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RESUMO

A Malaria continua sendo a mais difundida e devastadora doenga
infecciosa, com aproximadamente 300 milhdes de casos anuais e mais
de 2 milhGes de pessoas vivendo em areas de risco. Entre os parasitas
do género plasmodium causadores da malaria em humanos, o

plasmodium falciparum € a espécie mais letal.

Este projeto teve como objetivo a sintese de pro-farmaco
reciproco de cloroquina e primaquina e de pré-farmacos duplicados de
cloroquina e de primaquina utilizando, para tanto, espagantes
inespecificos (carboxilicos). Espera-se que o pro-farmaco reciproco
permita a cura radical em casos de malaria vivax e que 0s derivados
duplicados apresentem maior eficacia, com diminuicdo da toxicidade,
especialmente no caso do derivado de primaquina. Além desses
compostos, prop0s-se a sintese de pro-farmacos duplicados de
cloroquina mediante a ligagdo com grupo espacante especifico
(peptideos) a cisdo pela falcipaina. Tais derivados sdao potencialmente

ativos em malaria causada pelo P. falciparum resistente a cloroquina
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ABSTRACT

Malaria remains the world’s most widespread and devastating
infectious disease, with approximately 300 million annual cases and
more than 2 million casualties. Among the protozoan parasites of the
genus Plasmodium causing malaria in humans, Plasmodium falciparum

is the most lethal species

This project had as objective the synthesis of reciprocal prodrug of
chlorogine and primaquine using, for in such a way, inespecifics agents
(carboxylics). One expects that the mutual prodrug allows to the radical
cure in cases of malaria vivax and that the derivatives duplicates
present greater effectiveness, with reduction of the toxicity, especially in
the case of the primaquine derivative. Beyond these composites, it was
considered synthesis of mutual prodrugs of chloroquine by means of the
linking with specific carrier group (peptides) to the split for falcipain.
Such derivatives are potentially active in malaria caused for the

resistant P. falciparum to the chloroquine
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Introducio 1

1. INTRODUGAO

De acordo com as estatisticas da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), parasitos representam a maior causa de morte humana em
relacao a qualquer outra doenca, perdendo apenas para AIDS e
tuberculose (WHO, 2008).

A malaria é uma das doencas parasitarias mais graves e
complexas da humanidade nos tempos recentes. E transmitida ao
homem pela picada do mosquito do género Anopheles. Causada por
protozoarios do género Plasmodium, atinge principalmente as regides
tropicais e subtropicais do mundo (WHO, 2008; WINSTANLEY,
WATKINS, 1992).

A doenga é endémica em aproximadamente 109 paises, mas
estd restrita principalmente a paises pobres da Africa, Asia e América
Latina. Cerca de 90% dos casos de maldria e a maioria das mortes
ocorrem na Africa Sub-Saariana. Estima-se que cerca de dois bilhdes
de pessoas estejam em risco de infeccao e que, aproximadamente,
1.000.000 morram, anualmente (WHO, 2008; SIRI et al., 2008).

No Brasil_, a malaria constitui uma das principais doencgas
endémicas. Apesar de extensas areas do Pais estarem praticamente
desprovidas e livres de transmissdo, ela ainda persiste, de forma
intensa, em muitas regides, especialmente na Amazonia Legal (Brasil.
Ministério da Saude, 2005). Fatores socio-econémicos aliados as
condicdes climaticas particulares da Amazénia tém sido responsaveis
pelo aumento de casos nos ultimos anos, especialmente em 1999,
com mais de 630 mil casos registrados (BRASIL, 2005).

O tratamento e o controle tornaram-se mais dificeis com a
expansdo dos casos de parasitos resistentes aos farmacos
amplamente utilizados (GREENWOOD, 2004; TRIGG, KONDRACHINE,

1998) e de vetores resistentes aos inseticidas usuais (WHO, 2008).

Kdtia Cirlene Alves Botelho
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Além disso, a toxicidade dos farmacos utilizados na terapéutica
também limita os seus usos. Existem pesquisas direcionadas para o
desenvolvimento de vacinas para parasitoses como a malaria, mas
apesar dos avangos conseguidos na Ultima década, ainda nao se tém
resultados satisfatorios para a producdo em larga escala. Estas sao
razoes pelas quais muitos estudos devem ser realizados a procura de
farmacos alternativos, que possuam bom espectro de acdo, boa
tolerabilidade e que ndo sejam tdxicos, para se alcancar a cura
definitiva (GREENWOQOD, 2004).

O planejamento racional de novos farmacos, embora seja
método bastante atrativo, € economicamente oneroso e exige longo
tempo para avaliar a seguranca do novo medicamento. Em doengas
como a malaria, que acometem pessoas de baixo poder aquisitivo, a
viabilidade na produgdao de novos medicamentos torna-se ainda
menor, pois ndo é processo economicamente atrativo para as
industrias farmacéuticas. Assim, segue-se uma das recomendacdes
da OMS em se proceder alteragBes nos farmacos ja existentes com a
finalidade de se obter melhorias nas propriedades, na atividade e no

desempenho do farmaco no organismo (WHO, 2008).

Uma das formas de se otimizar farmacos ja existentes na
terapéutica €é aumentar sua afinidade pelo alvo molecular.
Atualmente, tem se observado interesse no estudo de proteases
parasitarias, visto que tais substédncias estdao sendo exploradas como
alvos potenciais para o desenvolvimento de novos quimioterapicos
(CHUNG, 2005; ROSENTHAL, 2003).

A falcipaina € uma cisteino-protease presente no plasmdédio,
que mostrou a capacidade de hidrolisar ligagdes peptidicas, que
apresentam, na posicao P;, residuos de arginina e lisina e, na posicao
P,, residuos de leucina e fenilalanina. Tal propriedade pode ser

explorada para a obtencdo de farmacos antimalaricos mais seletivos

Kdtia Cirlene Alves Botelho
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(NORTH et al., 1990; SHENAI et al., 2000). Estudos recentes em
biologia molecular da enzima indicam ainda a preferéncia por

aminodacidos como alanina e cisteina (SABNNIS, 2003).

Kdtia Cirlene Alves Botelho
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia da malaria

A malaria continua sendo uma das mais graves e disseminadas
doencas causadas por protozoarios que afetam o homem.
Apresentando-se em vastas regides como endemia, representa
ameaca para milh8es de individuos em paises ndo-desenvolvidos ou
em desenvolvimento. Aproximadamente 40% da populacao mundial

vivem em areas endémicas para a malaria (WHO, 2008).

Reconhecendo o papel da malaria em prejudicar o
desenvolvimento econémico, muitas organizacdes de saude uniram
esforcos para o controle da doenca apds a II Guerra Mundial. A partir
de 1948, a Organizagao Mundial da Saude foi envolvida na
coordenacdo internacional de campanhas antimalaricas. Contudo, em
muitas regides verificou-se que o0 éxito na erradicagdo ndo era tao
facil de ser alcancado. Como se antecipara, dificuldades financeiras,
imperfeicdes nas estruturas organizadoras, assim como  as
particularidades regionais provocaram, novamente, forte impacto
epidemiolégico da parasitose. Além disso, obstaculos técnicos, tais
como a resisténcia dos vetores aos inseticidas e a desenvolvida por
cepas de parasito aos antimalaricos disponiveis, adicionados a
movimentagdo de populagbes, agravaram ainda mais os indices da
infeccao (JAMES, GUILLES, 2000).

Existem quatro espécies de parasitos da malaria responsaveis
pela infeccao humana: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Dentre estes agentes
etiolégicos o P. vivax é a espécie mais amplamente disseminada em
todo o mundo, encontrando-se em quase todas as regides onde a

malaria é endémica (REY, 2001).

Kitia Cirlene Alves Botelho
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A doenga é transmitida ao homem por mosquitos do género

Anopheles, representado na figura 1.

Figural: Mosquito Anopheles

http://www.who.int./tdr/diseases/malaria

A fonte de infecgdo é geralmente considerada como especifica
ao homem, sendo possivel que primatas possam servir como
reservatorio animal para P. malariae na Africa tropical. No entanto,
tal fonte € de limitada importancia epidemiologica (COLLINS,
PASKEWITZ, 1995; NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND
INFECCTIONS DISEASES, 1998; TAKAKURA, HASHIDA, 1995). A
transmissao direta ocorre ocasionalmente por meio do uso de sangue
contaminado em transfusdes, transplantes de drgdos infectados ou

pelo uso de seringas contaminadas (SIRI,2008).

Aproximadamente 1,5 a 2,7 milhdes de pessoas morrem desta
doenca a cada ano, especialmente no continente africano. A maioria
destes Obitos acomete criangas — em torno de um milhdo de ébitos de
menores de 5 anos de idade (DIVISION OF CONTROL OF TROPICAL
DISEASE WHO, 2008; SIRI, 2008). Em outras palavras, falecem de
malaria nesse continente 2 criangas por minuto, 1440 por dia e
10.080 por semana (WHO, 2008).
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A Figura 2 mostra a situagdo da malaria no plano mundial.

Malaria, 2007

1

(AR I /ireas onde ocorre transmissdo da Maldria & 4
] Areas cam risco limitada /
—1Sem Maldria

Figura 2 - Situacao mundial da malaria (WHO, 2008).

Adaptado de: http://www.who.int/ith/maps/malaria2007.ipg

No Brasil, mais de 60% do territério possui condigbes de
transmissdo da malaria ou esta em franca fase de transmissdo da
doenga, cuja drea endémica original corresponde a 6,9 milhdes de
km? (WHO, 2008). Aproximadamente 99% dos casos se concentram
na regido Amazbnica (Acre, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Para, Ronddnia, Roraima e Tocantins), na qual as condicdes sdcio-
econbmicas e ambientais favorecem a proliferacdo do mosquito do
género Anopheles e, conseqlientemente, a exposicdo de grandes
contingentes populacionais. O risco de contrair a doenca nao é,
contudo, uniforme nesta regido. Este risco € medido pela Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA), que corresponde a quantidade de laminas
positivas dividida pela populagao sob risco e multiplicada por uma
constante, geralmente 1000. As areas endémicas sdo classificadas
como de transmissao alta, média e de baixo risco, de acordo com a
IPA (Figura 3). (BRASIL, 2005).
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Figura 3 — Mapa de risco de transmissdao da malaria no

Brasil, 2007.

(http://portal.saude.gov.br)

Segundo registros da evolugao temporal

notificagdo compulséria pelo Ministério da Saude,

das doengas de

0 risco de

transmissao da malaria tem aumentado, mantendo-se em niveis

muito superiores a 1970, quando foram observados 3,9 casos por mil

habitantes na regido Amazdnica. Nos anos de 1999, 2000 e 2001 a

incidéncia parasitaria anual (IPA) na regido foi de 31,9, 30,3 e 18,8

casos por mil habitantes, respectivamente.

Na regiao extra-Amazonica notifica-se, apenas, 1% do total de

casos de malaria no Brasil.

Destes, 92% sao importados dos Estados

da drea endémica e de paises da Africa (WHO, 2008).
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A partir de 1992, o Brasil colocou em pratica a estratégia
global de controle integrado - “uma ag¢do conjunta e permanente do
governo e da sociedade, dirigida para a eliminacdao ou redugao de
riscos de adoecer ou morrer de malaria” - conforme recomendacdo
da Conferéncia Ministerial de Amsterdd (LOIOLA, SILVA E TAUIL,
2002). Esta estratégia visa prevenir a mortalidade, reduzir a
morbidade e aliviar as perdas sociais e econdmicas produzidas pela
maldria, mediante o fortalecimento dos niveis regional e local de

atengdo a saude.

Estes objetivos devem ser alcangados pelo diagndstico precoce
e tratamento imediato dos casos, assim como pelo uso de medidas
seletivas contra vetores, pela deteccao oportuna de epidemia e
avaliacdo regular da situacdo local da maldria através do
monitoramento dos fatores de risco. Em muitos paises, inclusive no
Brasil, seguindo recomendacgdo da Organizagdo Mundial da Saudde
(OMS), a partir de 1992 os antigos programas de erradicacdo da
maldria transformaram-se em programas de controle da doenca. N&o
s6 mudaram seus objetivos como também a metodologia e a
estratégia de sua aplicacdo. A atencdo ao doente passou a ser o
objetivo fundamental do programa, procurando-se evitar a
mortalidade e a gravidade da doenca, por meio de ampla oferta de
diagndsticos e de tratamento (LOIOLA, SILVA E TAUIL, 2002).
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2.2 Custo economico da Malaria (SACHS, MALANEY, 2002;
ROLLBACK MALARIA, 2001)

A malaria, além de afetar a saude dos paises, afeta a economia
individual. Os custos da malaria podem ser medidos de forma direta
ou indireta. Tem-se comprovado, recentemente, que a malaria € a

maior restricdo ao desenvolvimento econémico dos paises africanos.

Economistas acreditam que a malaria é responsavel por perda
de 1,3% ao ano em crescimento econdmico, em alguns paises
africanos. Ao longo dos anos, essa falta de crescimento econémico
leva a substancial diferenga no Produto Interno Bruto (PIB) (Figura
4) de paises com e sem maldria € a graves restricdes em toda
regido. Os custos diretos da malaria incluem a combinacdo de gastos

particulares e publicos, com a prevencdo e o tratamento da doenca.

Trépico de Cancer -‘ =

Tropico de Capricbmio

PiB pef capita 1_995
US$450-1,999
US$2,000-4.999

US$5,000-9,999
| B US$10,000-15,999
Il U5$16,000-31,100
No data
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Os gastos particulares incluem os familiares ou individuais,
com a aquisicdo de telas tratadas com inseticidas, consultas
médicas, farmacos antimaldricos, transporte para postos de saude,
assisténcia para os pais e algumas vezes para algum membro da
familia durante a estadia do paciente no hospital. Os gastos publicos
incluem o desembolso do governo na manutencao dos postos de
salde e infra-estrutura para cuidados médicos, controle publico dos

vetores, educacgdo e pesquisas.

Os custos indiretos da malaria incluem perda de produtividade
ou perdas associadas com a doenca ou a morte. Isto pode ser
expresso como custo devido a dias ndo trabalhados ou faltas no
emprego formal e ao valor do trabalho nao remunerado feito em
casa, de homens e mulheres. No caso de morte os custos indiretos
incluem o desconto feito sobre os valores que a pessoa ganharia ao

longo de toda sua vida produtiva.

O impacto econdmico que a malaria produz na Africa, porém, é
maior do que uma simples falta de recurso. E dificil expressar em
dinheiro ou outro custo indireto a dor e o sofrimento causados pela
doenca. A simples presenca da malaria em uma comunidade ou pais
impede a prosperidade individual ou nacional e influencia nas
decisbes sociais e econOmicas. O risco de contrair a doenca nas
areas endémicas pode deter um investimento interno ou externo e
afetar, com isto, decisbGes individuais e domésticas provocando, de
qualquer uma das maneiras, 0 Iimpacto negativo sobre a

produtividade econémica e o crescimento. Alguns exemplos incluem:

. A industria de turismo ndo se desenvolve pela relutédncia que
0s viajantes tém em visitar areas endémicas;

. Os mercados ndao se desenvolvem devido a falta de vontade
dos investidores em viajar e investir em areas endémicas;
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n A preferéncia individual dos fazendeiros locais em plantar
culturas de subsisténcia ao invés de cultivos intensivos com retorno

rapido.
2.3 Ciclo Biolagico do parasito

Do mesmo modo que os parasitos da classe Sporozoa, as
espécies do género Plasmodium produzem um esporo resistente
(oocito), que contém esporozoitos capazes de sobreviver a estados
de transicdo de um hospedeiro a outro (TUTEJA, 2007; MILLER et al.,
2002).

O ciclo de vida de todas as espécies que afetam o homem é
essencialmente o mesmo (Figura 5) e consiste de uma fase sexuada
exdgena (esporogbnica) no mosquito e uma fase assexuada
enddégena (esquizonte) no homem. Por sua vez, a Uultima fase
consiste de dois ciclos de desenvolvimento, um no parénguima
hepatico (exoeritrocitico) e o outro nos eritrocitos (eritrocitico)
(TUTEJA, 2007; REY, 2001). |

A transmissdo da doenca ao homem é causada pela picada do
mosquito anofelino-fémea infectado, o qual contém nas suas
glandulas salivares esporozoitos. Os esporozoitos inoculados
desaparecem rapidamente do fluxo sanguineo do hospedeiro e alguns
alcancam as células do parénquima hepatico nas quais sofrem o ciclo
pré-eritrocitico  (esquizogonia exoeritrocitica). Os esquizontes
teciduais desenvolvidos liberam no sangue grande quantidade de
merozoitos quando o ciclo € completado. Em infecgbes causadas por
P. falciparum e P. malariae o ciclo exoeritrocitico termina nesta etapa,
enquanto que nas outras duas formas de malaria, uma parte de
esporozoitos permanece no parénquima hepatico em estado latente
(hipnozoitos), responsavel pela reincidéncia da infecgdo (TUTEJA,
2007; REY, 2001).
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Nenhuma manifestacdo clinica é observada durante a liberagao
de merozoitos do parénquima hepatico ao fluxo sanguineo. Quando
0S merozoitos penetram nos eritrécitos se transformam em
trofozoitos, iniciando um periodo de ativo crescimento e diferenciagao
(esquizogonia assexuada). Estas formas do parasito completam seu
desenvolvimento rapidamente, levando a ruptura do esquizonte
sanguineo com a liberacdo de merozoitos, o que produz ataque de
febre no hospedeiro. Os merozoitos liberados sdo capazes de infectar
outros eritrécitos e este processo de esquizogonia é repetido em
ciclos sucessivos. Apds repetidos ciclos, alguns trofozoitos sofrem
diferenciagdo a gametocitos, os quais ndo se dividem e podem ser
diferenciados morfologicamente das outras formas. Os gametocitos
sao as formas que infectam o vetor, dentro do qual formam um
zigoto e iniciam a esporogonia (TUTEJA, 2007; REY, 2001).
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Figura 5 - Ciclo de vida do parasito da malaria: 1 - esporozoitos na
glandula salivar do mosquito; 2 - oocistos na parede do estdmago do
mosquito; 3 - gametdcitos masculinos e femininos; 4 - fase hepatica no
homem; 5 - saida dos merozoitos do figado, seguida de ataque aos
eritracitos, nos quais continuam os ciclos sexuado e assexuado de

reprodugdo. (Fonte: http://www.rph.wa.gov.au/malaria/ )

2.4 Formas clinicas da parasitose

Caracteristica particular da infeccdo é a periodicidade dos
ataques de febre determinada pela duragdo do ciclo eritrocitico. A
ruptura do esquizonte sanguineo e a liberagdo dos merozoitos
ocorrem a cada 48 horas em todas as infecges maldricas, exceto
para a causada por P. malariae, que ocorre a cada 72 horas. Nesta

periodicidade baseou-se a primeira terminologia de “terga” e
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“quartd”, referindo-se aos episodios de febre cada 2 ou 3 dias,
seguidos do ataque inicial. Atualmente, € mais comum denominar a
doenga segundo a espécie do parasito infectante: malaria falciparum
ou malaria vivax substituiram os antigos termos de terca maligna e
benigna, respectivamente (TUTEJA, 2007; JAMES, GUILLES, 2000).

Outras caracteristicas clinicas que diferenciam as infecgbes
malaricas sdo: gravidade dos sintomas, periodicidade do ataque
inicial e a possibilidade de recorréncia. As recorréncias sao de dois
tipos: o primeiro, como resultado da persisténcia de formas latentes
teciduais, denominado recaida “verdadeira” e o segundo, como
resultado da persisténcia de formas eritrociticas residuais,
denominado recrudescéncia. As quatro espécies responsaveis pela
malaria humana podem recrudescer, porém somente malaria vivax e
ovale podem levar a recaida (JAMES, GUILLES, 2000).

O P. falciparum € o mais patogénico das quatro espécies. Os
sintomas da infecgdo sao febre, enxaqueca e mal-estar geral apos um
periodo de 9 a 14 dias de incubacdo. A periodicidade dos sintomas é
menos definida do que com as outras formas de malaria devido a
sobreposicao de ciclos eritrociticos. O tratamento deve-se iniciar com
rapidez para prevenir o desenvolvimento de malaria cerebral
(BOUREE, 2006).

2.5 Medidas de controle

As medidas de controle de parasitoses visam a reducdo
continua da prevaléncia da doenga em regides endémicas, até atingir
sua erradicagdo, assim como evitar sua disseminagao em areas livres
da doenga. A estratégia formulada para alcancar esses objetivos
inclui trés medidas bésicas: educacdo a populacdo para a redugdo: de

contato vetor-homem, da densidade do vetor e do parasito do
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reservatério humano através do uso de vacinas e de farmacos
antiparasitarios (JAMES, GILLES, 2000).

Os resultados obtidos com os programas aplicados para o
controle da malaria tém demonstrado que o mosquito infectado nao é
de grande importancia, embora possa trazer alguma conseqliéncia
em areas pequenas. O individuo infectado € que se constitui no

principal veiculo da doenca.

Neste sentido o desenvolvimento de vacinas e farmacos
antimalaricos de amplo uso adquire grande importancia. Contudo, a
obtencdo de vacinas tem sido dificultada pela complexidade
antigénica das diferentes formas do parasito segundo o estdgio de
seu ciclo de vida (BOUREE, 2006; KOLATA, 1992). Os esforcos devem
ser dirigidos para obtencdo de vacina ativa contra cada estagio do
ciclo de vida do parasito, que, aplicada em mistura, confira imunidade
ao hospedeiro (BOUREE, 2006, MILLER, 1992). A obtencao de vacina
eficaz representaria nova arma de combate a maléria, que,
combinada com medidas sanitarias, inseticidas e farmacos,

propiciaria a sua erradicagao.
2.6 Farmacos antimalaricos

Os antimalaricos podem ser classificados de diferentes
maneiras: de acordo com suas caracteristicas quimicas,
farmacoldgicas, seu local de acdo no ciclo biolégico do parasito,

finalidades e seus modos de obtencdo, entre outras (Figura 6).

Em termos praticos, as classificagbes dos farmacos
antimalaricos segundo suas caracteristicas quimicas e segundo o local
de acgdo no ciclo biolégico do parasito sdo muito Uteis e as mais
empregadas (OLUMESE, 2006; JAIN et al., 2005; WIESNER et al.,
2003, TRACY, WEBSTER Jr',1996). Estas sdo apresentadas como
segue:
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a) classificagdo dos antimaléricos segundo seu grupo quimico em:
arilaminodlcoois  (quinina,  mefloquina e  halofantrina), 4-
aminoquinolinas (cloroquina, hidroxicloroquina e amodiaquina), 8-
aminoquinolinas (primaquina), peréxido de lactona sesquiterpénica
(derivados da artemisinina), naftoquinonas (atovaquona) e

antibiéticos (tetraciclina, doxiciclina e clindamicina).

b) classificacdo dos antimalaricos segundo seu alvo de agdo no ciclo
bioldgico do parasito em: esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticidas
(cura radical P. vivax), esquizonticidas sangiineos (promovem a cura
clinica), gametocitocidas (bloqueiam a transmissdo) e esporonticidas
(impedem a infecgdo pelos esporozoitos). Até o momento nenhum

farmaco deste Ultimo grupo é disponivel para uso humano.

A quimioterapia adequada e oportuna previne a ocorréncia de
casos graves e, conseqlentemente, a morte por malaria. Além disso,
o tratamento elimina fontes de infeccao para o0s mosquitos,
contribuindo para a reducdao da transmissao da doenga
(KOROLKOVAS, 1988).

Existem duas formas de tratamento contra a malaria:
tratamentos supressivos, que tém por objetivo a eliminacdo de
formas eritrociticas assexuadas, com o desaparecimento das
manifestacbes clinicas, e o tratamento radical, cujo objetivo é a
eliminagdo de todas as formas do parasito no hospedeiro, evitando

recidivas e infecgdo dos mosquitos vetores.
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FIGURA 6- Acdo dos farmacos antimalaricos de acordo com a fase do
ciclo do Plasmodium (FERREIRA. 2005).

Figura 7 — Estrutura quimica da quinina.

A quinina, figura 7, um produto natural extraido da Cinchona
sp, foi o primeiro farmaco utilizado contra a malaria, introduzido no
século XVII. Ainda é eficaz, porém muito tdxico. Foi utilizada como
farmaco de escolha no tratamento e prevengdao até 1942, quando
surgiu a cloroquina. Com o aparecimento de resisténcia a cloroquina,
quinina e artemeter tém sido as melhores opgdes para o tratamento

de alguns tipos de malaria hoje. Em paises aonde a resisténcia a
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quinina vem se desenvolvendo, ela é usada em associacdo com
outros farmacos, como tetraciclina e clindamicina (OLUMESE,2006;
BUNDGAARD,1991).

Figura 8 ~ Estrutura quimica da sulfadoxina/pirimetamina
(FANSIDAR?®).

A associagdo sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®, figura 8) foi
desenvolvida na década de 1960. Apesar da resisténcia a este
farmaco ser elevada no Sudeste Asiatico e em parte da América do
Sul, ele tornou-se o principal tratamento em alguns paises africanos,
quando a resisténcia a cloroquina se espalhou. Hoje, é a terapia de
escolha oficial em Malawi e Quénia e em criangas que apresentam
resistem a cloroquina (OLUMESE, 2006; WIESNER et a/,2003;
BJORKMAN, PHILLIPS-HOWARD, 1991).
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Figura 9 - Estrutura quimica da mefloquina.

A mefloquina, figura 9, foi desenvolvida pelo exército americano

no inicio da década de 1980. A resisténcia a ela foi observada desde o
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comego, particularmente no Camboja. Existem, ainda, casos
relatados de alguns efeitos colaterais, como tontura e nausea
(OLUMESE, 2006; KARBWANG, WHITE, 1990).
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Figura 10 - Estrutura quimica da halofantrina.

A halofantrina, figura 10, também foi desenvolvida pelo exército
americano na década de 1990 (WIESNER et al, 2003;
INTERNATIONAL CONFERENCE ON MALARIA IN  AFRICA:
CHALLENGES AND OPPORTUNITIES FOR COOPERATION, 1998).
Resisténcia cruzada com mefloquina e efeitos colaterais, as vezes
graves, tém sido observados. O tratamento com este farmaco é

relativamente custoso e seu uso pela salde publica é impraticavel.

Figura 11 - Estrutura quimica da Artemisinina.

As artemisininas, figura 11, incluem uma familia de produtos.
Os dois compostos mais usados sdo o artemeter e o artesunato,
principalmente no Sudeste Asiatico (OLUMESE, 2006;
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INTERNATIONAL CONFERENCE ON MALARIA IN AFRICA:
CHALLENGES AND OPPORTUNITIES FOR COOPERATION, 1998). Em
paises desenvolvidos esses farmacos ndo sdo utilizados devido a
provavel toxicidade. Devido a elevada quantidade de tratamentos
mal-sucedidos, as artemisininas sao agora associadas com
mefloquina, sendo esta combinacdo muito eficaz (WIESNER et al,
2003; WONGSRICHANALAI, 2002).
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Figura 12 - Estrutura quimica da cloroquina.

A cloroguina, figura 12, foi muito utilizada nos anos 1940. Os
primeiros casos de resisténcia foram encontrados na América do Sul e
Sudeste Asiatico, na década de 1960 e agora se mostra quase
ineficaz em todas as regides acometidas (WIESNER et a/, 2003;
INTERNATIONAL CONFERENCE ON MALARIA IN AFRICA:
CHALLENGES AND OPPORTUNITIES FOR COOPERATION, 1998).
Entretanto, €, ainda, o antimaldrico mais usado, principalmente na
Africa, devido a seu baixo custo - em alguns paises este valor é
menor que US$ 0,10 por comprimido, sendo produzida por todas as
maiores industrias farmacéuticas (WIESNER et al., 2003).

A cloroquina é esquizonticida sangliineo altamente eficaz, para
casos em que nao ha resisténcia, sendo utilizada para prevenir ou

interromper crises de malaria por P. vivax, P. ovale, P. malariae ou
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P. falciparum sensiveis. Além disso, mostra-se moderamente eficaz
contra gametdcitos de P. vivax, P. ovale, P. malariae, mas ndo contra
os de P. falciparum. Nao é ativa contra os plasmaddios pré-eritrociticos
e ndo produz curas radicais de infecgbes causadas por P. vivax ou P.
ovale, visto que ndo elimina os estagios hepaticos persistentes destes
parasitos (KATZUNG, 1995).

Existem varias propostas para o mecanismo de acdo da
cloroquina, uma das hipoteses € que ela pode atuar ao bloquear a
sintese enzimatica de DNA e RNA tanto nas células dos mamiferos
quanto nos protozoarios ao formar um complexo com o DNA que
impede a sua replicagdo ou transcricdo em RNA. No interior do
parasito, o farmaco concentra-se nos vacuolos e aumenta o pH
dessas organelas, interferindo na capacidade do parasito de
metabolizar e utilizar a hemoglobina do eritréocito. Foi também
sugerida a possivel interferéncia com o metabolismo dos fosfolipideos
no interior do parasito. A toxicidade seletiva para os parasitos da
malaria depende de um mecanismo de concentragdo da cloroquina no
interior das células parasitadas. A concentracdo do farmaco nos
eritrocitos normais € 10-20 vezes a do plasma; nos eritrécitos
parasitados, a concentracdo é cerca de 25 vezes a dos normais
(OLLIARO,2001).

Uma segunda hipotese consiste no acumulo de cloroquina
dentro do parasito, devido ao gradiente de pH entre o meio
extracelular e o vacuolo digestivo. Cloroquina é uma base fraca
diprética, capaz de atravessar membranas do eritrocito na forma de
base livre, sendo protonada no vacuolo digestivo do parasito, o qual
apresenta caracteristica acida (pH 5-5,2). O farmaco protonado
torna-se impermedvel a membrana e se acumula no interior do
parasito (HAWLEY et al., 1996b). O acumulo desta base fraca
provocaria aumento temporario de pH no compartimento acidico,

causando inibicdo de enzimas vacuolares participantes do processo de
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digestdo de hemoglobina (ZARCHIN et al., 1987). Estudos tém
indicado que a difusao passiva é suficiente para explicar a cinética de
acumulo da cloroquina (KROGSTAD et al., 1987). No entanto, estudos
posteriores (SANCHEZ et al., 1997) mostraram que a entrada da
cloroquina € suportada por mecanismo mediado por carreador,
implicando transportador de troca de Na*/ H*. Tal transportador da
membrana plasmatica do parasito estd envolvido com entrada de
protons gerados durante a glicélise (BOSIA et al., 1993). A proposta
para a cloroquina € que ela se liga no sitio do Na®, sendo
transportada para o interior, onde ocorre a troca por prétons. Tal
hipotese foi corroborada através de constatacao de que 5-(N-etil-NV-
isopropil)amilorida apresentou interagdo com sitio de ligacdo ao Na*
no transportador, inibindo acimulo de cloroquina, de forma
competitiva e dependente da dose (BOSIA, 1993).

Uma terceira hipétese de mecanismo de acdo e também mais
aceita atualmente, esta relacionada ao grupo heme de fundamental
importancia no ciclo biolégico do parasito. Acredita-se que ocorra
interacdo da cloroquina com o grupo heme (hematina) impedindo a
heme-polimerase de atuar e formar hemozoina, téxica ao hospedeiro.
Ndo havendo polimerizagdo ocorre acimulo de hematina que é tdxica
ao parasito (OTELO, 2007; FITCH, 2004). Este processo de

destoxificacao do Plasmodium encontra-se no item 2.9.1

Outra hip6tese para o mecanismo de agdo seria a capacidade
de degradacdao da hemoglobina pelas cisteino-proteases, que sera

discutida em item subseqlente.

A relagao estrutura-atividade mostra que: se for introduzido um
grupo metila no carbono 3 do anel quinolinico, a atividade é reduzida;
caso essa substituicdo ocorra no carbono 8, ndo havera este
problema. Para aumentar a acao deve ser introduzido um atomo de

halogénio na posicdo 8. Outros grupos introduzidos no anel aromatico
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reduzem a atividade. Por outro lado, a presenga de hidroxilas na
cadeia lateral diminui a toxicidade e aumenta a concentracdao sérica
(OLUMESE, 2006; Oiliaro, 2001).

A cloroquina apresenta carbono quiral, portanto, possui dois
enantiomeros: o isomero (+) € cerca de trés vezes mais ativo contra
o P. vinckei que o isbmero (-). Ndo se provou a correlagdo entre os
dois enantiomeros com o DNA e a atividade antimalarica, uma vez
que a cloroquina interage com mais eficiéncia com DNA rico em
guanina e citosina, enquanto o genoma do Plasmodium é rico em
bases adenina e timina (RIDLEY et al., 1991).
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Figura 13 - Estrutura quimica da primaquina.

A primaquina, figura 13, € o Unico farmaco da familia das
8-aminoquinolinas presentemente utilizado na luta contra a malaria.
Possui um anel biciclico heteroaromatico (grupo quinolinico),
substituido na posigao 8 com um grupo amino secundario ao qual se
liga uma cadeia alifatica, e por um grupo metoxila na posicdo 6,
caracteristico da primaquina. Resultou de um programa cooperativo
destinado a obtengdo de farmacos antimalaricos, desenvolvido nos
Estados Unidos durante a Segunda Guerra Mundial. Esse farmaco
apresenta grande importancia clinica em malaria. (OLUMESE, 2006;
WIESNER et a/, 2003; OLLIARO, 2001)

A primaquina tem elevado poder gametocitocida sobre todos os

quatro principais tipos de Plamodium, prevenindo a propagacgao da
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doenca. A sua acdo antimalarica é exercida contra os hipnozoitos
hepaticos, sendo o unico farmaco capaz de efetuar a cura radical das
formas teciduais latentes dos P. vivax e ovale. No entanto, a
primaquina ndo afeta as formas assexuadas do parasito no sangue
(esporozoitos), sendo por isso freqlientemente utilizada em
combinagdo com um esquizonticida sanguineo, como a cloroquina,
para obtengdo de cura radical. A primaquina € administrada
oralmente, sendo bem absorvida do trato gastrintestinal. O seu
metabolismo é rapido, desaparecendo quase por completo 10 a 12
horas apds a administracdo. O seu tempo de meia-vida é de cerca de
3 a 6 horas. O metabolismo da primaquina é um processo simples,
consistindo em 2 passos metabdlicos, no primeiro dos quais se forma
a 6-hidroxiprimaquina e a 6-hidroximetilprimaquina, € no segundo
passo, a N-acetilprimaquina. Este processo transforma a primaquina
em potente agente oxidante, mais ativo nas células teciduais que

contém os esquizontes.

Um dos poucos efeitos adversos deste farmaco é a sua
atividade hemolitica em pacientes com deficiéncia congénita em
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) nas hemacias, deficiéncia
esta relacionada com o cromossomo X. As células dos pacientes
deficientes em G6PD nao conseguem regenerar NaDPH, cuja
concentracdo é reduzida pelos metabdlitos oxidantes da primaquina e
de outros farmacos. Em conseqgiéncia, as fungdes metabdlicas gerais
das hemacias alteram-se e ocorre hemdlise. Entre os efeitos adversos
ocasionais provocados pela primaquina, contam-se distlrbios
gastrintestinais, metemoglobinemia e cianose, relacionados com
dosagens elevadas. Embora se tenha observado menor sensibilidade
em algumas espécies de P. vivax, a resisténcia a primaquina continua
a ser fendbmeno raro. (OLLIARO, 2001).

O mecanismo de agdo proposto para a primaquina é o de

interagdo com os acidos nucléicos, interferindo na sintese e fungao
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dos mesmo. A interacdo com o DNA se processa, provavelmente,
mediante formagdo de complexo. As ligagdes compreendidas seriam;
1) a atragdo i6nica entre os atomos de nitrogénio protonizados da
cadeia lateral e os grupos fosfatos, negativamente carregados, das
hélices do DNA; 2) transferéncia de carga ou interagdo hidrofébica
especifica envolvendo o anel aromatico plano da 8-aminoquinolina e
0s pares de bases do DNA, guanina-citosina. Da interacdao entre
primaquina e DNA resulta inibicdo da atividade de DNA e RNA-
polimerases. Por ndo poder se separar suficientemente, a dupla hélice
ndo atua como molde (OLLIARO, 2001).

Outro mecanismo da acdo antimalarica proposto baseia-se na
agao dos intermediarios quinolina-quinona derivados da primaquina,
0s quais sdo compostos redox transportadores de elétrons, que
podem atuar como antioxidantes. E provavel que estes intermediarios
produzam a maior parte da hemdlise e da metemoglobinemia
associadas ao uso de primaquina. Nesta mesma linha de raciocinio a
acdo antimalarica da primaquina estd associada a espécies reativas
de oxigénio, com a formacdo de perdxido de hidrogénio (JAIN et al.,
2005; KATZUNG, 1995).

2.6 Prevencao

Recomendagdes profilaticas variam de acordo com a preferéncia
de diferentes paises e também de médicos. A maioria recomenda
mefloquina para turistas ndo-imunes, em uma semana de
tratamento. Possui eficiéncia de aproximadamente 90%. Entretanto,
existem casos relatados de efeitos adversos, como tontura e ndusea
(DIVISION OF CONTROL OF TROPICAL DISEASE WHO, 2008;
INTERNATIONAL FEDERATION OF PHARMACEUTICAL MANUFACTURES
ASSOCIATIONS, 1992; KOLATA, 1992).
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Outra alternativa de prevencao seria a aplicacao de vacina
contra malaria (GIRARD et al., 2007; INTERNATIONAL FEDERATION
OF PHARMACEUTICAL MANUFACTURES ASSOCIATIONS, 1992).

Porém, ndo existe, ainda, vacina disponivel para uso.

Devem-se estabelecer programas de controle do mosquito,
empregando-se inseticidas nas areas endémicas. Como medida de
protecdo individual contra a picada do mosquito, podem ser utilizados
repelentes na pele (WHO, 2008; JAMES, GUILLES, 2000;
WERNSDORFER, 1994).

2.7 Planejamento de antimalaricos potenciais

A despeito de existirem alternativas quimioterapicas para a
parasitose  (FERREIRA, 2002, 1993, BJORKMAN, PHILLIPS-
HOWARD,1990, GOA, 1992; CHANG, LIN-HUA, JANTANAVIVAT,
1992; DRUG EVALUATIONS ANNUAL, 1991; FOSTER, 1991), a
situagdo vem se agravando em razdo do aumento significativo da
resisténcia dos plasmadios, sobretudo do P. falciparum, aos farmacos
ora disponiveis (DIVISION OF CONTROL OF TROPICAL DISEASE
WHO, 1998; PETERS, 1995; BJORKMAN, PHILLIPS-HOWARD, 1990;
COWMAN, FOOTE, 1990; ORLOV, RABINOVICH, 1990 PANISKO,
KEYSTONE, 1990;).

Extensas regides de paises onde grassa a malaria apresentam
alta incidéncia de casos resistentes e multi-resistentes, constituindo-
se no principal obstaculo a quimioterapia (WINSTANLEY, 2000) e a
profilaxia da malaria (BIA, 1992; FERREIRA, 2002; Di SANTI,
BOULOS,2001)

Como explicado anreriormente, a cloroquina, esquizonticida
sanguineo cuja introdugdo remonta a época da II Guerra Mundial
(FERREIRA, 1982; STOKSTAD, JUKES, 1987), tem hoje sua eficacia

diminuida em razdo da emergéncia crescente de P. falciparum
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resistentes (DIVISION OF CONTROL OF TROPICAL DISEASE WHO,
1998; GINSBURG, KRUGLIAK, 1992; KOROLKOVAS, 2003; OGA,
FERREIRA, 1994; PAYNE, 1987; WERMUTH,  GAIGNAULT,
MARCHANDEAU, 2003). Muitas sao as hipdteses aventadas para
explicar o mecanismo de resisténcia ao farmaco (COWMAN, FOOTE,
1990; HOWELLS, 1987; PETERS, 1984). Entre elas, a possibilidade de
as células resistentes apresentarem alta atividade de monoxigenases,
provocando diminuicdo da referida 4-aminoquinolina, que nao
atingiria concentragdo suficiente para manifestar a acao antimalarica
(MENEZES, FERREIRA, 2005; WONGSRICHANALAI et a/.,2002).

2.7.1 CISTEINO PROTEASES

Entre os alvos promissores para o planejamento de novos
farmacos antimaldricos podem-se destacar as proteases presentes no
parasito as quais tém recebido consideravel atencdao nos Ultimos
anos. Essas enzimas estdo envolvidas em diversos processos nos
organismos vivos, tais como diferenciacdo e replicagao celular e
interacdo do parasito com a célula do hospedeiro (LINARES,
RODRIGUEZ, 2007; ROSENTHAL, 2004; NORTH, MOTTRAM, COOMBS,
1990; SIJWALI et al., 2001).

Estudos realizados para identificar os tipos de proteases
presentes nos parasitos revelaram algumas diferencas interessantes
entre as proteases dos parasitos e mamiferos. Nestes Ultimos
observam-se trés principais cisteino-proteases, as catepsinas B, L e
H, enquanto que alguns protozoarios contém ndmero relativamente
grande de enzimas distintas (LINARES, RODRIGUEZ, 2007;
ROSENTHAL, 2004; BNORTH, MOTTRAM, COOMBS, 1990).

As enzimas da classe das proteases ou endopeptidases, como
as cisteino-proteases, apresentam a capacidade de hidrolisar ligacGes

peptidicas no interior de proteinas. Essas enzimas estdo envolvidas
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em processos proteoliticos, que podem, ocorrer, por exemplo, dentro
dos lisossomas (ROSENTHAL, 2004; NORTH, MOTTRAM, COOMBS,
1990).

Entre as proteases presentes nos plasmddios merece destaque
a falcipaina, visto que esta enzima esta, provavelmente, implicada na
hidrolise da hemoglobina, que representa uma fonte de aminoacidos
para o parasito no estagio eritrocitico. Estudos in vitro demonstraram
que inibidores dessa protease bloquearam a hidrélise da hemoglobina
e o desenvolvimento dos parasitos (ROSENTHAL, 2004; SIJWALI et
al.,2001).

A falcipaina corresponde a cisteino-protease mais importante do
Plasmodium, e tem massa molecular de 68 kDa (ROSENTHAL, 2004;
NORTH, MOTTRAM, COOMBS, 1990).

A atividade dessa cisteino-protease foi identificada inicialmente
em extratos de trofozoitos, o estdgio eritrocitico do parasito, em que
se observou intensa degradacdao de hemoglobina. O. papel da
falcipaina foi comprovado quando culturas contendo o Plasmodium
incubadas com inibidores de cisteino-proteases falharam no
desenvolvimento do parasito (SHENAI, ROSENTHAL, 2002).

A falcipaina apresenta a capacidade de hidrolisar ligagdes
peptidicas, que apresentem na posicdo P; residuos de arginina (Arg)
e lisina (Lys) e, na posicao P2 preferencialmente residuos de leucina
(Leu) e fenilalanina (SHENAI et al., 2000).

Essa especificidade da falcipaina foi observada em estudos
realizados entre a falcipaina e outras cisteino-proteases. Testaram-se
25 compostos (substratos peptidicos sintéticos), sendo que a
falcipaina hidrolisou 10 desses substratos. Todos os substratos
clivados apresentaram residuos de arginina e lisina na posicao P;. A

falcipaina demonstrou, também, preferéncia significativa por residuos
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de leucina e fenilalanina na posicdo C terminal. A falcipaina,
juntamente com catepsina L, papaina e cruzipaina, apresentou
preferéncia por aminoacidos hidrofobicos, mas ndo carregados na
posicdo P,. A preferéncia por leucina na posicdao P, foi observada
apenas com a falcipaina (SHENAI et al., 2000).

A falcipaina pode ser explorada como alvo bioguimico para o
planejamento de inibidores e, também, no desenvolvimento de pré-
farmacos que seriam especificamente ativados por essa cisteino-
protease do parasito. Esses tipos de pré-farmacos, cuja liberagdo do
farmaco depende de uma enzima especifica do parasito, podem
proporcionar menor toxicidade ao hospedeiro (ROSENTHAL, 2004;
NORTH, MOTTRAM, COOMBS, 1990).

2.8 Modificacao molecular na introducdo de novos farmacos

A maodificagdo molecular tem se mostrado a técnica mais
promissora para a introducdao de novos farmacos na terapéutica
(WERMUTH, 2008; KOROLKOVAS, 1988). Tal processo perrhite que as
propriedades indesejaveis dos prototipos sejam diminuidas e as
caracteristicas  desejaveis, ressaltadas, mediante  retirada,
substituicdo ou introdugdo de grupos quimicos, cuja participacdo na
atividade bioldgica é determinante, ou cuja fungdo acesséria pode
auxiliar na interagdao com o receptor. Apesar de, em geral, a
modificagdo molecular classica ndo utilizar as bases moleculares da
doenga como suporte racional para o planejamento de novos
farmacos, esse foi o processo mais proficuo de introducdo de

farmacos na terapéutica.

Entre os processos de modificagdo molecular, a latenciacdo é
um dos mais promissores (CHUNG et al., 2005; AVENDANO, 1993;
BALANT, BODOR, 1991; BUNDGAARD, 1985; FRIIS, BUNDGAARD,
1996; GRAHAM, 1983; ILLUM, DAVIS, 1987; JONES, 1985; JULIANO,
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1980; KOROLKOVAS, 1988; MENENDEZ, AVENDANO, 1993;
POZNANSKY, CLELAND, 1980; SCHACHT, VANSTEENKISTE,
SEYMOUR, 1996; SILVA et al., 2005; SINKULA, 1985; TRIPATHI,
DUTTA, VISHWAKARMA, 1996; TRIPATHI, PURI, DUTTA, 1996) e foi
definida por Harper, em 1958, como a transformacdo do farmaco em
forma inativa de transporte, que, mediante reacdo enzimatica in vivo,
libera a porgdao ativa no local de agdo ou préximo dele, teve seu
conceito ampliado, incluindo liberacdao por meio de reacdo quimica.
No entanto, em 1957, Albert ja havia definido uma das formas
obtidas com esse processo, o pro-farmaco. A Figura 14 mostra

esquematicamente o conceito classico de latenciagdo.
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Figura 14 - Esquema geral de latenciacao (adaptado de Friis e
Bundgaard, 1996).

WERMUTH, em 1984, classificou as formas latentes em: pré-

farmacos classicos, bioprecursores e farmacos dirigidos.
O planejamento pode ser dividido em trés passos basicos:

1- Identificagdo do problema .associado ao farmaco;
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2 - Identificagdo das propriedades fisico-quimicas a serem alteradas;

3 - Escolha do transportador adequado e da ligagao a ser cindida no

compartimento biolégico desejado.

Os pro-farmacos classicos compreendem area da pesquisa de
farmacos que € voltada, especialmente, para a otimizacdo das
propriedades farmacocinéticas correspondentes (CHUNG et al., 2005;
SILVA et al., 2005; WERMUTH, 2008; BUNDGAARD, 1985; FRIIS,
BUNDGAARD, 1996). Em geral, o termo pré-farmaco implica ligagao
covalente entre o grupo ativo e o transportador, mas alguns autores
também usam-no para caracterizar algumas formas de sais de

principios ativos.

A eficacia de um farmaco pode ser limitada por suas
propriedades fisico-quimicas, por exemplo, baixa permeabilidade na
membrana plasmatica. Pela ligagdo com um transportador adequado,
pode-se superar a barreira limitante ao farmaco de origem. Uma vez
ultrapassada a barreira, o pré-farmaco é revertido ao prOtétipo por
sistemas enzimaticos ou ndo. A formagdo do pré-farmaco, portanto,
confere propriedade quimica transitéria, que altera ou elimina
propriedades indesejaveis no farmaco (CHUNG et al., 2005;
WERMUTH et al., 2003; FRIIS, BUNDGAARD, 1996). O enfoque do
pro-farmaco como um modo de se otimizar a distribuicdo do farmaco
passou por significativa expansdo nas duas décadas passadas e mais
de 50 compostos farmacologicamente ativos sdo clinicamente usados
sob essa forma, no presente (ETTMAYER et al., 2004).

Os pro-farmacos classicos podem ser subdivididos em duplos ou
triplos, ou em cascata, e pré-farmacos reciprocos (WERMUTH, 2008).
Essas denominagdes dizem respeito a necessidade de mais de um
passo metabdlico para a liberagdo do farmaco. Quando o

transportador é ligado a ponte conectada com o farmaco, conhecida
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como grupo espacante, o termo duplo € utilizado. O grupo espacante
permitiria maior acesso as enzimas, quando for o caso, facilitando a
liberacdo do farmaco de sua forma de transporte. Pro-farmacos
triplos ou em cascata sao aqueles que além de ligagdes por meio de

espacante apresentam liberagdo por vias quimica e enzimatica.

Pro-farmaco reciproco € o termo aplicado a forma latente que
consiste de dois farmacos, em geral, de acao sinérgica, ligados um ao
outro (um farmaco € transportador do outro e vice-versa) (SINGH,
SHARMA, 1996). Tal conceito ndo é recente, mas, ndo raro,
confunde-se com hibridacdo molecular, que € processo de associagao
molecular que implica acdo per se, sem necessidade de liberagao do
fdrmaco de sua forma de transporte (KOROLKOVAS, 1988). A
sulfassalazina € exemplo que atesta a formacao de pré-farmaco
reciproco, em 1942, anteriormente a introducdo do conceito da
propria latenciacdo. Entre os exemplos mais recentes podem-se citar
as cefalosporinas de acao mista, conhecidas como DAC - Dual Action
Cephalosporins -, cujo propédsito € ampliar o espectro de agdo das
mesmas. Albrecht e colaboradores (1990, 1991) sintetizaram série de
DAC em que se associam, mediante ligacdo na posicdao 3’ da
cefalosporina, quinolonas, melhorando a atividade, solubilidade,
estabilidade e farmacocinética do B-lactdmico matriz. Resultam,
dessa forma, antibidticos de acdao complementar, uma vez que as
quinolonas atuam em cepas resistentes a B-lactamicos enquanto as
cefalosporinas sdo eficazes contra estreptococos. Ademais, o0s
mecanismos de acdo sao diferentes, as primeiras atuando na DNA-
girase e as ultimas, na transpeptidase. Com base no mesmo
principio, pré-farmacos reciprocos de pB-lactamicos ndao-classicos,
mais propriamente das carbapenemas, com fluorquinolonas
encontravam-se em ensaios clinicos avangados em 1990 (ALBRECHT,
BESKID, CHRISTENSON, 1991; ALBRECHT, BESKID, CHAN, 1990).
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Bioprecursor € um tipo de prd-farmaco, em que a reversdo ao
composto ativo se da por meio de reagdes enzimaticas, em geral, ndo
hidroliticas. Sistemas de éxido-reducdo sdo utilizados pelo organismo
para liberar o farmaco (WERMUTH, 2008). Nesses casos, ndo se
utilizam transportadores. Ha, no entanto, formas mistas de

bioprecursores e pro-farmacos cldssicos.

Farmacos dirigidos sao formas latentes em que o transportador
apresenta alta especificidade, por si sO, ou por conter grupo diretor
da acdo ao nivel celular. Anticorpos, imunoglobulinas e acidos
nucléicos podem ser empregados como transportadores,
normalmente ligados a matrizes poliméricas (BLAU et al., 2008;
SCHACHT et al., 1996; TAKAKURA, HASHIDA, 1995; WERMUTH,
2008).

Variante de grande especificidade de acao, que engloba a
concepcao de farmaco dirigido é a do processo ADEPT - Antibody-
directed Enzyme Prodrug Therapy (MELTON et al., 1996). Por esse
planejamento, inicialmente se administra um conjugado anticorpo
monoclonal-enzima ndo existente no organismo, e, em seguida, pro-
farmaco, cuja ligacdo ao transportador é cindida especificamente pela
enzima componente do conjugado, € administrado. Modelos mais
avangados desse processo sdao o GDEPT - Gene Directed Emzyme
Prodrug Therapy, e VDEPT - Virus Directed Enzyme Prodrug Therapy,
entre outras formas (CHUNG et a/., 2005; SILVA et al., 2005).
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2.9 Planejamento de pro-farmacos antimalaricos de liberacao
especifica

Estudos sobre a bioquimica do parasito tém sido bastante
explorados, objetivando a identificacdo de possiveis alvos
terapéuticos. A partir dessa abordagem é possivel o desenvolvimento
de farmacos antimaldricos mais seletivos capazes de bloguear rotas
metabolicas essenciais do parasito (SIJWALI et al., 2001). Entre os
alvos estudados, podem-se citar o processo de destoxificagao do
Plasmodium, as cisteino-proteases envolvidas com o processo de
degradacdao de hemoglobinas e a sintese de pirimidinas (CASTEEL,
2003; SRIVASTAVA, et al., 1999; SIJWALI et al., 2001).

2.9.1 Mecanismo de destoxificagao do Plasmodium

Durante o ciclo de vida eritrocitico, o plasmoédio utiliza a
hemoglobina como alimento, digerindo a proteina e liberando o
heme. A digestdo da hemoglobina pelo parasito compreende uma
rota metabdlica existente no Plasmodium. Os eventos iniciais
consistem na endocitose da hemoglobina do citoplasma do
hospedeiro e transporte para o vacuolo alimentar, onde a porgao
protéica (globina) é degradada por enzimas proteoliticas. O heme é
liberado como um residuo da degradacdo da hemoglobina e recebe o
nome de ferriprotoporfirina IX, que é uma substdncia téxica. A
toxicidade do heme em muitos sistemas bioldgicos é devido a sua
habilidade em formar espécies reativas de oxigénio. No plasmaédio, a
degradagdao do heme ocorre pela acdo de uma heme-polimerase, que
converte a ferriprotoporfirina IX em polimeros de beta-hematina
(beta-hematina-hemozoina). A ligagdo do polimero envolve uma
ligagdo covalente entre o atomo de ferro do heme e a cadeia lateral
propionila de outro grupo heme. Os polimeros de beta-hematina ndo
sdo toxicos devido a sua insolubilidade em agua, em pH fisioldgico ou

pH baixo, e justificam a coloracdo do pigmento da maldria ou
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hemozoina. A reducdo da atividade da heme-polimerase causaria o
acumulo de ferriprotoporfirina IX e, portanto, estaria alterando o
sistema de destoxificagdo do parasito. Um dos mecanismos de agao
proposto para a cloroquina, antimaldrico de escolha, seria interferir
com esse sistema de destoxificagdao do parasito (OTELO, 2007;
CASTEEL, 2003).

2.9.2 Modelagem Molecular

Um dos mais importantes avancos no planejamento racional e
descoberta de novos farmacos tem sido a utilizagdo da modelagem
molecular (BARREIRO et al., 1997).

Ela tem se firmado como ferramenta indispensavel ndo somente
no processo de descoberta de novos farmacos, mas também na
otimizacdo de um prototipo ja existente ou com o auxilio de
ferramentas computacionais. O desenvolvimento da modelagem
molecular deveu-se, em grande parte, ao avanco em paralelo dos
recursos computacionais -- hardware (velocidade de 'célculo) e
software (programas de modelagem molecular). No passado, a
utilizacdo desta técnica era restrita a um seleto grupo de pessoas
que desenvolviam os seus proprios programas de modelagem
molecular. Atualmente, ndo é mais necessario ao usuario compor o
seu proprio programa, uma vez que eles podem ser obtidos através
de grandes companhias e de laboratérios académicos (BARREIRO et
al., 1997; RODRIGUES, 2001).

A modelagem molecular fornece informacdes importantes para o
processo de descoberta de farmacos. Ela permite o calculo de
propriedades especificas de uma molécula, que podem influenciar na
interacdo com o receptor. Como exemplos, podem-se citar o mapa de
potencial eletrostatico, o contorno da densidade eletrbnica e a

energia e os coeficientes dos orbitais de fronteira HOMO (Highest
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Occupied Molecular Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital), entre outros. Reacbes em que moléculas atuam como
doadoras de elétrons é importante analisar o HOMO destas, porém
guando atuam como aceptoras de elétrons € importante analisar o
LUMO (RODRIGUES, 2001).

Outras informagdes importantes também podem ser obtidas a
partir da comparagdo estrutural entre diferentes moléculas, o que
permite a geragao de um indice de similaridade, correlacionado ou
ndo com a atividade farmacoldgica. A modelagem molecular também
permite a visualizacdo tridimensional (3D) do complexo farmaco-
receptor e fornece informagdes sobre os requisitos estruturais
essenciais que permitem a interacdo adequada do farmaco no seu
sitio receptor. Esta ferramenta também tem o potencial de planejar
teoricamente novas moléculas que satisfagam as propriedades
eletrénicas e estruturais para um perfeito encaixe no sitio receptor. A
maioria dos programas de modelagem molecular é capaz de desenhar
a estrutura molecular e realizar os calculos de otimizacdo geométrica
e estudos de anadlise conformacional. Os arquivos de saida destes
calculos podem ser utilizados como arquivos de entrada para outros
programas (BARREIRO et al/.,1997; RODRIGUES, 2001; COHEN,
1988).

Desta forma, a primeira etapa em estudos de modelagem
molecular é desenhar a estrutura da molécula. Em seguida, a
molécula é otimizada objetivando encontrar parametros geométricos
tais como comprimentos e angulos de ligacao que estejam préximos
aos valores determinados experimentalmente. Com isto, pode-se
avaliar a qualidade do programa de modelagem molecular
selecionado para efetuar os calculos, considerando que ele deve ser
capaz de representar corretamente a estrutura molecular sem que os
pardmetros estruturais da referida molécula tenham sido usados para

elabora-lo. Assim, um programa de modelagem molecular deve ser
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capaz de adotar o principio da transferibilidade, ou seja, reconhecer e
transferir os parametros embutidos no programa para uma nova
molécula que apresente as mesmas caracteristicas estruturais e
eletrbnicas das moléculas usadas para confeccionar o programa
(mesmo tipo de atomos, fungdes quimicas, hibridizacdo molecular,
entre outros) (BARREIRO et al.,1997; CARVALHO, PUPOQO,
BERNARDES, 2003; RODRIGUES, 2001).

O estudo de analise conformacional permite determinar as
conformacbes de minimo de energia (confGrmeros). Estes
conféormeros indicam como o0s grupamentos funcionais estdo
orientados e, portanto, revelam aspectos relevantes de como a
molécula pode interagir com um receptor especifico, considerando
que a conformagao mais estavel deve estar em maior concentragao
durante o processo de interacao com o receptor. Entretanto, deve-se
ressaltar que nao existe uma relacdao entre a conformacdo mais
estavel e a conformacdo bioativa, pois a primeira pode sofrer
mudangas na sua conformacao original no momento em que se
aproxima do sitio receptor. Este estudo conformacional € realizado
considerando-se as rotacdes livres entre dois atomos consecutivos
que, por sua vez, determinam um angulo diedro, assinalando como
devem estar orientados os grupamentos adjacentes a estes dois
atomos (CARVALHO, PUPO, BERNARDES, 2003).

Os calculos podem ser realizados utilizando mecanica molecular

Oou mecanica quantica.

Para a mecanica molecular a energia é calculada por
comparagdo entre angulos e distancias de ligacdo entre atomos que
compdem a molécula, com valores tabelados. As equacbes obtidas
consideram apenas o0 nucleo dos atomos e nado incluem os elétrons

nos calculos. O objetivo € predizer a energia associada com
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determinada conformagdo de uma molécula (BARREIRO et a/.,1997;
CARVALHO, PUPO, BERNARDES, 2003; RODRIGUES, 2001).

A mecanica quantica utiliza as equacgdes de fisica quantica para
calcular as propriedades de moléculas, a partir das interacdes entre

0sS seus elétrons e nucleos.

E possivel descrever a energia eletrOnica separadamente da
energia nuclear (BARREIRO et a/.,1997; CARVALHO, PUPO,
BERNARDES, 2003, RODRIGUES, 2001). Esta se divide em dois
métodos: Ab initio e semi-empirico. No método Ab initio utilizam-se
calculos mecanico-quanticos independentes de qualquer experimento
que ndo seja a determinagdo de constantes fundamentais. Os
meétodos sdao baseados no uso da equacdo de Schrodinger completa
para tratar todos os elétrons de um sistema quimico. Na pratica,
aproximagdes sdo necessarias para restringir a complexidade da
funcdo de onda eletrdnica e tornar seu calculo possivel (SANT "ANNA,
2002).

Quanto ao meétodo semi-empirico, apesar de ser menos exato
ele € mais rapido e é utilizado na minimizacdo de energia e
otimizagdo de moléculas que variam de 10 a 120 atomos. Entre os
meétodos, tém-se: AM1 (estes calculos envolvem os elétrons de
valéncia dos atomos da molécula), PM3 (é um programa de calculo
semi-empirico de orbital molecular) e MNDO (sdo calculos semi-
empiricos de orbital molecular (MO), que usam como aproximacao
uma negligéncia modificada de recobrimento diatdmico (diferencial)),

sendo os dois primeiros os mais utilizados (SANT "ANNA, 2002).
2.9.3 Pro-farmacos peptidicos

Com o intuito de diminuir a toxicidade de alguns farmacos,
CARL e colaboradores (1980) foram os primeiros pesquisadores a

utilizar peptideos como transportadores em farmacos. Em 1983,
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CHAKRAVARTY e colaboradores sintetizaram proé-farmacos peptidicos
de doxorrubicina, com o propésito de que estes pro-farmacos fossem
levados ao local de agdo, neste caso as células tumorais. Outro
exemplo é caso de aminodacidos e peptideos ligados a primaquina,
como intermediarios de pré-farmacos reciprocos com o nitrofural,
que manifestaram atividade tripanomicida in vitro (CHUNG, 1999.
CHUNG et al., 1997 ).

2.9.4 Métodos de sintese de peptideos (MACHADO et al.,2004;
STEWART, 1984)

Atualmente, trés sdo os métodos utilizados para a sintese
destes compostos em numero e escala variados: sintese quimica,
sintese enzimatica (ou biocatalisada) e sintese via DNA

recombinante.
2.9.4.1 SINTESE QUiIMICA

Este método utiliza um reagente quimico para ativar o acido
carboxilico de um N*-acil-aminodacido ou N*-acil-fragmento peptidico,
o qual sofre o ataque nucleofilico do grupo a-amino de outro
aminodcido ou fragmento peptidico C%bloqueado, resultando na
formacdao da ligagdo peptidica entre eles (RCONHR’, Figura 15).
Quando grupos funcionais reativos que nao estao diretamente
envolvidos na formacdao da ligagdo peptidica estiverem presentes,
estes devem ser previamente protegidos ou blogueados. Com isto, a

sintese torna-se mais controlada em relagdo a possivel formacao de

subprodutos.
R
R NH,CHCOOH ‘
é + HO NH,CHCONHCHCOOH
NH,CHCOOH E—— 2
Rl
RI

Figura 15 - Esquema de formagdo de um peptideo.
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Em sintese de peptideos, a formacdo de ligacdo amida entre
dois aminoacidos ou fragmentos peptidicos € chamada de
acoplamento. Existem trés diferentes maneiras de promover esta
reacdo: a) o componente carboxilico é ativado e exposto ao
componente aminico; b) o componente carboxilico ativado é isolado e
purificado previamente a sua amindlise e c) o agente acilante é
gerado no meio reacional em presenca do componente aminico, pela
adicdo de um reagente ativador ou acoplador. Alguns exemplos de
agentes acoplantes sao: o etoxiacetileno, as carbodiimidas (DIC:
N,N’-diisopropilcarbodiimida, DCC: N,N’-dicicloexilcarbodiimida e

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida), entre outros.

A sintese quimica pode ser realizada em solucdo (método
cldssico) ou utilizando um suporte polimérico (resina) (Figura 16).
Este Ultimo meétodo é denominado sintese de peptideos em fase
solida. A diferenga entre os dois se da no acoplamento: no primeiro
caso este acoplamento se da via grupamento amina com o grupo
carboxilico esterificado, enquanto que no segundo, © grupo
carboxilico é ligado ao suporte polimérico € o grupamento amina é
protegido. A sintese classica ocorre via C—N ou N—C enquanto em
fase sodlida geralmente ocorre via N—C. Os principais grupos
protetores sdo: BOC (t-butiloxicarbonila), FMOC (9-
fluorenilmetoxicarbonila), Bzl (benziloxicarbonila), Bz (benzila) ou Tos
(tosila).

As etapas utilizadas na metodologia classica sdo: ativacdo do
grupo carboxilico do primeiro aminoacido com seu grupo amino
protegido por um agente acilante, insercao do segundo aminoacido
com o grupo carboxilico esterificado, desacoplamento, purificacdo e

analise do produto obtido.

Na metodologia por fase sodlida as etapas utilizadas sdo:

acoplamento do primeiro aminodcido com grupo amino protegido a
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resina, remogdao do grupo amino protetor, inser¢do do segundo
aminoacido com grupo amino protegido, desprotegao deste grupo,
desacoplamento da resina, que, dependendo do grupo protetor
utilizado e da resina utilizada podem ser uma unica etapa, purificagdo

e analise quimica.

A escolha do melhor método depende do numero de

aminoacidos a serem inseridos, ou seja, com o tamanho do peptideo

gue se deseija obter: dipeptideo, tetrapeptideo, entre outros.

>

Repetir os passos ds Rivagio,
Q ACOPLAMENTO desprotegio, acoplamento
para cada aminodcido
inserido

-]

iiw' L
Q = /ln.mm

Legenda: P1 e P2 - grupos protetores para cadeia lateral; AA1 e AA2 - 1°. e 2°.
aminoacidos; BOC: grupo protetor de amina; A - grupo ativador de carbonila

Figura 16. Sintese de peptideos em fase sdlida. Adaptado de
Merrifield (1963).
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2.9.4.2 SINTESE ENZIMATICA

Por esse método, a formagdo da ligagdo quimica peptidica é
efetuada através de uma enzima, que pode estar na sua forma livre
ou imobilizada. Aqui a reagdo ndo € mediada por reagentes quimicos.
Porém, da mesma forma que a sintese quimica, ela pode ser
realizada passo a passo ou via condensagdo de fragmentos peptidicos

preparados previamente.
2.9.4.3 SINTESE VIA DNA RECOMBINANTE

Tal processo utiliza todos os métodos modernos de clonagem e
expressdao génica via microrganismos modificados, podendo produzir

um peptideo recombinante ou varios deles simultaneamente.
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3. OBJETIVOS

Face ao exposto e a necessidade de quimioterapicos realmente

Uteis contra malaria, € imperativa a busca por novas alternativas que

enriquegam o arsenal terapéutico contra a parasitose.

A vista de tal fato e ante as diferencas observadas entre o

parasito e o hospedeiro, o presente trabalho teve como 0 objetivo

sintetizar, mediante o processo de latenciagao:

>

pro-farmacos reciprocos da desetilcloroquina com a primaquina,
empregando-se espacgantes dicarboxilicos. Espera-se que o
derivado permita a cura radical em casos de malaria vivax;

pro-farmacos duplicados de desetilcloroquina e primaquina,
mediante a ligagdo com grupo espacgante inespecifico. Espera-se
que, pelo fato de duas moléculas estarem sendo transportadas ao
mesmo tempo, se diminua a dose necessaria de cada um deles,
aumentando a eficacia e diminuindo a toxicidade correspondente.
A associacao dos dois farmacos pode levar a cura radical em casos
de malaria vivax;

pro-farmacos duplicados de desetilcloroquina, mediante a
ligagdo com grupo espacante peptidico especifico a cisdo da
falcipaina. Espera-se que a liberagdo seja seletivamente efetuada
no interior do plasmédio, especialmente, do P. falciparum, no seu
estagio eritrocitico. Pelo fato de duas moléculas estarem sendo
transportadas ao mesmo tempo e seletivamente, poder-se-a
diminuir a dose necessaria, aumentando a eficacia e diminuindo a

toxicidade.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Reagentes e solventes

Os solventes comerciais utilizados foram secos e purificados,
quando necessario, segundo os padrdes estabelecidos pela literatura
(PERRIN et al., 1980).

1,1’-Carbonildiimidazol (CDI) (Acros Organics)
1-Etil-3-(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (Sigma)
1-Hidroxibenzotriazol (Aldrich)
2-(t-Butiloxicarboniloxiimino)-2-fenilacetonitria (Boc-ON) (Aldrich)

vV V. V V V

4-Cloro-4-oxo-butanoato de metila e dicloreto de succinoila
(sintetizados no laboratério de Quimica Farmacéutica, segundo
método de FURNISS, HANNAFORD, SMITH (1989)).
4-Dimetilaminopiridina (DMAP) (Aldrich)

Acetato de etila (Merck)

Acetona (Merck)

Acetona-d6 (Cambridge Isotope Laboratories, Inc)

Acetonitrilia grau HPLC (Merck)

Acido acético glacial (Merck)

Acido bromidrico (Merck)

Acido citrico p. A.(Merck)

Acido fosforoso (Merck)

vV V. V V V¥V VY V VY

Agua desionizada

Agua deuterada (D,0) (Cambridge Isotope Laboratories, Inc)
Alanina (Fluka)

Anidrido succinico (VETEC)

Bicarbonato de potassio (Synth)

Bicarbonato de sédio (Synth)

Boc-Arg(Tos)-OH (Bachem)

YV V. V Vv V V VYV V
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vV V V V V V V

vV V.V V V V VYV V V V V

vV V. .V V VYV V

A\

Y

YV V V V V V

Boc-L-alanina (Lcsciences)
Boc-L-leucina (Lcsciences)
Boc-Lys(CIl-Z)-OH (Bachem)
Butil-litio 1,6 M em hexano (Aldrich)
Carbonato de césio (Merck )
Carbonato de sédio (Merck)

Cloreto de acetila (Aldrich)

Cloreto de calcio (CRQ)

Cloreto de tionila (Merck)
Cloroformato de etila (Aldrich)
Cloroférmio (Merck)

Cloroférmio-d3 (Cambridge Isotope Laboratories, Inc)
Dicicloexilcarbodiimida (DCC) (Merck)
Diclorometano (Merck)

Difosfato de cloroquina (GALENA)
Difosfato de primaquina (ITACA)
Diisopropilamina (Aldrich)
Diisopropilcarbodiimida (DIC) (Aldrich)
Dimetilformamida (Merck)
Dimetilsulféxido-d6 (Cambridge Isotope Laboratories, Inc)
Dioxano (Merck)

Etanol (Merck)

Eter de petréleo (30-60 °C) (Merck)
Eter etilico (Merck)

Hidreto de s6dio (NaH) (Aldrich)
Hidréxido de aménio (Merck)
Hidroxido de sodio (Merck)

Iodeto de etila (Merck)

L-alanina (Fluka)

L-fenilalanina (Fluka)

L-leucina (Fluka)

Magnésio metdlico em tiras (Synth)
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Metanol (Merck)

Metanol grau HPLC (Merck)

No-Boc-Ne-(2-cloro-Z)-L-lisina

Piridina (Merck)

Placas de silica-gel F254 (Merck)

p-Nitrofenol (Merck)

Resina Merrifield 200-400 MESH “cross-linked”2% (Aldrich)
Silica-gel para cromatografia em coluna F254 70-230 MESH
(Merck)

Sulfato de soédio anidro (Merck)

vV V. V V VYV V V VY

2-(t-Butoxicarboniloxiimina)-2-fenil-acetonitrila (Boc-ON) (Aldrich)
Tetraidrofurano (THF) (Merck)

Tolueno (Merck)

Trietilamina p.a (Et3N) (Merck)

Zinco em po6 (Galena)

YV V VYV VYV

YV Vv

4.1.2 Equipamentos

e Agitadores magnéticos (FISATOM)

¢ Mantas de aquecimento com agitagao (FISATOM)

e FEvaporador rotatério (BUCHI)

e Forno de destilacdo (BUCHI)

e Espectrofotbmetro FTIR-Bomem (Serie MIchelson)

o Aparelho digital de ponto de fusdo MQAPF 301(MICROQUIMICA)
e Espectrébmetro RMN 300 MHz Advance DPX300 (BRUKER)

e Forno de microondas doméstico, 900W (ELETROLUX)

e Lavadora ultrassénica (UNIIQUE)

e HPLC Shimadzu semipreparativo

A maioria dos equipamentos encontra-se disponivel no LAPEN -
Laboratorio de Planejamento e Sintese de Quimioterdpicos
Potencialmente Ativos em Endemias Tropicais -- € no laboratério dos

professores: Veni, Carlota e Diogo na FCF- USP.
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A termobalanca TGA50 e a célula DSC50, ambas Shimadzu,
encontram-se disponiveis no Laboratério de Analise Térmica do Prof.
Jivaldo do Rosario Matos, IQ-USP.

4.1.3 Vidraria
Vidraria comum em laboratorio de sintese organica e analise.
4.1.4 Softwares para modelagem molecular

e Spartan 02 v.119 (Wavefunction)

e Gaussian 03W e Gaussview (Gaussian)

e GOLD 3.1.1 (Genetic Optimisation for Ligand Docking) (CCDC)
e Deepview (Swiss-Model)

e Chimera (University of California San Francisco)
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4.2 Métodos de Sintese
A. SINTESE DE PRO-FARMACOS NAO PEPTIDICOS
4.2.1 Obtengdo da cloroquina base livre (KOROLKOVAS,1988)

Em um funil de separagdo ambar de 500 mL adicionaram-se 5 g
(15,6 mmol) de difosfato de cloroquina, 80 mL de diclorometano e
80 mL de solugdo de hidréxido de sédio (2,4 g, 60 mmol). Extraiu-se
a fase aquosa 3 vezes com 80 mL de diclorometano. A fase organica
adicionou-se sulfato de sdédio anidro e manteve-se em agitacdo por
uma noite. Evaporou-se esta fase e, ao liquido de coloracdo branco-
esverdeada obtido, adicionaram-se gotas de acetona para que
ocorresse precipitagdo. Manteve-se sob refrigeragdo até a completa

precipitacao da cloroquina livre.
4.2.2 Sintese de intermediarios (grupos espacgantes)

4,2.2.1 Sintese de 4-cloro-4oxo-butanoato de metila (FURNISS,
HANNAFORD, SMITH, 1989)

4.2.2.1.1 Preparacao do metdxido de sédio

Em um baldo de 500 mL adicionaram-se 270 mL de MeOH
anidro e, lentamente, sob agitacao e banho de gelo, 4,83 g (0,2 mol)
de Na metdlico. A reacdao foi mantida até que ndao houvesse mais

liberacdo de gas. Obteve-se liquido incolor.

4.2.2.1.2 Preparagdo do sal sédico do monossuccinato de metila

0

0
0=~_9__0
ﬁ¢ CH,ONa ONa HC OH
—_— —_———
HaCO —Nac ™ HeCO ]/
o

o
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Ao metoxido de sdédio obtido anteriormente, adicionaram-se
19,89 g (1,8 mol) de anidrido succinico sublimado. Manteve-se a
reagdo sob refluxo por 5 horas. Evaporou-se o solvente a pressdo
reduzida, obtendo-se produto solido de coloragdo amarelada. O
solido obtido foi solubizado em 135 mL de CHCls e lavado com
135 mL de HCI 10% (v/v). A fase aquosa foi extraida mais 2 vezes
com CHCIs. Adicionou-se sulfato de sédio anidro para completa
secagem. Evaporou-se o solvente e o sélido obtido foi secado sob

pressao reduzida.

4.2.2.1.3 Sintese do cloreto de 4-cloro-4-oxobutanoato de metila
(FURNISS, HANNAFORD, SMITH, 1989)

o 0

OH SOcCl, o]
H3CO ————> HyCO + SO, 4 HCI
O

@)

Em um baldao de fundo redondo adicionaram-se 5 g (0,38 mol)
do acido do monossuccinato de metila e 19,41 mL de cloreto de
tionila. Deixou-se sob refluxo por 4 horas com temperatura
controlada a 90 °C. O final da reacdo foi verificado pelo término da
liberagao de HCI. Removeu-se o SOCI, excedente por destilagao
simples. A seguir, destilou-se o produto em forno de destilacao a 141
°C e 10 mmHg.
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4.2.2.1.4 Sintese do dicloreto de succinoila (FURNISS, HANNAFORD,
SMITH, 1989)

O

0
OH ) i
HOM;/ + PCls éo% cl ‘\/jcl/

Em um gral adicionaram-se 234,9 g (1,13 mol) de PCls e

58,33 g (0,5 mol) de acido succinico. Esta mistura foi homogeneizada
rapidamente e entdao transferida para balao de 500 mL. O meio
reacional foi mantido sob refluxo e na saida do condensador montado
sistema de coleta para o HCI liberado. Ao final da reagdo destilou-se
inicialmente o POCI; formado & temperatura de 107 °C e pressdo
ambiente. Em seguida, destilou-se o dicloreto de succinoila, em forno

de destilacdo, a pressdo reduzida (82 °C/12 mmHg).
4.2.3 Estudos de acilagao da cloroquina

Reacdo geral

CH,
CHa ( O  CHs r
N._ _CH H4CO k /l\/\/N CH
HN)\/\/ ~ 73 3 W N ~_~ '8

(6]
m m
B — .
Cl N/ Cl N/

4.2.3.1 Método 1: 4-cloro-4-oxobutanoato de metila (FURNISS,
HANNAFORD, SMITH, 1989)

As condigbes reacionais, como reagentes, solventes

empregados e tempo, estdo detalhadas no Quadro 1.
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Quadro 1 - Estudos de sintese de derivado acilado da cloroquina

Proporcdo | Solvente | Condicdes de
Método Reagentes molar [volume reagao
(mmol) {(mL)
1A cloroquina 3,4 Agitacgao,
trietilamina 3,7 CHCI3 48 horas,
4-cloro-4-oxobutanoato de metila 4 12,5 T.A. e ao
DMAP 0,35 abrigo da luz
1B cloroquina 3,4 Agitagao,
trietilamina 3,7 CHCI3 48 horas,
4-cloro-4-oxobutanoato de metila 4 12,5 T.A. e ao
DMAP 0,70 abrigo da luz
ic cloroquina 3,4 Agitagao,
trietilamina 3,7 CHCl3 72 horas,
4-cloro-4-oxobutanoato de metila 4 12,5 T.A. e ao
DMAP 0,35 abrigo da luz
iD cloroquina 3,4 Agitagao,
trietilamina 3,7 CHCl; 72 horas,
4-cloro-4-oxobutanoato de metila 4 12,5 T.A.e ao
DMAP 0,70 abrigo da luz
1E cloroquina 3,4 Agitacgao,
trietilamina 3,7 CH,Cl, 144 horas,
4-cloro-4-oxobutanoato de metila 8 12,5 T.A. e ao
DMAP 0,35 abrigo da luz
iF cloroquina 1 Agitagao,
piridina 1 CH,Cl, 100 horas,
4-cloro-4-oxobutanoato de metila 1 5 T.A. e ao
abrigo da luz
1G cloroquina Agitagao,
piridina 2 CH,CI, 100 horas,
4-cloro-4-oxobutanoato de metila 5 T.A. e ao

abrigo da luz

= T. A. Temperatura ambiente
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Experimentos 1A-E

Em baldo de 25 mL adicionaram-se as quantidades molares dos
reagentes: cloroquina base livre, trietilamina, 4-cloro-4-oxobutanoato
de metila e DMAP, conforme Quadro 1. Para os experimentos 1A-D o
solvente utilizado foi cloroformio e para o experimento 1E o solvente
utilizado foi diclorometano, ambos anidros. As reacgdes foram

acompanhadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

Experimentos 1F-G

Em baldao de duas bocas de 25 mL adicionaram-se cloroquina
base livre solubilizada em diclorometano e piridina. O meio foi
mantido sob agitacdao por meia hora. A seguir, adicionou-se
lentamente, com auxilio de uma seringa o 4-cloro-4-oxobutanoato de
metila recém-destilado. As quantidades molares dos reagentes e
volumes de solvente utilizado estdao detalhadas no Quadro 1. As

reagdes foram acompanhadas por CCD.

4.2.3.2 Método 2: Reagente de Grignard (FURNISS, HANNAFORD,
SMITH, 1989)

Em um baldo de trés bocas de 25 mL adicionaram-se 2,67 g
(0,11 mol) de Mg metalico em tiras, 1,6 mL (20 mmol) iodeto de etila
e 10 mL de THF anidro, aqueceu-se suavemente a reagao e
adicionaram-se 7,8 mL (0,1 mol) de iodeto de etila e 35 mL de THF
anidro. A temperatura foi levada a -10 °C e a reagdo foi mantida sob
agitagao por 3 horas. Adicionou-se 0,319 g (1 mmol) de cloroquina
base livre e solucao de 4-cloro-4-oxobutanoato de metila (0,150 g,
1 mmol, 3 mL de THF anidro), mantendo-se a reagdo sob agitacao a

temperatura ambiente por 24 horas.
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4.2.3.3 Método 3: butil-litio (FURNISS, HANNAFORD, SMITH, 1989)

Em um baldo de trés bocas adicionaram-se 0,319 g (1 mmol)
de cloroquina base livre e 5 mL THF anidro. Em seguida, sob
gotejamento (15 minutos), juntaram-se 2 mL de solugdo de butil-litio
(1,6 mol L}, em hexano,3,2 mmol) a -78 °C. Ap6s 1,5 h, adicionou-
se solugao de 4-cloro-4-oxobutanoato de metila (0,150 g, 1 mmol,
3 mL de THF anidro). A mistura foi mantida a -78 °C durante 1 h e,
em seguida, a temperatura ambiente por 48 h. Adicionaram-se 10 mL
de agua e o produto foi extraido com diclorometano (3 x 20 mL). A
fase organica foi lavada com solugdo saturada de NaCl (20 mL),
secada sobre MgSO, anidro e o solvente evaporado. Realizou-se

analise por CCD.
4.2.3.4 Método 4: sal fosfoénio de piridina

Mistura de 2,052 g (25 mmol) de acido fosforoso e 6,775 g
(25 mmol) de cloreto de mercurio II em 20 mL de piridina foi mantida
sob refluxo por 1 hora. A seguir, adicionaram-se 2,5 g (25'mmol) de
anidrido succinico e o refluxo foi mantido por mais 1 hora.
Adicionaram-se, entao, 8,95 g (28 mmol) de cloroquina base livre e 0
sistemma foi mantido sob aquecimento e agitacdao por 24 horas.

Analisou-se o produto obtido por CCD.

4.2.3.5 Método 5: novoldiamina acilada (FURNISS, HANNAFORD,
SMITH, 1989)

Acilacdao da novoldiamina

HaC CH
W CHg o O  CH, ( N
N\/\)\ + ol E3N  H,CO )\/\/N
( NH, HaCO > NH ﬁ
o) o)

CHg
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Em um baldo de 10 mL adicionaram-se 0,19 mL (1 mmol) de
novoldiamina, 0,12 mL (1 mmol) de 4-cloro-4-oxobutanoato de
metila e 0,1 mL (1 mmol) de trietilamina e 3 mL de diclorometano
anidro como solvente. Manteve-se sob agitacao por 14 horas e
extraiu-se com agua, com posterior precipitacdo em acetona.

Realizaram-se analises no infravermelho e por CCD.

o] OCH,4
CHy
0 CHy r ol CH,
H3CO J\ J\/\/N CH CHy r
3 NH ~ 3 NaBH
= 4 N _CHy
5 | o N ~
/ —_—
+ cl N
[
=
cl N

Experimento 8

Em baldo de 10 mL adicionaram-se 0,1 g (0,4 mmol) de
novoldiamina acilada, 0,08 g (0,4 mmol) de 4,7-dicloroquinolina e
0,0151 g (0,4 mmol) de NaBH4. A reacao foi mantida por 4 horas

sob agitagdo e acompanhada por CCD.

Experimento 9

O mesmo procedimento anterior foi realizado, alterando-se,
apenas, o tempo reacional para 48 horas. Formou-se produto escuro,

que foi analisado por CCD e no infravermelho.

4.2.4 Estudos de sintese do derivado de duplicacao molecular
da cloroquina (FURNISS, HANNAFORD, SMITH, 1989)

Reacao geral

CHs N cl
CHj ‘/ =
N CH CH
HNM ~_ M3 AN o CHa ‘/ 3
N
N)\/\/ ~—
- e

8
\_::§

ct
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4.2.4.1 Método 1: trifenilfosfina

Em um baldo de 10 mL adicionaram-se 0,26 g (1 mmol) de
trifenilfosfina, 3 mL THF anidro e 1 mL de tetracloreto de carbono,
mantendo-se sob refluxo por 30 minutos. Em seguida, a mistura
reacional foi resfriada em banho de gelo-agua e 0,11 g (1 mmol) de
acido succinico foi adicionado. Esta mistura reacional foi mantida a
5 °C por 10 minutos e, entdo, 0,63 g (2 mmol) de cloroquina base
livre foi adicionada, iniciando refluxo de 45 minutos. Filtrou-se e o
solvente foi rotoevaporado, obtendo-se liquido viscoso castanho

escuro, que foi analisado por CCD.
4.2.4.2 Método 2: dicloreto de succinoila

Experimento 10

Em baldo de 3 bocas de 100 mL adicionaram-se 5 g (15 mmol)
de cloroquina base livre e 20 mL de CH,Cl, anidro. Com o auxilio de
funil de adicdao, juntaram-se, lentamente, 2,54 mL (22 mmol) de
dicloreto de succinoila. A reacdo foi mantida sob refluxo por 76 horas,
sendo acompanhada por CCD. Extraiu-se o produto em agua:CH,Cl; e
foi realizada novamente CCD da fase organica, que mostrou apenas
mancha inferior a cloroquina base livre. O produto obtido
apresentava-se extremamente viscoso e de cor castanho escura.

Realizou-se infravermelho e RMN 1H.

Experimento 11

As condigOes reacionais seguiram as do experimento 10,
utilizando-se, porém, seringa e agulha para adicionar o dicloreto de

succinoila.
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Experimento 12

Utilizou-se 0 mesmo procedimento que o descrito no
experimento 10 com quantidades diferentes dos reagentes: 0,5889 g
(1,84 mmol) de cloroquina base livre, 0,1 mL (0,92 mmol) de
dicloreto de succinoila e 0,26 mL (1,84 mmol) de trietilamina. A
reagdo permaneceu 3 horas sob banho de gelo e 72 horas sob
agitacdo a temperatura ambiente. A reagdo foi acompanhada por
CCD.

4.2.4.3 Método 3: acido succinico

Em baldo de 50 mL adicionaram-se 2,0001 g (4,8 mmol) de
cloroquina base livre, 0,2834 (2,45 mmol) de &cido succinico,
0,9032 g (4,7 mmol) de EDC, 0,627 g (0,5 mmol) de DMAP e 25 mL
de diclorometano anidro. A reacao foi mantida sob agitagdao em
banho de gelo por 30 minutos e 48 h a temperatura ambiente. Foi

realizada CCD para acompanhamento da reagdo.
4.2.4.4 Método 4: hidreto de sddio

Em baldo de duas bocas de 10 mL adicionaram-se 5 mL de DMF
anidro, 0,6 g (1,88 mmol) de cloroquina base livre e 0,045 ¢
(1,88 mmol) de NaH. Com auxilio de uma seringa, adicionou-se gota
a gota 0,142 g (0,94 mmol) de dicloreto de succinoila, o sistema foi
mantido sob agitagdao e atmosfera inerte por 40 horas. Extraiu-se o
produto com solugdo 5% de NaHCOs;, sendo a fase organica

evaporada e o produto obtido analisado por CCD e 1V.
4.2.4.5 Método 5: fusédo

Experimento 13

Em um baldo de 10 mL adicionaram-se 40 mg (0,125 mmol) de

cloroquina base livre, mantendo-se em banho de silicone a
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temperatura de 90 °C até fusdo completa da cloroquina. Em seguida,
adicionaram-se 7,4 mg (0,063 mmol) de &cido succinico e manteve-
se a reacdo por 12 horas. Extraiu-se com agua e diclorometano e o
produto foi analisado por CCD, IV e RMN !H.

Experimento 14

O procedimento sequiu o Experimento 13, porém tempo de

reagao de 24 horas. A reagao foi acompanhada com CCD.

Experimento 15

Utilizaram-se as mesmas quantidades do Experimento 13,
porém a reagao foi mantida em banho de silicone por 36 horas. A

reagao foi acompanhada com CCD

4.2.4.6 Método 6: fusdo em microondas (SAUER, KALVIN, PHELAN,
2003)

Em um tubo de ensaio Pyrex® adicionaram-se cloroquina base
livre e acido succinico. Levou-se ao forno de microondas doméstico.
As quantidades, tempo e poténcia foram variadas e constam do

Quadro 2, que segue.
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Quadro 2 - Condicdes reacionais da reacao de fusao em microondas

Cloroquina Anidrido Poténcia Tempo
Succinico
Experimento (mmol) (W) (min)
(mmol)

12a 0,8 0,8 450 20
12b 0,8 0,8 450 15
12c 0,8 0,8 450 12
12d 0,8 0,8 450 10
12e 0,8 0,8 450 8
12f 0,8 0,8 675 20
12¢g 0,8 0,8 675 15
12h 0,8 0,8 675 10
12j 0,8 0,8 675 5
12j 0,8 0,8 900 15
12k 0,8 0,8 900 10
12| 0,8 0,8 900 5

4.2.4.7 Método 7: ultrassom

Experimento 16

Em um tubo de ensaio adicionou-se 0,5 g (1,6 mmol) de

cloroquina base livre, 0,09 g (0,8 mmol) de acido succinico e 5 mL de

diclorometano anidro.

Acompanhou-se a reagao por CCD e analisou-se no 1IV.

Levou-se ao ultrassom por 30 minutos.
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Experimento 17

As mesmas quantidades do Experimento 17 foram utilizadas e
levou-se ao ultrassom por 2 horas. Acompanhou-se a reagao por CCD

e analisou-se no IV.

4.2.5 Estudos de sintese do derivado de duplicacao molecular
a partir da desetilcloroquina(DECQ)

4.2.5.1 Sintese de desetilcloroquina

Reacdo geral

CH
CH3 r 3
N CH )\/\/NH
HN)\/\/ ~ 73 HN

Q@ /@@
—_—
=
Cl N/ Ci N

4.2.5.1.1. Método 1: HBr

Em um baldao de 2 bocas de 25 mL adicionaram-se 0,67 g
(2 mmol) de cloroquina base livre e 0,3 mL de trietilamina e o0 meio
foi mantido sob agitacdo por meia hora. A seguir, adicionou-se
0,19 mL de HBr 48%, sendo a reacao mantida sob refluxo por 12
horas. Apds purificacdo em coluna cromatografica (silica 230 MESH) e
fase movel acetato de etila e etanol (5:2) obteve-se liquido viscoso
de coloragao amarelada, que foi analisado por CCD, no IV e por RMN
'H.

4.2.5.1.2 Método 2: I, (BAKKER, KASPERSEN, 1978)

Em um baldao de 25 mL adicionaram-se 0,25 g (1 mmol) de I,
0,32 g (1 mmol) de cloroquina base livre e 10 mL de acido acético e o
meio foi mantido sob agitacdo e refluxo a 80 °C por 12 horas. O

produto obtido foi purificado por coluna cromatografica (silica 230
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MESH) e fase movel acetato de etila e etanol (5:2), obtendo-se
liguido viscoso amarelado, que foi analisado por CCD e no IV.

4.2.5.1.3 Método 3: cloroformato de etila (KAPNANG, CHARLES,
1983)

Em um baldo de 25 mL adicionaram-se 1 g (3 mmol) de
cloroquina base livre solubilizada em 15 mL de éter etilico. Com o
auxilio de uma seringa gotejou-se 0,30 mL (3 mmol) de cloroformato
de etila, sob agitagdo. A reacao foi mantida sob refluxo por 18 horas.
O solvente foi evaporado e o produto obtido foi solubilizado em 15 mL
de etanol. Em seguida, adicionou-se 0,056 g (1 mmol) de KOH e
refluxou-se por 15 minutos. O etanol foi evaporado e o produto,
extraido com tolueno, foi isolado apds rotaevaporacdo. Obteve-se

liquido viscoso amarelo, que foi analisado por CCD e no IV.

4.2.5.1.4 Método 4: NaH e cloroformato de etila (ANSARI, CRAIG,
1995)

Em um baldo de 25 mL adicionaram-se 1,35 g (4,175 mmol) de
cloroquina base livre solubilizada em THF anidro, 4,58 mmol de NaH
(50% de dispersao em oleo mineral). Esta mistura reacional foi
mantida sob refluxo por 2 horas sob atmosfera de argdnio. Resfriou-
se a 20 °C e solucao de cloroformato de etila (0,45 mL, 4,7 mmol) e
THF foi gotejada lentamente (cerca de 10 minutos). A mistura
reacional foi mantida sob agitacao por 20 minutos e refluxo por 18
horas, sob atmosfera de argdnio. O solvente foi evaporado e o
residuo tratado com agua e extraido com benzeno. As fases organicas
foram lavadas com agua e solugdo de cloreto de sodio e secadas sob
sulfato de sodio anidro. Apds 24 horas, o0 solvente foi evaporado e o
residuo obtido foi solubilizado em acido acético glacial a 15 °C. Zinco
em poé foi adicionado em pequenas porgBes e o meio reacional foi

mantido sob agitagdo por 4,5 horas a temperatura ambiente. A
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mistura foi filtrada e a fase sdlida lavada com metanol anidro. Os
filtrados foram evaporados e diluidos com solugao de hidroxido de
amonio. Extraiu-se com diclorometano e lavou-se com dgua e solugao
de cloreto de sddio. As fases organicas foram secadas sob sulfato de
sodio anidro. Evaporou-se o solvente e o residuo obtido foi
transferido para coluna cromatografica de silica-gel com fase mével
cloroféormica e, em seguida, com cloroférmio e metanol, obtendo-se o

produto final desejado.

4.2.6 Sintese de succinildesetilcloroquina (FURNISS,
HANNAFORD, SMITH, 1989)

Reacdo geral

CH, GH

CHj ( ®
)\/\/NH )\/\/ N o
=
HN (T HN
cl
T =y L
=
cl N o cl N 07" T OCH,

Em um baldo de 10 mL adicionaram-se 0,1 g (0,35 mmol) de
desetilcloroquina, 0,1 mL (0,7 mmol) de trietilamina, 0,05 mL
(0,4 mmol) de 4-oxobutanoato de metila e 5 mL de diclorometano. O
meio foi mantido sob agitacdo por 72 horas. O produto foi extraido
com diclorometano/agua. A fase organica foi secada sob sulfato de
s6dio anidro e o solvente evaporado. A reagdo foi acompanhada por
CCD.
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4.2.7 Estudos de sintese de pro-farmaco derivado de
duplicacdao molecular da desetilcloroquina

Chy o CH;
c 3 CH
Hy ( CHg r 3 r
N 0 )\/\/NH N © N c
HN HN HN =
R + X X
% NH
ol N 0 ToCH; N cl N o /,’\1/\/\(
HaC HaC

Em baldo (1) de 25 mL adicionaram-se 0,1 g (0,25 mmol) de

succinildesetilcloroquina, 0,07 g (0,50 mmol) de carbonato de
potassio e 10 mL de metanol anidro. Manteve-se em agitacdao por 1
hora. O solvente foi removido sob pressao reduzida.

Em um balao (2) de 10 mL adicionaram-se 0,07 g ( 0,25 mmol)
de desetilcloroquina, 0,01 g (0,25 mmol) de hidreto de sédio e 5 mL
de tetraidrofurano (THF) anidro. Manteve-se sob agitacao por 4
horas. Este meio reacional foi transferido para o baldo 1 e mantido
sob agitacdao por 72 horas.

4.2.8 Sintese de pro-farmaco derivado de duplicagdo
molecular da primaquina (FURNISS, HANNAFORD, SMITH,
1989)

Reacdo geral

CHg

CHy o]
CH,
NH, NH
HN HN \l NH
NH
o

N N
N _ = ~ N
| = CH. | = CH ~ |
0" ® o ¢ HiC. .

4.2.8.1 Método 1: dicloreto de succinoila

Em baldo de 25 mL adicionaram-se 1,25 g (2,2 mmol) de

difosfato de primaquina, 2,5 mL (13,2 mmol) de trietilamina, 0,23 mL
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(1,5 mmol) de dicloreto de succinoila, 0,04 g (0,22 mmol) de DMAP e
7,5 mL de CHCls anidro. A reacdao foi mantida sob agitagdao e
atmosfera inerte por 12 horas. Obteve-se produto de cor preta, que

foi analisado por CCD.

4.2.8.2 Método 2: succinilprimaquina e primaquina
4.2.8.2.1 Sintese da succinilprimaquina

Em baldao de 100 mL solubilizaram-se 2,275 g (5 mmol) de
difosfato de primaquina em 12,75 mL de etanol e, em seguida,
adicionaram-se 1,4 mL (10,3 mmol) de trietilamina. Ao inicio do
refluxo adicionou-se 0,627 g (6,25 mmol) de anidrido succinico e a
reacao permaneceu por uma hora, sob agitacao. O produto foi
resfriado sob agitacdo e, em seguida, adicionou-se agua e o solvente
foi evaporado. Apds a precipitacdao, procedeu-se a filtragdo. O produto

foi recristalizado de acetona.

4.2.8.2.2 Pré-farmaco derivado da duplicagdo molecular da

primaquina

Experimento 18

Sob banho de gelo seco e acetona, adicionaram-se em balao
de 50 mL, 0,23 g (0,5 mmol) de difosfato de primaquina, 38 mL de
diclorometano anidro e 0,42 (3,3 mmol) de trietilamina. Em seguida,
adicionou-se 0,22 g (0,6 mmol) de succinilprimaquina, 0,006 g
(0,05 mmol) de DMAP e 0,12 g (0,6 mmol) de EDC. Manteve-se sob
agitacdo por 1 hora em banho de gelo e 24 horas a temperatura

ambiente. Efetuaram-se analises de CCD e no IV.
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Experimento 19

Foi efetuado o mesmo procedimento anterior, utilizando, no

entanto, o dobro das quantidades descritas.

Experimento 20

Em baldo de 10 mL adicionaram-se 0,22 g (0,5 mmaol) de
succinilprimaquina, 0,084 g (0,52 mmol) de CDI e 3 mL de
diclorometano anidro. A reagac foi mantida sob banho de gelo e
agitacdo por 20 minutos. Apds este tempo, adicionou-se 0,23 g
(0,5 mmol) de difosfato de primaquina e manteve-se sob agitacao
por 2 horas. Rotaevaporou-se o produto obtido, ndo sendo possivel a
precipitacdo em diversos solventes. Realizou-se, entdo, purificacao

através de coluna cromatografica em silica-gel (70-230 MESH).
4.2.8.3 Método 3: acido succinico

Em baldo de 50 mL adicionaram-se 0,11 g (1 mmol) de &cido
succinico, 0,32 g (2 mmol) de CDI e 40 mL de diclorometano anidro.
A reagao foi mantida sob banho de gelo e agitagdo por 20 minutos.
Apés este tempo, adicionaram-se 0,92 g (2 mmol) de difosfato de
primaquina, 1,6 mL (2 mmol) de trietilamina, mantendo-se sob
agitagdo por 17 horas. Realizou-se analise por CCD e separagao por
cromatografia em coluna (silica-gel 230 MESH). Isolou-se produto,
que foi analisado por espectrometria no IV, RMN 'H e 3C, andlise
térmica (DSC).
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4.2.9 Sintese do pro-farmaco reciproco desetilcloroquina-
succinilprimaquina (FURNISS, HANNAFORD, SMITH, 1989)

Reacao geral

CHy

— —
& o)

Em balao de 25 mL adicionaram-se 0,33 g (1 mmol) de
succinilprimaquina, 0,15 g (Immol) de EDC e 10 mL de
diclorometano anidro, mantendo-se sob agitagao em banho de gelo
por 30 minutos. A seguir, adicionaram-se 0,4 g (1mmol) de
desetilcloroquina e 0,15 mL (1 mmol) de trietilamina. Manteve-se o
meio reacional sob agitagdo por 72 horas. Extraiu-se com agua e
diclorometano, o produto foi secado sob sulfato de sodio e analisado
por CCD, IV e RMN.

B. ESTUDOS DE SINTESE DE PRO-FARMACOS PEPTIDICOS
4.2.10.Sintese dos peptideos

4.2.10.1 Sintese de aminoacidos protegidos (BODANSZKY,
BODANSZKY,1984)

> Sintese do cloreto de benziloxicarbonilalanina (CBzAla)

@"wf N

OH

e Qg = O

NH _CHy
Tha \ﬂ/ l
o)
OH 2 0% ¢l

Em um baldao de 50 mL adicionaram-se 1,73 g (10 mmol) de

cloroformato de benzila, 0,89 g (10 mmol) de alanina, 0,4 g (10
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mmol) de NaOH e 25 mL de cloroférmio. Manteve-se a mistura
reacional sob vigorosa agitagdo por 24 horas. O produto foi extraido
em agua/cloroférmio, a fase organica secada sob sulfato de sodio

anidro e o solvente evaporado. O produto obtido foi um sélido branco.

Em um baldo de 50 mL adicionaram-se 2,23 g (10 mmol) de
CbzAla e 0,9 mL (11 mmol) de cloreto de tionila. O meio reacional foi
mantido sob refluxo por 2 horas. O cloreto de tionila excedente foi

retirado sob pressao reduzida.

> Sintese de Boc-alanina

HaC 0

OH
M + s CHsg
HoN OH P \H OX HSC CH3 8
= CH OH

Em um baldo de 100 mL, adicionaram-se 30 mL de agua e
30 mL de dioxano, solubilizando-se 0,576 g (5,5 mmol) de alanina.
Adicionaram-se, em seguida, 0,9 mL (6 mmol) de trietilamina e, por
altimo, 1,365 g (5,5 mmol) de BOC-ON, mantendo-se a reagdo por
24 horas a temperatura ambiente. Apds o término da reagdo, o pH foi
baixado de 8 para 3, com &acido citrico €, em seguida, efetuaram-se 4
extragbes com 20 mL de acetato de etila cada. O solvente foi
removido a pressdo reduzida. Adicionou-se solugao saturada a 10%
de bicarbonato até alcalinizar a solugao. Efetuaram-se, entdo, duas
extragbes com 20 mL cada de acetato de etila e lavou-se a solugdo
uma vez com 30 mL de solugdo saturada 10% de bicarbonato de

sodio e depois com 30 mL de dgua. O solvente da extracdo foi secado
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com sulfato de soédio e depois evaporado a pressdo reduzida,

isolando-se um sodlido branco.

> Sintese do éster p-nitrofenilico da L-alanina

OH H,C

0] NH CHj,
X
XO NH CHg DCC HyC -
0]
mo S, . :
3 0 i + o 0
0] OH

CH AcOEt

NO,

NO,

Em um baldao de 100 mL, adicionaram-se 30 mL de acetato de
etila a temperatura ambiente, 0,779 g (4 mmol) de BOC-alanina e
0,453 g (4 mmol) de p-nitrofenol, resfriando-se a mistura reacional
até atingir temperatura de, aproximadamente, 5 °C, mantendo-se
sob agitagdo por 10 minutos. Adicionaram-se, entdao, 0,812 g
(4 mmol) de DCC em 4 porcdes de 0,200 g, em intervalos de 15
minutos, deixando-se em agitagdo por mais 30 minutos. Em seguida,
retirou-se o banho de gelo, mantendo-se a temperatura ambiente por
12 horas. Apds o termino da reacao, filtrou-se o DCU formado e
fizeram-se duas extragdes com solugdo saturada de bicarbonato de
sodio e o produto permaneceu na fase organica. Este foi evaporado a

pressdo reduzida, isolando-se, entdo, sélido cristalino branco.

> Sintese do éster metilico da L-fenilalanina

O O
OH MeOH/SOClI, o
—_— |
NH2 - HCI NH2 CH3
- S0,

Em um baldo de 125 mL adicionaram-se, inicialmente, 50 mL

de metanol em banho de gelo, mantendo-se por 15 minutos. Em
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seguida, juntaram-se 8 mL (0,1 mol) de cloreto de tionila. Apds 10
minutos, adicionaram-se 11,73 g (0,71mol) de fenilalanina, o banho
de gelo foi retirado e o0 meio mantido a temperatura ambiente por 2
horas e 30 minutos. Realizaram-se, entdao, duas extracdes com
solugdo saturada de bicarbonato de sdédio. A fase organica foi secada

com sulfato de sdédio e o solvente foi retirado sob pressao reduzida.

> Sintese de Boc-leucina-OH

CHj

Em um baldo de 100 mL, adicionaram-se 30 mL de &gua e
30 mL de dioxano, solubilizando-se 0,72 g (5,5 mmol) de L-leucina.
Adicionaram-se, em seguida, 1,5 mL (11 mmol) de trietilamina e, por
ultimo, 1,35 g (5,5 mmol) de BOC-ON, mantendo-se a reacdo por 24
horas a temperatura ambiente. Apds o término da reagdo, o pH foi
baixado de 8 para 3, com acido citrico e, em seguida, efetuou-se
extracdo com acetato de etila. O solvente foi evaporado e ao produto
obtido adicionou-se solucdo 10% de bicarbonato e sédio. Extraiu-se
novamente o produto com acetato de etila. O solvente foi evaporado

e o produto analisado por CCD, no IV e por RMN !H.
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4.2.10.2 Sintese de peptideos - método classico (BODANSZKY,
BODANSZKY,1984)

4.2.10.2.1 Sintese do peptideo Boc-Lys(ClZ)-(Tos)Arg-OMe

> Sintese do éster metilico do Boc-Arg(Tos)-OH

CH, CHJ
T (ST
/S /CH3 S

OH HNT N\ o) HN” N\

/g O  MeOH/SOCI, /g o)
—_— =
0 NH O XNH OWNH NH

NH(Boc) NH,

Em um baldo de 25 mL adicionaram-se 1,29 g (3mmol) de
Boc-Arg(Tos)-OH e, em seguida, juntaram-se 10 mL de metanol
anidro e, sob gotejamento, 0,5 mL (6,5 mmol) de cloreto de tionila. O
meio reacional foi mantido a temperatura ambiente sob agitagao por
2 horas. O produto obtido foi rotaevaporado até secagem, extraido
com acetato de etila e solucdo saturada de bicarbonato de sddio por 3
vezes. A fase orgénica foi secada sob sulfato de sbédio e
rotaevaporado até secagem. Um produto amarelo claro foi obtido e

analisado por CCD.

> Sintese do dipeptideo Boc-Lys(ClZ)-Arg(Tos)OMe

Ty
o)
o~ HNTNY o
/K + O _NH
o NHSNH \[( ho OH
Cl o] 3>(OW/NH
HC Ny |

\EDC/DMAP

NH

o}
NH‘{ O
o] NH Il
W]/ NH NH ﬁ CH
Cl o] H30><o NH O
e}
o \H/
¥ CHy o OH
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Em um baldo de 25 mL adicionaram-se 0,42 g (1mmol) de
Boc-Lys-OH(CIZ), 10 mL de acetato de etila e 0,15 g (1mmol) de
EDC. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em banho de gelo
por 30 minutos. A seguir, adicionaram-se 0,42 g (1mmol) de Boc-
Arg(Tos)OMe e 0,01 g de DMAP.(0,1 mmol). Manteve-se a agitacdo
por 12 horas e, a seguir, o produto obtido foi extraido com solucdo
saturada de NaHCOs, a fase organica retirada sob pressdo reduzida,

obtendo-se um produto viscoso de coloracao amarelada.

4.2.10.2.2 Sintese do peptideo alanilfenilalanina (Ala-Phe) protegido

Reacao geral

o)
0
HaC
OH . HaC
L N OR NH
R NH, DCC HC o o
— =

X
HOBt  HsC W]/ o
O HyC o]
R= 3 CH
tOX ’ ou R= m
CHs OA@
BOC CBz

CH; O OCHj4
R'=H ou CHj3

Experimento 21 (a partir de CbzAla)

Em um baldao de 50 mL adicionaram-se 1,65 g (10 mmol) de
fenilalanina, 1,5 mL (15 mmol) de cloreto de CbhzAla e 25 mL de
cloroféormio e o meio reacional foi mantido sob agitacdo por 24 horas.
O produto foi extraido em dagua/cloroférmio. A fase organica foi
lavada com solugao saturada, e secada sob sulfato de sédio anidro e
0 solvente evaporado. Purificou-se o produto em coluna
cromatografica de silica (230 MESH) com fase mdvel acetato de etila
e hexano (5:2).
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Experimento 22 (a partir de Boc-Ala)

Em um baldaoc de 100 mL, adicionaram-se 30 mL de
diclorometano e, em seguida, 0,9650 g (5 mmol) de BOC-alanina
com 1,0320 g (5 mmol) de DCC. Adicionaram-se, entdao, 0,9158 g
(5,1 mmol) de éster metilico da fenilalanina € 0,04 g (0,5 mmol)
de DMAP e o meio reacional foi mantido sob agitagdo por 36 horas.
Efetuou-se extragdo com dagua por duas vezes e uma ultima com
solucdo saturada de bicarbonato de sdédio. O solvente foi evaporado e

obteve-se sélido ligeiramente amarelado.

Experimento 23 (a partir de Boc-Ala)

Em um baldo de 25 mL solubilizaram-se 1,89 g (10 mmol) de
Boc-Ala-OH em 5 mL de DMF em banho de gelo e, em seguida,
adicionaram-se 1,79 g de éster metilico de fenilalanina (10 mmol),
2,06 g (10 mmol) de DCC e 1,35 g (10 mmol) de HOBt. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 3
dias. A seguir, adicionaram-se 20 mL de acetato de etila e filtrou-se a
mistura reacional. A fase organica foi lavada por 3 vezes com 10 mL
de solugcdo de HCI 1 M, uma vez com 10 mL de solugdo de cloreto de
sédio, 3 vezes com 10 mL de solucdo saturada de carbonato de sédio
e duas vezes com 10 mL de solucdo aquosa de cloreto de sddio.
Secou-se a fase organica em sulfato de sédio anidro e evaporou-se

sob pressao reduzida.

4.2.10.2.3 Sintese do peptideo leucina-fenilalanina (Leu-Phe)

HsC CHg

o o
HaC J\ J\
XYY o cor M
H H
 ony 6 CHy NH, DCC 3C><o NH
—_—
- HOBt  HsC Wf o
CHs 3 CH; O OCH,4
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O mesmo procedimento do experimento 22 para Ala-Phe foi

adotado, partindo-se de 10 mmol de cada reagente.
4.2.10.2.4 Desprotecdo do grupo BOC dos peptideos formados

Os compostos peptidicos foram suspensos em diclorometano e
resfriados em banho de gelo seco e acetona. A suspensdo resultante
adicionou-se acido trifluoracético (TFA). Apds 10 minutos a -70 °C, a
reacdo foi mantida a temperatura ambiente, por 2 horas, sob
agitagao. Em seguida, o solvente e o TFA foram eliminados sob
pressdo reduzida. O produto obtido foi lavado com trietilamina e agua
e extraido com acetato de etila, secado sob sulfato de sddio e

analisado por espectrometria no IV e por RMN.

4.2.10.3 Sintese de peptideos - em fase sdlida (SPFS) (BODANSZKY,
BODANSZKY,1984; SEWALD, JAKUBKE,2002)

Reacao geral

e HC 6] NHaa;COOH  Cs,CO4/ Kl e
cl * H cX \ﬂ/ —_— o O GH,
*7 oo DMF j /NH_<

CHg
\ HCU/Dioxano

desprotegao 1

e
>/~—aa| aa,—NH 1)BOCaa, G
3 >:o 2) DIC
Q 3) HOBt ° N
X )
HaC

0]

TFA/CH,Cl,

desprotegao 2

>/ / i
aa, aa,—NH;
-

liberagao da resina o

A sintese dos peptideos Ala-Phe, Leu-Phe e Lys-Arg foi realizada

utilizando-se a resina de Merrifield como suporte descrito
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anteriormente, em solugao e em microondas. As quantidades de
aminoacidos protegidos, resina, agente acoplante, catalisador,
solvente e tempo reacional estdo detalhados no Quadro 3. A
desprotecao do grupo BOC em primeira etapa ocorre em meio de
HCl/dioxano com agitagdo de 2 horas a temperatura ambiente e o
desacoplamento da resina seguiu 0 método apresentado

anteriormente.

Quadro 3 - CondicOes reacionais da sintese de AlaPhe e LysArg com

resina de Merrifield

Em solugdo Em microondas

Peptideo | AlaPhe | LeuPhe | LysArg | AlaPhe | LeuPhe | LysArg
Reagentes
Resina Merrifield 400 mg | 400 mg | 400 mg | 400 mg | 400 mg | 400 mg
Cs,CO; 700 mg | 700 mg | 700 mg | 700 mg | 700 mg | 700 mg
KI 332mg | 332 mg | 332mg | 332 mg | 332 mg | 332 mg
Boc-Ala-OH 189 mg - - 189 mg - -
Boc-Phe-OH 265 mg | 265 mg - 265 mg | 265 mg -
Boc-Leu-OH - 231 mg -
Boc-Arg(Tos)-OH - - 428 mg - - 428 mg
Boc-Lys-(2-CI-Z)-OH - - 414 mg - - 414 mg
Tempo 12 h 12 h 12 h 9 min 9 min 9 min
HOBt 270 mg | 270 mg | 270 mg | 270 mg | 270 mg | 270 mg
DIC 252 mg | 252 mg | 252 mg | 252 mg | 252 mg | 252 mg
DMF 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL
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4.2.11 Estudo de sintese dos pro-farmacos peptidicos
4.2.11.1 Desetilcloroquina-alanilfenilalanina (DECQ-AlaPhe)

Reacdo Geral

CH,
0 Q. CH
HN)\/\/NH\/CH3 J\ CHy H FaN
NH oM )\/\/N NH
HN
X + Ny H DIC/DMAP w 7
HC O N

L CHjy o}
Ci N

3

Cl

Experimento 24

Em um baldo de 25 mL adicionaram-se 0,25 g (1 mmol) de
alanilfenilalanina, 0,15 g (1 mmol) de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt),
0,13 g (1 mmol) de DIC e 10 mL de diclorometano. A mistura
reacional foi mantida sob agitagdo e banho de gelo por 1 hora. A
seguir, adicionaram-se 0,29 g (1 mmol) de desetilcloroquina e
0,15 mL (1 mmol) de trietilamina. Manteve-se a reacao sob agitagao
a temperatura ambiente por 5 dias. Realizaram-se analises de CCD e
no IV.

Experimento 25

Repetiu-se 0 mesmo procedimento do experimento 24 (0,15 g
de HOBt, 0,13 g de DIC), substituindo-se a trietilamina por 0,29 g
(1 mmol) de desetilcloroquina solubilizada por 4 horas em uma
solugao de 0,024 g (1 mmol) de NaH e 10 mL de diclorometano. A
reacdo permaneceu por 5 dias sob agitagdo. Realizaram-se analises
por CCD e no 1IV.
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4.2.11.2 Estudos de sintese do pro-farmaco succinildesetilcloroquina-
alanilfenilalanina (SDECQ-AlaPhe)

Reacdo Geral

C|/©i|qj " ch>—‘ \/E I m IHS 70
i o P

Experimento 26

Em um baldo de 10 mL adicionaram-se 0,1 g (0,25 mmol) de
succinildesetilcloroquina, 0,3 mL de MeOH e 0,028 de KOH. O meio
reacional foi mantido sob agitacdo a 35 °C por 1 hora. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de agua. Extraiu-se o produto por 2 vezes com
éter etilico. A fase organica foi seca sob Na,SO4 e, em seguida, o
solvente foi removido sob pressdao reduzida. Ao produto obtido
adicionaram-se 0,033 g (0,22 mmol) de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt),
0,03 g (0,22 mmol) de diisopropilcarbodiimida (DIC) e 5 mL de
diclorometano. A mistura reacional foi mantida sob agitagdao e banho
de gelo por 1 hora. A seguir, adicionaram-se 0,05 g (0,22 mmol) de
alanilfenilalanina, e 0,01 mL (0,22 mmol) de trietilamina. Manteve-se
sob agitagdo a temperatura ambiente por 10 dias. Realizaram-se

analises de CCD e no IV.
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4.2.11.3 Estudos de sintese do pro-farmaco desetilcloroquina-leucina-
fenilalanina (DECQ-LeuPhe)

Reacdo Geral

CHg
fo) O
NH CH N
HNM "3 G, HoN

~ DIC/DMAP

)\A/N
HN
/@[lj - e j}H WO
o] 3
cl N =
CH, P
Cl N

HaC

Experimento 27

Em um baldao de 25 mL adicionaram-se 0,28 g (1 mmol) de
alanilfenilalanina, 0,15 g (1 mmol) de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt),
0,13 g (1 mmol) de DIC e 10 mL de diclorometano. A mistura
reacional foi mantida sob agitagao e banho de gelo por 1 hora. A
seguir, adicionaram-se 0,29 g (1 mmol) de desetilcloroquina e
0,15 mL (1 mmol) de trietilamina. Manteve-se sob agitacdo a
temperatura ambiente por 5 dias. Realizaram-se andlises de CCD e
no IV.

Experimento 28

Repetiu-se o procedimento do experimento 26 (0,15 g de HOBt,
0,13 g de DIC), substituindo-se a trietilamina por 0,29 g (1 mmol)
por desetilcloroquina solubilizada por 4 horas em uma solugao de
0,024 g (1mmol) de NaH e 10 mL de diclorometano. A reagdo
permaneceu por 5 dias sob agitagdo. Efetuaram-se analises por CCD

e no IV.

Kitia Cirlene Alves Botelho



BIBLIOTECA
e Z’Q’”"”wnm[ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas 77
Universidade de Sao Paulo

4.3 Calorimetria Diferencial Exploratdria (DSC)

As curvas termogravimétricas (TG) e de analise calorimétrica
diferencial (DSC) foram obtidas na faixa de temperatura de 0 a 500
O0C, utilizando razdao de aquecimento de 10 ©°C/min, atmosfera
dindmica de nitrogénio (50 mL/min) e massa de amostra em torno de

4 mg, suportada em cadinho de platina.

4.4 Método de Modelagem Molecular

Utilizou-se o programa SPARTAN para Linux versao 119
(Wavefunction Inc.) em computador dotado de processador Athlon
1.8.

Os calculos foram efetuados empregando-se o método semi-
empirico AM1 (Dewar, 1985). Este método € baseado no uso
conjunto de leis da mecanica quantica (Equagdo de Schérendinger)
em que o tratamento de elétrons foi restringido aqueles de valéncia,
associado a dados experimentais, permitindo o calculo de energia dos
atomos e moléculas de modo rapido e preciso (SILVA, 2003). Em
adicdo, este método tem sido reportado como capaz de reproduzir
dados cristalograficos de compostos quinolinicos antimalaricos,
fornecendo, ainda, dados fisico-quimicos e superficies
esteroeletronicas capazes de explicar diferencas de atividade
biologica (KARLE, BHATTACHARIEE, 1999; BHATTACHARIEE, KARLE,
1998; KARLE, BHATTACHARIEE, VENNERSTROM, 2002). Desta forma,
pode ser considerado como método Gtil a interpretagdo de
propriedades e ao planejamento de novos compostos desta classe

quimica.
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Com o objetivo de melhor avaliar a reatividade da cloroquina, o
estudo de modelagem molecular foi efetuado para os isbmeros R e S
da cloroquina e seus derivados simplificados: cloroquina desmetilada
(removido o grupo metila da cadeia lateral), 4-aminoquinolina, 4-
alquil(isopropil)quinolina, 4,7-dicloroquinolina e para a cadeia lateral
do farmaco novoldiamina acilada por grupo succinil no nitrogénio
primario, denominada novoldiamina acilada e o amideto

correspondente, denominado como amideto da novoldiamina.

Os compostos citados tiveram suas estruturas otimizadas por
método MMFF94 (HALGREN,1996) e, em seguida, por AM1. A analise
conformacional foi realizada empregando-se o método randdmico
Monte Carlo segundo default do programa. Os conférmeros de menor
energia minima (estado gasoso) de cada estrutura foram
selecionados e submetidos aos calculos de determinacdo de ponto
unico (single point). A partir deste foram construidos os mapas de
potencial eletrostatico (MEPs) e mapas de orbital HOMO (Highest
Occupied Molecular Orbital, Orbital Molecular de Mais Alta Energia
Ocupado). As faixas de energia selecionadas bem como as superficies

eletronicas encontram-se no capitulo Resultados e Discussao.
4.5 Métado de Docking

Para esta metodologia utilizou-se os conférmeros de energia
minima obtidos por AM1 e realizou-se o calculo Ab initio 3-21G no
programa Gaussian e Gaussview. Foi utilizado o modelo CHELPG
(“*Charges from Electrostatic Grid Based”), a fim de se obter os mapas

eletrostaticos dos compostos estudados.

Inicialmente a estrutura da falcipaina foi preparada utilizando o
programa Deepview retirando-se o ligante glicerol, as moléculas de

agua e as cargas.
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Os estudos de docking foram efetuados no programa GOLD,
que utiliza metodologia para docking rigido. Os parametros utilizados
foram: escolha do atomo 42 (referente a cisteina 25 da falcipaina),
estrutura 1yvb da falcipaina cristalizada disponivel em pdb

(www.pdb.org) e distdncia do sitio ativo de 15 Angstroms. Escolheu-

se 100 ciclos onde os 10 melhores scores forams obtidos..

4.6 Métodos Analiticos

4.6.1 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de
carbono 13 e de hidrogénio (RMN 3C e 'H)

Os espectros de RMN '°C e 'H foram obtidos em um
espectrdmetro Briker, modelo Advance DPX300 - 300 MHz. Os
solventes utilizados foram cloroférmio-ds, acetona-dg e

dimetilsulfoxido-ds.
4.6.2 Espectrometria de absorcao no infravermetho

Os espectros de absorcdo no IV, na regido de 4000 a 400 cm™,
foram obtidos em pastilhas de KBr ou NaCl no espectrofotdmetro

Bomem série Michelson.
4.6.3 Faixas de Fusao

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas em
aparelho digital de ponto de fusdo MQAPF-301(MICROQUIMICA).

4.6.4 Cromatografia em Camada Delgada

Utilizaram-se cromatofolhas de aluminio com silica-gel Fosg.

Utilizaram-se 0s seguintes sistemas eluentes:
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Cloroquina, desetilcloroquina e seus derivados - AcOEt:NH4OH:EtOH
(5:2:2).

Primaquina, succinilprimaquina e seus derivados - CHCl3:MeOH:HAc
(95:5:3)

Aminoacidos protegidos e peptideos - AcOEt: MeOH (5:1)

4.6.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia Utilizou-se
cromatégrafo Shimadzu Class VP 10A, com detector de ultravioleta,
coluna C18-0ODS-Shimadzu.

Para cloroquina, desetilcloroquina, primaquina e derivados 0
sistema eluente foi ACN:MeOH (5:3), comprimento de onda 274 nm,

fluxo 1 mL/min.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese dos compostos seguiu a ordem anteriormente descrita
em Material e Métodos. Inicialmente, obteve-se cloroquina base livre
para que as reaclOes a partir dela fossem realizadas em meio
organico. Como seu sal ndao € liberado em trietilamina, optou-se por
seguir metodologia descrita na Farmacopéia Americana (2004),
utilizando NaOH e extracdao com diclorometano. A formacdo da base
livre ocorre com bom rendimento, porém, sdo necessarios 3 dias em
geladeira para se obter um sdlido. Em seguida, sintetizaram-se os
intermediarios utilizados nos experimentos de obtencdo dos pro-
farmacos reciprocos desejados, ou de pré-farmacos derivados da

duplicagdo molecular do antimalarico.

O Quadro 4 resume algumas caracteristicas dos compostos cuja

discussdo de sintese e analises encontram-se a seguir.
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Quadro 4 - Rendimento, Faixa de Fusao e Ponto de Ebuligao
Faixa Ponto de
Composto de Ebulicao Rendimento | Caracteristica
Fusao (°C) (n=%) fisica
(°c)
monossuccinato  de | 56-57 - 95 Sélido branco
metila
4-cloro-4- - 141/ 47 Liquido incolor
oxobutanoato 10 mmHg
de metila
dicloreto de - 82/ 42 Liquido incolor
succinoila 12 mmHg
Succinil-1- - - 54 Liquido viscoso
(dietilamino)-4- amarelo
aminopentano
(Succinilnovoldia-
mina)
Tesetilcloroquina 81-83 - 63 Sélido amarelo
(DECQ)
SuccinilDECQ - - 24 Liquido viscoso
amarelo escuro
DECQ-Suc-DECQ - - 18 Liquido viscoso
castanho
Primaquina(PQ)-SUC- | >200 - 82 Sélido amarelo
PQ escuro
BOC-Ala 77-79 - 87 Sélido branco
BOC-Leu 84-86 - 81 Sdlido branco
AlaPhe >200 - 43 Sdlido amarelo
claro
LeuPhe >200 - 40 Sdlido amarelo
Boc-Lys(CIZ)- >200 - 32 Solido castanho

(Tos)Arg-OMe

claro
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5.1 Sintese do 4-cloro-4-oxobutanoato de metila

A sintese do 4-cloro-4-oxobutanoato de metila ocorre em 4
etapas: formacgdo do metédxido de sddio, formacao do sal sédico do
monossuccinato de metila, formacdo do monossuccinato de metila,
caracterizado no infravermelho, em que se observa banda do éster
metilico em 1732 cm™ (espectro 1) e do &cido, a 1.691 cm™; por
RMN 'H (espectro 2), com um multipleto na faixa 2,5-2,8 ppm
caracteristico dos grupos metilénicos e sinal em 3,71 ppm, referente
ao grupo CHs do éster metilico e por RMN 3C (espectro 3), em que
todos os carbonos presentes na sua estrutura foram identificados. Por
fim, forma-se o 4-cloro-4-oxobutanoato de metila, caracterizado no
infravermelho (espectro 4), em que se observa banda de éster em
1735 cm™ e banda de cloreto de &cido em 1790 cm™. O espectro de
RMN 'H (espectro 5) mostra dois tripletos um em 2,66 ppm e outro

em 3,23 ppm, relacionados aos grupos metilénicos da estrutura.

804

~O

3500 3000 2500 2000 1000 500

Espectro 1 - IV (em KBr) do monossuccinato de metila.
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Tabela I - Atribuicdes do espectro no infravermelho do

monossuccinato de metila

v (KBr, cm™)
1691(vCO, COOH)

pAm 12 10

Espectro 2 - RMN 'H do monossuccinato de metila (300 MHz,
CDCls, 6 ppm).

Tabela II - Atribuicbes do espectro de RMN 'H do

monossuccinato de metila

RMN 'H (CDCls), 300 MHz, 6= ppm

2,52-2,81 (m, Ha 5, 4H); 3,71 (s, Hg, 3H)

Kitia Cirlene Alves Botelho



Espectro 3 - RMN '3C do monossuccinato de metila (75 MHz,
D,0, 6 ppm).

Tabela III - Atribuicbes do espectro de RMN 3C do

monossuccinato de metila

RMN 3C (D,0), 75 MHz, 5=ppm.

28 (C4); 29(Cs); 52 (C8); 175 (Ce); 177 (Cy)
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Espectro 4 - IV (em NaCl) do 4-cloro-4-oxobutanoato de metila.
Tabela IV - Atribuicoes do espectro no infravermelho do

4-cloro-4-oxobutanoato de metila

v (cm™}, NaCl)
2957(vCH sim); 2923(vCH assim);1790(vCOOCI);
1735(vCOOR)
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npm 8 7 5 4 3 2 1 ¢

Espectro 5 - RMN 'H do 4-cloro-4-oxobutanoato de metila (300 MHz,
CDClz, & ppm).

Tabela V - Atribuicdes do espectro de RMN 'H do 4-cloro-4-

oxobutanoato de metila

RMN H (CDCls), 300 MHz, 5= ppm

2,66 (t, Hs, 2H); 3,23 (t, Ha, 2H); 3,72 (s, Hg, 3H)

As trés primeiras etapas de sintese ocorrem de maneira
convencional, utilizando refluxo e evaporacdo de solvente,
apresentando bons rendimentos. O 4-cloro-4-oxobutanoato de metila
é obtido em forno de destilagdo e sua pureza s6 € garantida apds o
produto obtido ser purificado. Por se tratar de um cloreto de acido
possui baixa estabilidade, podendo ser guardado em freezer apenas

por 5 dias.
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5.2 Sintese do dicloreto de succinoila

Outro intermedidrio de sintese obtido foi o dicloreto de
succinoila, mediante reacdo a partir da fusdo entre pentacloreto de
fésforo e acido succinico. Esta reagdo ocorre sob refluxo e forma-se
um intermediario: o oxicloreto de fésforo, que é retirado do meio
reacional através de destilagdo simples. O dicloreto de succinoila é
obtido em forno de destilacao. Assim como ocorre com o 4-cloro-4-
oxobutanoato de metila, a pureza sé é garantida ap6s redestilagao.
Este produto foi armazenado em freezer e sua estabilidade é de 3
dias. Sua caracterizacdo se deu através de RMN 'H (espectro 6), em
que se observa um singleto em 3,27 ppm, referente aos grupos
metilénicos. Nao foi possivel realizar anadlise no infravermelho deste
composto, devido a sua alta acidez, que ataca a pastilha de NaCi
utilizada para obter espetros em compostos liquidos. Vale ressaltar
que o manuseio deste intermediario requer condigdes completamente
anidras, pois ocorre liberacao de vapores de HCl em contato com

qualquer umidade.
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Espectro 6 - RMN 'H do dicloreto de succinoila (300 MHz, CDCl3,
& ppm).

Tabela VI — Atribuicdes do espectro de RMN 'H do dicloreto de

succinoila

RMN 'H (CDCls), 300 MHz, 5= ppm

3,27 (s, Has, 4H)
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5.3 Sintese dos pro-farmacos reciproco e duplicados

A partir dos dois intermedidrios sintetizados, partiu-se para a
sintese do pré-fdrmaco reciproco de cloroquina e primaquina e,

também, para a sintese de pré-farmaco duplicado dos antimaléricos.

Todas as reagdes que envolveram a cloroquina foram
extremamente dificeis de realizar. O fato de ela possuir um NH
aromatico secundario, pouco nuclelofilico e que envolve, ademais,

impedimento estérico, dificultou as reagdes de acilagao.
5.3.1 Derivados de cloroquina

A primeira tentativa foi a acilagao da cloroquina com o 4-cloro-
4-oxobutanoato de metila. Efetuaram-se varias tentativas, mudando-
se as proporgdes dos reagentes e o tempo da reagdao. Ao se colocar
proporgaoc maior entre o agente acilante, a cloroquina e o DMAP
(utilizado como catalisador nucledfilo), conseguiu-se obter um
produto, com Rf diferente daquele da cloroquina. Efetuada a analise
no IV, observou-se a formagdao de amida tercidria. Procedeu-se,
entdo, a extragdo com dgua, sendo a fase organica rotoevaporada a
pressao reduzida. Obteve-se produto extremamente viscoso e escuro,
que se mostrou insolavel nos solventes deuterados disponiveis,

dificultando a anadlise por RMN.

Esta sintese foi repetida por diversas vezes, obtendo-se, entdo,
o produto acilado, porém segundo a analise por RMN, o produto
obtido possuia impurezas. Varias tentativas de extragdo com
solventes diversos foram realizadas, porém, ndao se conseguiu um

produto puro.

Outros métodos de sintese foram realizados visando manter o
meio extremamente badsico para que o H da amina secundaria

pudesse ser abstraido. Realizaram-se reagbes com uso de bases
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fortes, como NaH, reagente de Grignard, butil-litio, ou mesmo com
trifenilfosfina, porém ndao se obteve o produto esperado, ou houve
apenas indicios, através de CCD, da sua formagao em quantidades

insuficientes para qualquer outra analise.

E importante ressaltar a caréncia de dados na literatura a
respeito de reacdes envolvendo a amina secundaria aromatica da
cloroquina, o que dificulta a busca por melhor rota sintética. No
trabalho de Elslager e colaboradores (1969), descreve-se a acilagao
da cloroquina com cloreto de acetila, em meio cloroférmico e refluxo
de 48 horas, com rendimento de 33%. No entanto, essa sintese foi
repetida em nosso laboratério e os resultados ndo foram
concordantes. Dessa forma, as tentativas foram baseadas no que
existe na literatura a respeito de aminas secunddrias aromaticas de

maneira geral.

A partir do produto impuro da acilacdo da cloroquina, procedeu-
se a reacdo com novo mol de cloroquina em meio de THF e NaH. Esta
resultou em sinais no infravermelho e na RMN que confirmaram a
formacdo do produto, porém o rendimento da reagdo, apoés 320
horas, foi baixo, obtendo-se material suficiente apenas para analise
espectroscépica no infravermelho. Este método foi repetido diversas

vezes e nao foi reprodutivel.

Partiu-se, entdo, para a reacdo com o dicloreto de succinoila,
que foi repetida varias vezes sem sucesso. Variou-se o tempo de
reacao, mas ainda assim o produto obtido era sempre viscoso, de
coloracdao escura e insoluvel nos solventes deuterados disponiveis.
Andlise efetuada no infravermelho ndo mostrou banda caracteristica

de amida.

Na tentativa de se obter o produto, partiu-se para o uso de
fusdo dos reagentes acido carboxilico e cloroquina, mas a quantidade

obtida foi suficiente apenas para analise em RMN, o que constatou
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formacdo do produto com o sinal em 2,52 ppm, referente aos grupos
metilénicos do espacante succinil, e sinais caracteristicos da
cloroquina como 0,96-1,00 ppm, referentes as metilas ligadas a

amina terciaria. Porém, este método nao foi reprodutivel.

Decidiu-se, entdo, utilizar reacao em microondas, uma vez que
0 produto havia sido obtido no método de fusao. No entanto, mesmo
variando quantidade de reagente, tempo e poténcia do forno
microondas estas reagdes nao resultaram no produto desejado. Uma
hipétese para a ndo obtencdo do produto é a falta de controle da
temperatura no forno de microondas doméstico onde foram
realizadas as reagdes, causando degradagao da cloroquina ou mesmo
sua carbonizagdo. Isto ndao ocorreu com a fusao direta pois esta foi

efetuada com temperatura e agitagao controladas.

Utilizou-se o ultrassom como nova tentativa de duplicagdo da
cloroquina, porém, mesmo utilizando litio, com o intuito de se obter
um organolitio, no meio reacional e variando tempo até 12 horas, o

produto desejado nao foi obtido.

Face as dificuldades encontradas, realizaram-se estudos de

Modelagem Molecular com respeito a reatividade da cloroquina.

Inicialmente, a analise dos conférmeros de R e S da cloroquina
foi realizada para se selecionar aquele a ser empregado. Como
estereoisdmeros que sdo, estes apresentam propriedades fisico-
quimicas como entalpia e energia de HOMO muito préximas.
Semelhancas também sdo observadas nos conférmeros de menor
energia minima (adotado o estado gasoso), em que os atomos se
encontram em posigdes muito semelhantes e a cadeia lateral na

forma estendida e afastada do anel heterociclico (Figura 16).
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car-S ANTERIOR

FIGURA 16 — Faces anterior, posterior e lateral dos conférmeros de menor
energia, conformeros R e S da cloroquina (esquerda e direita
respectivamente), representados nos modelos tubo (esquerda) e CPK
(direita). Atomos nas cores: carbono (cinza), hidrogénio (branco),

nitrogénio (azul) e cloro (laranja).

Semelhangas também sdo observadas nas superficies
eletrénicas, como pode ser visto nos MEPs e de distribuicdao orbitalar
de HOMO (Figura 17). Nestes pode-se observar a maior concentragao
eletronica sobre o anel quinolinico (coloragdo verde a laranja) e, em
especial, sobre o nitrogénio heteroaromatico N1 (regido vermelha),
bem como pela concentracdao da distribuicdo dos orbitais de HOMO
sobre esta regido. Estes resultados mostram que esta regido da

molécula é a mais propensa a ataque eletrofilico.
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A analise, em especial, do nitrogénio secundario N4, em que se
espera ocorrer a reagao de acilagdo para formagdo do pro-farmaco
reciproco, ou do pro-farmaco duplicado de cloroquina, mostra,
entretanto, efeitos contrarios. Impedimento estérico consideravel da
cadeia lateral sobre este atomo pode ser verificado (melhor
visualizado no modelo CPK), o que restringiria em muito sua
disponibilidade espacial como reagente. Associa-se a isto, a baixa
nucleofilicidade do nitrogénio N4, decorrente do efeito ressonante
doador de elétrons deste dtomo em direcdo ao anel quinolinico. Tal
caracteristica, representada nos MEPs pela fraca intensidade de
coloracdo laranja sobre a regido deste atomo (melhor visualizada na
face posterior apresentada na Figura 17) comprometeria o carater
nucleofilico deste atomo. Ambas as condigdes tendem a desfavorecer
reacoes por ataque deste atomo sobre centros eletrodeficientes,
como o anidrido succinico, o que poderia explicar a grande dificuldade
sintética encontrada até este momento para a obtengdo do produto

desejado.

CQ R-S ANTERIOR

CQ R-S POSTERIOR

CQ R-S LATERAL
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Figura 17 - A esquerda: mapas de potencial eletrostatico (MEPs) da cloroquina
calculados por AM1 e considerando densidade eletrénica total de 0,002 e/au’. A distribui¢do
de cores estda na faixa -72 (vermelho intenso) a 35 (azul escuro) kcal/mol. A direita
encontram-se os mapas de distribuigdo orbitalar de HOMOQ, calculados sobre densidade

eletrdnica de 0,032 e/au’.

Como subsidio as andlises anteriores, procurou-se avaliar o
grau de importancia de impedimento estérico da cadeia lateral sobre
a reatividade do nitrogénio N4. Para tanto, foram construidos os
derivados simplificados da cloroquina: cloroquina desmetilada, 4-
isopropilquinolina e 4-isopropilaminoquinolina. A analise dos
conformeros de menor energia minima do derivado desmetilado, bem
como das estruturas otimizadas dos demais derivados, corrobora a
andlise de baixa reatividade da cloroquina por comprometimento
estérico e eletrénico do nitrogénio N4. As representacdes por modelo
CPK e por MEPs (Figura 18) destas trés estruturas reforcam a baixa
reatividade da cloroquina pelo impedimento estérico e distribuigao
eletrénica desfavoravel. Efeito obstrutivo sobre o N4 € verificado nos
3 derivados que tiveram a cadeia lateral reduzida, o que mostra ser a
substituicdo no atomo de nitrogénio, independente do tamanho da
cadeia carbodnica, o responsavel pelo efeito estérico. Associa-se a este
fato a maior densidade eletrénica no anel quinolinico do derivado 4-
isopropilaminoquinolinico, quando comparado a do derivado 4-
isopropilquinolina. O efeito doador de elétrons do grupo amino
secundario torna, por efeito de ressonancia, o anel heteroaromatico
mais rico em elétrons, o que é representado nos MEPs pela maior
intensidade de coloragdo laranja desta regiao sobre o 4-

isopropilaminoquinolinico.
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CQ desmetilada no Cy3

Figura 18 — Estruturas representadas pelo modelo tubo (esquerda), CPK
(meio) e mapa de potencial eletrostatico (MEP) com densidade eletronica
0,002 e/au® calculadas por AM1 e distribuicdo de cores -70 (vermelho

intenso) a 35 (azul escuro) kcal/mol.

Nova tentativa de acilagdo envolveu 0 uso de 1-(dietilamino)-4-
aminopentano (novoldiamina), uma das matérias-primas utilizadas na
sintese de cloroquina. A acilagdo da novoldiamina ocorre de maneira
convencional, apés 14 horas de agitagdo a temperatura ambiente.
Sua formacao foi confirmada no infravermelho em que apresentou
banda de éster em 1711 cm™ e banda de amida em 1644 cm
(espectro 7). A andlise por RMN *H (espectro 8) confirmou a
formacdao do produto com sinais em 2,44-2,66 ppm referentes aos
grupos metilénicos provenientes do monossuccinato de metila e sinais
em 1-1,06 ppm referentes aos grupos metilas da novoldiamina.
Mistura fisica foi realizada e anadlise efetuada para garantir que o
produto desejado realmente tinha se formado. Em seguida, reagiu-se

a novoldiamina acilada com 4,7-dicloroquinolina e NaH. Inicialmente,
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deixou-se por 4 horas, porém nao houve formagao de produto,
variou-se o tempo em 12, 24, 36 e 48 horas, apesar da analise por
CCD apresentar mancha diferente em relagao aos reagentes. Analises
no infravermelho e de RMN de hidrogénio nao confirmaram a

formagdo do produto, mas sim a degradagao da novoldiamina acilada
e formagao de cloroquina.
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Espectro 7 - IV (em KBr) da novoldiamina acilada.

—a

Tabela VII - Atribuicoes do espectro no infravermelho da

novoldiamina acilada

v (cm™, KBr)
2978 (vCHsim); 2953 (vCHassim); 1711 (vCOOR); 1644 (vNHCO)

Kittia Cirlene Alves Botelho



Resultados e Discussio 98

CH

0 CHg Ie/ﬂ 8
HaCO 12 3 i 6 N CH
: 3

Y.

ppm 8 6 4 2 0

14

Espectro 8 - RMN 'H da novoldiamina acilada (300 MHz, CDCls,
8 ppm).

Tabela VIII - Atribuicbes do espectro de RMN 'H da

novoldiamina acilada

RMN *H (CDCl3), 300 MHz, = ppm
1-1,06 (m,H10,17,6H); 1,13 (d,H;s,3H); 1,35-1,38 (m,Hs,2H);
1,48-1,49 (m,Hs,2H);2,44-2,66 (m,H79111216,10H); 3,63 (s,
Hig,3H); 3,7-3,98 (m, Hg4,1H); 6,23 (d,H3, 1H)
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Espectro 9 - RMN 13C da novoldiamina acilada (75 MHz, CDCls,

S ppm).

Tabela IX -
novoldiamina acilada

Atribuicoes do espectro de RMN

13¢ da

RMN 13C (CDCls), 75 MHz, 5= ppm
13,2(Cio, C17); 20,7(Cys); 24,8(Ce); 29,8(Ci1); 30,2(Ci2);
35,8(Cs); 44,4(Cs); 49,7(Co, Ci6); 51,9(Cis); 53,1(Cy);
175,9(C13); 176,3 (Ca)
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O estudo de modelagem molecular da 4,7-dicloroquinolina foi
realizado para verificar se o carbono da posicao 4 seria mais reativo
que o da posicdo 7 frente a ataque nucleofilico. Isto se confirmou
pela observacdao de menor densidade eletrbnica (azul ligeiramente
mais intenso) sobre o carbono da posicao 4 quando comparado
aquele da posicdo 7 do anel quinolinico (Figura 19). Desta forma, o
carbono da posicdo 4 € o ponto mais eletrofilico da molécula, o que
explica a sintese seletiva da cloroquina por unido da novoldiamina a

4,7-dicloroquinolina por esta posicdao do anel heterociclico.

A modelagem molecular também mostra ser a acilagdo da
novoldiamina favorecida, levando a formagao do derivado amidico,
apresentado na Figura 19. Porém, para que ocorra a reagdo com a
4,7-dicloroquinolina €& necessario fazer uso do amideto da
novoldiamina. Entretanto, a analise por modelagem molecular deste
reagente mostra para o respectivo conférmero de menor energia
minima haver, também, a combinacdo de efeito estérico e eletrdnico
no comprometimento do ataque nucleofilico e, por conseguinte, na
formacao do produto de acilacdo. Neste caso, ao efeito obstrutivo da
cadeia lateral da novoldiamina se associa o efeito estérico da cadeia
do succinil (Figura 19). Por sua vez, o nitrogénio do amideto mostra
distribuicdo eletronica desfavoravel, em decorréncia do efeito indutivo
da carga negativa entre este atomo e a carbonila amidica, o que
diminui a reatividade do nitrogénio, como pode ser visto no MEP
através da extensdo de coloracdo vermelho-alaranjada sobre os
atomos em discussdo (Figura 19). Estas caracteristicas estéricas e
eletronicas, associadas a baixa estabilidade deste ion em solucdo,
auxiliam a explicar os baixos rendimentos obtidos nos procedimentos

desta sintese.
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4,7-dicloroquinolina

e 'o»@}'_o "

Amidelo da Noveldiamina acilada

(% 70

C

Figura 19 - Estruturas representadas pelos modelos tubo e CPK e
mapas de potencial eletrostatico (MEP) calculados por AM1 e
distribuicao de cores -70 (vermelho intenso) a 35 (azul escuro)
kcal/mol, para as estruturas 4,7-dicloroquinolina e novoldiamina
acilada e -200 (vermelho) a 10 (azul escuro) para o amideto da

novoldiamina acilada.

Com base nos estudos de modelagem molecular, realizaram-se
entdo, tentativas de sintese da desetilcloroquina, metabdlito ativo do
antimalarico (HELLGREN et al., 1989).

A primeira tentativa foi realizada em presenga de HBr 48%,
porém, apesar de formar o produto desejado, o rendimento era de
apenas 15%. Buscou-se, entdo, nova metodologia, utilizando-se iodo
e acido acético, como descrito por Bakker e Kaspersen, em 1978.
Esta técnica é realizada para desalquilagdo de aminas substituidas.
Porém, o produto desejado ndo foi obtido, ocorrendo cisdo da cadeia

lateral da cloroquina.
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Como descrito por Kapnang e Charles, em 1983, o uso de
cloroformatos de metila ou etila promove a cisdo de grupos alquilicos
de aminas substituidas. Esta sintese foi realizada e sua purificagdo se
deu por cromatografia em coluna com sistema eluente
cloroformio:metanol (5:3). Porém, o rendimento foi muito baixo, de

apenas 23%.

Nova rota de sintese foi realizada, desta vez descrita para a
desalquilacao da cloroquina por Ansari e Craig, em 1995. Utilizou-se
NaH e cloroformato de metila e a formagdo dos intermediarios foi
eliminada na cromatografia em coluna, utilizando-se cloroformio. A
seguir, o sistema eluente foi modificado para cloroférmio:metanol
(5:1), obtendo-se a desetilcloroquina. A analise no infravermelho
(espectro 10) ndo foi muito eficiente, pois apenas um grupos alquilico
foi retirado. Assim, a analise por RMN 'H e RMN '3C foi realizada e
confirmou a formagao do produto (espectros 11 e 12). Embora os
sinais de CH,; e CHsz sejam coincidentes tanto para a cloroquina
quanto para a desetilcloroquina, a integral destes mostra proporgao
de 3:1 referente ao CHs (C;2) e CH (Cg) da cadeia lateral,

confirmando a obtengao do produto desejado.
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Espectro 10 - IV (em KBr) da desetilcloroquina.
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Tabela X - Atribuicoes do espectro no infravermelho da

desetilcloroquina

v (cm™, KBr)
3236(vNH); 3106 (VCH arom.sim); 3072 (VCH arom.assim);
2868(vCH aiif.sim); 2860 (VCH aiif assim); 1613 (vC-NH); 601

(vC-Cl)
12
1 CHs
CHg 13
10
1 g NH
HN 1
2 J 9
4 18X 5
6
Cl 16 °N ]
3
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Espectro 11 - RMN 'H de desetilcloroquina(300 MHz, CDCls, § ppm).
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Tabela XI - Atribuicdes do espectro de RMN 'H da

desetilcloroquina

RMN *H (CDCl3), 300 MHz, 5= ppm
0,98 (t, Hiz, 3H); 1,27 (d, Hy1, 3H); 1,57-1,74 (m, H>,
Hi0.4H); 2,40-2,53 (m,Ho,H13,4H); 3,68 (m,Hs, 1H);
5,55(s,H1,2H); 6,38 (d,Hs,1H); 7,25(d,H 4, 1H); 7,31
(d,Hs,1H); 7,64 (d, Hy, 1H); 8,46 (d,Hs,1H)
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Espectro 12 - RMN '3C de desetilcloroquina (75 MHz, CDCls, & ppm).
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Tabela XII - Atribuicdes do espectro de RMN 3C da

desetilcloroquina

RMN !3C (CDCls), 75MHz, = ppm
11,32(C12); 20,18 (C11); 23,79 (Cio); 34,53 (Cy); 46,82 (Ci13);
48,30 (Cg); 52,55 (Co); 111,89 (Cs); 117,35 (C3); 121,25
(Cis); 124,96 (Cs); 128,76 (Cy,17); 134,74 (Cia); 149,37 (Ce);
151,99 (Cis)

A sintese da succinildesetilcloroquina foi, entdo, efetuada a
partir do 4-cloro-4-oxobutanoato de metila e o produto obtido foi
analisado no infravermelho (espectro 13), em que as bandas de éster

em 1744 cm™ e amida em 1645 cm™ caracterizaram o produto.

CH
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20 | &8
12 14 N_ 23 25

22
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Espectro 13 - IV (em NaCl) de desetilcloroquina acilada.
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Tabela XIII - Atribuicoes do espectro no infravermelho da

desetilcloroquina acilada

IV v (cm™, NaCl)
3300 (vNH); 2969 (vCHarom.sim); 2933 (vVCHarom.assim); 2870
(vCHaiif.sim); 2807 (vCHaiif.assim); 1744 (vVCOOR); 1645 (vNHCO)

5.4 Derivado de desetilcloroquina (DECQSucDECQ)

A partir da succinildesetilcloroquina a obtencao do pré-farmaco
derivado de duplicagdo molecular foi realizada em trés etapas: a
primeira foi realizada a partir da succinildesetilcloroquina e carbonato
de potassio para que ocorresse a hidrdlise do éster metilico. Esta
etapa foi realizada, pois a reacao direta da succinildesetilcloroquina,
na forma de éster, com a desetilcloroquina ndo ocorreu conforme
descrito em literatura para reacdes de formagdo de amida a partir de
ésteres. Mesmo utilizando aquecimento e reagdo direta com o grupo
amino da segunda molécula de desetilcloroquina ndo se obteve o
produto final desejado. A segunda etapa foi a formagdo do amideto a
partir de hidreto de sddio em THF anidro. A reacgdo foi mantida por 4
horas a fim de se garantir a formagao do amideto. Utilizou-se hidreto
de sodio, pois este € um composto amplamente empregado na
formacdao de amidetos, uma vez que garante o meio extremamente
basico. A terceira e Ultima etapa foi realizada com a reagao do
amideto obtido e o succinildesetilcloroquina com grupo acido livre.
Inicialmente, o tempo reacional foi de 24 horas, porém o baixo
rendimento levou ao aumento do tempo reacional para 72 horas. A
analise de CCD indicou a presencga de alguns produtos diferentes dos
materiais de partida, entdo se procedeu a purificagdo por coluna

cromatografica com eluente CHCI5: MeOH (5:3). Dos produtos obtidos
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apenas um possuia banda caracteristica de amida em 1642 cm™® e
desaparecimento da banda relativa ao éster(SUCDECQ). Procedeu-se,
entdo, a analise por RMN 'H e 13C e o grau de pureza por CLAE, este
indicou um produto puro com tempo de retengdo em 2,78 minutos,
sendo este tempo diferente dos compostos de partida e também da
mistura fisica dos reagentes. O rendimento da reagao foi de 17%. A
obtencdo de produto liquido extremamente viscoso impediu a

determinacao de faixa de fusao.
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Espectro 14 - IV (em KBr) de DECQSucDECQ.

Tabela XIV - Atribuicoes do espectro no infravermelho da
DECQSucDECQ

v (cm™, KBr)

3382 (VNH), 2955 (VCH arom_sjm), 2857 (VCH alif sim), 1642
(vNHCO), 1579 (vC=C),
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Espectro 15 - RMN 'H de DECQSucDECQ
(300 MHz, DMSO-d6, & ppm).

Tabela XV -~ Atribuicdes do espectro de RMN 'H da DECQSucDECQ

RMN 'H (CDCIs3), 300 MHz, 5= ppm
1,16(d,H20, 3H); 1,18(s, Has, 3H); 1,43 (t, Hig,44, 6H); 1,52-
1,56 (M, H13 14,2930, 8H); 2,83(s,H23,24, 4H); 3,28-3,32 (m,
His 17,2843, 8H); 3,39-3,50 (M, Hi2,45, 2H); 5,81(s, Hi1 32, 2H);
6,89 (d,H3 34, 2H); 7,32 (d,H7,40, 2H); 7,58 (d,Hg 38, 2H); 8,06
(d, He,a1, 2H); 8,21 (d, Ha,35, 2H)
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Espectro 16 - RMN '3C de DECQSucDECQ

(75 MHz, DMSO-d63, & ppm).

Tabela XVI - Atribuicdes do espectro de RMN 1°C de DECQSuUcDECQ

RMN 3C (CDCl3), 75MHz, 5= ppm

14,32 (Cig,44); 20,42 (Cz0,45); 26,72 (Ci4,29); 31,33 (Ca3,24);
32,46 (C17,43); 36,89 (Cis,28); 48,29 (Ci12,31); 51,52 (C3.34);
113,38 (Cs,42); 121,18 (Co,38); 127,05 (Cz,40); 136,03 (Cs,39);
143,35 (Ce,41); 145,28 (Cs,33); 149,94 (Cz35); 151,16(Ci0,37);

170,88 (Cz1,25)

Kitia Cirlene Alves Botelho



Resultados e Discussio 110

150000

= DECQ-Suc-DECQ

Cromatograma 1: CLAE de DECQSucDECQ Coluna C18 (ODS);

fase mével: metanol-acetonitrila (5:3), fluxo 1,0 mL/min
5.5 Derivado de primaquina

Para o pré-farmaco primaquina-succinilprimaquina trés
metodologias foram seguidas: a primeira tentativa foi efetuada
utilizando-se dicloreto de succinoila. A analise por CCD mostrou
varias manchas e a purificagdo por coluna cromatografica nao foi

eficiente para os sistemas solventes utilizados.

A segunda tentativa foi realizada partindo-se da separagao dos
produtos formados. Ainda que utilizando succinilprimaquina, cuja
sintese ja foi bem estudada em nosso laboratério, utilizando o agente
condensante EDC, variando tempo e quantidade de reagentes, o
rendimento, ap6s purificacdo em coluna cromatografica ndo foi
suficiente para andlise em RMN. Por fim, utilizou-se o agente
condensante carbonildiimidazol e acido succinico. O produto obtido foi
purificado por coluna cromatografica com sistema eluente
cloroformio:metanol (5:3). A analise no infravermelho (espectro 17)
indicou a presenca de amida em 1614 cm™, e os espectros de

RMN 'H e 3C (espectros 18 e 19) confirmaram a obtencdo do
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produto. Realizou-se, também, andlise por DSC, que mostra eventos
térmicos, que podem ser associados a quebra de ligagdo, ao
rearranjo molecular e/ou a transicao de fase. A curva DSC do pré-
farmaco primaquina-succinil-primaquina (Figura 20), por exemplo,
mostra duas endotermas: uma em 131,5 °C e outra em 144 °C. A
primeira  refere-se a  degradacdo do pro-farmaco em

succinilprimaquina e a segunda, em primaquina (Figura 20).
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Espectro 17 - IV (em KBr) de primaquina-succinilprimaquina.

Tabela XVII - Atribuicoes do espectro no infravermelho da

primaquina-succinilprimaquina

v (cm™, KBr)

(VNHCO), 1576 (vC=C),
1520 (vCOC)
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Espectro 18 - RMN 'H de primaquina-succinilprimaquina
(300 MHz, CDCl3, 6 ppm).

Tabela XVIII - Atribuicdbes do espectro de RMN 'H da

primaquina-succinilprimaquina

RMN 'H (CDCI3), 300 MHz, = ppm
1,26 (d, Hai42, 6H); 1,60-1,62 (M, His 162820, 8H); 2,42 (s,
Hz23, 4H); 3,15 (qQ, Hi7.27, 4H); 3,56-3,62 (M, Hys 30, 2H); 3,86
(s, Hiz44, 6H); 5,95 (d, His,a1, 2H); 6,32 (d, Hsas, 2H); 7,27 (4,
Hieass3s, 4H); 7,89 (d, Hz,17, 4H); 8,50 (d, Ha39, 2H).
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Espectro 19- RMN 3C de primaquina-succinilprimaquina (75

MHz, CDCls, & ppm).

Tabela XIX -

primaquina-succinilprimaquina

Atribuicoes do espectro de RMN

13¢ de

RMN 3C (CDCls), 75MHz, §= ppm

20,52(Cz1,42); 26,51(Cre,28); 31,92 (Ca2,23); 33,80 (Cis2o);

39,42 (C17,27); 47,81(Ci4,30); 55,20 (Ci2,44); 91,66 (Cs,35);
96,74 (Cg.33); 121,88 (Cs38); 129,91 (Cs36); 135,06 (Cio41);
144,30 (Co,32); 144,89 (Cz,30); 159,87 (Cr.34); 172,31 (Cio.24).
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Figura 20 - Curvas de DSC de primaquina, succinilprimaquina e
primaquina-succinilprimaquina. Atmosfera de nitrogénio, na vazao de
100 mL/min, razdo de aquecimento: 10 °C, cadinho de aluminio e

faixa de aquecimento 40-400 °C.
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Faculda{ie de Ciéncias Farmacéuticas
5.6 Pro-farmacos peptidicos Universidads de G0 paylg

Para o pré-farmaco dirigido de desetilcloroquina foram
escolhidos 3 peptideos relacionados a cisdo seletiva pela falcipaina:
AlaPhe, LeuPhe e LysArg.

Para que as sinteses pudessem ser realizadas, grupos
protetores foram utilizados. Para a fenilalanina (Phe), utilizou-se o
éster metilico, obtido a partir de metanol e cloreto de tionila. Esta
reacdo se processa de maneira eficiente, com bom rendimento,

porém o produto ndo pode ser estocado por mais de 2 semanas.

Os espectros de 20 a 22 mostram, respectivamente, as analises

no infravermelho e de RMN 'H e 3C.

100 o

T T T T y U
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Espectro 20 - IV (KBr) do éster metilico da fenilalanina.
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Tabela XX - Atribuicdes do espectro no infravermelho do éster
metilico da fenilalanina

v (cm™, KBr)
3377 (VNH2); 3061 (vCHarom.sim); 3062 (VCHarom.assim); 2961
(VCHaIif.sim); 2956 (VCHaIif.assim); 1737 (VCOOR)
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Espectro 21 - RMN 'H do éster metilico da fenilalanina (300 MHz,
DMSO-dg, 6 ppm).

Tabela XXI - Atribuicoes do espectro de RMN 'H do éster

metilico da fenilalanina

RMN 'H (DMSO0-ds), 300 MHz, § = ppm

3,04-3,10 (m, Hy,2H); 3,47 (s, His, 3H); 4,12-4,24 (m,Hg,1H);
7,15-7,28 (m, Hz3.45,6,5H); 8,75 (s, Hg, 2H);
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Espectro 22 - RMN '3C do éster metilico da fenilalanina (75 MHz,
DMSO-d6, 6 ppm).

Tabela XXII- Atribuicoes do espectro de RMN 3C do éster
metilico da fenilalanina

RMN 'H (DMSO0O-d6), 75 MHz, 5= ppm

39,16 (C7); 53,01 (Ci3); 53,70 (Cs); 127,12 (Ca4);
129,86 (Cae); 131,47 (C35); 135,50 (Cy); 170,75 (Cio)
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Alanina e leucina tiveram seus grupos aminicos protegidos com
30C. A lisina é protegida com grupo BOC no grupo amino ¢ e cloro-Z
10 grupo amino o e a arginina é protegida com tosil no grupo amino
. Alternativamente, utilizaram-se os grupos p-nitrofenilico e CBz

yara protecao das aminas de alanina e leucina.

Varias sinteses foram efetuadas até se conseguir o0s
iminodcidos BOC-Ala e BOC-Leu. Apesar de os métodos serem
lescritos na literatura por diversos autores, a temperatura do
imbiente influencia na reagdo, e ndo pode ultrapassar 23 °C tal fato

1do foi descrito por autor algum.

Os espectros no IV e de RMN 'H e *3C encontram-se a segquir.

gz L6F

LLVISE ~pozage:

35|00 30|00 25IDD 20b0 15|CIU 10I00 560

Espectro 23 - IV(KBr) de BOC-Ala.

rabela XXIII - Atribuicoes do espectro de infravermelho do
30C-alanina

v (cm™, KBr)

3383 (VNH); 2994 (VCHaHf,sim); 2868 (VCHa[if_assim); 1740
(vNHCOOQ); 1691 (vCOOH)
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Espectro 24 - RMN 'H da BOC-Ala (300 MHz, CDCls, § ppm).

Tabela XXIV - Atribuicdes do espectro de RMN 'H da BOC-

alanina

RMN *'H (CDCl3), 300 MHz, 6= ppm
1,42 (sl, Hse,710, 12H); 4,15-4,29 (m, Ho, 1H); 5,12 (s, Hg,
1H)
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Espectro 25 - RMN **C da BOC-Ala (75 MHz, CDCl;, & ppm).

Tabela XXV- Atribuicdes do espectro de RMN *3C BOC-

alanina

RMN 'H (CDCl3), 75 MHz, 6= ppm
18,36 (Ci0); 28,30 (C36,7); 49,24 (Co); 81,03 (C2);
155,52 (Ca); 177,82 (C11)
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Espectro 26- IV (em KBr) da BOC-leucina.

Tabela XXVI - Atribuicdoes do espectro no infravermelho da
BOC-leucina

v (cm™, KBr)
3337 (vNH); 2968 (vCHaiji.sim); 2871 (vCHajif.assim); 1717
(vNHCOO); 1687(vCOOH).
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Espectro 27 - RMN 'H da BOC-leucina (300 MHz, CDCls3, § ppm).

Tabela XXVII - Atribuicdes do espectro de RMN 'H da BOC-

leucina

RMN 'H (CDCl3), 300 MHz, 5= ppm
1123 (dl H12,15/ 6H )I 1143(51 H3,6,7/9H); 1163-1175 (ml
H10,11/3H); 4128_4135 (m/H911H)
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Espectro 28 - RMN 3C da BOC-leucina (75 MHz, CDCls, & ppm).

Tabela XXVIII - Atribuicées do espectro de RMN '3C do BOC-

leucina

RMN 3C (CDCls), 75 MHz, § = ppm
21,78 (C11); 22,83 (Ci2,15); 28,29 (C36,7); 41,36 (Cio);
51,99 (Cs); 80,27 (Cz); 155,79 (Ca); 177,64 (Ci3)
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5.7 Sintese dos peptideos

Para as sinteses dos peptideos Ala-Phe e Leu-Phe, duas rotas
foram seguidas: a primeira, relatada por Sewald e Jakubke (2002),
utilizava caminho mais simples, mas a desprotecdao do grupo benzil
nao foi eficiente e o uso de HBr/HAc para essa reagdo tornou dificil o
isolamento do peptideo formado, mesmo com a neutralizagdo do

meio e as tentativas de extragao efetuadas.

A segunda rota escolhida foi descrita por Bodansky (1984),
embora mais trabalhosa, por incluir maior nimero de etapas,
mostrou ser o caminho mais vidvel por apresentar sempre altos
rendimentos. A etapa de desprotecao do grupo Boc ocorreu de
maneira satisfatéria, como apresentado nos espectros de RMN , em
que nao se observa o sinal em 1,2 ppm, referente ao grupo metila do
t-butila (grupo BOC). Ainda por RMN de 'H e 3C, tem-se todos os
sinais caracteristicos da formacdo do peptideo. Estes espectros
mostram mistura racémica nos dois peptideos formados e isto se
deve a ndo purificagdo por CLAE, Unica técnica disponivel para

separagao da mistura formada.

Os espectros correspondentes aos peptideos Ala-Phe e Leu-Phe
encontram-se a seguir, no espectro de infravermelho a banda relativa
ao NH ndo aparece, pois se efetuou a andlise em pastilha de NaCl
contaminada com 4agua, por isto vemos a banda de hidroxila

sobreposta a banda de NH.
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Espectro 29 - IV (em NaCl) de Ala-Phe.

Tabela XXIX - Atribuicoes do espectro de infravermelho de
Ala-Phe

v (cm™, NacCl)
2920 (VCHaIif.sim); 2853 (VCHaIif.assim); 1692 (VCOOH);
1641(vNHCO)
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Espectro 30 - RMN *H de Ala-Phe (300 MHz, CDCls, § ppm).

Tabela XXX - Atribuicoes do espectro de RMN 'H do peptideo
Ala-Phe

RMN 'H (CDCl3), 300 MHz, 5= ppm
2,42 (s, Hi7, 3H); 2,74-2,83 (m, Hy, 2H); 3,74-3,87 (m, Hia,
1H); 4,33-4,8 (m, Hg, 1H); 7,19-7,25 (m, Hy3456, 5H)
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Cromatograma 2: CLAE do peptideo Ala-Phe Coluna C18 (ODS);
fase mdvel: metanol-acetonitrila-acido-trifluoracético (5:3:0,1), fluxo
1,0 mL/min

O cromatograma mostra um tempo de retencdo de 5,52
minutos, diferente dos tempos apresentados para os reagentes,
porém pelos resultados de RMN, concluiu-se que o produto é formado
por mistura racémica entre as duas formas D e L dos aminoacidos de

origem, isto foi visto com o deslocamento de sinais em RMN *H.
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Espectro 31 - IV (em NaCl) de Leu-Phe.

Tabela XXXI - Atribuicoes do espectro no infravermelho de
Leu-Phe

v (cm™, NaCl)
3471 (vOH e vNH; superpostas); 1687 (vCOOH);
1655(vNHCO)
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399~187 17 SNH 7I
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HO™
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10 9 8 7 6 5 q 3 2 1 ppm

Espectro 32 - RMN 'H de Leu-Phe (300 MHz, CDCls, § ppm)

Tabela XXXII — Atribuicdes do espectro de RMN 'H do peptideo
Leu-Phe

RMN 'H (CDCls), 300 MHz, 6= ppm
0,80-0,89(m, Hi9,20,6H); 1,23-1,29, (m,Hs 1H); 2,04
(s,H7,2H); 2,98-3,16 (m,H14,1H); 4,08-4,26 (m, Hg,1H); 4.98
(s, His, 1H); 7,11-7,79 (M, H2,3,4,5,6,5H); 7,97 (s, Hg,1H).
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412

Cromatograma 3: CLAE do peptideo Leu-Phe Coluna C18 (ODS);
fase modvel: metanol-acetonitrila-acido-trifluoracético (5:3:0,1), fluxo
1,0 mL/min

O cromatograma segue o mesmo padrdo para o peptideo
AlaPhe, apresentando um tempo de retencao de 4,32. Da mesma

forma, o peptideo se apresenta como mistura racémica.

Para o peptideo LysArg foi seguida metodologia ja desenvolvida
em nosso laboratério por Trossini (2004) e Chung (1996). A
dificuldade esta na desprotegao dos grupos tosil e Cl-Z, que deve ser
efetuada sob HF.

Como os peptideos formados apresentavam mistura racémica,
uma alternativa foi o método de sintese em fase sélida. Para se
determinar o acoplamento dos aminoacidos a resina foi utilizado o
teste colorimétrico com 4-nitrobenzilpiridina (NBP). feito com 10 mg
do produto obtido na reagao, comparativamente a 10 mg da resina.
Apds o teste, o produto mantém coloragao branca, indicando o
acoplamento, e a resina se m‘antém na cor violeta devido a interagao

entre o corante e os atomos de cloro livres presentes na resina.
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Este método, embora eficiente, requer varias etapas de
lavagem dos produtos formados e, com isto, torna-se desvantajoso,
quando se quer quantidade suficiente para outras sinteses: dos

400 mg de reagente utilizado apenas 8 mg do produto se formam.

Para a continuidade do trabalho com os pré-farmacos, optou-se
pela sintese em solugdo, pois, apesar de necessitar um tempo
reacional maior, ela fornece um produto com massa suficiente para
diversas reagdes posteriores, enquanto que na sintese em fase sdlida,

varias repeticdes da mesma sintese devem ser efetuadas.

Os espectros do derivado obtido encontram-se a seqguir.

O—CHjy
/34 35
—29
90 S
o 2223 Q 42—41
4\ » \
19—21 24—25 H—S&§——37 40—CH,
\ /31 3z a3
HoN—17 NH—27 O 38—39
s\ 2 N\ %

3 i} T
2000 1500 1000

1 i T
3500 3000 2500

Espectro 33 - IV (em NaCl) de Lys-ClZ-Arg(Tos)-OMe.
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Tabela XXXIII - Atribuicbées do espectro no infravermelho de
Lys-ClZ-Arg(Tos)-OMe

ved (cm-1), NaCl

3584 (vNH); 3357 (VOH - H20); 2971 (vCHarom sim);2936
(VCHarom assim); 2865(VCHa|if_sim); 1719 (VCOOH); 1652(V|\|HCO)

O_
/34 35 3
0=—29
30
o] 22—23 Q 42—a1
T \24 25 N 33*3{/ \ 0—CH
_ _ _ 40—
/ \ /31 32 \ 3
HN—17 NH-27 3839
28\ 26\ 96

Espectro 34 - RMN 'H de Lys-ClZ-Arg(Tos)-OMe (300 MHz, CDCl3,
d ppm).

Tabela XXXIV - Atribuicdes do espectro de RMN 'H de Lys-ClZ-
Arg(Tos)-OMe

RMN 'H (CDCl3), 300 MHz, 8= ppm
1,40-2,33 (m, Hie, His, Hia, H23, Ha4 Has, 12H); 2,33 (s, Ha3,
3H); 3,75 (s, Hss, 3H); 5,07 (s, Hs, 2H); 7,28 (d, Ha1, Hss,
2H,); 7,35-7,46 (m , Hy,Hs, Hs, He, 4H); 7,63 (d, Haz, Hzg, 2H)
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As reagdes entre a succinildesetilcloroquina e o peptideo Ala-
Phe e Leu-Phe foram realizadas utilizando-se primeiro como agente
condensante de escolha o DCC, porém os resultados ndo foram como
esperado. Dessa forma, utilizaram-se outros agentes como EDC,
HOBt, e mesmo mudando as condicdes estequiométricas entre
reagente e agente condensante, tempo reacional e variagdo de
temperatura, ndo se obteve o pré-farmaco peptidico desejado. Ou a
reacao nao ocorria ou o baixo rendimento dos produtos impediam

analises espectroscopicas mais detalhadas.
5.8 “"Docking”

Foram realizados estudos de docking do pré-farmaco de
desetilcloroquina-peptideo-desetilcloroquina, para que se pudesse
predizer a possivel interacdo entre os pré-farmacos e a falcipaina, o
favorecimento de clivagem dos pro-farmacos e a liberagdo da

desetilcloroguina para exercer sua atividade bioldgica.

A primeira parte do trabalho de docking consistiu na extracgdo e
preparagdo da estruturas de PDB da falcipaina. Optou-se por
trabalhar com a estrutura 1yvb, por ser cristalizada, com definigao de
2,7 A. Esta preparagao ocorreu utilizando-se o programa deepview

(http://www.expasy.org/spdbv/), sendo retirado o ligante, co-

cristalizado com a enzima, e as moléculas de agua. A superficie da
estrutura da falcipaina com seus respectivos bolsos de ligagdo com os

ligantes € mostrada na Figura 21.
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Figura 21 - Estrutura 1YVB da falcipaina. A esquerda
representada pelo mapa de potencial eletrostatico e a direita por

modelo em fitas.

Os conférmeros de menor energia foram obtidos através de
cdlculos Ab Initio Hartree-Fock 3-21G, utilizando-se o programa
Gaussian. Seguindo o default do programa, obtiveram-se o0s

conférmeros de menor energia.

Para o docking utilizou-se o programa GOLD, conforme
metodologia descrita, utilizando-se o atomo 42 da cisteina 25 da

falcipaina como ponto de docagem.

Os resultados obtidos sdo apresentados nas figuras que

seguem.
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Figura 22 - Docking do DECQ-AlaPhe-DECQ na falcipaina, indicando
a afinidade por Phe no bolso S2, e aproximacgao da carbonila a Cys25
da falcipaina. Figura a esquerda representada por superficie e figura

a direita representada por fitas.

Figura 23 - Docking do DECQ-LeuPhe-DECQ na falcipaina, indicando

a afinidade por Phe no bolso S2, e aproximacao da carbonila a Cys25

da falcipaina. Figura a esquerda representada por superficie e figura a

direita representada por fitas.
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Figura 24 - Docking do DECQ-LysArg-DECQ na falcipaina, indicando

a afinidade por Phe no bolso S2, e aproximagdo da carbonila a Cys25
da falcipaina. Figura a esquerda representada por superficie e figura a

direita representada por fitas.

Para os trés pro-farmacos DECQ-dipeptideos-DECQ docados
observou-se a importancia de um grupo hidrofébico em contato com
o sitio S2 da falcipaina. O aminoacido fenilalanina acomoda-se no
sitio S2, para os trés pro-farmacos estudados. Neste, também se
observa a aproximacdo da carbonila da ligagao peptidica a Cys25 da
falcipaina. A possibilidade de ataque nucleofilico ao carbono
carbonilico pelo enxofre da Cys foi corroborada pela a distancia entre
esses dtomos, 3,80 A para a AlaPhe, 3.33 A para a LeuPhe e 5,01 &
para a LysArg.

Com estes resultados concluiu-se que a presenga do
aminoacido fenilalanina é importante na cisdo do pré-farmaco frente
a falcipaina, enquanto que com o peptideo LysArg, também ocorre
interacdo, porém a distdncia observada do ponto de cisdo foi a maior.

Estes resultados corroboram, preliminarmente, a teoria
proposta por Sabnnis e colaboradores (2003) de que este aminoacido
(fenilalanina) é importante no planejamento de novos alvos para a

falcipaina.
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Ha, ainda, necessidade de se realizar o docking com outros
programas, para que se efetue a validacdo do procedimento e do

modelo de interagao obtido.
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6. CONCLUSOES

*

As sinteses relacionadas a cloroquina ndo se processaram de
maneira eficiente. A modelagem molecular mostrou a baixa
reatividade do antimalarico devido ao impedimento estérico e
ao carater eletronico do grupamento aminico secundario do
antimalarico.

As sinteses de derivados ndo-peptidicos com o metabdlito ativo
desetilcloroquina, efetuadas em razdo da baixa reatividade da
cloroquina, tiveram éxito, embora os derivados tenham sido
obtidos com baixo rendimento.

Os derivados peptidicos de desetilcloroquina ndo foram obtidos,
ainda que se utilizassem diversas rotas sintéticas.

A sinteses envolvendo primaquina ocorreram dentro do
esperado, pelo fato de o fdrmaco possuir amina primaria livre.
Pelos estudos de docking, observou-se que ter um aminoacido
fenilalanina é importante para a cisdao da falcipaina, visto que
este se acomoda no bolso S2, facilitando o ataque nuclelofilico
da falcipaina a ligagao amidica. Os estudos de docking devem,
no entanto, ser validados por meio da utilizagdo de outros

meétodos.
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