,15 g.mol-1); N/

cl
100°C; 3h

6,9-dicloro-2-metoxiacridina (MM: 329,15 g.mol-1)

(MM: 278,13 g.mol-1) 14)

R

R: p-CH3; (MM: 162,19 g.mol-1);
p-F;(MM: 166,15 g.mol-1);
p-Cl; (MM: 182,61 g.mol-1);
R p-Br; (MM: 227,06 g.mol-1);
p-OMe;( MM: 178,19 g.mol-1);

H
HN/\/\/N N p-'"Pr; (MM: 190,24 g.mol-1);

~ ~.°
=

“ (lNla-t) R: p-CH3; (MM: 473,99 g.mol-1);
p-F;(MM: 477,96 g.mol-1);
p-Cl; (MM: 494,41 g.mol-1);
p-Br; (MM: 538,86 g.mol-1);
p-OMe;( MM: 489,99 g.mol-1);
p-"Pr; (MM: 502,05 g.mol-1);

TBTU ( MM: 321,08 g.mol-1);
DIEA ( MM: 129,24 g.mol-1);
DMF

De modo andlogo ao descrito na secdo anterior, a sintese da 9-(N-
aminobutil)amino-6-cloro-2-metoxiacridina iniciou-se com a ativacéo de 1,0 eq de 6,9-
dicloro-2-metoxiacridina (0,200 g; 0,72 mmol) com 5,0 eq de fenol (0,338 g; 5,59
mmol) e 1,0 eq de carbonato de césio (0,234 g; 0,72 mmol), em 2,0 mL de DMSO
seco, na presenca de filtros moleculares de 3 A e tubo de secagem com cloreto de
calcio no condensador, durante 2 h a 100°C. Findo este periodo, adicionaram-se a
mistura reacional 10,0 eq de butano-1,4-diamina (0,634 g; 7,20 mmol) e deixou-se a
reagir & mesma temperatura durante 3 h. Finda a reacdo, deixou-se a mistura
arrefecer a temperatura ambiente e diluiu-se com 25 mL de DCM. A mistura foi entdo
lavada trés vezes com solucdo aquosa de Na,CO; a 5%, secando-se depois a fase
organica com Na,SO, anidro. Apas filtracdo por gravidade, levou-se o filtrado a secura
em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se o produto desejado (14)
com homogeneidade cromatografica adequada para o seu uso imediato na sintese
dos compostos 1la-f, confirmando-se apenas a identidade do composto 14 por ESI-IT
MS.

C1gH20CIN3O: 329,13 u.m.a; "/, (MH") 330,33;
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A sintese dos compostos 1lla-f foi levada a cabo por condensagdo da 9-(N-
aminobutil)amino-6-cloro-2-metoxiacridina (14) com diferentes &cidos cinamicos.
Assim, comecou-se pela ativacdo de 1,1 eq do &cido cindmico relevante (0,37 mmol)
na presenca de 1,1 eq de TBTU (0,118 g; 0,37 mmol) e 2,0 eq de DIEA (116,2 pL;
0,66 mmol) em 1,0 mL de DMF, durante 10 min sob agitagédo e em banho de gelo.
Ap6s este periodo, adicionou-se 1,0 eq de 9-(N-aminobutil)amino-6-cloro-2-
metoxiacridina (0,110 g; 0,33 mmol) dissolvida em 1,0 mL de DMF, e deixou-se reagir
a temperatura ambiente durante um dia. Finda esta reacdo, diluiu-se a mistura
reacional em 25 mL de DCM e lavou-se trés vezes com solucdo aquosa de Na,CO;z a
5%. A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e, apos remocéao da fase sélida por
filtracdo por gravidade, levou-se o filtrado a secura em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida. Verificando-se que o residuo assim obtido ndo estava
cromatograficamente homogéneo, procedeu-se a sua purificagdo por cromatografia
liguida em coluna de gel de silica, usando o eluente DCM:MeOH 8:2 (v/v). Os
produtos-alvo foram assim obtidos como sdélidos cor-de-laranja, que foram
caracterizados por ESI-IT MS, RMN-'H, RMN-2C, HPLC e medicdo dos respetivos
pontos de fusdo. Os dados espetrais e analiticos obtidos encontram-se abaixo

descritos.

9-{N-[N-(p-metil)cinamoil]Jaminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina (11a)

Sdélido laranja (45,4 mg; 16,7%); Ry
(DCM: MeOH (8:2)) 0,64; p.f [79°C-
87°C]

Oy (400 MHz; CDCl3) 1,73 (m, 2H, Hp);
1,89 (m, 2H, HQq); 2,35 (s, 3H, HX);
3,44 (m, 2H, Ho); 3,79 (m, 2H, Hr);
3,92 (s, 3H, Hn); 6,37 (sl, 1H, -NH-C=0); 6,41 (d, J=15,6 Hz; 1H, Hs); 7,14 (m, 3H, Hw,
Hb); 7,30 (m, 2H, Hg, Hd); 7,40 (d, J=8,0 Hz; 2H, Hv); 7,59 (d, J=15,6 Hz; 1H, Ht); 7,80
(d, J=9,2 Hz; 1H, Ha); 7,95 (d, J=2,0 Hz; 1H, Hi); 7,99 (d, J=9,2 Hz; 1H, Hf).

Oc (100 MHz; CDCl,) 21,4; 27,2; 28,3; 39,0; 49,7; 55,7 (Co - Cr, Cx, Cn); 100,0; 114,4;
116,9; 119,5; 124,2; 124,9; 125,1; 125,5; 127,7; 127,8; 128,5; 129,5; 132,0; 136,1;
140,0; 141,1; 146,1; 151,0; 156,0 (Ca-Cm, Cs, Ct, Cu-Cy); 166,6 (-C=0).

CusH2sCINO,: 473,19 u.m.a; ™/, (MH*) 474,87; ™/, (M,") 946,93

HPLC-DAD: tz= 16,507 min (%area= 94,11%)
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9-{N-[N-(p-fluoro)cinamoillaminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina (11b)

Solido laranja (44,9 mg; 26,7%); R¢
(DCM: MeOH (8:2)) 0,68; p.f [84°C-
87°C]

Oy (400 MHz; CDCI3) 1,76 (m, 2H, Hp);
1,96 (m, 2H, Hq); 3,46 (m, 2H, Ho); 3,84
(m, 2H, Hr); 3,92 (s, 3H, Hn); 6,45 (d,
J=15,6 Hz; 1H, Hs); 6,65 (sl, 1H, -NH-C=0); 7,01 (m, 2H, Hw); 7,16 (dd, J=2,0 Hz; J=9,2
Hz; 1H, Hb); 7,25 (d, J=2,4 Hz; 1H, Hd); 7,35 (d, J=2,4 Hz; 1H, Hg); 7,45 (m, 2H, Hv);
7,58 (d, J=15,6 Hz; 1H, Ht); 7,87 (d, J=9,2 Hz; 1H, Ha); 7,95 (d, J=2,0 Hz; 1H, Hi); 8,00 (d,
J=9,6 Hz; 1H, Hf).

¢ (100 MHz; CDCly) 27,1; 28,0; 39,0; 49,7; 55,8 (Co — Cr, Cn); 100,5; 113,6; 115,8;
116,0; 116,5; 120,4; 124,2; 124,4; 125,2; 1253; 129,5; 129,6; 131,0; 136,7; 139,7;
151,6; 156,1; 162,2; 164,7 (Ca-Cm, Cs, Ct, Cu-Cy); 166,3 (-C=0).

C7H2sCIFN;O,: 477,16 u.m.a; ™/, (MH*) 478,40; ™/, (M,") 954,47

HPLC-DAD: tg= 15,880 min (%area= 97,04%)

9-{N-[N-(p-cloro)cinamoillaminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina (11c)

Sélido laranja (88,6 mg; 24,9%); R¢
(DCM: MeOH (8:2)) 0,61; p.f [79°C-
84°C]

Su (400 MHz; CDCl3) 1,72 (m, 2H, Hp);
1,85 (m, 2H, Hq); 3,43 (m, 2H, Ho);
3,75 (m, 2H, Hr); 3,93 (s, 3H, Hn);
6,35 (sl, 1H, -NH-C=0); 6,40 (d, J=15,6 Hz; 1H, Hs); 7,20 (dd, J=2,0 Hz; J=9,4 Hz; 1H,
Hb); 7,26 (d, J= 2,4 Hz; 1H, Hd); 7,31 (m, 3H, Hg, HW); 7,37 (m, 2H, Hv); 7,55 (d, J=15,6
Hz; 1H, Ht); 7,90 (d, J=9,2 Hz; 1H, Ha); 7,95 (m, 2H, Hf, Hi).

Oc (100 MHz; CDCls) 27,2; 28,4; 39,1; 49,9; 55,7 (Co — Cr, Cn); 99,8; 114,8; 117,3;
121,1; 124,3; 124,6; 124,9; 126,3; 126,3; 128,9; 129,0; 129,4; 133,2; 135,5; 135,7;
139,7; 146,8; 150,5; 156,1 (Ca-Cm, Cs, Ct, Cu-Cy); 166,0 (-C=0).

C,7H2sCLN3O,: 493,13 u.m.a; "/, (MH") 494,53

HPLC-DAD: tx= 16,720 min (%area= 98,42%)
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9-{N-[N-(p-bromo)cinamoil]aminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina (11d)

Solido laranja (127,1 mg; 38,8%);
R; (DCM: MeOH (8:2)) 0,70; p.f
[77°C-86°C]

Oy (400 MHz; CDCls) 1,72 (m, 2H,
Hp); 1,86 (m, 2H, Hq); 3,44 (m, 2H,
Ho); 3,76 (m, 2H, Hr); 3,92 (s, 3H,
Hn); 6,33 (sl, 1H, -NH-C=0); 6,40 (d, J=15,6 Hz; 1H, Hs); 7,19 (dd, J=2,0 Hz; J=9,6 Hz;
1H, Hb); 7,25 (d, J=2,8 Hz; 1H, Hd); 7,31 (m, 3H, Hg, Hw); 7,45 (m, 2H, Hv); 7,53 (d,
J=15,6 Hz; 1H, Ht); 7,91 (d, J=9,6 Hz; 1H, Ha); 7,98 (m, 2H, Hf, Hi).

8¢ (100 MHz; CDCl,) 27,2; 28,4; 39,1; 49,9; 55,7 (Co — Cr, Cn); 99,7; 115,0; 117,4;
121,2; 123,8; 124,3; 124,6; 124,8; 126,5; 129,2; 129,7; 132,0; 133,6; 135,5; 139,8;
144.,8; 147,0; 150,4; 156,1 (Ca-Cm, Cs, Ct, Cu-Cy); 166,0 (-C=0).

C,7H25BrCIN;O,: 537,08 u.m.a; "/, (MH") 540,27

HPLC-DAD: tr= 16,947 min (Y%area= 98,43%)

9-{N-[N-(p-metoxi)cinamoil]aminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina (11e)

Sélido laranja (79.6 mg; 37,4%); R¢
(DCM: MeOH (8:2)) 0,59; p.f
[79°C-83°C]

On (400 MHz; CDClg) 1,76 (m, 2H,
Hp); 1,98 (m, 2H, Hq); 3,46 (m, 2H,
Ho); 3,80 (s, 3H, Hx); 3,85 (m, 2H,
Hr); 3,91 (s, 3H, Hn); 6,42 (d, J=15,6 Hz; 1H, Hs); 6,72 (sl, 1H, -NH-C=0); 7,19 (m, 2H,
Hw); 7,13 (dd, J=2,4 Hz; J=9,2 Hz; 1H, Hb); 7,20 (dd, J=2,4 Hz; J=9,4 Hz; 1H, Hg); 7,40
(m, 3H, Hd, Hv); 7,56 (d, J=15,6 Hz; 1H, Ht); 7,80 (d, J=9,2, 1H, Ha); 7,89 (d, J=2,0 Hz;
1H, Hi); 7,99 (d, J=9,2 Hz; 1H, Hf).

dc (100 MHz; CDCl,) 27,2; 28,4; 39,1; 49,9; 55,3; 55,9 (Co — Cr, Cx, Cn); 100,9; 112,9;
114,2; 115,9; 118,4; 123,3; 124,0; 125,4; 125,5; 126,2; 127,5; 129,2; 129,3; 137,2;
140,5; 144,1; 152,1; 156,0; 160,9 (Ca-Cm, Cs, Ct, Cu-Cy); 166,9 (-C=0).

CasH2sCINO;: 489,18 u.m.a; ™/, (MH*) 490,47; ™/, (M,") 978,53

HPLC-DAD: tg= 15,61 min (%area= 95,95%)
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9-{N-[N-(p-isopropil)cinamoil]aminobutil}amino-6-cloro-2-metoxiacridina (11f)

Sélido laranja (99,1 mg; 38,4%); Rs
(DCM: MeOH (8:2)) 0,67; p.f [87°C-
95¢C]

84 (400 MHz; CDCly) 1,25 (d, J=6,8 Hz;
6H, Hz); 1,76 (m, 2H, Hp); 1,96 (m, 2H,
Hg); 2,90 (m, 1H, Hx); 3,46 (m, 2H, Ho);
3,83 (m, 2H, Hr); 3,89 (s, 3H, Hn); 6,48 (d, J=15,6 Hz; 1H, Hs); 6,70 (sl, 1H, -NH-C=0);
7,12 (dd, J=2,0 Hz; J=9,2 Hz; 1H, Hb): 7,21 (m, 3H, Hw, Hg); 7,35 (d, J=2,4 Hz; 1H, Hd);
7,40 (d, J=8,4 Hz; 2H, Hv); 7,57 (d, J=15,6 Hz; 1H, Ht); 7,80 (d, J=9,2 Hz; 1H, Ha); 7,89
(d, J=2,0 Hz; 1H, Hi); 7,97 (d, J=9,2 Hz; 1H, Hf).

8¢ (100 MHz; CDCly) 23,8; 27,1; 28,0; 34,0; 39,0; 49,5; 55,8 (Co - Cr, Cx, Cz, Cn);
100,7; 113,2; 116,1; 119,7; 124,0; 125,3; 1254: 126,8; 126,9; 127,8; 127,9; 132,4;
133,4; 137,0; 140,9; 150,9; 151,9; 156,0; 166,7 (Ca-Cm, Cs, Ct, Cu-Cy); 174,4 (-C=0).

Ca0H3,CIN;O.: 501,22 u.m.a; m/z (MH*) 502,47; ™/, (M,") 1002,33

HPLC-DAD: tz= 18,067min (%area= 97,48%)
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A metodologia utilizada para avaliagdo de inibicdo de formacao da hemozoina esta

descrita na literatura.®® ®*

Numa placa de teste com 96 pocos, a cada um deles é adicionado : (i) 50,0 uL de
solucdo de cloreto de Hemina (5,2 mg.mL* em DMSO); (i) 100,0 pL de solucdo
tampédo de acetato (0,2 M) a pH 4,4 e (iii) 50,0 yL de solucdo do potencial farmaco a
testar. Para cada concentracdo da droga (1,0 mM; 0,5 mM e 0,1 mM) o teste é
realizado em triplicado; adicionalmente em cada placa existe o farmaco de referéncia
(CQ), para controle, as mesmas concentracdes das restantes drogas a testar. Depois
de preparadas, as placas sdo colocadas numa estufa durante 48h a uma temperatura
constante de 37°C. Findo este periodo as placas sdo centrifugadas a 3000 rpm
durante 15 minutos e apos ser retirado 0 sobrenadante sao adicionados 200,0 pL de
DMSO em cada pog¢o, com objetivo de lavar, voltando a placa a ser centrifugada,
repetindo-se este processo quatro vezes. No final da lavagem s&o adicionados 200,0
puL de uma solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) a 0,2 mM de forma a dissolver o
cristal (hemozoina), sendo posteriormente diluido noutra placa com uma solugcéo de
0,1mM de NaOH. Nesta etapa as placas estdo preparadas para ser registada a
absorvancia de cada poc¢o a 405 nm num leitor de placas especifico Biotek Powerwave

XS utilizando o programa Gens.
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