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ANTIMALARICOS POTENCIAIS:
PLANETAMENTO E SINTESE DE TRIGLICERIDIOS DE
PRIMAQUINA

Mestrando:GUILHERME COSTA MATSUTANI
ORIENTADORA: Profa. Titular ELIZABETH IGNE FERREIRA

A maldria € uma doenca que atinge 40% da populacdo mundial e estd entre
as 1rés maiores doencas infectantes do planeta, juntamente com a AIDS e a
tuberculose. As crian¢as sdo as principais atingidas, uma vez que se estima que
uma criangca morra de maldria a cada 40 sequndos. As principais regides atingidas
sdo as que relacionam o clima fr'a,b/'ca/ com altos indices de pobreza, como por
exemplo a Africa sub-Sahariana. Este quadro agrava-se com o surgimento de
cepas cloroguino-resistentes do Plasmodium falciparum, principal agente
causador da maldria grave. Muitos dos fdrmacos aplicados na terapéutica da
maldria apresentam inimeros efeitos adversos, baixa biodisponibilidade e alta
toxicidade, o que dificulta o emprego na terapéutica. Diante deste quadro urge o
desenvolvimento de novos fdrmacos antimaldricos. A primaguina, fdrmaco
desenvolvido na segunda guerra mundial, € o Unico esquizonticida tecidual
disponivel até o momento, porém apresenta baixa biodisponibilidade, em razdo da
meia-vida curta, e alta foxicidade. Estas caracteristicas apresentadas pela
primaquina podem ser atenuadas com o emprego da latencia¢do. O trabalho em
guestdo visa ao desenvolvimento de pro-fdrmacos “trigliceridicos”, também
conhecidos com lipdides. Os pro-fdrmacos lipdides utilizam a digestdo e absor¢ao
dos lipideos para promover absor¢do, aumentando a biodiponibilidade e tempo de
meia-vida, conseqlientemente, diminuindo a toxicidade. Serdo sintetizados como
transportadores os digliceridicos dos dcidos palmitico, estedrico e decandico.

Estes ligar-se-do d primaguina através dos espagantes succnil, malei/ e ftalil.
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Antimaléricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pro-farmacos "trigliceridicos” de primaquina

1.INTRODUCAO

Considerada como doenga social, por estar relacionada com pobreza
e falta de condi¢cdes sanitarias adequadas, a malaria € uma das moléstias que
causou e ainda causa, mais sofrimento ao ser humano (Sachs, Malaney, 2002).

Atualmente, esta parasitose € uma das mais disseminadas doengas
endémicas nas areas tropicais e subtropicais (Olliaro, 1996; WHO, 1992). Mais de
40% da populagdo mundial em 101 paises encontram-se sob areas de risco de
contaminagao. Segundo dados da ‘Organizagéo Mundial da Saude, a malaria esta
entre as trés maiores doengas infecciosas do planeta, sendo comparada com a
AIDS e tuberculose pelo niumero de infectados (Roll Back Malaria, 2002) e pelo
risco de contrair a parasitose.

Este quadro agrava-se devido ao aparecimento de formas resistentes de P.
falciparum, o principal agente causador da parasitose. Mudangas climaticas € o
desflorestamento também tém contribuido para o aumento do numero de
infectados (Malaria Foundation International, 2001). Estas mudancas levam ao
favorecimento da multiplicagdo do mosquito Anopheles, que atua como agente
transmissor da doenca, assim como a exposicao dos humanos ao mosquito
infectado.

Anualmente, registram-se no mundo 300-500 milhdes de casos clinicos,
sendo que 90% destes encontram-se na Africa sub-Sahariana, onde a pobreza
predomina. Nao existem dados precisos, porém acredita-se que a mortalidade
causada pela malaria seja da ordem de um miihdao de pessoas por ano, atingindo,
principalmente, criancas (Roll Back Malaria, 2002).

Estima-se que uma crianga morra a cada 40 segundos, resultando na
perda de mais de 2000 criangas por dia devido a parasitose (Sachs, Malaney,
2002). A malaria possui estreita relagdo com pobreza e subdesenvolvimento

Guilherme Costa Matsutani
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sOcio-econdmico, uma vez que se expande em areas muito pobres, levando a
populacgdo a perder sua capacidade de ftrabalho, aprendizagem e
desenvolvimento, promovendo aumento das contaminag¢des pela doenga, como
um ciclo vicioso. Portanto, nas regides em que a malaria evoluiu muito, a

sociedade prosperou pouco (Sachs, Malaney, 2002).

Diversos programas sociais vém sendo desenvolvidos para o controle da
parasitose, principalmente nas areas mais pobres, onde a doenga aumenta
constantemente. Estes programas consistem em melhorias sanitarias, erradicagao
do mosquito através de da aplicagcdo do inseticida DDT em lagoas e pontos de
agua parada, utilizagdo de “mosquiteiros” sobre camas e, o mais importante,
educacdo da populacdo quanto aos perigos da maléria e como evitar o contagio
(Roll Back Malaria, 2002).

No Brasil, a mais recente intervenc¢ao para o controle da malaria foi o Plano
de Intensificacdo das Acdes para Controle da Malaria na Regido Amazdnica
(PIACM). O PIACM apresentou bons resultados como diminuicdo de 38% das
infestagdes pela malaria e diminuicdo de 35 % dos ébitos por maléria. Visando a
maior amplitude no controle desta endemia, o PIACM foi substituido pelo
Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM). Este programa apresenta as
principais estratégias no controle da doenca: '

R?
L4

Apoio a estruturacéo dos servigcos locais de saude;

o
o

Diagnéstico e tratamento da doenca;

*
**

Fortalecimento da vigilancia da malaria;

<,
0.0

Capacitacao de recursos humanos;

% Educacao em saude, mobilizacdo social;

% Controle seletivo de vetores;

« Pesquisa.

Espera-se que a interacdo destas estratégias possa diminuir a incidéncia
desta parasitose (Plano Nacional de Controle da Malaria, 2002) .

Guilherme Costa Matsutani
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A despeito de estes programas e mesmo com 0s avangos na terapéutica, a
maléaria € uma doenga sem controle total e de preocupag¢do mundial.

2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Face a necessidade de quimioterapicos realmente uteis contra malaria,
especialmente malaria resistente, e menos toxicos, em se tratando de malaria
sensivel, é imperativa a busca de novas alternativas que enriquecam o arsenal
terapéutico contra a parasitose.

A primaquina, farmaco desenvolvido durante a segunda guerra mundial
(Ferreira, 1982.), surgiu a fim de diminuir os efeitos téxicos causados pelo seu
protdtipo, a pamagina. Atualmente, é o Unico esquizonticida tecidual disponivel na
terapéutica, atuando, inclusive, contra os hipnozoitos. Além disto, a primaquina é
ativa contra o P. vivax, espécie esta que é predominante no Brasil.

Infelizmente, este farmaco apresenta problemas de absorgéo, alta taxa de
biotransformagao que pode levar a problemas graves de toxicidade, como anemia
intravascular.(Williams, Lemke, 2002; Ferreira 2002; Olliaro 2001; Casteel, 1993;
Augusto, Schereiber, Mason, 1988; Mihaly et a/, 1984).

Ante a possibilidade de se aprimorar a acdo de compostos de atividade
comprovada em malaria e face aos resultados obtidos com transportadores
“trigliceridicos” de outras classes terapéuticas como as descritas por Paris e
colaboradores (1980, 1979), Garzon Abuerpeh e colaboradores (1983), Jacob,
Hesse e Shashoua (1987), Deverre e colaboradores (1989) e Lambert (2000),
pretende-se sintetizar derivados de primaquina utilizahdo diésteres do glicerol
com acidos graxos — acidos palmitico, estearico e outros de cadeia longa, como o
decandico, como transportadores, e acidos dicarboxilicos — succinico, maléico e
ftélico -- como grupos espacgantes.

Guilherme Costa Matsutani



Antimalaricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pré-farmacos “trigliceridicos” de primaquina 5

Grupos espacantes sao utilizados com o propésito de se distanciar o
farmaco do transportador de modo a facilitar o acesso da enzima envolvida a
ligacdo compreendida (Korolkovas, 1988). E possivel, dessa forma, obter-se pré-
pro-farmacos, ou pré-farmacos duplos, ou em cascata, como também séo
denominados (Friis, Bundgaard, 1996, Wermuth,1986; Bundgaard,1991, 1985),
permitindo o controle de acao.

Espera-se que os derivados sintetizados, a exemplo do que se observa com
os triglicerideos naturais (Jones, 1980; Lambert, 2000), sejam cindidos pela lipase
pancreatica nas posicdes 1 e 3, liberando os monoglicerideos com a primaquina e

espagante na posicao 2 como observa-se na figura 1.

o] Lipase

Figura 1. Pro-farmacos trigliceridicos e sua liberagdo pela lipase

pancreética.

Esta liberagcao do farmaco podera ser analisada por ensaios in vitro, atraves
de hidrdlise quimica, em plasma e em presenca de lipase pancreatica, como
descrito por Scriba (1993).

Guilherme Costa Matsutani
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Apés absorcdo do monoéster derivado, o antimalarico podera ser liberado
paulatinamente, prolongando a acéo, diminuindo, em paralelo, a toxicidade. Esta
diminuicdo da toxicidade deve-se ao fato de que com a diminuicao da
metabolizacdo causada pelo espacante, ocorrerd também a diminuicdo da
formagao de compostos téxicos.

Os compostos obtidos serdo ensaiados em malaria experimental em

camundongos infectados com P. berghei.

A obtencdo dos transportadores digliceridicos foi otimizada em nosso
grupo de pesquisa, propondo-se rota sintética de menos passos (Sanai, Ferreira,
2000), representando vantagens em relagdo aquelas propostas na literatura
(Lambert, 2000; Scriba, Lambert, Poupaert, 1995; Scriba, 1993).

Espera-se que 0 compostos finais apresentem maior biodisponibilidade,
maior tempo de meia-vida e, principalmente, menor toxicidade que a primaquina.

A figura 2 mostra os pré-farmacos de primaquina pretendidos:

R—(’:.}-O i i'.*’v\EEQ

-~

(0]

R= palmitico= C,H,, R= "CHz"CHz-succinil

estearico= C7Hy, -CH=CH- maleil
decanodico= CqH,, stalil

Figura 2: Pré-farmacos “trigliceridicos” de primaquina

Guilherme Cosfa Matsutani
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MALARIA

A palavra malaria é de origem italiana e significa “Mal ar” (Ferreira, 1982),
pois, inicialmente, se acreditava que a doenca estava ligada as aguas paradas e
aos insetos oriundos destas aguas. Esta teoria foi confirmada por Meckel no inicio
do século XIX, quando conseguiu visualizar pela primeira vez o agente causador
da parasitose. Em 1878, Laveram classificou o parasito como Oscillaria malariae,
posteriormente classificado como Plasmodium falciparum.

Acredita-se que esta doenga foi responsavel pela derrocada de exércitos
e até mesmo impérios, como por exemplo o império romano (Ferreira, 1982).

Estudos mostram que esta doenga propagou-se principalmente durante
as grandes guerras mundiais, nas quais as condi¢des sanitarias eram as piores
possiveis e 0s soldados tornavam-se grande transmissores da doenca (Ferreira
1982). |

3.1.1 Distribuigdo geografica

A maldria apresenta sua maior concentracdo nos tropicos, onde a
temperatura encontra-se entre 20 e 30 °'C e a umidade € alta. Esta temperatura e
a umidade favorecem a multiplicagdo do anofelinos, transmissores da parasitose
(Ferreira, 1982; Roll Back Malaria, 2002).

Na Africa, principalmente na regido sub-saariana, encontram-se o0s
maiores focos da doenca em razdo de que ndo so6 o clima favorece a fransmissao
da doencga, mas também as condigbes econdmicas e sociais (Malaria Foundation
International, 2002; Roll Back Malaria, 2002).

Guilherme Costa Matsutani
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Outras regides como a Asia e o Oriente médio também se apresentam
como areas de risco para a contaminacao pela parasitose.
O mapa (Figura 3) a seguir mostra a distribuicdo mundial das areas de

risco da malaria.

Malaria, 2001

mmm Alto Risco

g Risco Moderado Boarcec w0, Mt
Baixo Risco

Figura 3: Distribuicdo mundial das areas de risco de infecgao por malaria.

Fonte: Roll Back Malaria-WHO, 2002

Em 2000, no Brasil, foram registrados 610.878 novos casos de maléria,
indicando que houve aumento no nimero de novos casos em relagdo ao ano de
1999, em que se registraram 609.504 casos (Funasa, 2002).

A maioria dos casos de contagio encontra-se nas regides Norte e Centro—
Oeste do Pais, especialmente na regido conhecida como Amazénia Legal, que
envolve os estados do Acre, Amapa, Amazbnia, a porcdo oeste do Maranhao,
Mato Grosso, Tocantins, Pard, Ronddnia, Roraima. A figura 4 mostra as principais

areas de risco de contaminagao pela malaria no Brasil.

5 Farmacéuticas

Guitherme Costa Matsutani B . . \

Faculdade de Ciéncia
Universidade de Sao Paulo
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Areas de risco de contagio de
Malaria no Brasil

Alto Risco
Risco moderado
@ Baixo Risco .
Figura 4: Distribuicao das areas de risco de malaria no Brasil.
Fonte: Roll Back Malaria, 2002

Duas espécies de plasmoddio predominam como agentes causadores da
malaria no Brasil, o P. vivax e o P. falciparum, sendo que © primeiro vem
aumentando sua ocorréncia, como pode ser observado na figura 5.
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Figura 5: InfestagcOes por malaria no Brasil por P.vivax X P. falciparum.

Fonte: Sucam/Funasa 2002. Disponivel na internet em www.funasa.gov.br

3.1.2 Espécies de Plasmdédios (Di Santi, Boulos, 2000)

Existem quatro tipos de plasmédios capazes de transmitir a maléria aos

seres humanos:

- Plasmodium falciparum. responsavel pela febre tercd maligna, malaria
grave e malaria cerebral. E o agente responsavel pela maioria das
mortes relacionadas a malaria.

- Plasmodium vivax: responsavel pela febre ter¢cd benigha. Encontra-se
em todas as regides onde a malaria € endémica. Pbde aparecer na
forma mista com a malaria causada pelo P. falciparum.

- Plasmodium malariae: parece ser 0 tipo mais antigo de plasmoédio das
quatro espécies causadoras da malaria. E responsavel pela febre
quarta.

- Plasmodium ovale: € o mais raro dos quatro tipos de plasmaédios, sendo
encontrado na Africa tropical. Apresenta um tipo diferente de febre terca
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benigna, similar a apresentada pelo P. vivax, porém com sintomas mais
brandos e de mais facil tratamento.

Deve-se ressaltar que esta classificacdo tercd e quartd é relativa aos
periodos de 48 e 72 horas, que correspondem ac momento em que o plasmaédio
promove a lise dos eritrdcitos. No entanto, esta classificacdo € meramente
didatica, uma vez que o nuimero de infestacbes e de geragdes pode promover
febre continua no paciente.

3.1.3 Ciclo biolégico do parasito

O parasito da malaria desenvolve-se no homem, hospedeiro invertebrado,
no qual ocorre a fase assexuada do ciclo — esquizogonia pré-eritrocitica hepatica e
esquizogonia eritrocitica —, e no mosquito vetor, em que se desenvolve a fase
sexuada — esporogonia (Di Santi, Boulos, 2000).

No homem, o ciclo bioldégico inicia com a injecao de esporozoitos na
corrente sangiiinea através da picada do mosquito infectado. Os esporozoitos
invadem os hepatdcitos pela secregdo de enzimas proteoliticas encontradas na
porcdo anterior, denominada taca apical. Tais enzimas facilitam a invasdo dos
hepatécitos. Nestes, inicia-se a fase de esquizogonia tecidual, com a producao de
merozoitos a partir de esquizontes teciduais evoluidos dos esporozoitos, que,
apdés romperem a célula infectada, caem na corrente sangiinea, infectando
eritrécitos. Esta fase é conhecida como periodo pré-eritrocitico da malaria.

A fase pré-eritrocitica dura sete dias no Plasmodium falciparum e P. vivax,
nove dias no P. ovale e treze a dezesseis dias, no P. malariae. O numero de
merozoitos liberados por esquizonte tecidual hepatico € de cerca de 40.000, no P.
falciparum, 10.000, no P. vivax, 15.000, no P. ovale e 2.000, no P. malariae (Di
Santi, Boulos, 2000).
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Os merozoitos liberados dos merécitos de células hepaticas apés a
esquizogonia tecidual invadem eritrécitos, transformando-se em trofozoitos jovens.
A seguir, estes se transformam em trofozoitos maduros ou amebdides e, por
esquizogonia, se transformam em esquizonies, que dardo origem a novos
merozoitos, liberados no sangue. Os merozoitos podem parasitar novas hemacias
ou se diferenciar em gametocitos: macro e microgametécitos (Di Santi, Boulos,
2000).

A esquizogonia sanglinea ocorre em periodos diferenciados, segundo a
espécie do parasito, sendo de 24 horas, nos casos de P. vivax, P. ovale e P.

falciparum, e de 72 horas, em se tratando de P. malariae (Di Santi, Boulos, 2000).

O ciclo esporogdnico tem inicio com a ingestdo de micro e
macrogametécitos pela fémea do mosquito anofelino durante a hematofagia. No
estdmago do mosquito, o microgametdcito gera, por exflagelacdo, em média, oito
microgametas. Estes, em constante agitacao, rompem a parede do corpo residual
do microgameta ganhando a luz estomacal do inseto a procura de macrogametas.
Os macrogametdcitos variam estruturalmente: de um a dois corpos polares se
desenvolvem, formando os macrogametas (Di Santi, Boulos, 2000).

Apbs a unido com o microgametécito, ha fusdo dos nucleos, gerando o
oocineto, que se move intensamente para se encistar na parede do estbmago do
inseto; com isto, ha formacéo do oocisto ou zigoto. Os esporozoitos s&o formados
por meiose, a partir dos esporoblastos, e sdo liberados gradualmente do oocisto
por perfuracdes nas células da parede do mesmo (Di Santi, Boulos, 2000).
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Estes ganham a hemolinfa, invadindo as visceras do inseto, incluindo as
gléndulas salivares, alcancando logo ap6s o duto salivar, de onde iniciam o ciclo

ap6s nova hematofagia (figura 6)

€Sporozoitos

. Invasédo de
Merozoitos i .

Adesfio na place:

Transmissic para 0
mosquito

gametocitos

l / endotélio

Figura 6: Ciclo bioldgico do parasita.
Fonte: Adaptado de Miller ef al., 2002

O projeto genoma do Plasmodium falciparum, desenvolvido através dos
esforcos de um conjunto internacional de grupos de pesquisadores que tém como
participantes The Institute for Genomic Research, The Welcome Trust Sanger
Institute, Stanford Genome Technology Center, Liverpool School of Tropical
Medicine, entre outros, trouxe informag¢des importantes a respeito do ciclo
bioldgico do agente causador e patogenia da malaria (Miller et a/.,2000).

Uma das constatacdes mais importantes diz respeito a fase sangiiinea do
ciclo do P. falciparum, mais especificamente a fase intra-eritrocitaria. No interior do
eritrocito, o plasmoédio, por meio dos genes das familias VAR (Variant antigen),
RIF (Repeat Interspeed Family), STEVOR (Subtelomeric Variant Open Reading
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Frame) e CLAG (Citoadhesive Linked Asexual Stage Gene), produz proteinas que
modificam a membrana do eritrdcito infectado, promovendo o fenémeno da
citoaderéncia, em que ocorre a adesao do eritrocito infectado a parede do vaso
sangtiineo (Miller et al, 2002; Nogueira, Wunderlich, Silva 2001; Craig, Scherf,
2001; Bowman, Horrocks, 2000) . Este processo é importante para o ciclo de vida
do plasmédio, pois evita que o eritrécito infectado sofra degradacao pelo bago e
sistema imune. Esta adesado ainda tem uma segunda funcéo, a de dar tempo para
que ocorra a maturacéo e liberacao do trofozoitos.

Como mencionado anteriormente, é necessario que o plasmaédio no interior
do eritrocito produza proteinas que modifiquem a membrana dessa célula e ocorra
a citoadesdo. Estas proteinas produzidas pelos genes da familia VAR sao
conhecidas como Pfemp (Plasmodium falciparum erithrocyte membrane protein -
Proteina de membrana eritrocitica do Plasmodium falciparum). As Pfemp sé&o
diferenciadas em Pfemp-1, Pfemp-2 e Pfemp-3, com funcdes diferenciadas. A

Pfemp-2 e a Pfemp-3 promovem a formagéo de estruturas conhecidas como
knobs (figura 7) (Miller et al.,2000).
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Figura 7: Proteinas de membrana responsaveis pela adeséo e seus

respectivos receptores.
Fonte: Adaptado de: Malaria parasite metabolic pathways sites.huji.ac.il/malaria/
maps/PfEMP1.html. [acessado em agosto de 2002]

Estas estruturas atuam como suporte para a Pfemp-1, proteina diretamente
responsavel pela citoadesdo. A Clag 9, proteina expressa pelos genes da familia
clag e localizados na por¢ao subtelomérica do cromossomo 9 do plasmaédio,
também exerce funcéo semelhante no fendmeno de citoadesao (Miller et al., 2002;
Craig, Scherf, 2001; Bowman, Horrocks, 2000).
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Tanto a Pfemp-1 como a Clag 9 realizam a fixagdo do eritrécito infectado
ao endotélio, ligando-se a receptores especificos. Entre estes receptores o CD36
realiza papel fundamental, sendo o principal ponto de interagdo entre o endotélio e
as proteinas de adesdo. No cérebro os receptores do tipo KHARP (Knob
Associated Hystidine Rich Protein) exercem igual papel, agravando os casos de
malaria cerebral. Em contrapartida, a fixagdo na placenta ocorre através dos
receptores CSA e do acido hialurdnico. A Figura 6 mostra as proteinas de
membrana e seus respectivos receptores.

Outro fendbmeno desvendado pelo seqilenciamento do genoma do
plasmédio foi a formacdo de rosetas. As rosetas, agregados de células
sangiiineas infectadas semelhantes a pequenos trombos, séo formadas através
da expressao dos genes das familias RIF e STEVOR, juntamente com a familia
VAR. De maneira similar & citoadesdo, as rosetas formam-se através da ligagao
das proteinas rifins e stevor, juntamente com a Pfemp-1, a diversos tipos de
receptores.

3.1.4 Patogenia

Entre as espécies de Plasmodium, somente o P. falciparum leva o paciente
a quadro fatal, além de envolver cepas extremamente resistentes aos farmacos

usuais.

Para a caracterizagdo da patologia malarica, devem ser destacados trés
elementos principais: febre, acesso malarico e anemia. O acesso malarico, que
corresponde a fase de esquizogonia sangilinea, é caracterizado por febre intensa,
que se prolonga por periodos de tempo caracteristicos (dias), dependendo da
espécie do parasito, culminando com calafrio, calor e suor. O paciente, apesar da
febre, sente calafrios por trinta minutos e comega, entdo, a sensacéo de calor
intenso e a febre pode alcangar 41 °C, assim permanecendo por duas horas,
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quando comega a ceder. A periodicidade dos acessos € infimamente determinada
pela espécie do parasito, sendo de 48 horas, em P. vivax e P. falciparum, e 72
horas, no P. malariae (Di Santi, Boulos, 2000; Miller et al.,2000).

A anemia é provocada por trés fatores principais: destruicdo das hemacias
apbs as esquizogonias, e destruicdo de heméacias infectadas e sadias no bago,
devido a formagéo de auto-anticorpos por antigenos aderidos a superficie das
hemaceas, que ndo sédo reconhecidas pelo organismo. Além da andxia visceral
provocada pela anemia, os complexos antigeno-anticorpo dificultam o fluxo
sangiiineo, pela aderéncia dos mesmos na parede vascular. E o que se conhece
por marginagao eritrocitaria, que pode culminar com o edema, andxia, necrose e
morte do paciente, principalmente em infecg8es de P. falciparum (Di Santi, Boulos,
2000; Miller et al.,2000).

Nas infecgbes por P. falciparum, alguns fatores indicam progndstico
desfavoravel ao paciente, entre eles; alta parasitemia, febre prolongada, ictericia,
reducao do volume urinario, desorientacao e hemorragia.

A evolugdo da infecgdo, em geral, depende da cepa do Plasmodium, da
existéncia de parasitos resistentes e se o paciente ja foi infectado anteriormente
ou nao. Ha casos em que a evolugdo conduz a quadro de malaria grave, tais como
hemorragia, edema cerebral e puimonar, insuficiéncia renal aguda, entre outros.

3.1.5 Quimioterapia da Malaria

3.1.5.1 Histérico

A droga chinesa Ch’ang Shang, descrita no “Livro das Ervas’,foi o primeiro
indicio da terapia da maléaria. Esta droga consistia na raiz pulverizada da planta
Dichroa febrifuga, utilizada para atenuar os sintomas da malaria e febres
andlogas. Posteriormente, verificou-se a presenca do alcaldide febrifugina
(Ferreira, 1982).
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Um passo de extrema importéncia para a terapéutica da malaria foi o
isolamento da quinina no inicio do século 19. Costuma-se dizer que este alcaldide
da Cinchona é a substancia que mais contribuiu para amenizar o sofrimento da
humanidade, sendo largamente aplicada na terapéutica da malaria, inclusive na
forma de cha de quina. Devido & dificuldade em sintetizar esta substéncia e ao seu
alto custo, este cha de quina foi empregado durante varias décadas (Casteel,
1997).

Em 1891, Ehrlich e Guttmann atribuiram a atividade antimalérica ao cloreto
de metiltioninio. Esta descoberta teve grande importdncia na terapéutica da
‘malaria, -pois esta -estrutura serviu .de precursor para o primeiro antimalarico
sintético, a pamaquina, obtide em 1824. Posteriormente, Mietzch e Mauss
sintetizaram a mepacrina, igualmente potente (Ferreira, 1982).

Durante a segunda guerra mundial houve intenso programa de
desenvolvimento de antimalaricos, resultando na sintese de 130.000 a 140.000
novas entidades quimicas, algumas delas utilizadas até os dias de hoje. Pode-se
citar como exemplo primaquina e a mais utilizada de todas, a cloroquina (Casteel,
1997).

Novamente devido a uma guerra foi criado outro programa de
desenvolvimento de antimalaricos. Desta vez os responsaveis foram o0s
americanos, que investiram intensamente na pesquisa de novas substancias com
atividade antimalarica. Foram analisadas aproximadamente 250.000 moléculas
afim de proteger 0s soldados na campanha do Vietnd. Resultado positivo foi a
descoberta da mefloquina, farmaco promissor na luta antimalérica (Ferreira, 1982).

Na década de 70 pesquisadores chineses isolaram a artemisinina da
Artemisia annua. Esta molécula apresenta alta atividade antimaiarica inclusive
contra cepas cloroquina-resistentes de P. falciparum (Ferreira, 2002).
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Mais recentemente, no final da década de 1980, foram, ainda, introduzidas
halofantrina e atovaquona (Ferreira, 2002).

Embora exista numero grande de moléculas ainda se buscam farmacos que
combinem eficdcia e seguranga na terapéutica da malaria e que, também,
combatam cepas resistentes do plasmédio (Ferreira, 2002).

3.1.5.2 Classificagdo da Terapéutica (Wiliams, Lemke, 2002; Ferreira,
1982)

Os quimioterapicos antimalaricas podem ser classificados. quanto.a.agao no.
ciclo bioldgico e quanto a classe quimica (Williams, Lemke, 2002; Ferreira, 1982).

3.1.5.2.1 Classificagdo quanto & ag&o no ciclo biolégico

Esta ciassificacdo baseia-se na acdo em diferentes estagios de
desenvolvimento do plasmédio. Segundo ela, os antimalaricos podem ser:

- Esquizonticidas sanglineos: sao farmacos que atuam sobre a fase. eritrocitica
do plasmddio. Nesta fase encontra-se a maior parte dos antimalaricos, uma
vez que é mais facil o tratamento no sangue. Os esquizonticidas sangiineos
podem ser divididos segundo-o-tempo necessario para exercerem a sua ag¢ao.
Antimaiaricos como cioroquina, quinina e mefloquina e outros com natureza
alcaloidica, como também o0s derivados endoperoxidos, apresentam acao
rapida. Ja os farmacos das classes dos antifolatos, pirimetamina e
trimetroprima, e antibiéticos, como a tetraciclina, necessitam de maior tempo.
para exercer sua acio e, por isso, devem- ser administrados-em--associagéo

aos-primeiros.

Guilherme Costa Matsutani



Antimalaricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pro-farmacos “trigliceridicos” de primaquina 20

Esquizonticidas teciduais: atuam sobre as formas teciduais primarias do
plasmodio existentes no hepatécito, evitando a ocorréncia do estagio
eritrocitico e posterior transmissdo da parasitemia. Esta classe de farmacos.
tem como. exemplo. a. primaquina- e o-proguanil. Devido. a sua alta toxicidade, a
primaquina tem seu uso-restrito.

Gametociticidas: famacos que atuam sobre a forma sexuada do plasmodio.
Estes antimalaricos destroem os gametdcitos, impedindo a transmissdo para o
hospedeiro invertebrado, o mosquito anofelino. S&o exemplos cloroquina

primaquina e quinocida.
Esporonticidas: atuam sobre a forma infectante do parasita, impedindo a
esporogonia no hospedeiro vertebrado. Clorguanil e pirimetamina s&o

exemplos de esporonticidas.

Quanto ao efeito provocado, os antimalaricos podem apresentar trés

efeitos: cura clinica: alivio dos sintomas sem a eliminagéo total dos parasitas,; cura

radical. eliminacdo completa do parasita, tanto na fase eritrocitica como na fase

hepética; efeito quimioprofilatico: destruicdo dos esquizontes teciduais primarios

~

ou dos esquizontes a medida que s&o liberados do tecido para a corrente

sangtiinea.

3.1.5.2.2 Classificacdo Quimica (Woster, 2003; Williams, Lemke, 2002; Ferreira
2002; Casteel, 1993; Gilles, 1987; Ferreira, 1982)

De acordo com a estrutura quimica, os antimalaricos, podem ser divididos

ent
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4-quinolinometandis

Os principais representantes dos 4-quinolinometandis séo os alcalbides da
quina. Estes alcaldides ja eram utilizados pelos peruanos, sob a forma de cha da
planta, muito antes da chegada dos europeus na América. A quinina, principal
alcaléide encontrado na Cinchona sp, apresenta alta dificuldade e alto custo em
ser sintetizada. Portanto, até os dias de hoje, em regibes de extrema pobreza
ainda se toma o cha da planta, ou se realiza-se a extracdo do alcaloide (Woster,
2003; Williams, Lemke, 2002; Ferreira 2002; Ferreira, 1982).

Os compostos desta classe apresentam estruturalmente um anel
quinolinico substituido na posi¢do 4 por um grupo carbinédlico. Estes compostos
apresentam na sua cadeia lateral nicleos quinuclidinico ou piperidinico (Williams,
Lemke, 2002; Casteel, 1993; Ferreira, 1982).

A principal representante desta classe é a quinina. Esta molécula apresenta
na sua cadeia lateral quatro centros quirais, sendo que 0s encontrados nas
posicbes 8 e 9 sdo responsaveis pelo aumento ou diminuicdo da atividade
antimalérica de acordo com sua configuragdo. A quinina apresenta configuragao
(-)-8S e 9R e a quinidina € o isbmero (-)-8R e 95, duas a trés vezes mais ativo que
a quinina. A cinchonina e a cinchonidina apresentam a configuragao (+)-8R e 9S
e (+)-8S e 9R, respectivamente, sendo a cinchonina mais ativa que a cinchonidina.

A figura 8 mostra as estruturas dos quinolinometandéis derivados da quinina.

Rs= - OCHj; Ro= -CH5-CHo; (-) 8S, 9R quinina
R4= - OCHj; Ry=-CH>-CHy; (-) 8R, 98 quinidina
R4= - H; Ry= -CH5-CHo; (-) 8R, 98 cinchonina

R4= - H; Ry=-CH,-CHo; (-) 8S, 9R cinchonidina

Figura 8: Estruturas dos 4-quinolinometanéis derivados da quinina.
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Quanto a relagéo estrutura-atividade dos 4-quinolinometandis, deve-se
destacar que nas posi¢cdes 2 e 8 0 grupamento trifluormetilico promove aumento
da meia-vida. A hidroxila na posicado 9 deve ser mantida, pois a oxidacao desta
leva a perda de atividade. Na posicdo 6 do anel quinolinico (R4), ha aumento de
atividade quando se mantém o grupamento metoxila (Casteel, 1993; Korolkovas,
1982).

Acredita-se que 0 mecanismo de a¢do da quinina esteja relacionado com a

inibicao da formag&o de hemozoina, resultado da destoxificagao do parasita.

Embora estes farmacos tenham sido largamente empregados na
terapéutica, com o surgimento de novos agentes quimioterapicos mais potentes,
juntamente com o fato de que a dose terapéutica é muito proxima da toxica, a
quinina e seus derivados tiveram o seu uso restringido para cepas resistentes a
cloroquina, quando em associagao com as tetraciclinas.

4-aminoquinolinas

As 4-aminoquinolinas foram introduzidas durante a segunda guerra
mundial. A principal molécula representante desta classe é a cloroquina. Devido a
sua alta eficacia e baixa toxicidade a cloroquina foi largamente empregada na
terapéutica da malaria. Durante a década de 1950, no Brasil, o sal de cloroquina
passou a ser incorporado ao sal de cozinha, a fim de promover a profilaxia da
parasitose. Esta pratica promoveu o surgimento de cepas de P. falciparum
resistentes a cloroquina (Williams, Lemke, 2002; Casteel, 1993; Ferreira, 1982,
Korolkovas, 1982).

A cloroquina apresenta atividade como esquizonticida sangliineo e, em
casos de cepas sensiveis, promove cura radical.
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Quanto as suas caracteristicas estruturais, as 4-aminoquinolinas classicas
apresentam anel quinolinico, substituido na posicdo 4 por nitrogénio aminico
secundario, ligado a cadeia lateral que mantenha distancia de 4 carbonos entre o
nitrogénio secundario e o nitrogénio terciario terminal. Substituicdes nas posi¢cdes
2 e 8 do anel quinolinico promovem a diminui¢do da atividade antimalarica. A
diminuicdo da flexibilidade da cadeia lateral através da introducdo de anel
aromatico promove o aumento da atividade e da toxicidade. No nitrogénio
terciario, a substituicdo de um dos grupos etila por hidroximetil leva & molécula da
hidroxicloroquina, com poténcia semelhante a da cloroquina e com atividade anti-
reumatica. A figura 9 mostra a estrutura da cloroquina.

I

N

=
Cl N

Figura 9: Estrutura da cloroquina.

O mecanismo de acéo das 4-aminoquinolinas ainda nao foi bem elucidado,
porém existem trés hipGteses: intercalagao entre as bases de DNA, inibicdo da
formacdo da hemozoina e alcalinizagdo do vacuolo digestivo (Casteel, 1993;
Korolkovas; 1982.)

Na hipotese da intercalacdo entre as bases de DNA a cloroquina se
intercala entre as bases nitrogeadas, impedindo a transcricdo de acidos nucléicos.

O segundo mecanismo proposto consiste na inibicdo da formagao da
hemozoina e é 0 mecanismo mais aceito. A hemozoina, também conhecida como

-

pigmento malarico, & produto da digestao das hemacias consumidas pelo
parasitas. Este pigmento & responsavel pela destoxificagdo do ferro do grupo
heme na forma de ferriprotoporfirina. No processo de formagéo do pigmento, a

ferriprotoporfirina € convertida em hemozoina, a qual ndo apresenta toxicidade
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para o parasita. No mecanismo de agdo proposto, a cloroquina liga-se a
ferriprotoporfirina, formando complexo téxico ao parasita e também impedindo a
polimerizagcdo do grupo heme, que geraria a hemozoina (Casteel 1993,
Korolkovas, 1982 Ferreira 1982).

O terceiro mecanismo proposto, o da alcalinizagdo do vacuolo digestivo,
sugere que o carater dibasico da cloroquina altere o pH, de 5,2, no interior dessa
organela, impedindo, assim, que as enzimas envolvidas na digestao da heméacia
exercam sua atividade (Casteel, 1993; Korolkovas 1982, Ferreira 1982).

Fenantrenometandéis

A classe dos fenantrenometandis foi descoberta também durante a segunda
guerra mundial. Inicialmente, dois farmacos foram os iniciais para esta classe:
WR 33,063 e WR 122,455, sendo que ambos apresentavam boa atividade para
cepas resistentes a cloroquina. O terceiro a ser sintetizado e principal
representante desta classe foi a halofantrina. Este farmaco apresenta-se como
esquizonticida sanglineo, especialmente nos estagios mais maduros do
plasmédio (Williams, Lemke, 2002; Casteel, 1993).

A estrutura da halofantrina é composta por um sistema 9-fenantreno
substituido com cadeia lateral contendo o grupo dibutilaminopropanol, o qual

parece ser 0 substituinte ideal para a methor atividade biolégica (Casteel, 1993).

A figura 10 mostra a estrutura dos fenantrenometandis.
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Figura 10: 9-Fenantrenometandis.

No inicio da década de 1980, pesquisadores da Academia de Ciéncias
Meédicas da China introduziram na terapéutica a combina¢ao da lumefantrina, um
analogo dos fenantrenometandis, com o artemeter. Esta associacdo foi
aproveitada pela empresa Novartis, a qual introduziu no mercado a associacao
sob a marca Coartem ®. A figura 11 mostra a estrutura da lumefantrina.
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Figura 11: Lumefantrina.

Quanto ao mecanismo de agdo desta classe de compostos, este
assemelha-se ao das 4-aminoquinolinas, interagindo com a ferriprotoporfirina IX,
impedindo a formacéo da hemozoina (Casteel, 1993).

Sulfonas e sulfonamidas

Com a descoberta da atividade antimalarica da sulfanilamida, diversos
derivados foram testados com a finalidade de encontrar novos antimalaricos
destas classes.

Entre estes analisados, dois destacaram-se: a sulfadoxina e o
sulfametoxipiridazina. Estudos baseados nestes compostos levaram a utilizacao
da dapsona como antimalarico. Também, podem-se citar como exemplos desta
classe sulfametoxazol e sulfizoxazol (Williams, Lemke 2002; Casteel, 1993).

Estes compostos apresentam atividade antimalarica devido a sua
capacidade de inibir a diidropteroato sintase parasitaria, enzima envolvida em
uma das etapas de biossintese de acido félico, essencial para o parasita. Estes
compostos concorrem com o acido p-aminobenzoico — PABA -- pelo sitio ativo da
enzima. Esta classe de compostos apresenta melhor desempenho no combate da
malaria, quando combinada com outros antifolatos que atuam em outra enzima da
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biossintese de acido félico, ou seja, inibindo a diidrofolato redutase (Korolkovas
1982).

Atualmente, estes compostos sdo recomendados apenas em regides onde
ha resisténcia do P. falciparum a cloroguina (Williams, Lemke 2002).

A figura 12 mostra as estruturas das sulfonas e sulfonamidas.
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Figura 12: Estruturas das sulfonamidas e sulfonas antimalaricas.

Biguanidas e Triazinas

O principal representante desta classe € o proguanil. Este composto,
introduzido na década de 1940, apresenta atividade esporonticida e também
esquizonticida tecidual, podendo ser utilizado como agente profilatico (Ferreira,
1982).

Apdés 20 anos da descoberta da atividade antimalarica do proguanil,
descobriu-se que a forma ativa deste composto € a sua forma ciclica, o cicloguanil
(Ferreira, 1982).
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Estudos de relagédo estrutura-atividade mostram que a adigao de atomos de
cloro no anel aromatico melhora a atividade antimalarica. A figura 13 mostra as
estruturas das biguanidas e triazinas.
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Figura 13: Biguanidas e triazinas.

O mecanismo de agao destes compostos consiste na inibicdo da enzima
diidrofolato redutase, bloqueando a biossintese de pirimidinas.

2,4-diaminopirimidinas

A pirimetamina e a trimetoprima s&o os dois principais farmacos da classe
das 2,4-diaminopirirmidinas. A pirimetamina foi desenvolvida em 1950, como
antagonista do acido félico para emprego como agente antitumoral (Ferreira,
1982).

Esta classe apresenta alta similaridade estrutural com cicloguanil e igual
mecanismo de agdo. Sua poténcia € maior que a do proguanil, provavelmente por

nao necessitar biotransformacgao (Korolkovas, 1982).

A figura 14 apresenta as estruturas de trimetoprima e pirimetamina.
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Figura 14: Estruturas da pirimetamina e trimetroprima.

Acridinas

As acridinas foram introduzidas na terapéutica nos anos 1930, com o
desenvolvimento de mepacrina. Este farmaco foi largamente utilizado na segunda
guerra mundial, porém atualmente & considerado obsoleto na terapéutica da
malaria. Esta molécula apresenta atividade de esquizonticida sanguinea de acéo

rapida, além de ser gametociticida (Williams, Lemke, 1982; Casteel, 1993).

A associacao da floxacrina e da pironaridina vem sendo utilizada como
esquizonticida sangliineo. A figura 15 mostra as estruturas das acridinas.
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Figura16: Estruturas das acridinas e derivados.

Naftoquinonas

30

A atovaquona €& o protétipo das 1,4-naftoquinonas. Esta molécula é
comercializada sob a marca MALARONE ®, pela empresa GLAXO-SMITHKLINE,

em associagdo com o proguanil (Williams, Lemke, 2002).

Quando administrada na forma de monoterapia, a atovaquona apresenta

alto indice de resisténcia -- 1 em 3 pacientes apresentam formas resistentes do

parasita. Em compensa¢do, quando administrada combinada com ¢ proguanil, a

cura passa a ser total (Olliaro, 2001) .

Acredita-se que este alto indice de resisténcia esteja relacionado com a alta

lipofilicidade da molécula, a qual expde o parasita a baixas concentragbes do

farmaco por longo tempo.
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A figura 16 mostra a estrutura da atovaquona.
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Figura 16: Atovaquona.

A atovaquona atua sobre a cadeia de transporte de elétrons, inibindo,
assim, a coenzima Q e, com isto, a biossintese de timidina é bloqueada (Williams,
Lemke, 2002; Olliaro, 2001) .

Antibiéticos e Outros Antibacterianos

Alguns antibiéticos podem ser utilizados na terapéutica da malaria. Embora
estes compostos ndo sejam os mais eficazes antimalaricos, seu uso vem sendo
reconsiderado, devido ao surgimento das cepas resistentes.

Entre os antibiéticos mais utilizados na terapéutica da malaria podem-se
citar a tefraciclina, a doxiciclina, a clindamicina e a azitromicina. Estes antibiéticos
sdo utilizados em associacdo com outros antimalaricos como a artemisinina e
derivados quinolinicos.

Estudos mais recentes tém mostrado que fluorquinolonas como o
ciprofloxacino e o norfloxacino podem apresentar atividade antimalérica, porém
s80 necessarios estudos mais detalhados.

Guilherme Costa Matsutani



Antimalaricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pré-farmacos “trigliceridicos” de primaquina 32

Artemisinina e derivados contendo “ponte endoperéxido” (Meshinick, 2002;
Robert; Benoit-vical, Dechy-Cabaret, 2001)

Os chineses vém, ha muito tempo, utilizando o cha da planta Arfemisia
annua para o tratamento de febre. Na década de 1970, foi isolada da planta a
artemisinina (figura 17).

Figura 17: Artemisinina.

A artemisinina apresenta alta atividade antimalarica, inclusive contra cepas
resistentes do plasmaédio.

Estruturalmente a artemisinina e seus derivados sao lactonas
sesquiterpénicas apresentando uma ponte endoperdxido, a qual se credita sua
atividade antimalarica.

Estudos mostram que esta ponte endoperéxido liga-se ao ferro proveniente
do grupo heme, levando a formacao de radicais livres, promovendo lesbes nos
lipidios de membrana e impedindo a formacdo de proteinas essenciais ao
parasita.

O estudo realizado por Robert e colaboradores, em 2001, utilizou
manganés para averiguar o provavel mecanismo de agéo da artemisinina. A figura
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18 mostra o modelo para 0 mecanismo de agao da atemisinina e seus derivados

resultante desse estudo.

m*2Tpp H,C clivagem
oy M+3T:PP entreC\,,eC4
P CH,

5, transferéncia
CHZ‘— eletrénica

=

saida do metal

Figura 18: Mecanismo de ac&o da artemisinina, Por-porfirina; TPP --.

Robert; Benoit-vical, Dechy-Cabaret, 2001

Fonte:

Desde a descoberta da artemisinina muitos analogos foram desenvolvidos,

muitas vezes visando a simplificagbes moleculares e muitas vezes ao equilibrio de

sua lipofilicidade.

Uma caracteristica apresentada pela artemisinina € a sua alta lipofilicidade,

0 que prejudica sua absorcdo. Diversos pro-farmacos foram sintetizados

buscando-se diminuir a lipofilicidade destes compostos. Os principais pro-

farmacos sintetizados encontram-se na figura 19:
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Figura 19: Artemisinina e seus pré-farmacos .

Entre os exemplos de analogos que visam a simplificacdo molecular da
artemisinina, pode-se citar o artefleno. Este derivado encontra-se em fase clinica
de testes (Figura 20).

F,C

CF,
Figura 20: Artefleno.

8-aminoquinolinas (Augusto, Schereiber, Mason, 1988; Mihaly et al., 1984)

As 8-aminoquinolinas foram introduzidas na terapéutica, em 1925, com o
desenvolvimento da pamaquina, o protétipo da classe. Seu maior representante é
a primaquina. A primaquina apresenta sua maior atividade voltada para o P. vivax,
atuando principalmente na fase hepatica do parasita, sendo o unico farmaco ativo
contra os hipnozoitos, formas latentes do parasita, evitando recaidas da malaria.
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Esta classe de antimalaricos apresenta anel quinolinico substituido na
posicéo 8 por um grupo amino ligado a cadeia alquilica lateral. Esta cadeia lateral
deve conter o grupo metilbutilamino, obedecendo a distancia de 4 carbonos entre
os dois nitrogénios. Ouira substituicdo importante para a atividade é a metoxila na

posicao 6 do anel quinolinico.

Um impedimento para o uso da primaquina como antimalarico corrente na
terapéutica é a sua alta toxicidade. O efeito adverso mais grave causado pela
primaquina é a anemia hemolitca.

Diversas modificacdes foram realizadas em sua estrutura visando a
diminuicdo da toxicidade e melhoria de sua atividade. As modificagbes mais
importantes estdo relacionadas ao aumento de lipofilicidade. Grupos alquilicos e
anéis aromaticos s&o0 as principais substituicbes. Também sido encontrados

grupos trifluormetilicos.

O composto WR 225448 vem apresentando boa atividade no estagio
exoeritrocitico do parasita, em dose eficaz muito menor que a da primaquina. Jao
derivado WR 238605 é ativo no estagio pré-eritrocitico, inclusive em cepas
cloroquina-resistentes. Este composto também mostra atividade contra

hipnozoitos e gametécitos.

A bulaquina vem sendo utilizada na india, em associagdo com a cloroquina
e comercializada sob o nome Aabalquin. A figura 21 mostra as principais 8-
aminoquinolinas.
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Figura 21: 8-Aminoquinolinas.

3.1.5.2.3 Primaquina

Como anteriormente mencionado, a primaquina foi um dos farmacos
desenvolvidos durante a segunda guerra mundial. Estudos posteriores mostram
que este farmaco também apresenta atividade antimalarica.

Esta 8-aminoquinolina apresenta atividade principal como esquizonticida
hepatico, porém pode apresentar atividade como esquizonticida sangilineo. Uma
caracteristica importante da atividade da primaquina € a sua atividade contra
hipnozoitos, o que evita a recrudescéncia. (Williams, Lemke, 2002; Ferreira 2002;
Olliaro 2001; Casteel, 1993; Augusto, Schereiber, Mason, 1988; Mihaly et al,
1984).

Devido a sua alta toxicidade, a primaquina ndo pode ser utilizada por
longos periodos, o que dificulta seu emprego na terapéutica. O principal efeito
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adverso € a hemolise intravascular. Acredita-se que a primaquina, quando
oxidada, leva a formacéao de radicais livres, os quais promovem a lise celular. Esta
hipbtese dos radicais livres também esta relacionada com seu mecanismo de
acdo. Por esta hipbtese, a primaquina apresenta sua atividade devido a formacao
de espécies reativas que atuam como radicais livres causando estresse oxidativo .
(Dua et al, 2002; Williams, Lemke, 2002; Ferreira 2002; Casteel, 1993; Vasquez-
Vivar, Augusto, 1992; Augusto, Schereiber, Mason, 1988; Mihaly et al, 1984,
Ferreira, 1982)

O estresse oxidativo causado pela primaquina esta, provavelmente,
relacionado com o surgimento de metabdlitos fenélicos, como a 6-
hidroxiprimaquina e a 5,6-diidroxiprimaquina, 0s quais posteriormente podem ser
oxidados a quinona-imina. Este derivado pode, através de redox-ciclizagao, gerar
espécies reativas de oxigénio. Estas espécies podem se ligar a biomoléculas, o
que, possivelmente, é responsavel pela atividade antimalarica e pelos efeitos
adversos correspondentes (Vasquez-Vivar, Augusto, 1992; Augusto, Schereiber,
Mason, 1988) .

Pessoas que sao deficientes na enzima glicose-fosfato-desidrogenase
(G6PD) apresentam maior suscetibilidade a hemolise causada pela primaquina. A
G6PD apresenta importante papel no processo redox eritrocitario. A G6PD
converte glicose-6-fosfato em 6-fosfoglico-c—lactona, o que leva a conversao de
NADPH em NADPH*. O NADPH é utilizado pelo eritrécito para reduzir a forma
oxidada da glutationa. A glutationa reduzida atua como um tampao mantendo os
residuos de cisteina da hemoglobina e de outras proteinas no estado reduzido.
Niveis reduzidos de G6PD resultam no excesso de NADPH, tornando os
ertircitos especialmente suscetiveis a danos por oxidantes (Williams, Lemke,
2002; Ferreira 2002; Casteel, 1993; Vasquez-Vivar, Augusto, 1992; Augusto,
Schereiber, Mason, 1988; Mihaly ef al, 1984, Ferreira, 1982).
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Mihaly e colaboradores (1988) demonstraram que a primaquina sofre alta
biotransformacgdo, sendo rapidamente convertida em seu principal metabdlito, a
carboxiprimaquina. Devido a alta polaridade da carboxiprimaquina, a distribuigao
torna-se restrita ao plasma, fazendo com que seja eliminada rapidamente (Mihaly
etal., 1984).

Ly

A alta suscetibilidade da primaquina a biotransformacdo também ¢é
responsavel por sua alta toxicidade. O estudo da farmacocinética da primaquina
mostra que além da formacédo da carboxiprimaquina também sao geradas as
espécies reativas responsaveis, de maneira ambigua, pela atividade e toxicidade.
A figura 22 mostra os metabdlitos da primaquina.
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Figura 22: Primaquina e seus principais metabdlitos.

A alta taxa de biotransformacao da primaquina a torna séria candidata ao
uso de proé-farmacos que aumentem sua resisténcia metabdlica e seu tempo de
meia-vida, conseqlentemente. Pré-farmacos de primaquina ja vém sendo
desenvolvidos e apresentando bom resultados. Vangapandu (2003) e
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colaboradores sintetizaram e avaliaram “travas trimetilicas” da primaquina, visando

a acao como esquizonticidas sangiineos.

3.1.5.2.4 Quimioterapia e Resisténcia

A despeito da existéncia de agentes antimalaricos Uteis e daqueles
potencialmente ativos, a prevaléncia de infecgdes resistentes e multi-resistentes a
farmacos diminui a eficacia de alternativas quimioprofilaticas e quimioterapicas
(Ferreira, 2002; Korolkovas, 2002; Greenwood, 1995; Ferreira, 1993; Foster, 1991,
Cowman, Foote 1990; Keystone, 1990; Korolkovas, 1988; Gilles, 1987; Bruce-
Chwat, 1986; Ferreira, 1982). Ainda que reversores da resisténcia a cloroquina
venham sendo ensaiados (Menezes et al., 1997, 1999, 2002a,b; Srivastava,
Pandey, Bhaduri, 1995), a situacao & grave, sobretudo no caso de infeccbes por
P. falciparum, nas quais tem-se registrado alta incidéncia de oObito. Mesmo
associagcbées de quimioterapicos, concebidas com o intuito de se diminuir a
resisténcia, tém suscitado o aparecimento de cepas de plasmoédios resistentes.
Ademais, a mefloquina, alternativa saudada como esperanc¢a, sobretudo a malaria
resistente a cloroquina (Karbwang, 1990), vem suscitando o aparecimento de
resisténcia desde seu lancamento (Olliaro, 1996, Peters, 1995; Panisko, 1990),
sobretudo com o uso ndo racional. Também, a artemisinina (Olliaro, 1996;
Panisko, 1990), comercializada em alguns paises, como a China, apresenta
problemas de biodisponibilidade, provocando recrudescéncia, especialmente na
forma de comprimidos. Pré-farmacos derivados deste antimalarico, entre eles o
arteter (Tripathi, 1996), vém sendo experimentados.

A figura 23 mostra a distribuicdo mundial de resisténcia da maléaria aos

quimioterapicos.
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MALARIA DETHIDU TIUN AND RETURTED URUG RESIF LANCE
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Figura 23: Distribuicdo mundial da malaria resistente
Fonte:http://www.who.int

Como mencionado anteriormente, o P. falciparum apresenta caracteristica
interessante e de extrema importancia para o seu combate. A MDR (Multi-Drug
Resistance) ou multi-resisténcia a farmacos foi visualizada primeiramente em
células neoplasicas e consiste na capacidade que uma célula apresenta em
resistir & acao de diversos antineoplasicos de classes quimicas e mecanismos de
acao distintos. (Olliaro, 2001).

Muitos s&o os mecanismos de resisténcia do plasmaédio e tdo importante
quanto conhecer 0 mecanismo de agéo dos farmacos empregados é conhecer os
mecanismos de resisténcia aos mesmos.

As sulfas, antibacterianos utilizados na quimioterapia da malaria, atuam
inibindo a enzima diidropteroato sintase (DHPS) e, conseqilentemente, a
biossintese de acido félico. FArmacos como as biguanidas e a pirimetamina
também impedem a sintese de &cido félico, porém atuam em outra enzima da
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cascata metabdlica, a diidrofolato redutase (DHFR). Nos dois casos, o plasmoédio
promove mutacdes nos sitios ativos de ambas as enzimas, modificando
aminoacidos dos receptores. A tabela | mostra 0s aminoacidos e suas sequéncias
nas enzimas normais e nas mutantes (Williams, Lemke, 2002; Olliaro 2001;
Casteel, 1993; Gilles. 1987; Ferreira, 1982)

Tabela I: Sequéncias de minoacidos das enzimas diidropteroato sintase e
diidrofolato redutase normal e mutante

Enzima Posigdo AA Normal AA F resistente
DHFR 108 Ser Asn
51 Asn Ile
59 Cis Arg
164 e Leu
16 Ala Val
DHPS 437 Ala Gli
540 Lis Glu
581 Ala Gli
436 Ser Phe/Ala
613 Ala Ser/Tir

Fonte: Olliaro, 2001.

Como mencionado anteriormente, a atovaquona apresenta alto indice de
resisténcia. Quanto ao seu mecanismo de resisténcia o plasmédio promove
alteragbes no sitio ativo da co-enzima Q responsavel pela transferéncia de
elétrons, impedindo a ligacdo da atovaquona com a co-enzima Q (Woster 2003;
Williams, Lemke, 2002; Ferreira, 2002; Olliaro, 2001; Gilles,1987; Ferreira, 1982)

O mais importante mecanismo de resisténcia a ser estudado € o
mecanismo de resisténcia as quinolinas, especialmente a cloroquina, uma vez que
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este é o principal farmaco empregado na terapéutica da malaria. O mecanismo de
resisténcia a cloroquina comegca com a super-expressao do gene Pfmdr-1
(Plasmodium falciparum multi-drug resistance-1). Este gene expressa uma
glicoproteina conhecida como glicoproteina P (GPP). Esta glicoproteina pode
atuar como canal de transporte ou entdo como transportador da cloroquina dentro
do vacuolo alimentar do plasmoédio, promovendo, desta maneira, o efluxo do
farmaco. Menezes e colaboradores (1997, 1999, 2001a, 2001b) estudaram a
aplicacdo de farmacos reversores de resisténcia também conhecidos como
guimiosenssibilizantes. Estes podem agir de duas maneiras distintas: promovendo
blogueio fisico da GPP e impedindo o efluxo do farmaco, ou inibindo a hidrblise de

ATP, necessaria para o efluxo.

3.1.6 Novas Tendéncias na Luta Antimalarica

Diante das dificuldades encontradas na terapéutica da malaria, até aqui
apresentadas, iniUmeros esforcos vém sendo aplicados no desenvolvimento de
novas “armas” contra a malaria.

Novos alvos vém sendo pesquisados para o desenvolvimento de
antimalaricos, com a cooperacdo das mais diversas areas, como a gendmica,
bioquimica, quimica e bioinformatica (Woster, 2003; Williams, Lemke, 2002,
Ferreira, 2002; Ridley, 2002).

A vacina antimalarica vem sendo criada através do esforco muitilateral do
MustDO (Multi-Stage DNA-based Malaria Vacine Operation). Esta vacina pretende
atacar a as formas pré-eritrociticas e eritrociticas da malaria, utilizando como alvos
cinco genes que codificam antigenos nas formas pré-eritrociticas do parasita,
desta forma ativando o sistema imune contra o parasita (Woster, 2003; Williams,
Lemke, 2002; Ferreira, 2002; Ridley, 2002).
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Ainda relacionado com a bioquimica do parasita, Moura e colaboradores
(2001) vém trabalhando na biossintese de isoprendides e isoprenilagéo de
proteinas. Tanto os isoprendides como as proteinas isopreniladas sao de grande
importancia para o parasita. Estes estudos mostram que a mevastatina pode inibir
estas etapas do metabolismo do parasita, eliminando-o.

O estudo de quinases, como as CDKs (Cyclin-Dependent Kinases), que
controlam a divisdo celular, apoptoses, transcricdc e diferenciacdo em células
normais e tumorais, vém sendo alvos promissores para inibidores de crescimento
do plasmadio (Woster, 2003).

Mesmo com estes novos alvos e técnicas, a malaria ainda é uma doenga
sem controle e que exige novas armas 0 mais rapido possivel.

3.1.7 O desenvolvimento de pré-farmacos

A latencia¢do (Chung, Ferreira, 1999; Wermuth, 1996; Wermuth, Gaignault,
Marchandeau, 1996; Balant, Doelker, 1995, Bundgaard, 1985, 1991),
transformacdo de farmaco em forma de transporte inativa, que, por meio de
reacdes quimicas e/ou enziméaticas, libera o farmaco para exercer sua agéo, €
método bastante promissor de introdugdo de novos farmacos. Constitui-se em
processo de modificacdo molecular, que visa, sobretudo, a alteracbes da
farmacocinética de farmacos, aumentando-lhes a biodisponibilidade ou
prolongando-lhes a acdo. Possibilita, ademais, a resolu¢cdo de problemas de
formulacé@o, que, nao raro, se constituem em obstaculo & aplicacdo terapéutica.
Por meio desse processo € possivel, também, obter formas latentes de acao
seletiva e de toxicidade diminuida. A consecucdo desses objetivos depende de
diversos fatores, ressaltando-se como um dos principais a escolha de
transportadores adequados a cada um deles.

De acordo com Wermuth (1996) os pré-farmacos podem ser divididos em :
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- Pré-farmacos classicos
- Bioprecursores

- Pro-farmacos mistos

- Farmacos dirigidos

3.1.7.1 Pro-Farmacos Classicos

Os pro-farmacos classicos tém por objetivo promover a melhoria da agéo do
farmaco através do aumento da biodisponibilidade, diminuicdo da toxicidade,
aumento da seletividade, aumento do tempo de meia-vida e diminuicdao da
excrecao e até mesmo corrigir problemas de formulagdo. Para promover estas
melhorias deve-se escolher o transportador adequado, que apresente as
caracteristicas necessarias para a melhoria pretendida. A caracteristica mais

procurada em transportadores € a lipofilicidade, ou pelo menos, grupos que
aumentem a lipofilicidade da molécula.

Nos pré-farmacos classicos os transportadores devem apresentar ligacoes
labeis, as quais podem ser facilmente cindidas enzimatica ou quimicamente.
Espera-se que os pro-farmacos sejam inativos ou que possuam menos atividade

per se.

Um exemplo de pré-farmaco de maior biodisponibilidade € a pivampicilina,
em que se obtém maior absor¢do da ampicilina, através de éster duplo lipofilico. A
figura 24 mostra a estrutura da pivampicilina (Friis, Bundgaard, 1996).
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NH,

Figura 24: Estrutura da pivampicilina.

Takata e colaboradores (1994) corrigem problemas de formulagédo da
vitamina E através da latenciagao. Esta vitamina é pouco solivel em agua oque
dificulta sua administragdo parenteral. Através da latenciacdo pode-se torna-la
mais hidrossoluvel.

A seletividade de um farmaco pode ser aumentada de acordo com seu
transportador (figura 25), como é o caso do antibacteriano N-acetil-L-
y—glutamilsulfametoxazol, em que ocorre liberagdo renal do sulfametoxazol, por
meio de transportador cuja ligacdo é especificamente cindida por enzimas, que
predominam nos rins (Wilk, Mizoguchi, Orlowski, 1978).

NH SO,NH
o M)y
N\o>\
NH

o)
OH

Figura 25: N-Acetil-L-y—glutamilsulfametoxazol.

Os pro-farmacos poliméricos conferem agdo prolongada de um farmaco
através de sua liberacéo igualmente prolongada. O pré-farmaco polimérico de
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mitomicina C utilizando a succinilquitosana como matriz polimérica apresenta nao
apenas liberacdo prolongada, como também, diminuicdo da toxicidade
apresentada pela mitomicina (Song, Onish, Nagai, 1992).

Os pré-farmacos reciprocos constituem em estratégia de latenciacdao em
que o transportador também é um farmaco com atividade, porém com mecanismo
de acéo diferente. A sultamicilina € um exemplo de pré-farmaco reciproco entre a
ampicilina, antibidtico p—lactamico, e o sulbactam, inibidor da B-lactamase. Com
isto é possivel utilizar a ampicilina em infecgbes por bactérias resistentes. A figura
26mostra a estrutura da sultamicilina (Singh, Sharma, 1994).

NH,
@/J\N/NH S
o
o ~0~ 0

Figura 26: Estrutura da sultamicilina.

3.1.7.2 Bioprecursores

Os bioprecursores ndo apresentam transportadores como os pré-farmacos
classicos, sendo necessaria a  biotransformacdo para originar o farmaco
propriamente dito. Os bioprecursores sofrem maiores alteragdes estruturais que

os pré-farmacos classicos.

O alprazolam, ansiolitico da classe dos benzodiazepinicos, somente é
obtido apés a ciclizacéo in vivo da N-alquilaminobenzofenona, sendo um exemplo
de bioprecursor ( Lahti, Gal, 1976).
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A figura 27 mostra a ciclizacdo da N-alquilaminobenzofenona em

alprazolam.
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Figura 27: ciclizacéo da da N-alquilaminobenzofenona em alprazolam.

3.1.7.3 Pro-farmacos mistos

Os pro-farmacos mistos consistem na fus&o de pré-farmacos classicos e de
bioprecursores. Neste tipo de pré-farmaco a molécula passa por varias
transformacdes, que permitem a liberagdo do farmaco em um local especifico.
Embora a biotransformagéo ocorra no transportador do pro-farmaco e nao no
farmaco, o Chemical Delivery System (sistema quimico de liberagéo), ou CDS,
pode ser enquadrado nessa classe. Neste sistema desenvolvido por Bodor e
colaboradores (Prokai, Prokai-Tatrai, Bodor, 2000), o farmaco é ligado ao
trigolinato, que corresponde ao acido nicotinico reduzido. Este complexo confere
aumento de lipofilicidade ao farmaco fazendo com que a molécula consiga
transpor a barreira hematoencefalica. Uma vez transposta essa barreira, o pro-
farmaco sofre acdo do sistema redox, fazendo com que a porgdo do trigolinato
adquira carga e nao consiga ultrpassar a barreira. Uma vez “presa”, a molécula
sofre hidrélise e libera o farmaco. Este tipo de sistema ja foi aplicado para a
dopamina, fenitoina e varios farmacos antivirais, como a zidovudina. A figura 28
ilustra 0 mecanismo de liberagéo do “Chemical Delivery System”.
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Figura 28: Esquema de liberagdo do Chemical Delivery System.

3.1.7.4 Farmacos dirigidos

Os farmacos dirigidos apresentam transportadores seletivos, que podem
interagir com receptores especificos, liberando o farmaco em seu local de agéo.
Com este planejamento podem-se diminuir efeitos adversos causados pela agéo
inespecifica de farmacos em outros alvos.

Podem ser utilizados como transportadores para este tipo de latenciacao
estruturas que interagem com receptores de enzimas ou com sitios presentes na
superficie de células-alvo. Entre eles encontram-se peptideos, polimeros
sintéticos, anticorpos monoclonais , eritrécitos e fibroblastos.

O ADEPT (Antibody-Directed Enzime Prodrug Therapy) é um dos mais
avancados tipos de farmaco dirigido. Neste tipo de latenciagdo a terapéutica
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ocorre em duas etapas. Na primeira etapa ocorre a administracio de um sistema
anticorpo-enzima. Este sistema liga-se ao antigeno alvo encontrado na célula alvo
ou ao antigeno presente no fluido extra-celular. Na segunda etapa o pro-farmaco
€ administrado e sofre hidrélise pela enzima ligada ao anticorpo, liberando o
farmaco nos arredores da célula alvo (Takakura, Hashida, 1995).

Anticorpos monoclonais ligados a B-lactamase vém sendo aplicados no
ADEPT. Este sistema apresenta a vantagem de que a p-lactamase é uma enzima
bacteriana, ndo encontrada em seres humanos. Outra vantagem é que se pode
latenciar o farmaco com um B-lactémico, por exemplo uma cefalosporina, que sera
hidrolisada pela B-lactamase liberando o farmaco (Takakura, Hashida, 1995 . A
figura 29 mostra o esquema de liberagdo do ADEPT.

primeira etapa segunda etapa

&1 proftnmaco

ativacio

anticorpo @ firmaco

células tnmorais

Figura 29: Mecanismo de liberagdo do ADEPT. Fonte: (Takakura,
Hashida, 1995).
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Um exemplo de ADEPT que vem sendo estudado com vistas a aplicacéo na
terapéutica antitumoral é aquele que utiliza pro-farmaco cefalosporina-
doxorrubicina na segunda etapa. Neste pro-farmaco utilizam-se anticorpos

monoclonais antimelanoma.

Sistema baseado no ADEPT que utiliza a genbdmica como ponto de partida
€ o0 GDEPT ou VDEPT(McNeish et al., 1997) estudado com vistas a aplicagdo em
quimioterapia antineoplasica. Este, por meio de técnicas de transfeccdo ou
hibridacdo no DNA, permite a expressdo de determinada enzima em quantidade
maior que a encontrada em células normais. Na segunda etapa, administra-se o
pro-farmaco ou bioprecursor, especificamente biotransformado pela enzima alvo
da expressao.

3.1.7.5 Pro-Farmacos “Trigliceridicos”

Os pré-farmacos “trigliceridicos”, também conhecidos como pro-farmacos
lipoides, tentam mimetizar triglicerideos, comportando-se como tal, o que é de
grande interesse quando se pretende diminuir efeitos adversos, melhorar a
biodisponibilidade e prolongar a agao de um farmaco (Jones, 1980).

O emprego inicial deste tipo de pré-farmaco foi realizado no final da década
de 1970, em que foram desenvolvidos pro-farmacos ftrigliceridicos de AINES —
Analgésicos Antiinflamatérios N&o-Esterbides --, visando & diminuicao da
toxicidade gastrica destes compostos (Jones, 1980) .

Paris e colaboradores (1979) ligaram o &cido acetilsalicilico diretamente a
posicdo 2 do digliceridio através de ligacdo éster. O 1,3—diacil-2-acetilsalicilil
diglicerideo resultante recebeu variagbes nas cadeias de &cidos graxos, do
diglicerideo, utilizando cadeias mais longas ou cadeias curtas. Estes derivados

conseguiam manter a atividade do acido acetilsalicilico, porém com menos danos
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gastricos. Esta estratégia também foi aplicada para outros AINES como a

indometacina, o cetoprofeno, ibuprofeno e naproxeno.

Estes pro-farmacos também podem ser utilizados para o direcionamento do
farmaco a linfa. Com isto & possivel burlar o sistema porta-hepatico evitando,
assim, a eliminacao pré-sistémica. Como exemplos podem-se citar o GABA e o
clorambucil (Jacob, Hesse, Shasoua, 1987; Garzon-Aburpeh et al,, 1983) . O
clorambucil, quimioterapico utilizado no tratamento de tumores linfaticos, também
foi latenciado com diglicerideo, afim de promover direcionamento para a linfa
(Charman, Porter, 1996).

Mais recentemente, Scriba e colaboradores(1993) passaram a desenvolver
pro-farmacos “ftrigliceridicos” de fenitoina com o objetivo de melhorar a
biodisponibilidade, uma vez que o farmaco é pouco lipofilico. Nestes pro-farmacos
os diglicerideos foram ligados ao farmaco através de espagante succinilico. A
figura 30 mostra os diglicerideos de fenitoina.
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Figura 30: Pro-farmacos digliceridicos de fenitoina.

Como mencionado anteriormente, os pro-farmacos “trigliceridicos” utilizam-
se do metabolismo e absor¢ao dos lipideos para aumentar a absor¢ao do farmaco.

Para a melhor compreensdo deste mecanismo, €& necessaria breve
explanagao quanto a absorcéo dos lipidios ( figura 31).

Uma vez ingeridos, tanto os lipidios quanto os pré-farmacos “trigliceridicos”
iniciam seu processo de “digestdo” no intestino delgado. Este processo consiste
em trés etapas: emulsificagdo dos globulos de gordura, hidrélise enzimatica e
dispersdo dos produtos de digestdo em forma absorvivel (Charman, Porter 1996).
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A lipase pré-duodenal é responsavel pelo inicio do processo de digestao e,
juntamente com o suco gastrico, promove a emulsificacao inicial conforme mostra
a figura 31.

A fase fundamental para os pro-farmacos “trigliceridicos” é a hidrolise
enzimatica. Os ftriglicerideos s&0, na maior parte, hidrolisados pela lipase
pancreatica. A lipase pancreatica promove a quebra das ligacbes ésteres dos
triglicerideos com especificidade para as posi¢des 1 e 3, liberando acidos graxos e
o 2-monogliceridio (Charman, Porter, 1996). Esta é a base para a estratégia dos
pro-farmacos lipdides, visto que se o farmaco for ligado a posicéo 2 do trigliceridio
permanecera intacto até alcancar os vasos sangliineos (Lambert, 2000; Scriba,
Lambert, Poupaert, 1995; Scriba, 1993). A terceira e ultima fase do processo de
digestdo compreende a acao dos sais biliares, 0os quais solubilizam o produto da
digestao dos lipidios.

Imediatamente apds a fase de digestao inicia-se a absorcdo. A absorgao
dos lipideos ocorre através do sistema linfatico, em razéo de que 0s quilomicrons
sa0 grandes demais para serem absorvidos pelos capilares, dirigindo-se, portanto,
para os vasos linfaticos (Charman, Porter, 1996).

Apés a absorcdo, os acidos graxos e os 2-monoglicerideos dao origem a
retro-sintese de triglicerideos. No caso dos pro-farmacos lipdides, esta re-sintese
ndo ocorre, uma vez que o pré-farmaco permanecera sob a forma de 2-
monogliceridio até alcangar a corrente sanglinea, na qual sofrera hidrélise por
lipases inespecificas (Charman, Porter, 1996). A figura 31 mostra a absorgéo dos
lipidios e dos pré-farmacos lipdides.
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Figura 31: Absorgéo e digestao dos lipideos e dos pré-farmacos trigliceridicos.

3.1.8 Planejamento de antimalarico potencial

54

Infelizmente, o ritmo de desenvolvimenio de novos farmacos né&o

acompanhou o agravamento da situacao, que se deu com o aumento da
incidéncia de resisténcia (Olliaro, 1996; White, 1992). Poucos compostos
potenciais encontram-se em ensaios na fase clinica. A persisténcia dessa situagéo
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na proxima década podera conduzir a situacdo muito mais grave, com a
disseminag¢ao de malaria completamente nao-tratavel.

Associacdes de quimioterapicos antimalaricos, como derivados
pirimidinicos e sulfonamidas ou sulfona, como a dapsona e outros, podem ser
empregados como alternativa ao tratamento de maléria resistente a cloroquina
(Korolkovas, 2000; Panisko, 1990; Ferreira, 1982), desde que haja sensibilidade
as mesmas: como citado previamente tém sido observadas formas de resisténcia
a associacéo pirimetamina e sulfadoxina (White, 1991, Panisko, 1990; Payne,
1987). Também, a Organizacdo Mundial da Saude alerta para os efeitos adversos
dessas associagdes, 0 que implica busca de derivados de menor toxicidade. Em
trabalhos anteriores, Ferreira, Cruz e Korolkovas (1992), Cruz, Ferreira e
Korolkovas (1997) sintetizaram formas latentes poliméricas de associagbes de
derivados pirimidicos, pirimetamina e trimetroprima, com sulfonamidas
antimalaricas e dapsona, empregando amido e celulose oxidados, como
transportadores, com o objetivo de obter pré-farmacos de acado prolongada e
menor toxicidade. Alguns dos derivados obtidos mostraram-se ativos em malaria
experimental por P. berghei (Ohara et al, 1995), utilizando-se o método de ensaio
bioldgico de Osdene e colaboradores (1967), com adaptacdes.

Por outro lado, a primaquina, esquizonticida tecidual mais utilizado até o
presente (Ferreira, 2002; Korolkovas, 2002), tém problemas relacionados a alta
toxicidade e a meia-vida curta, em razao da alta taxa de biotransformacéao a qual é
submetida. Derivados menos toxicos de primaquina vém sendo sintetizados no

sentido de aprimorar a atividade do antimalérico (Ferreira, 1993).

Os pro-farmacos “trigliceridicos” ainda podem diminuir a toxicidade e
promover o aumento da absor¢ao de farmacos pouco biodisponiveis.
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3.1.8.1 Sintese dos transportadores digliceridicos

Diglicerideos vém sendo empregados nas indlstrias alimenticia, cosmética,
em sintese organicas e como transportadores de farmacos (Bentley, McCrae,
1970)

Diversos sdo os métodos de obtencdo destes diglicerideos. Estes
empregam diversas etapas e reagentes, além do que estes compostos podem
apresentar regio-isdmeros como os 1,3-diglicerideos e os 1,2-diglicerideos, o que
dificulta sua obtenc¢éo. (Fureby et al, 1977).

Estas sinteses geralmente exigem 0 emprego de grupos protetores, sendo
necessaria a posterior desprotecéo. Estes compostos também podem ser obtidos
através de métodos enziméticos empregando, por exemplo, a lipase pancreatica
(Fureby et al., 1997). Barry e Craig (1954) iniciaram a metodologia utilizando a 1,3-
diidroxi-2-propanona. Esta metodologia foi aprimorada por Bentley e McCrae
(1970) e tornou-se a metodologia mais utilizada para a obtencao de diglicerideos
simetricos.

O emprego de protetores requer a posterior clivagem, em seguida a
esterificagdo. Um exemplo de grupo protetor é o B,B-tricloroetoxicarbonil. Este
grupo protetor bloqueia a hidroxila secundaria mantendo livres as hidroxilas
- primarias (Windolz, Johnston, 1967). A Figura 32 mostra a obtengédo de
diglicerideos utilizando este grupo protetor

Guilherme Costa Matsutani



Antimaldricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pro-farmacos “trigliceridicos” de primaquina 57

) H
H
cl /u\ Qg
H + >(\o o ™ o\"/o\)<
cl
H o

H

H "\

"\
R—/ (o] \——(t—CI

Figura 32: Obtencdo de diglicerideo utilizando o grupo protetor B,B-

tricloroetoxicarbonil.

A metodologia do éter tritilico consiste na formagéo de ligacdo éter na
posicdo 1, seguida da esterificacdo nas posi¢cbes 1 e 2. Em seguida ocorre a
liberagcdo do grupo fritilico seguido de rearranjo gerando o diglicerideo simétrico
(Hartman, 1958). A figura 33 mostra a obtencéo de diglicerideos utilizando grupo
tritil.

Guilherme Costa Matsutani



Antimaldricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pro-farmacos “trigliceridicos” de primaquina

H
H + Ci
H

O« _R
H::>—OH 0
o
R” “O
Q 4+ 2RCOOH —*
R=4cido graxo Q

o
(0] R
" i
clivagem )J\O

o)

o)
le)\o T rearranjo :>—OH
/j/ R—<
0

|

R=é4cido graxo

Figura 33: Obtencéo de diglicerideo utilizando o grupo tritilico.
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A sintese utilizando a preparacao enzimatica emprega a lipase pancreatica
para obtencdo do diglicerideo. Os diglicerideos s&o obtidos através da
esterificacédo do glicerol com acidos graxos como o acido laurico. Utilizando a
enzima extraida do R. arrhizus é possivel obter rendimento de até 99%. A
desvantagem do processo é o tempo de reagdo de 168 h (Fureby et al., 1997)
(figura 34).

o)

HaC
HO 3 (
Lipase/ 168 H 0
OH 4 2R-COOH > OH
HO 0
Hsc_&

Figura 34: obtencéo de diglicerideos por lipase pancreatica.

Barry e Craig (1954) desenvolveram a sintese utilizando a 1,3-
diidroxipropanona, com o grupo tioéter como grupo protetor. Esta sintese envolve
varios passos, 0 que a torna muito trabalhosa. Em conseqiiéncia, Bentley e
McCrae (1970) aperfeicoaram esta metodologia, originando a metodologia para
sintese de dilglicerideos mais utilizada. Nesta sintese ocorre a esterificacéo entre
cloreto de acido e a 1,3-diidroxipropanona, com a posterior reducéo da cetona a
alcodl. A figura 35 mostra a sintese desenvolvida por Bentley e McCrae.
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Figura 35: método desenvolvido por Bentley e McCrae (1970)

3.1.8.2 Sintese utilizando a 1,3-dibromo-2-propanol

Uma nova sintese de diglicerideo foi planejada em nosso laboratério, sendo
iniciada por Sanai e Ferreira (2000). Nesta metodologia utilizava-se a 1,3-dicloro-
2-propanol. Esta rota sintética inicial conduziu a sintese empregada neste
trabalho, utilizando a 1,3-dibromo-2-propanol (dibromidrina).

A substituicdo da dicloridrina pela dibromidrina € justificada pelo fato de o
bromo ser grupo abandonador melhor que o cloro. A esterificagao ocorre entre o
bromo e o acido graxo, utilizando o 1,8-diazobiciclo[5,4,0,Jundec-7-eno (DBU)

como catalisador.

O método de obtencdo de ésteres utilizando haletos organicos e é&cido
carboxilico surgiu com o trabalho de Ono e colaboradores (1978), os quais
sintetizaram diversos ésteres através deste método, incluindo ésteres de
aminoacidos. A grande vantagem desta reacdo estd na sua facilidade de
obtengao, relativamente curto tempo de preparacédo e bom rendimento.
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A principal diferenca entre este método e os demais processos de obtengao
de ésteres estd no ion carboxilato formado. Nesta sintese, o par idnico ndo fica
livre como em outras sinteses, surgindo um complexo entre o carboxilato e o
DBU(A), formado por ligagdo de hidrogénio entre o hidrogénio do acido carboxilico
e 0s nitrogénios do DBU. Carboxilatos podem atacar tanto o hidrogénio como o
carbono do haleto, porém este complexo ataca preferencialmente o carbono ligado
ao halogénio. Pode-se dizer que este tipo de reagéo se caracteriza como reagao
do tipo SN, (Furniss et al., 1988).

A figura 36mostra 0 mecanismo de reac¢do entre haleto e acido carboxilico,

utilizando DBU como catalisador.

RN
R NN

O—\‘ U

R
Figura 36: Mecanismo de reagéo utilizando DBU como catalisador.

Fonte: Ono et al., 1978.
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A principal vantagem desta metodologia na sintese de diglicerideos é que a
reacao ocorre em apenas uma etapa, sem a necessidade de grupos protetores ou

da redug¢do de acetona a alcool.

3.1.8.3 Reacbes de condensacdo (Costa, Pinheiro, Vasconcelos, 2003)

As reacbes de condensagdo visando a formacdo de ésteres e amidas
podem ocorrer através de diversas metodologias. Estas variam de acordo com a
reatividade das moléculas e suas caracteristicas.

Metodologia importante na obtencéo de ésteres e amidas é a utilizagdo de
agentes condensantes como as carbodiimidas. Estas carbodiimidas s&o
largamente empregadas na sintese de peptideos.

A carbodiimida mais utilizada € o DCC (dicicloexilcarbodiimida), um agente
desidratante largamente empregado em industrias e laboratérios, sendo bastante
conveniente para a sintese de ésteres e peptideos.

Este agente condensante apresenta atomo de carbono extremamente
eletrofilico, uma vez que se encontra ligado a dois atomos de nitrogénio por
ligagcdes duplas e reage com o ion carboxilato, via adi¢éo nucleofilica, conduzindo
ao intermediario A. Esta primeira etapa necessita ser auxiliada por uma base
fraca para a ativacdo da carbonila. O intermediario A encontra-se em equilibrio
com a O-acil isouréia B, que, combinada com o alcool por adicdo nucleofilica,
conduz a formagao de C, que se encontra em equilibrio com as espécies De E. A
espécie E sofre eliminagdo rapida de N,N-dicicloexiluréia (DCU), um bom grupo
abandonador, que leva a formag¢ao do éster.

A figura 37 mostra 0 mecanismo de reacao do DCC.
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Figura 37: Mecanismo de obtencdo de ésteres utilizando DCC como agente

condensante. Fonte: Costa, Pinheiro, Vasconcelos, 2003 .
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A catalise através do DCC costuma levar a formacao de anidridos, muitas
vezes, diminuindo o rendimento de reacdo. Este anidrido pode ser convertido em
éster com o auxilio do dimetilaminopiridina (DMAP), o qual pode levar a formagao
de éster, uma vez que se liga ao anidrido, e formando espécie acetilante, que
atuara como bom grupo abandonador, provocando a formagao do éster. A figura
38 mostra a formacao do éster através do DMAP.

Q -0 o
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)‘\ JJ\ Q R on +)L
ol CL/
/N
/LN+, + o- OH
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®

Figura 38: Mecanismo de reag¢ao do DMAP.
Fonte:Costa, Pinheiro, Vasconcelos, 2003
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

acetona p.a. (Merck)

acetato de etila p.a. (Merck)

acido estearico

acido palmitico (Aldrich)

acido sulfurico p.a. (Merck)

anidrido maléico (VETEC)

anidrido ftalico (VETEC)

anidrido succinico

carbonato de potassio

carbonato de sddio

cloroférmio p.a.(Merck)

cloroférmio deuterado (Aldrich)

decanol

1,8-diazobiciclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU) (Sigma)
1,3-dibromo-2-propanol (dibromidrina) (Sigma)
diciclicoexilcarbodiimida (DCC) (Merck)
diclorometano p.a (Merck)
dimetilaminopiridina (DMAP)(Sigma)

etanol p.a (Merck)

fluoresceina dissédica

difosfato de primaquina (itaca SA)
permanganato de potassio (FCF-USP)

placa cromatografica para CCD silica-gel 60 F2s4 (Merck)
silica-gel 60 (100-200 #) grade 634 (Aldrich)
silica-gel 60 (70-230 #) grade 634 (Merck)
trietilamina (Aldrich)

tetraidrofurano (Merck)
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Todos os solventes e reagentes foram tratados e purificados conforme
literatura (Perrin, Amarego, Perrin, 1980).

4.2 METODOS
4.2.1. Sintese

4.2.1.1. Sintese dos transportadores digliceridicos

Os diésteres do glicerol sdo sintetizados a partir da rea¢ao do 1,3-dibromo-_
2-propanol (dibromidrina), com acidos graxos: palmitico e estearico; acidos de
cadeia longa: enantico e decandico, com DBU, sob refluxo por periodo de tempo
que depende do acido utilizado. Obtém-se os 1,3-diacilglicerdis por tratamento
com metanol, para purificagéo (Furniss ef al., 1988). O esquema 1 apresenta a

reagao geral envolvida.

R= palmitico= C,zH,,
estearico= C,,H,,
decandico= C gH,,
Esquema 1: Obtengao dos derivados digliceridicos.

4.2.1.2 Sintese de hemiamidas de primaquina

Ap6s a reagao dos anidridos succinico, maléico e ftalico (em excesso) com
fosfato de primaquina em meio com trietilamina e sob refluxo de uma hora, sdo
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obtidas as hemiamidas de primaquina. Estas sdo isoladas de acordo com ©O
espacante ligado.
A reagao geral compreendida encontra-se a seguir (Esquema 2).

O O,

7”7 ”

O
HR'FO + @ trietilamina N

0 0O
Refluxo )‘\R J\ NH
NH
HzN/\/\r HO ! N,.W

R= ' CH,CH,- anidrido succinico

R': H - P « .
CH=CH- anidrido maléico -CH,-CH,- succinilprimaquina

-CH=CH- maleilprimaquina
anidrido ftalico ilprimaqui

ftalilprimaquina

Esquema 2: Reagao geral das hemiamidas de primaquina.

4.2.1.3. Sintese dos derivados “trigliceridicos” de primaquina

Os derivados ftrigliceridicos de primaquina sao sintetizados a partir da
reacdo das hemiamidas de primaquina com o0s diésteres do glicerol, juntamente
com um agente condensante, como dicicloexiicarbodiimida (DCC), em presenca
de dimetilaminopiridina (DMAP).

A reagao geral encontra-se no esquema que segue (Esquema 3).
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Esquema 4: Reacgao geral de condensacao do derivados “trigliceridicos” de

primaquina.

4.2.2 Analises

4.2.2.1 Anélise cromatografica

4.2.21.1POR CCD

68

Foram efetuadas em placas de camada delgada de silica-gel Geo da Merck,

para 0 acompanhamento das reagbes e para avaliacdo da pureza de alguns
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produtos sintetizados. As fases modveis empregadas variaram de acordo com 0
experimento.

4.2.2.1.2 Determinagao da faixa de fusao

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho Biichi, capilar, com
calibragdo segundo a Farmacopéia Brasileira IV.

4.2.2.1.3 Analise elementar

A andlise de C, H, N realizada em Analisador Perkin-Elmer 2400, na Central
Analitica, 1Q, USP.

4.2.2.1.4 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi realizada em espectrdmetro de Massas
Shimadzu GCMS-QP 50502, disponivel na FCF, USP.

4.2.2.1.5 Analises espectrométricas
As analises no infravermelho foram efetuadas no espectrofotdmetro FTIR

Bomem. J& as de 'H RMN e de ®C RMN foram efetuadas em espectrémetro
Briicker 300 MHz, na FCF, USP.
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5. EXPERIMENTOS

5.1 SINTESES
5.1.1 Sintese dos diésteres do glicerol

Os diésteres do glicerol foram sintetizados a partir da reagdo do 1,3-
dibromo-2-propanol (dibromidrina), com &cidos graxos: palmitico, estearico e

decandico com DBU, sob refluxo por periodo de tempo que depende do acido

utilizado.

5.1.1.1 Sintese do 1,3-dipalmitoilglicerol

0
~
B Q DBU 0
I':>—o|-| + 2 )L Refluxo OH
Br R OH 0
R
R= palmitico

As sinteses dos diésteres do glicerol foram realizadas seguindo
procedimento padrao, com modificagdes na estequiometria dos reagentes, no
tempo de reacado e nas técnicas de purificacdo. O procedimento foi realizado da
seguinte forma: Em baldo de 100 mL de fundo redondo, solubilizou-se o acido
palmitico em 35 mL de THF, adicionando-se o0 DBU e manteve-se sob agitacéo
por 30 minutos. Em seguida, foi adicionada a dibromidrina, submetendo-se a
mistura reacional a refluxo e agitacdo, havendo formacao de precipitado branco.
O refluxo foi interrompido e manteve-se a mistura sob agitacdo até o seu
resfriamento. O precipitado foi filirado e desprezado e o sobrenadante, evaporado
sob pressdo reduzida, obtendo, assim, um sélido branco amarelado. O sdlido
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obtido foi entdo purificado e submetido a secagem sob pressdo reduzida. O
sélido obtido foi analisado no IV e por RMN.
A tabela Il mostra os experimentos e as condicbes em que foram

Exp. | purificagdo T. Dibromidrina | &c. DBU Rend | Obs. Faixa de
(mmol) Palmitico | (mmol) : fuséo
{mmol)

1 Lavagemcom |4h |35 7 7 Agitacéo
etanol

2 Coluna 4h | 3,5 7 7 Agitagdo
cromatografica
(6:1
diclrometano
acetato de
etila)

3 Extracéo 4h | 3,6 7 7 Agitacdo
cloroférmio
agua

4 Couna 4h | 3,5 7 7 10% | Agitagdo
cromatografica

(diclorometano:
acetato de etila

8:1)
5 Purificacdo 6h |35 7 7 Agitacao
com metanol
6 Purificacao 4h | 3,6 12 12 Agitacéo
com metanol
7 Purificagéo 4h | 4,25 7 7 Agitacéo
com metanol :
8 Purificagcéo 4h | 3,6 7 14 33% | Agitacdo | 62-64 °C
com metanol
9 Purificac&o 4h | 3,6 7 14 40% | Aqueci- 62-64 °C
com metanol mento
nos
primeiros
30
minutos
realizados:

Tabela II: Experimentos realizados para a obtencgéo do 1,3-dipalmitoilglicerol
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5.1.1.2 Sintese do 1,3—diestearilglicerol

~
B 0 DBU 0
H+ 2 )L Refluxo OH
R OH 0
R
R= estedrico

Experimento 10

Em baldo de 125 mL de fundo redondo, solubilizaram-se 1,98 g (7 mmol) de
acido estearico em 30 mL de THF. Adicionaram-se 2,0 mL (14 mmolL) de DBU e
manteve sob agitacdo por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,38 mL
(3,5 mmol) de dibromidrina e manteve-se sob refluxo por quatro horas até a
formacgao de precipitado. Em seguida, retirou-se a rea¢do do refluxo, mantendo-se
sob forte agitacdo até o resfriamento. Em seguida, procedeu-se a filtracédo e a
evaporacao a pressao reduzida. O sélido branco isolado foi purificado de duas
maneiras: em coluna cromatografica, utilizando como fase moével diclorometano e
acetato de etila (8:1), e através da cristalizacdao com metanol. Os produtos obtidos
por meio das duas formas de purificacdo foram submetidos a analise no IV e de
RMN. Faixa de fusdo 62-68 °C

5.1.1.3 Sintese do diglicerideo do acido decanoico

R=decandico
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5.1.1.3.1 Tentativa sintese do acido decandico

0
KMnO /\/\/\/\)L
NN 0 e, OH

Experimento 11

Em baldo de 500 mL adicionaram-se 11 mL (67 mmol) de decanol em uma
solucao de 1,22 g (8,8.10‘3mol) de carbonato de potassio em 12 mL de agua. Em
seguida, adicionou-se a0 meio reacional outra solu¢do de 12,8 g (74 mmol) de
permanganato de potassio em 230 mL de agua. Manteve-se a mistura reacional
sob agitagdo magnética, utilizando banho de gelo e agua, sob temperatura de 4-6
°C, durante 4 horas. Em seguida, retirou-se 0 banho de gelo e prosseguiu-se sob
agitacdo a temperatura ambiente por 12 horas. Apds esse periodo, realizou-se a
extracdo com 5 porcdes de 50 mL de éter. Durante a extracao, a fase etérea foi
acidificada com solugdo de acido sulfirico 0,1 M. As fracdes etéreas foram
reunidas e submetidas a evaporacdo rotatéria sob pressdo reduzida. O
concentrado resultante foi submetido a destilag&o horizontal sob pressao reduzida.

Retirou-se a fracao entre 240-245 °C.
Experimento 12

Em erlemeyer de 500 mL foram adicionados 11 mL (5,7 mmol) de decanol
em solugdo de 1,22 g (11,5 mmol) de carbonato de sédio em 12 mL de agua. Em
seguida, adicionou-se ao meio reacional outra solugdo de 12,8 g (74.10‘2 mol) de
permanganato de potassio em 230 mL de agua. Manteve-se a mistura reacional
sob agitacdo mecanica, utilizando-se banho de gelo e agua, sob temperatura de
4-6 °C, durante 4 horas. Em seguida, retirou-se 0 banho de gelo prosseguiu-se
com agitagcdo a temperatura ambiente por 12 horas. Apds esse periodo,
centrifugou-se a mistura reacional, separando-se a fase liquida da fase sdlida.
Realizou-se a extracdo com 5 porcdes de 50 mL de éter em ambas as fases. A
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fase etérea proveniente da fase liquida foi concentrada e o liquido resultante foi
submetido a destilacao horizontal sob presséo reduzida. A porgcédo proveniente da
porcao soélida foi suspensa em agua e extraida com trés por¢cdes de 100 mL de
éter. A fase etérea resultante foi submetida a agitacdo com solucéo de carbonato
de sédio por trés horas. Em seguida, a fase aquosa foi separada da orgénica e
entédo acidificada com solugdo 0,1 M de acido sulfrico. Apds a acidificagdo a fase
aquosa foi extraida com trés porcdes de éter de 100 mL. As fragdes etéreas
foram reunidas e submetidas a evaporac¢ao rotatoria sob presséo reduzida.

Experimento 13

Em 230 mL de &gua desionizada solubilizaram-se 11,8 g (74 mmol) de
permanganto de potassio, adicionaram-se 11,13 mL (67 mmol) de decanol e
manteve-se sob agitacdo mecénica por oito horas € em banho de gelo. Apés as
oito horas, interrompeu-se a agitacao e transferiu-se 0 meio reacional para funil de
separagao de 500 mL. Adicionaram-se 150 mL de éter dietilico e manteve-se a
mistura em descanso por duas horas, a fim de promover a separacao de fases.
Apés as duas horas extraiu-se a fase etérea. A fase etérea resultante,
adicionaram-se 100 mL de solugdo aquosa de hidréxido de sédio 0,1 M e
manteve-se sob forte agitacdo magnética por 3 horas. Ap6s as trés horas, a
agitagdo foi interrompida e separou-se a fase aquosa da fase etérea, através de
funil de separacéo. A fase aquosa foi acidificada com solugdo de acido sulfurico
1 M e, entdo, realizou-se novamente a extragdo com éter, coletando-se a fase
etérea. A porgao etérea resultante foi seca com sulfato de sédio e, posteriormente,
evaporada sob presséo reduzida em evaporador rotatério. O sélido obtido foi seco
em bomba de alto vacuo e analisado por RMN "H.
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Experimento 14

Em 230 mL de agua desionizada solubilizaram-se 11,8 g (74 mmol) de
permanganto de potassio, adicionaram-se 11,13 mL (567 mmol) de decanol e
manteve-se sob agitacido mecénica por oito horas e em banho de gelo. Apés as
oito horas, interrompeu-se a reagdo e manteve-se 0 meio reacional em repouso
por 24 horas. Apbs as 24 horas, 0 meio reacional foi filtrado e a fase liquida
colocada em funil de separacado. Isolou-se a fase aquosa, a qual foi acidificada
com solugdo 1 M de &acido sulfurico, a qual foi novamente levada ao funil de
separacio e realizou-se extracdo com trés porcdes de éter. O éter foi evaporado,
obtendo-se entdo o acido decandico. A amostra foi submetida a RMN.
Rendimento: 40%. Faixa de fusdo 26-28 °C.

Experimento 15

Solubilizou-se 0,382 g (2,22 mmol) de acido decandico, juntamente com
0,68 mL (4,4 mmol) de DBU e manteve-se sob agitacéo e refluxo por 30 minutos.
Apbs os 30 minutos, adicionou-se 0,22 mL (1,1 mmol) de dibromidrina e iniciou-se
o refluxo por 4 horas. Filtrou-se, entdo, a mistura sob presséo reduzida. O filtrado
resultante foi submetido a evaporacdo sob pressdo reduzida e o sdlido
proveniente, submetido a secagem a pressao reduzida. Apds a secagem a mistura
foi solubilizada em metanol e, entdo, mantida sob refrigeragdo por 2 horas. Em
seguida, a amostra foi retirada da refrigeragcdo e filtrada. O produto obtido foi
analisado por RMN 'H. Rendimento: 38%; faixa de fusdo: 37-41 °C.

5.1.2 Sintese de hemiamidas de primaquina

Apébs a reacdo dos anidridos succinico, maléico e ftalico com fosfato de
primaquina em meio com trietilamina e sob refluxo de uma hora, obtiveram-se as
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hemiamidas de primaquina. Estas foram isoladas de acordo com 0 espagante
ligado.

5.1.2.1 Sintese da succinilprimaquina

A° A°

o N”  trietilamina Q N
O + ——» HO NH
H NWNH refluxo N'_r\/j/
2 +
2 H,PO,

N(C,H;5)3H;PO,

Experimento 16

Em baldo de 125 mL, de fundo redondo, foram adicionados 5 g (1,1mmol)
de fosfato de primaquina, solubilizados em 50 mL de etanol, juntamente com
3,06 mL (1,5 mmol) de trietilamina. Manteve-se sob agitacdo e aquecimento até
que a mistura comecasse a refluxar, quando, entéo, foram adicionados 1,4 g (1,4
mmol) de anidrido succinico, deixando-se sob refluxo e agitagdo forte. Apds 1
hora, desligou-se o refluxo e manteve-se sob agitacdo até o resfriamento.
Adicionaram-se, aproximadamente, 20 mL de agua destilada, retirando-se quase
todo etanol, sob presséo reduzida. Em seguida, adicionaram-se, aos poucos,
20 mL de agua até a precipitacao, filtrando-se sob pressao reduzida. O filtrado foi
aquecido e, entdo, adicionado de acetona para a recristalizacdo. Filtrou-se
novamente e adicionou-se agua lentamente, até o resfriamento, sempre com
agitacdo manual. Em seguida, retirou-se o0 excesso de acetona em
rotaevaporador, até a precipitacdo. Isolou-se o precipitado mediante filtracdo sob
pressao reduzida. O solido amarelado obtido foi analisado no IV.
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5.1.2.2 Sintese de maleilprimaquina

A A
o + trietilamina o N
_— =

(o)
HO
NH
OU HZN/\/YNH refluxo WNW
+

N(C,H;5)3H;PO
.2 H3PO, (C2H5)3H3PO,

Experimento 17

Em baldo de 125 mL solubilizaram-se 2,27 g (6mmol) de difosfato de
primaquina em 20 mL de etanol, sob agitacdo magnética. Adicionaram-se 1,4 mL
(7 mmol) de trietilamina e iniciou-se o refluxo. Adicionou-se 0,62 g (6,3 mmol) de
anidrido maléico e prosseguiu-se com o refluxo por uma hora. Em seguida,
extraiu-se o solvente através de rotaevaporagdo, sob pressédo reduzida. Tentou-
se solubilizar o composto em acetona e constatou-se 0 surgimento de
sobrenadante turvo, o qual foi extraido e submetido a aquecimento. Durante o
aquecimento ocorreu a precipitagéo de cristais amarelos, os quais foram filtrados
sob pressao reduzida e analisados no V. Os cristais amarelos apresentaram faixa
de fusdo entre 108 °C e 113 °C.

Experimento 18

Em baldo de 125 mL solubilizaram-se 2,27 g (5 mmol) de difosfato de
primaquina em 20 mL de etanol, sob agitacdo magnética. Foram adicionados 2 mL
(10 mmol) de ftrietilamina e deixou-se refluxar por 10 minutos. Apés 10 minutos,
adicionou-se 0,62 g (6,3 mmol) de anidrido maléico € manteve-se sob refluxo e
agitacao por 2 horas. Apdés o refluxo, extraiu-se o solvente através de
rotaevaporacao, sob presséo reduzida. O sélido obtido foi solubilizado em acetona
a quente. Adicionou-se agua desionizada aos poucos. Deixou-se a mistura resfriar
até o surgimento de cristais amarelos. Os cristais foram isolados por filtracéo e
analisados no IV e por RMN "H e ">C. O produto obtido apresentou ponto de fusdo
entre 118 °C e 121 °C.
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5.1.2.3 Tentativa de sintese da ftalilprimaquina

/0
O /O N
+ trietilamina

| | NNY reﬂuxo 0
I l( - 2' |5)3I l3| :4

Experimento 19

A sintese da ftalilprimaquina seguiu 0 mesmo procedimento empregado
no experimento 18 (sintese da maleilprimaquina), em que foram utilizados 2,27 g
(5 mmol) de primaquina, 1,4 mL de ftrietilamina (7 mmol) e 20 g (6,4 mmol) de
anidrido ftalico, devidamente solubilizados em 20 mL de etanol. Para a purificagao
da ftalilprimaquina foram empregadas 3 técnicas distintas: através de
recristalizagdo com acetona, separagao por coluna cromatografica utilizando como
fase mébvel cloroférmio/metanol 85:15, em que foram recolhidas as primeiras
fragBes, e, finalmente, através de extracao com diclorometano/agua. Em todas as
tentativas de purificacdo as amostras foram analisadas no IV.

5.1.3 Sintese dos derivados trigliceridicos de primaquina

Os derivados trigliceridicos de primaquina foram sintetizados a partir da
reacdo das hemiamidas de primaquina com os diésteres do glicerol, juntamente
com um agente condensante, como dicicloexilcarbodiimida (DCC), em presenga
de dimetilaminopiridina (DMAP).
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5.1.3.1 Sintese da 1,3-diestearil-2-maleilprimaquina

0]
o ~

/\/\/\/\/\/\/\/\)1\23_OH + )NQ/N\/ " N
PN NN N NN . OH

o)
/O X

Q 2
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PGP W ° s

Experimento 20

Em baldo de 50 mL foram solubilizados 0,072 g (0,2 mmol) de
maleilprimaquina em 20 mL de tetraidrofurano (THF) juntamente com 0,080 g
(0,38 mmol) de DCC, sob agitacdo magnética por 30 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 0,126 g (0,2 mmol) de diestearilglicerol juntamente com 0,015 g
(6 mmol) de DMAP e manteve-se a mistura reacional sob forte agitacdo e banho
de gelo por quatro horas. Em seguida, prosseguiu-se com a agitacao por 48 horas
a temperatura ambiente. Interrompeu-se a agitagdo e manteve-se a mistura
reacional em geladeira por 24 horas, a fim de facilitar a precipitagao dos cristais de
dicicloexiluréia (DCU), os quais foram filtrados e desprezados. O filtrado obtido foi
submetido a evaporagdo sob presséo reduzida. Uma vez evaporado o solvente, o
solido obtido foi eluido em coluna cromatogréfica utilizando diclorometano/acetato
de etila (6:1) como fase moével e fluoresceina sbdica como revelador. Foram
coletadas as fragbes com Rf = 0,7. O produto obtido, de cor amarela clara, foi

submetido & analise no IV e por RMN 'H e °C.
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5.1.3.2 Tentativa de sintese de 1,3-diestearil-2-succinilprimaquina

O
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Experimento 21

O procedimento utilizado para a sintese deste composto foi semelhante ao
descrito para a diestearilmaleilprimaquina. Em baldo de 50 mL foram solubilizados
0,058 g (0,16 mmol) de succinilprimaquina em 20 mL de tetraidrofurano (THF),
juntamente com 0,07 g (0,33 mmol) de DCC, sob agitacdo magnética por 30
minutos. Apds 30 minutos foram adicionados 0,100 g (0,16 mmol) de
diestearilglicerol, juntamente com 0,012 g (1,2 mmol) de DMAP e manteve-se a
mistura reacional sob forte agitacdo e banho de gelo por quatro horas. Em
seguida, prosseguiu-se com a agitagcado por 48 horas a temperatura ambiente.
Interrompeu-se a agitacao e manteve-se a mistura reacional em geladeira por 24
horas a fim de facilitar a precipitacao dos cristais de DCU, os quais foram filtrados
e desprezados. O filtrado obtido foi submetido a evaporacdo sob presséo
reduzida. Uma vez evaporado o solvente, o sélido obtido foi eluido em coluna
cromatografica utilizando-se diclorometano:acetato de etila (8:1) como fase movel
e fluoresceina sédica como revelador. Foram coletadas as fra¢des com Rf = 0,8.
O produto obtido, de cor amarela clara, foi submetido a analise no IV.
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Experimento 22

Nesta repeticdo do experimento 11 foram realizadas algumas modificagdes.
As quantidades de DCC e DMAP foram reajustadas em relagdo a
succinilprimaquina. No experimento anterior foram utilizados 2 mol de DCC em
relacdo a 1 mol de succinilprimaquina. Neste experimento foram utilizados 3 mol
de DCC em relagdo a 1 mol de succinilprimaquina. A fase mével da coluna
cromatografica foi modificada para diclorometano:acetato de etila (6:1), coletando-
se as fracdes de Rf=0,6. O produto obtido foi analisado no no IV e por RMN *H e
13C.

5.1.3.3 Tentativa de sintese de 1,3-dipalmitoil-2-maleilprimaquina
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Experimento 23

A tentativa de condensacdo entre o dipalmitoilglicerol e a maleilprimaquina
foi realizada da mesma maneira que as tentativas de condensacao anteriormente
descritas. Foi utilizado 0,072 g (0,12 mmol) de dipalmitoilglicerol em propor¢ao
estequiométrica com 0,045 g (0,12 mmol) de maleilprimaquina. Como agente
condensante utilizou-se 0,05 g (0,24 mmol) de DCC, juntamente com 0,005 ¢
(0,04 mmol) de DMAP como catalisador. A fase mbvel empregada foi de

Guilherme Costa Matsutani



Antimalaricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pré-farmacos “trigliceridicos” de primaquina 82

diclorometano:acetato de etila (6:1). Foram coletadas as fracbes de Rf 0,6. O
produto obtido foi analisado no V.

Experimento 24

Foram empregadas as mesmas quantidades de reagentes e o mesmo
método de condensac¢do que o anterior, porém o derivado digliceridico foi re-
purificado, a fim de melhorar o rendimento da reacdao. O produto obtido foi
analisado no no IV e por RMN 'H e **C.

5.1.3.4 Tentativa de sintese do 1,3-dipalmitoil-succinilprimaquina
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Experimento 25

A sintese da dipalmitoilsuccinilprimaquina ocorreu conforme o método geral
de condensacado dos derivados digliceridicos. Foram empregados 0,24 g (4,4
mmol) de dipalmitoilglicerol juntamente com 0,168 g (4,4mmol) de
succinilprimaquina utilizando 0,086 g (4,17 mmol) de DCC e 0,10 g (8,3 mmol) de
DMAP. A fase mével empregada foi de diclorometano acetato de etila 8:2. O
produto obtido foi analisado no IV e por RMN 'H e "°C.
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5.1.3.5 Tentativa sintese do 1,3-dipalmitoil-2-ftalilprimaquina
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Experimento 26

Em baldo de 50 mL solubilizaram-se 0,054 g (1,33 mmol) de
ftalilprimaquina, juntamente com 0,047 g (2,4 mmol) de DCC em 15 mL de THF.
Apdés 30 minutos de agitagdo intensa adicionou-se 0,076 g (1,33 mmol) de
dipalimtoilglicerol e 0,010 g (1 mmol) de DMAP. Seguiu-se sob forte agitacéo por
4 horas, em banho de gelo, e por mais 48 horas a temperatura ambiente. Apos 48
horas, a agitacao foi interrompida e a mistura reacional levada a geladeira por 24
horas. Em seguida, o solvente foi evaporado e o sélido resultante submetido a
analise cromatografica. A analise por CCD foi realizada utilizando diversas fases
moéveis. As principais foram: diclorometano/acetato de etila 6:1,
diclorometano/acetato de etila 8:1; cloroférmio/metanol/acido acético 95:5:3;
cloroférmio/metanol 85:15.

Experimento 27
Em baldo de 50 mL solubilizou-se 0,054 g (1,3 mmol) de ftalilprimaquina,

0,076 g (1,3 mmol) de dipalmitoilglicerol, 0,047 g (2,4 mmol) de DCC e 0,010 g
(1 mmol) de DMAP. A mistura foi mantida sob forte agitagdo e banho de gelo por
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quatro horas. Manteve-se, entdo, a agitacao a temperatura ambiente por mais 48
horas. Utilizou-se analise cromatografica da mistura reacional.

5.1.3.6 Sintese do 1,3-diestearil-2-ftalilprimaquina
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Experimento 28

Este experimento foi realizado utilizando-se o mesmo procedimento
aplicado no experimento 27. Empregaram-se 0,050 g (1,2 mmol) de
ftalilprimaquina, 0,076 g (1,2 mmol) de diestearilglicerol, 0,049 g (2,4 mmol) de
DCC e 0,006 g (0,7 mmol) de DMAP. Efetuou-se andlise por CCD.

Experimento 29

Este experimento ocorreu da mesma maneira que o experimento 8.
Empregaram-se 0,080 g (1,28 mmol) de diestearilglicerol, 0,052 g (1,28 mmol) de
ftalilprimaquina, 0,049 g (2,5 mmol) de DCC e 0,01 g (0,8 mmol) de DMAP.
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5.1.3.7 Sintese do 2-ftalil-1,3-dipalmitoilglicerol

9] OH
) o)

R < 0
(o 0 O refluxo R ( Q
H o+ — > 0
acido acético :>_0
O
R—( 0
o R_<b

R=palmitico

Experimento 30

Em baldo de 100 mL foram adicionados 0,506 g (9,0 mmol) de
dipalmitoilglicerol, juntamente com 0,131 g (9,0 mmol) de anidrido ftalico,
solubilizado em 20 mL de THF. A mistura reacional foi mantida sob refluxo durante
5 horas, utilizando-se 0,05 mL de acido acético como catalisador. Apds o refluxo, o
solvente foi evaporado em evaporador rotatério e o sélido obtido foi eluido em
coluna cromatografica, utilizando-se como fase mével diclorometano e acetato de
etila 8:1 As fracdes que apresentaram Rf 0,6 foram evaporadas. O produto obtido
foi submetido a RMN 'He "°C.

5.1.3.7 Sintese do 1,3-ftalil-diestearilglicerol
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Experimento 31

Utilizando a mesma técnica aplicada a para a sintese do
ftalildipalmitoilglicerol, foi sintetizado o ftalildiesterilglicerol. Os reagentes foram
empregados nas seguintes propor¢des: 0,5 g (8 mmol) de diestearilglicerol, 0,12 g
(8 mmol) de anidrido ftalico e acido acético 0,5 mL, todos solubilizados em 15 mL
de THF.

5.1.3.8 Tentativa de sintese do dipalmitoilftalilprimaquina
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Depois de obtido o intermediario ftalildipalmitoilglicerol tentou-se realizar a

Oi @) O/;LO

condensacao com a primaquina.
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Experimento 32

Em baldo de 50 mL solubilizou-se 0,144 g (3,2 mmol) de difosfato de
primaquina em 20 mL de etanol. Adicionou-se 0,1 mL (6,4 mmol) de trietilamina e
manteve-se sob agitacao por 40 minutos. Apés os 40 minutos adicionaram-se
0,224 g (3,2 mmol) de ftalildipalmitoilglicerol, 0,098g (4,8 mmol) de DCC e 0,02 g
(2,4 mmol) de DMAP, todos devidamente solubilizados em 20 mL de THF. A
mistura foi mantida em banho de gelo por 4 horas e, em seguida, sob forte
agitacdo por 48 horas. O solvente foi, entdo, evaporado e o produto resultante
eluido em coluna cromatografica, utilizando-se como fase moével diclorometano e
acetato de etila 8:1. Foram retiradas as fracdes com Rf 0,8. O produto obtido foi
analisado por RMN 'H.

5.1.3.9.Sintese do 1,3-didecanoil-2-succinilprimaquina
Experimento 34

Em baldo de 50 mL foram solubilizados 0,079 g (0,22mmol) de
succinilprimaquina em 20 mL de tetraidrofurano (THF), juntamente com 0,09 g
(0,44 mmol) de DCC, sob agitacdo magnética por 30 minutos. Apdés 30 minutos
foram adicionados 0,09 g (0,22 mmol) de didecanoilglicerol, juntamente com
0,012 g (1,2 mmol) de DMAP e manteve-se a mistura reacional sob forte agitacao
e banho de gelo por quatro horas. Em seguida, prosseguiu-se com a agitagdo por
48 horas a temperatura ambiente. Interrompeu-se a agitagdo e manteve-se a
mistura reacional em geladeira por 24 horas a fim de facilitar a precipitacdo dos
cristais de DCU, os quais foram filtrados e desprezados. O filtrado obtido foi
submetido a evaporagao sob pressao reduzida. Uma vez evaporado o solvente, o
solido obtido foi eluido em coluna cromatografica  utilizando-se
diclorometano:acetato de etila (8:1) como fase movel e fluoresceina sddica como
revelador. Foram coletadas as fracdbes com Rf = 0,8. O produto obtido, de cor
amarela clara, foi submetido a andlise no V.
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5.1.3.10 Sintese do 1,3-didecanoil-2-maleilprimaquina

Experimento 35

Em baldo de 50 mL foram solubilizados 0,072 g (0,20 mmol) de
maleilprimaquina em 20 mL de tetraidrofurano (THF) juntamente com 0,080 g
(0,38 mmol) de DCC, sob agitacdo magnética por 30 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 0,100 g (0,2 mmol) de didecanoilglicerol juntamente com 0,015 g
(5 mmol) de DMAP e manteve-se a mistura reacional sob forte agitacdo e banho
de gelo por quatro horas. Em seguida, prosseguiu-se com a agitacdo por 48 horas
a temperatura ambiente. Interrompeu-se a agitagdo e manteve-se a mistura
reacional em geladeira por 24 horas, a fim de facilitar a precipitagao dos cristais de
dicicloexiluréia (DCU), os quais foram filirados e desprezados. O filtrado obtido foi
submetido a evaporacéo sob pressao reduzida. Uma vez evaporado o solvente, 0
sélido obtido foi eluido em coluna cromatogréfica utilizando diclorometano/acetato
de etila (6:1) como fase mobvel e fluoresceina sédica como revelador. Foram
coletadas as fragbes com Rf = 0,7. O produto obtido, de cor amarela clara, foi
submetido a analise no IV e por RMN 'H e °C.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE DOS DIGLICERIDEOS DOS ACIDOS PALMITICO E
ESTEARICO

Nesta tentativa (experimento 1), foram realizadas algumas modificagdes em
relacdo ao método anteriormente descrito (Sanai, Ferreira, 2000). Utilizou-se
tetraidrofurano, ao invés de benzeno. Também, foi realizada tentativa de
purificacdo do produto, utilizando etanol, sem efetuar a liofilizacdo. Outra
modificacio realizada foi 0 tempo de reacéo, que aumentou de duas para quatro
horas.

A anadlise no infravermelho (espectro 1) mostrou que a substituicado do
benzeno por tetraidrofurano foi eficiente, pois se observou a banda de estiramento
de carbonila de éster (1733 cm™). Ja em relacéo & purificacdo com etanol, esta se
mostrou ineficiente, pois 0 espectro apresentou banda de carbonila de acido
(1701 cm™) e contaminacéo com glicerol (1647 cm'1). De maneira igual, a extragéo
realizada no experimento 3 também se mostrou ineficaz, apresentando as

mesmas bandas na analise no infravermeltho.

1733 C20,&ster 1900, =0 4eido

Espectro 1 (IV, KBr, vem™): Dipalmitoilglicerol impuro.

A coluna cromatografica utilizada no experimento 2 ndo se mostrou

totalmente eficiente para a purificacdo do produto, mesmo que a andlise no
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infravermelho (espectro 2) ndo tenha mostrado as bandas relacionadas as
impurezas anteriormente mencionadas. No entanto, a andlise por RMN ™°C
mostrou sinais na regido de 65 ppm a 70 ppm referentes a carbonos carbinélicos
do monoglicerideo, o que indica a formac¢éo do diglicerideo € 0 monoglicerideo do
acido palmitico. Conseqiientemente, por meio de cromatografia em coluna ndo se
conseguiu separar o mono do diglicerideo. Isto se deve ao fato de que as CCDs
utilizadas para acompanhar a coluna cromatografica inicialmente foram reveladas
com iodo re-sublimado, o qual ndo permitia visualizar a mistura de glicerideos.

i “'1
<42 69
0'00“%“—#"1 e ‘“]. CTYTTT Y 0 T I T ¥ T § T T T ‘; - T - - “'[ it i '4
R00. 3300. 2600, 1900, {260 500. CH-1

Espectro 2 (IV, KBr, v cm’1): Dipalmitoilglicerol.
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Atribuigdes:IV (KBr, v, cm™): 3457 (larga, vOH); 2921, 2851 (forte, vC-H alifatico);
1731 (forte, vC=0 éster); 1178( fraca, vC-O)
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Espectro 3 (RMN °C, CDCI; 75 MHz, & ppm): Mistura de diglicerideo com

monoglicerideo.

Para a obtencdo do diglicerideo puro foi necessario utilizar um revelador
que pudesse evidenciar a mistura de glicerideos para, posteriormente, encontrar
fase mével mais adequada para separar a mistura em questdo. O revelador
utilizado foi a fluoresceina soédica, que apresentou bons resultados para a
revelacdo das placas. A partir dai pesquisaram-se fases moéveis com variages
nas propor¢gbes de diclorometano e acetato de etila. O sistema solvente que
apresentou a melhor separacdo entre os glicerideos foi a mistura de
diclorometano:acetato de etila (8:1), sendo, entdo, a fase mével escolhida para
realizar a separagao entre o di e o monoglicerideo realizada no experimento 4.
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Figura 33: Dipalmitoilglicerol.

Os trés sinais encontrados na regido de 65-70 ppm mostram que a
separacgao foi eficiente, apesar do residuo de monoglicerideo observado. Outro
indicio da formacdo do diglicerideo e sua purificacao é o multipleto na regido de
3,5 ppm, observado por RMN 'H, caracteristico do hidrogénio localizado na
posicao 2 do diglicerideo.
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Espectro 4 (RMN 'H, 300 MHz, CDCls, 8 ppm): Dipalmitoilglicerol
puro.

RMN'H(300 MHz, CDCls, § ppm): 0,85-0,89(t,CHs,6H); 1,25-1,40 (m, CH2,
48H):1,62-175 (m, CH2, 4H): 2,31(tCH2,4H);, 343-3,53(m,CH,1H); 4,06-
4,22(m,0CH2,4H ).
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RMN 'C (75 MHz, CDCl;, & ppm): 174,31 (Cs. Ci9), 68,77 (Co);
65,41(C3,C7); 34,48(C2s,C11); 32,30(Caz, C2s); 29,560-30,06(C13.24,C30-41); 25,27(C12-
C29); 23,06(C43,C26); 14,49(C27,C4s4)
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Espectro 5 (RMN 'H, 300 MHz, CDCls, 8 ppm): Regido ampliada do
espectro 4.
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Espectro 6 (RMN '*C, 75 MHz, CDCls, 5 ppm): Dipalmitoilglicerol puro.

Uma vez obtido o produto realizou-se a ofimizacdo desta sintese. Dessa
forma, foi possivel ndo apenas obter maior rendimento da reacédo, mas também
desenvolver metodologia mais facil, rapida e econbémica para a obtengao de
derivados digliceridicos.

Inicialmente, o tempo de reagdo foi aumentado, mantendo-se a
estequiometria original da reacdo. A analise cromatografica realizada no
acompanhamento da reaco, atraves de CCD, mostrou que a medida que o tempo
era aumentado, ocorria a rapida conversdo do diglicerideo em triglicerideo,
resultando, assim, na maior parte de mono e triglicerideo, o diglicerideo
aparecendo como contaminacéo (experimento 5). Esta formacéo de triglicerideo,
além de diminuir a obtencéo do diglicerideo, dificultava significativamente qualquer

tentativa de recristalizacdo, devido a proximidade de polaridade com o
diglicerideo.
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Posteriormente, foram realizadas variacbes na estequiometria dos
reagentes, mantendo o tempo em quatro horas de reagdo. As proporcdes dos
reagentes estao na tabela |, a seguir.

Tabela Il - Estequiometria dos reagentes utilizados na sintese dos diglicerideos

Reagente Método Exp. 6 Exp.7 Exp.8
original
Ac. palmitico 7 10 7 7
{mmol)
DBU (mmol) 7 10 7 14
Dibromidrina 3,5 35 425 3,5
(mmol)

Através da analise por CCD, pode-se observar que 0 aumento da
quantidade de acido graxo proporcionou a formacdo do triglicerideo e nao a do
diglicerideo, de maneira similar ao que ocorreu quando o tempo de reagao foi

aumentado (Experimento 6).

O aumento da proporcao de dibromidrina levou a formacado de muito
monoglicerideo e ndo do derivado dissubstituido (Experimento 7).

A modificagcdo que apresentou melhor resultado foi 0 aumento na proporgao
de DBU em relagao ao acido graxo. Esta modificacao confirmou que a reacéo néo
apresentava melhor rendimento devido a formacdo de baixa concentracdo de
carboxilato, com ataque ineficiente do acido carboxilico a dibromidrina. Notou-se
gue a propor¢do de dois mol de DBU para um de acido carboxilico melhorou o
desempenho da reacao (Experimento 8), propiciando rendimento de 35%.

Para tentar melhorar, ainda mais, a ativacao do acido carboxilico, adotou-
se, ainda, nova modificacdo no procedimento da reacdo. Na técnica original,
mantinha-se o acido graxo em agitacdo com DBU, sem aquecimento, a fim de
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ativar a carbonila. Optou-se, entao, pela manutencao da mistura sob refluxo, o que
levou a pequena melhora no rendimento, de 35% para 40% (experimento 9) .

O aumento no tempo de reacdo, ultrapassando 4 horas, levou a obtencao
do triglicerideo.

Finaimente, novo meétodo de purificacdo foi desenvolvido para substituir a
coluna cromatografica. Para realizar a purificagdo desta reagéo, foram testados
diversos solventes que conseguissem solubilizar o acido graxo, o monoglicerideo
e que precipitassem o diglicerideo. A maior dificuldade observada relaciona-se ao

fato de que mono e diglicerideo apresentam polaridades muito proximas.

Entre os diversos solventes testados, o metanol foi eficiente em purificar a
mistura reacional, deixando apenas o diglicerideo. A analise por RMN C"™ mostra
na regiao de 60 a 70 ppm apenas dois sinais, um referente aos carbonos 1 e 3 do
glicerol e outro ao carbono ligado a hidroxila em 2. Este espectro (espectro 7)
mostra que o produto se encontra mais puro que aquele obtido pelo método por
coluna cromatografica, em que se observavam sinais referentes ao

monoglicerideo.
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Espectro 7: Dipalmitoilglicerol purificado com metanol.

6.1.1 Sintese do diestearilglicerol

Apds a obtencao do dipalmitoilglicerol (experimento 5) foi realizada a
sintese do diestearilglicerol (experimento 10), a qual apresentou os mesmos
problemas na purificacdo através da coluna cromatografica. Foram realizadas
analises cromatograficas em colunas com sistemas solvente diclorometano:
acefato de etila nas proporcées de 6:1 e de 8:1, sendo este ultimo o sistema
solvente mais indicado para a separacdo de di e monoglicerideos. A analise no
infravermelho (espectro 8) mostrou a presenca da hidroxila do glicerol (3459 cm™)
e de carbonila do éster (1729 cm™), sem apresentar a carbonila de &cido.
Tambeéem foi realizada a purificacdo com metanol, que se mostrou mais eficiente no

caso do diestearilglicerol.
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Figura 36 : Diestearilglicerol.

Espectro 8 (IV, KBr, vem™): Diestearilglicerol.

AtribuicBes: IV (KBr, v cm™): 3459 (larga, vOH ) ; 2922,2850 (intensa, vC-H); 1729
(forte, vC=0 éster)

RMN'H(300 MHz, CDCls, 5 ppm): 0,85-0,89(t, CHs,6H); 1,25-1,40 (m, CH2,
48H);1,62-1,75 (m, CH2, 4H); 2,31(t,CH24H); 3,43-3,53(m,CH,1H); 4,06-
4,22(m,OCH2,4H ) .
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RMN *C (75 MHz, CDCls, & ppm): 174,31 (Cs. Cio), 68,77 (Co);
65,41(C3,C7); 34,48(C2s,C11); 32,30(C4z, Czs); 29,50-30,06(C13.24,C30-41); 25,27(C12-
C29); 23,06(C43,Co6); 14,49(C27,Ca4)
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Espectro 9 (RMN "H, 300 MHz, CDCl; & ppm): Diestearilglicerol.

A analise de RMN C™(espectro 10) também mostra a carbonila de éster
em 174,31 ppm, apresentando quatro sinais na regido de 65-70 ppm, indicando
apenas a contaminacdo por acetato de etila, solvente utilizado na coluna

cromatografica.

O espectro 11 mostra o dois sinais na regido de 65-70 ppm referentes aos
carbonos 1 e 3 do diglicerideo, comprovando o sucesso da purificagdo.
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Espectro 10 (RMN '*C, 75 MHz, CDCls, & ppm): Diestearilglicerol
purificado com coluna diclorometano/acetoto 8:1.
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Espectro 11(RMN '*C, 75 MHz, CDCls, 8 ppm): Diestearilglicerol purificado
com metanol.
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6.1.2 Sintese do didecanoilglicerol
6.1.2.1 Sintese do acido decandico

A sintese do &cido decandico consistiu na oxidacado do decanol a acido,
utilizando permanganato de potassio como agente oxidante.

No experimento 11 foram encontradas diversas dificuldades. Durante o
processo reacional, foi utilizada agitagdo magnética, o que nao foi adequado, visto
que o meio reacional tornou-se muito espesso. Outra dificuldade encontrada,
também relacionada com a viscosidade do produto, foi 0 processo de filtracdo.
Apébs a agitacao, o ideal seria que o meio reacional fosse submetido a filtragéo, o
que nao foi possivel devido a alta viscosidade do sistema. Por fim, o processo de
destilacdo horizontal sob pressdo reduzida promoveu a esterificagdo entre o
decanol e o acido decandico, dificultando a purifica¢do do produto. A analise do
espectro de RMN 'H (espectro 39) mostrou a presenca dos hidrogénios ligados a
carbonos carbindlicos pertencentes ao decanol, assim como o sinal em 6,3 ppm
referente a hidroxila. A analise de RMN '°C (espectro 13) mostrou sinais de
carbono carbonilico de acido e éster localizadas em 178 e 174 ppm,
respectivamente.
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Espectro 12 (RMN 'H, 300 MHz, CDCls, 8 ppm): Tentativa de sintese do
acido decandico (experimento 11).
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Espectro 13(RMN 'H, 75 MHz, CDCls, 8 ppm): Tentativa de sintese do
acido decandico (experimento 11).

Nos experimentos 12 e 13 foram realizadas modificacdes visando corrigir os
problemas encontrados no experimento 11.
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A agitacdo magnética foi substituida pela agitacdo mecéanica e ao invés de
se tentar a filtragao foi realizada centrifugacéo. A modificacdo de maior impacto foi
a tentativa da formacdo de sal sodico do acido, com isto evitando a destilagao
horizontal. A analise de RMN 'H (espectro 14) mostrou a auséncia dos sinais
referentes a hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos. A analise de RMN 3c
(espectro 15) mostrou o sinal em 180 ppm referente & carbonila do acido e a
auséncia de sinais de carbonos carbindlicos.

(o)
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Figura 37: Acido decandico.
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Espectro 14 (RMN "H, 300 MHz, CDCls, 8 ppm): Acido decanoéico.

Atribuicées RMN "H: (300 MHz, CDCls, § ppm): 0,87 (t, CHa, H12): 1,26 (m,
12 CHy); 1,65 (m, CHa H5); 2,34 (t, CHa, H4)
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Durante o processo de sintese observou-se a formacao do sal potassico do
acido decandico, dispensando, assim, a etapa de formacdo do sal sddico. Com
isto realizou-se 0 experimento 14, no qual se trabalhou com a fase aquosa, a qual
foi acidificada obtendo-se entao 40% de rendimento do acido decandico.
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Espectro 15 (RMN 'H, 75 MHz, CDCls, & ppm): Acido decandico.

Atribuicbes RMN "*C (75 MHz, CDCls,  ppm) 180,16 (Cy); 34,40 (C.); 32,24
(C10); 29,78 (Cs); 29,63 e 29, 45 (Cs, Cr € Cg); 25,08 (Cs); 23,05 (C11) 14,49 (C12).

6.1.2.2 Sintese do digliceridio do acido decandico

Uma vez obtido o acido decandico, iniciou-se a sintese do seu diglicerideo,
descrita no experimento 15. Esta sintese seguiu conforme o método otimizado de
obtencdo de diglicerideos, previamente descrito. Encontrou-se apenas pequena
dificuldade na purificacdo com metanol. Devido a cadeia alquilica deste
diglicerideo ser menor que a do dipalmitoil e diestearilglicerol e,
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conseqiientemente, ser menos lipofilico, foi necessario utilizar banho de gelo para
a recristalizacdo do didecanoilglicerol.

A analise por H' RMN mostrou o multipleto em 3,43-3,53 ppm, referente ao
hidrogénio ligado ao cabono carbindlico encontrado na posicdo 2 do glicerol,
caracteristico em derivados digliceridicos. O espectro 16 mostra o produto obtido.

Igualmente caracteristico de diglicerideos, o sinal em 1,49 ppm, referente
as cadeias alquilicas, pode ser observado.
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Espectro 16: RMN'H(300 MHz, CDCls, & ppm): Didecanoilglicerol.
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Atribuigdes: RMN'H(300 MHz, CDCls, 5 ppm): 0,85-0,89(t,CHs,6H); 1,25-1,40 (m,
CH2, 24H);1,62-1,75 (m, CH2, 4H); 2,31(t,CH2,4H); 3,43-3,53(m,CH,1H); 4,06-
4,22 (m,0CH2,4H ).

A andlise de RMN C™ mostrou o sinal em 174 ppm, referente aos
carbonos de carbonila de éster. Também, podem-se observar apenas dois sinais
em 62 e 70 ppm, correspondentes aos carbonos do esqueleto do glicerol nas
posicoes 1 e 3 e a posicdo 2, respectivamente. O espectro 17 de RMN C™
confirma ter-se obtido o produto esperado.

v 1
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Espectro 17 RMN "*C (75 MHz, CDCls, § ppm): Didecanoilglicerol.

.

Atribuices RMN *C (75 MHz, CDCls, & ppm): 174,16 (Cs, C1g), 68,62 (C2);
65,25(C3,C7); 34,32(C20,C11); 32,06(017, Cgs); 29,33-29,61 (C13-15,C22.25);
25,10(C12-C21); 23,06(C27,C1s); 14,49(C1g,Cos)
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6.2 SINTESE DAS HEMIAMIDAS DE PRIMAQUINA

Obteve-se a succinilprimaquina por meio do método padronizado em nosso
laboratério, descrito no experimento 16.

A anélise do espectro no infravermelho (espectro 18) mostra bandas de
estiramento localizadas em 1670 cm™ e 1648 cm‘1, indicando a presenga da
carbonila de amida, e banda de estiramento em 1715 cm™, indicando a presenca
da carbonila acida. Estas bandas levam a constatacdo de que houve a ligacao
entre o anidrido succinico e a primaquina.
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~ Espectro 18 (IV, KBr, v cm™): Succinilprimaquina.

Atribuigbes IV (KBr, v cm™): 3451 (forte, vOH ), 3266 (forte,. N-H )
3088,3006 (fraca, vC-H aromatico) 2958,2926,2863 (fracas, vC-H alifatico),1715
(forte, v C=0 acido) 1670, 1648 (forte, vC=0 amida).
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A sintese da maleilprimaquina foi um pouco mais trabalhosa, sendo
necessarias algumas modificacdes.

No experimento 17 obteve-se um produto com caracteristicas semelhantes
as da succinilprimaquina: cor amarelada, ponto de fusao entre 108 °C e 111 °C.
Realizada a analise no infravermelho constatou-se que n&o havia as bandas de
amida (1625-1640 cm™) e de &cido (1710 cm™), mostrando que o produto ndo
havia se formado (espectro 11).

AtribuicBes IV (KBr, v cm™): 3422 (larga vOH e yNH), 2972, 2938(intensa,
vC-H alifatico) 2803, 2749, 2491 (fraca, vN-H sal aminico); 1615(intensa, v C-N)

#Peaks =31

Espectro 19 (IV, KBr, vem™): Produto da reagao (experimento 17).

Acredita-se que o produto amarelo descrito seja a primaquina na forma de
monofosfato. Outro indicador da formacao do sal & o fato de que o composto
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precipitou em acetona a quente, 0 que é caracteristico de alguns sais. A analise
por CCD indicou que 0 composto obtido apresenta Rf semelhante ao do difosfato

de primaquina.

Varios fatores podem ter contribuido para que nao se tenha formado o
produto e sim o sal. O tempo de reacao, o volume de frietilamina e a qualidade do
anidrido empregado sdo alguns parédmetros que podem ser modificados

facilmente.

Como correcao, o volume de ftrietilamina foi aumentado de 1,4 mbL para
2 mL e a mistura foi mantida sob refluxo por 15 minutos, antes de se adicionar o
anidrido maléico, a fim de evitar a formacéao do sal.

O tempo de reagéo foi aumentado de uma para duas horas. Quanto ao
anidrido, este foi re-sublimado, a fim de eliminar impurezas com o acido maléico

(experimento 18).

O produto isolado apresentou cor amarela e ponto de fuséo entre 118 °C
e123°C.

A analise no infravermeltho mostrou as bandas de amida (1640 cm™) e de
acido (1708 cm™), caracterizando a hemiamida de primaquina.

Atribui¢des: IV (KBr, v cm™): 3382 (intensa, vN-H); 3244 (intensa,v O-H),
3066 (fraca, vC-H aromatico), 2951 (intensa, vC-H alifatico); 1898 (umbrella, vC-H
de aromatico substituido), 1708 ( forte, vC=0 acido), 1640 (forte, vC=0 amida),
1614(forte, deformacao N-H de amina); 1605 (deformac&o C=C aromatico)
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Espectro 20 (IV, KBr, v cm™): Maleilprimaquina.

A estrutura foi submetida 8 RMN 'H e de ™C. Através da andlise do
espectro de RMN "H (espectro 22), foi possivel observar os sinais referentes aos
hidrogénios ligados ao C=C do acido maléico com primaquina.

AtribuicBes: RMN 'H(300 MHz, CDCls, 8 ppm): 8,56-8,53 (dd, CH, H2);
7,95-7,96 (dd, CH, H4); 7,63 (s, NH, H16), 7,32-7,36 (dd, CH, H3); 6,37-6,38 (d,
CH, H8); 6,31-8,32 (d, CH, H10): 6,19-6,22 (d, CH, H23); 5,99-6,04 (d, CH, H22);
3,88 (s, CH3, H20):3,58-3,64 (g, CH, H12); 3,29-3,41 (m, CH2, H15); 1,69-1,74 (d,
CH2, H13, 14); 1,27-1,29 (d, CH2, 21).
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Espectro 21 (RMN *H,300 MHz, CDCls, 8 ppm): Maleilprimaquina (Geral).
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Espectro 22 (RMN "H,300 MHz, CDCl3 6 ppm): Maleilprimaquina. Regiles
ampliadas do espectro 21, correspondente a faixa de 6,0 ppm até 6,4 ppm. (Os
dois dubletos localizados em campo mais alto sdo referentes aos hidrogénios

ligados aos carbonos 22 e 23).

Quanto a analise por RMN "°C, o espectro ndo foi esclarecedor, portanto,
foi necessario que se utilizasse a técnica bidimensional HMQC (espectro 23).

Nesta técnica ocorre a correlagdo entre o ™°C e seu respectivo 'H e com ela
foi possivel a determinagao dos carbonos com maior precisao.
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Espectro 23(RMN, CDClz): HMQC de maleilprimaquina.
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Espect.fo_ 24 (RMN-CDCI3): HMQC de rﬁ’aleilprimya'quina. Eébectro
ampliado na faixa de 6,0 a 8,5 ppm.

O espectro 24 mostra a correlagao entre os hidrogénios H22 e H23 com
0S seus respectivos carbonos, confirmando a estrutura da maleilprimaquina.

Quanto a sintese da ftalilprimaquina (experimento 19), encontraram-se
dificuldades referentes & sua purificacdo e cristalizagdo. A analise no
infravermelho do produto bruto (espectro 25) indica que houve a formacdo do
composto desejado, uma vez que se puderam visualizar as bandas de carbonila
de &cido (1715 cm™) e de carbonila de amida (1645 cm™).

Guilherme Costa Matsutani
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H

Espectro 25 (IV, NaGlv cm™): Ftalilprimaquina bruta.

Na tentativa de recristalizacdo ocorreu a formag¢ao de precipitado amarelo
e muito fino, o qual nao foi possivel isolar, mesmo concentrando a amostra ao
maximo. Provavelmente, o método de recristaliza¢do utilizado nao foi eficaz.

A analise no infravermelho permitiu concluir que a purificacao por meio de
coluna cromatografica nao foi eficaz, pois apesar de se observar a presenca do
acido (1712 cm™"), néo foi possivel encontrar a banda de amida (espectro 26).
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Espectro 26 (IV, NaCl, v cm™): Ftalilprimaquina eluida em coluna

cromatografica.

A eluigdo pela coluna cromatografica também se mostrou ineficaz, pois foi
obtida uma substancia de aspecto viscoso, que a analise no infravermelho indicou
nao se tratar do grupo ftalil ligado a primaquina: observou-se a banda da carbonila
de acido, porém nao a carbonila de amida.

O terceiro método empregado na purificacdo da ftalilprimaquina consistiu
na extracdo do composto com diclorometano e agua com a posterior
recristalizacdo de acetona. No processo de extragcdo, era esperado que a
ftalilprimaquina migrasse para a fase orgénica, no caso o diclorometano.
Surpreendentemente, o composto migrou para a fase aquosa, que,
posteriormente, foi evaporada, obtendo-se precipitado amarelo escuro e amorfo,
através da recristalizacdo de acetona. Uma hipbtese para esta afinidade para a
fase aquosa seria o fato de que o nitrogénio do anel quinolinico estivesse
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protonado (Figura 39), portanto o composto estaria na forma de monofosfato de
ftalilprimaquina.

/O

N

NH
NN\r .H;PO,
O

o)

HO
Figura 39: Composto com nitrogénio quinolinico protonado.

A analise no infravermetho mostrou que o composto obtido realmente é a
ftalilprimaquina, pois podem ser observadas as bandas de 4cido a 1711 cm™ e de
amida a 1618 cm™.

£ TRANTRITTAME

Espectro 27 (IV, KBr, v cm‘1): Ftalilprimaquina provavelmente
protonada.
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Atribuicbes W (KBr, v cm‘1): 3422 ( larga, vN-H aminico, vO-H, vC-H
aromatico); 2966 ( larga, vC-H alifatico); 1711 (fraca, vC=0 éacido); 1615 (intensa,
vC=0 amida).

6.3 Sintese dos derivados “trigliceridicos” de

primaquina

As sinteses dos derivados digliceridicos foram realizadas utilizando THF
como solvente. A escolha deste solvente deve-se ao fato de que a dicicloexiluréia
(DCU), subproduto obtido nas sinteses que empregam DCC, é insolivel em THF,
facilitando, assim, sua retirada. Este procedimento é de grande valia, uma vez que

DCU sempre é dificil de ser retirado.

As condicles reacionais para a sintese da diesteariimaleilprimaquina
(experimento 20) mostraram-se adequadas. Como citado anteriormente, ©
emprego da fluoresceina como revelador para gliceridios permitiu melhor
visualizagao das placas de CCD, para acompanhamento da coluna
cromatogréafica, porém ainda assim, devido aos Rf muito préximos, pode-se
concluir que o composto apresenta pequena contaminagao do diglicerideo de
partida.

A anélise no infravermelho (espectro 28) mostrou a presenca das bandas
de carbonilas de éster a 1736 cm™ e de amida a 1625 cm‘1, comprovando a

formacao do composto pretendido.

Atribuicdes: IV (KBr, vem™): 3331 (intensa, vN-H, aminico); 2927, 2851
(fortes, vC-H alifatico); 1736 (forte, vC=0 éster); 1625 (intensa vC=0 amida); 1575

(fraca, vC=C aromatico).
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RMN "H(300 MHz, CDCls, 5 ppm): 8,46-8,47 (dd, CH, H2); 7,85 -7,88 (dd,
CH, H4); 7,23-7,27 (dd, CH, H3); 6,78-6,83 (d, CH, H8); 6,70-6,75 (d, CH, H10);
6,29-6,28 (d, CH, H23); 6,22-6,21 (d, CH, H22); 5,23, (m,CH,H27); 4,28(dd, CH2,
H32); 4,24 (dd, CH2, H28); 3,82 (s, CH3, H20):3,57-3,64 (q, CH, H12); 3,31-3,52
(m, CH2, H15); 2,30 (t, 2 CH2, H53 e H36); 1,64-166 (d, CH3, H21); 1,58 (m,
2.CH2, H54 eH37) 1,26-1,27 (d, CH2, H13, H14); 1,18 (m ,CH2 ,56 H do acido
graxo); 0,88 (t, CH3, 6 H, H69 e H52) (espectro 21).

Figura 40: Diestearilmaleilprimaquina.

A analise por RMN H (espectro 30) mostra o multipleto em 5,3 ppm,
referente ao hidrogénio ligado ao carbono 2 do digliceridio, antes localizado em
3,5 ppm. Este deslocamento para campo mais baixo mostra que houve a reagéo
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na hidroxila em 2, formando ligacdo éster entre a maleilprimaquina e ©
diglicerideo.

Espectro 29 (RMN'H, 300 MHz, CDCh, & ppm):

Diestearilmaleilprimaquina.

Outra informagao importante obtida no espectro de RMN 'H (espectro 30)
& a presenca dos sinais referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos
olefinicos do anidrido maléico. Estes sinais estdo na forma de dois dubletos

presentes na regiao de 6,0 — 6,5 ppm.

Juntamente com os sinais supracitados, deve-se ressaltar a presen¢a dos
sinais referentes aos hidrogénios quinolinicos da primaquina, 0s quais podem ser
observados na regiao de 7,0 - 8,5 ppm (espectro 31).
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Espectro 30 (RMN'H, 300 MHz, CDCls, 8 ppm): Regido de 4,8-6,0 ppm , da
diestearilmaleilprimaquina mostrando ¢ multipleto em 5,3 ppm referente ao H2.

Espectro 31 (RMN'H, 300 MHz, CDCls, 8 ppm): Regido ampliada de 6,0 a
8,0 ppm, da diestearilmaleilprimaquina mostrando sinais referentes ao anel

quinolinico da primaquina.
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Outra observacado importante para a determinacao da estrutura em
questdo é a presenca dos sinais referentes as cadeias alifaticas dos diglicerideos,
localizados na regido de 0,8 - 2,0 ppm, especiaimente o sinal em 1,2 ppm,
correspondente aos CH, das cadeias alquilicas (espectro 32).
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Espectro 32 (RMN'H, 300 MHz, CDCls, & ppm): Regido ampliada de
0,8-2,0 ppm. O sinal em 1,2 ppm é referente a cadeia alquilica do diglicerideo.

Através da analise de RMN "°C (espectro 33), foi possivel concluir pela
presenca dos ésteres das posicoes 1, 2 e 3 do diglicerideo ligado ao farmaco,
representados pelos sinais dos carbonos carbonilicos, localizados em
172 e 173 ppm. Os sinais na regido de 65-70 ppm indicam a presenca apenas do
triglicerideo.
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Espectro 33 (RMN'*C, 75 MHz,CDCls, & ppm): Diestearilmaleilprimaquina.

O experimento 21, a sintese do diestearilsuccinilprimaquina, apresentou
algumas dificuldades em relagdo ao experimento 20. O procedimento empregado
para realizar a sintese foi 0 mesmo, porém nao ocorreu a condensagdo do
diestearilglicerol com succinilprimaquina. Outro problema encontrado foi a
separagdao por coluna cromatografica, em que ocorreu a mistura da
succinilprimaquina com o diglicerideo.

A andlise no infravermelho (espectro 34) mostra a presenca das bandas
de estiramento carbonila, referentes aos ésteres do diglicerideo a 1735 cm edo
grupo acido da succinilprimaquina a 1714 cm™.
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Espectro 34 (I, KBr, vem™'): Tentatva de sintese de
diestearilsuccinilprimaquina.

Atribuicdes: IV (KBr, v cm'1): 3460 (intensa, ‘vN-H, aminico); 2918, 2840
(fortes, vC-H alifatico); 1735 (forte, vC=0 éster); 1714(forte, vC=0 é&cido); 1627
(fraca, vC=0 amida); 1575 (fraca, vC=C aromatico).

Acredita-se que a condensagao nao ocorreu devido as proporcdes de DCC,
DMAP e succinilprimaquina. Outro fator pode ter sido a contaminagdo do
diglicerideo pelo monoglicerideo.

As devidas alteracbes foram realizadas no experimento 22, em que as
propor¢des entre DCC, DMAP e succinilprimaquina foram modificadas.

A fase moével empregada também foi modificada, passando de
diclorometano: acetato de etila 8:1 para 6:1.
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A analise no infravermelho (espectro 35) mostra que houve a formagéo do
composto, uma vez que podem ser visualizadas as bandas referentes a
estiramento carbonila de éster a 1737 cm™ e a amida a 1626 cm™. Ainda é
possivel visualizar a banda em 3328 cm™, pertencente ao nitrogénio aminico da
primaquina, e as bandas 2924 cm™ e 2861 cm™, referentes aos CH, da cadeia
alifatica do glicerideo.

Atribuicbes: IV (KBr, v cm™): 3328 (intensa, vN-H, aminico); 2924, 2861
(fortes, vC-H alifatico); 1737 (intensa, vC=0 éster); 1626 (forte, vC=0 amida);
1578 (fraca, vC=C aromatico).
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Espectro 35 (IV, KBr, v cm™): Diestearilsuccinilprimaquina.

A analise por RMN "H (espectros 36 e 37) revelou a presenca do multipleto
em 5,28 ppm, correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono 2 do digliceridio.
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Figura 41: Diestearilsuccinilprimaquina.

Da mesma maneira que a diestearilmaleilprimaquina, o espectro (espectro
36) também mostra as bandas referentes a porgdo quinolinica da primaquina,
localizada na regido de 6,0 a 8,5 ppm, juntamente com os dois tripletos localizados
em 2,38 ppm e 2,40 ppm, pertencentes ao grupo succinil ligado a primaquina e ao
diglicerideo. Também podem ser observados os sinais das cadeias alifaticas dos

diglicerideos localizados em 1,35 ppm (espectro 38).
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Espectro 36 (RMN'H,300MHz, CDCls, 8 ppm): Diestearilsuccinilprimaquina.
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Atribuigdes: RMN 'H(300 MHz, CDCLS ppm): ): 8,51 (dd, CH, H2); 7,92 -
7.89 (dd, CH, H4); 7,31-7,30 (dd, CH, H3); 6,31 (d, CH, H8); 6,26 (d, CH, H10);
5,20, (m,CH,H27); 4,25-4,26(dd, CH2, H32); 4,14 -4,12 (dd, CH2, H28); 3,87(s,
CH3, H20);3,40-3,60 (g, CH, H12); 3,26 (m, CH2, H15); 2,45-2,38 (t, CH2,
H22);2,40-2,38 (t, CH2 H23) 2,30 (t, 2 CH2, H53 e H36); 1,65 (d, CH3, H21); 1,57
(m, 2.CH2, H54 eH37) 1,14 (d, CH2, H13, H14); 1,23 (m ,CH2 ,56 H do &acido
graxo); 0,83 -0,88 (t, CH3, 6 H, H69 e H52).

Espectro 37 (RMN'H, 300 MHz, CDCls  Sppm): Regido ampliada de
4,6-6,0 ppm mostrando o o multipleto em 5,2 ppm referente ao hidrogénio ligado
no carbono 2 do digliceridio.
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Espectro 38 (RMN'H,300 MHz, CDCls & ppm): Regides ampliadas de
0,8-2,6 ppm, mostrando os dois tripletos referentes ao grupo succinil ligado a

primaquina e ao diglicerideo.

Quanto ao espectro RMN "C (espectro 39), é possivel a visualizagdo do
sinal de carbonila de éster em 173 e 172 ppm, juntamente com os sinais em 55,
62 e 69 ppm, referentes aos carbonos 1, 2 e 3 do diglicerideo.
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Espectro 39(RMN>C,75 MHz, CDCl3 8 ppm): Diestearilsuccinilprimaquina.

129

A sintese dos derivados do diglicerideo do acido palmitico obedeceu ao

mesmo procedimento que aquela dos diglicerideos do acido estearico.

O produto da sintese da dipalmitoilmaleilprimaquina (experimento 23) foi

analisado no infravermelho (espectro 40), constatando-se que a reagédo néao

ocorreu. Pode-se observar a presenga da banda de estiramento carbonila de acido

a 1712 cm™" e de éster a 1735 cm™, indicando que n&o houve a ligagdo do

glicerideo com a hemiamida de primaquina.
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Atribuicdes: IV (KBr, v cm™): 3462 (fraca, vN-H, aminico); 2922, 2861
(fortes, vC-H alifatico);, 1735 (forte, vC=0 éster); 1715(forte, vC=0 acido); 1642
(fraca, vC=0 amida).
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Espectro 40 (IV, KBr, v cm™): Tentativa de sintese da dipalmitoilmaleilprimaquina.

Acredita-se que o0 composto pretendido ndo se formou devido a
contaminacao do diglicerideo pelo monoglicerideo. Portanto, no experimento 24 o
diglicerideo foi repurificado.

O composto obtido foi analisado no infravermelho (espectro 41) e
mostrou as bandas de estiramento carbonila de éster a 1735 cm™ e de amida a
1626 cm™', assim como se observaram as bandas de CH alifatico 2926 cm™ e
2801 cm™". Também puderam ser observadas as bandas referentes ao nitrogénio
aminico e ao anel quinolico, localizadas em 3346 cm” e 3332 cm’,
respectivamente.
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Atribuicdes IV (KBr, vcem™): 3346 (intensa, vN-H, aminico); 3332
(larga, vO-H) 2926, 2801 (fortes, vC-H alifatico); 1735 (fraca, vC=0 éster); 1626

(fraca, vC=0 amida); 1576 (fraca, vC=C aromatico).
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Espectro 41 (IV, KBr, vem™): Dipalmitoilmaleilprimaquina.
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Figura 42: Dipalmitoilmaleilprimaquina.

De maneira andloga aos outros derivados digliceridicos, a
dipalmitoilmaleilprimaquina apresentou multipleto na regido de 5,23 ppm na
analise de RMN 'H (espectro 42, 43), assim como os sinais da maleilprimaquina

na regiao de 6,0-8,5 ppm.
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Espectro 42 (RMN'H,300 MHz,CDCls 8 ppm): Dipalmitoilmaleilprimaquina.

Atribuicdes. RMN "H(300 MHz, CDCls, § ppm): 8,46-8,47 (dd, CH, H2);
7,85 -7,88 (dd, CH, H4); 7,23-7,27 (dd, CH, H3); 6,78-6,83 (d, CH, H8); 6,74(d,
CH, H10); 6,29-6,28 (d, CH, H23); 6,0 (d, CH, H22): 5,29, (m,CH,H27); 4,28(dd,
CH2, H32); 4,24 (dd, CH2, H28); 3,82 (s, CH3, H20):3,57-3,64 (q, CH, H12); 3,31-
3,52 (m, CH2, H15); 2,30 (t, 2 CH2, H53 e H36); 1,64-166 (d, CH3, H21); 1,58 (m,
2.CH2, H52 eH37) 1,22 (d, CH2, H13, H14); 1,23 (m ,CH2, 48 H do 4cido graxo);
0,88 (t, CH3, 6 H, H50 e H65).
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Espectro 43 (RMN'H, 300 MHz, CDCls 8ppm): Regido de 5,0-6,0 ppm

ampliada, dipalmitoilmaleilprimaquina.

Finalizando as sinteses dos derivados digliceridicos de primaquina, foi
realizada a sintese da dipalmitoilsuccinilprimaquina (experimento 25). Neste
experimento a analise no infravermelho (espectro 44) mostra as bandas de
estiramento carbonila de éster a 1721 cm™, porém pode-se observar que ha
pequena contaminacdo por acido, ja que a banda de éster parece encobrir a
banda do contaminante. Observa-se, também, que ha a banda de estiramento
carbonila de amida a 1625 cm™, indicando que houve a ligagao entre o glicerideo
e a hemiamida, ainda que o produto final tenha contaminacao.

Atribuigdes: IV (KBr, v cm™): 3328 (fraca, vN-H, aminico); 2929, 2851
(fortes, vC-H alifatico); 1721 (fraca, vC=0 éster); 1626 (forte, vC=0 amida); 1575

(fraca, vC=C aromatico).
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Figura 43: Dipalmitoilsuccinilprimaquina.

A andlise de RMN 'H (espectros 45, 46) mostra o multipleto em

5,23 ppm, indicando que houve a ligacdo do composto, embora a amostra
estivesse muito diluida e o espectro mal definido.
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Também s@o observados os sinais relativos a porcao quinolinica da
primaquina em 6,0-8,0 ppm e as cadeias alifaticas do glicerideo em 1,3 ppm.
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Especto  45(RMN  'H, 300 MHz, CDCL .8 ppm):

Dipalmitoilsuccinilprimaquina

Afribuicbes: RMN 1H(300 MHz, CDCl;, & ppm): 8,52 (dd, CH, H2); 7,92 -
7,89 (dd, CH, H4); 7,31-7,30 (dd, CH, H3); 6,32 (d, CH, H8); 6,27 (d, CH, H10);
5,20, (m,CH,H27); 4,24 (dd, CH2, H32); 4,14 -4,12 (dd, CH2, H28); 3,88(s, CH3,
H20);3,45 (g, CH, H12): 3,26 (m, CH2, H15); 2,30 (t, CH2, H22);2,16 (t, CH2 H23)
1,95 (t, 2 CH2, H53 e H36); 1,68 (d, CH3, H21); 1,57 (m, 2.CH2, H54 eH37) 1,20
(d, CH2, H13, H14); 1,24 (m ,CH2 ,48 do acido graxo);0,83 -0,88 (t, CH3, 6 H, H50
e H65).
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Espectro 46 (RMN 'H, 300 MHz, CDCls §ppm): Regido ampliada de
5,0— 6,0 ppm mostrando o sinal em 5,23 ppm.

6.3.1 Sintese dos derivados digliceridicos de primaquina

utilizando o grupo ftalil como espagante

As sinteses dos derivados digliceridicos de primaquina utilizando o grupo
ftali como espacante apresentaram algumas dificuldades. Inicialmente, foram
utilizados como reagentes de partida dipalmitoilglicerol e diestearilglicerol,
juntamente com a hemiamida de primaquina, ftalilprimaquina, utilizando como

agentes condensantes DCC e DMAP.

Esta primeira metodologia foi realizada de duas maneiras diferentes. Na
metodologia aplicada nos experimentos 26 e 27, solubilizou-se a ftalilprimaquina e
manteve-se sob agitacdo com o DCC, para posteriormente adicionar os
diglicerideos com o0 DMAP.
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A analise cromatografica realizada para acompanhar a reacio, assim como
a realizada ap6s 48 horas de reacao, indicou que nao houve a formacdo do

produto desejado.

A provavel explicacdo para a nao formagao do produto esta no fato de que
o grupo ftalil da ftalilprimaquina apresenta suas carbonilas muito préximas e em
uma estrutura rigida, o que favorece a ciclizacdo da carbonila do grupo acido com
0 nitrogénio da amida. A ativacdo da carbonila pelo DCC aumenta esta ciclizacao.
A Figura 43 mostra a ciclizagdo proposta para o grupo ftalil.

/0

R—< H 0
NM R—< o
OH +0 + NH
0 DCC/DMAP OH M
R—(b
HO R “ o
R palmitico; estearico

Figura 44: Reacéao de ciclizagao provavel da ftalilprimaquina.

Para tentar evitar ou até mesmo diminuir a formacao do derivado ciclico, a
técnica anteriormente descrita foi modificada. Ao invés de adicionar a
ftaliiprimaquina com o DCC e posteriormente adicionar o diglicerideo,
desenvolveu-se a rea¢ao com adi¢ao concomitante dos reagentes, como relatado
nos experimentos 28 e 29. Com isto, esperava-se que a carbonila da
ftalilprimaquina seria ativada, reagindo imediatamente com o diglicerideo, o que a
analise cromatografica indicou n&o ter ocorrido.

Diante das dificuldades expostas, propds-se uma nova rota sintética, em
que o grupo ftalil fosse primeiramente ligado ao diglicerideo, formando o
hemiéster do diglicerideo, para entao reagir com a primaquina.
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6.3.1.2 Tentativa de sintese do ftalildipalmitoilglicerol e

ftalildiestearilglicerol

O hemiéster do diglicerideo foi obtido através da reacéo do anidrido ftalico
com o diglicerideo do acido palmitico, utilizando-se acido acético como
catalisador, conforme descrito no experimento 30.

A analise por RMN H' mostrou sinais na regido de 8,0 a 6,0 ppm, referentes
aos hidrogénios do grupo ftalil. Sinal muito importante pode ser observado em 5,4

7

ppm. Este multipleto, originalmente em 3,5 ppm, é referente ao hidrogénio
localizado na posi¢do 2 do glicerol em derivados digliceridicos. Esta passagem de
3,5 para 5,4 ppm indica que ocorreu a substituicdo da hidroxila alcéolica por éster
na posicdo 2, uma vez que ha desprotecdo dos hidrogénios pelo carater do grupo
carbonilico. Ainda podem-se observar os sinais referentes as cadeias alquilicas do

diglicerideo na regido de 1,36 ppm. O espectro 47 mostra 0s sinais descritos.

o] OH
(o) o]

/\/\/\/\/\/\/\)Lj_

Figura 45: Ftalildipalmitoilglicerol.
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Espectro 47 (RMN'H, 300 MHz, CDCls, 5 ppm): Ftalildipalmitoilglicerol.

AtribuicBes: RMN'H(300 MHz, CDCls, 5 ppm): 0,78-0,82(t CHa,6H): 1,18-
1,36 (m, CH2, 40H);1,54-149 (m, CH2, 4H); 2,20-2,30(t,CH24H), 4,24-
4,18(dd,OCH2,2H ); 4,38-4,33(dd,OCH,2H); 5,45-5,44 (m, CH, 1H, CHqy); 7,49-
7,53 (t, CH aromatico, Hs); 7,58 —=7,61 (t, CH aromatico, Ha); 7,80-7,81 (d, CH aromatico, He);
7,81-7,83 (d, CH aromatico, H3).

A analise por RMN C* mostra sinal em 173 ppm, indicando a presenca das
carbonilas dos ésteres do diglicerideo. O carbono referente & carbonila do éster do
grupo ftalil aparece em 167 ppm. O sinal do carbono do acido carboxilico pode ser
observado em 171 ppm. Observam-se, na regiao de 128 a 132 ppm, seis sinais
referentes aos carbonos do anel aromatico do grupo ftalil.

Guilherme Costa Matsutani



Antimaldricos Potenicais: Planejamento e Sintese de pré-farmacos “trigliceridicos” de primaquina 140

Na regido de 60 a 70 ppm podem se observar dois sinais, um referente aos
carbonos 1 e 3 e outro referente ao carbono 2 do diglicerideo substituido.
O espectro 48, a seguir, mostra os sinais descritos.

i
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Espectro 48( RMN™C , 75 MHz, CDCls, & ppm): Ftalildipalmitoilglicerol.

Atribuicdes: RMN'C (75 MHz, CDCl;, § ppm): 173,82 (Czo. C1s); 171(Co);
167(C7) 132, 64(C4), 132,04(Cs); 131,32 (Cs); 130,86(C>); 130,35(C3); 128,97(C.);
70,67 (C1p); 62,04(C13,C1s); 34,25 (C25,Cs7); 32,13(Cas, Cag); 29,91-29,31(Coa
33,C30.48); 25,03-24,89(C22-C37); 22,90(Cas,Cs0); 14,49(Ca6,Cs1).

A sintese do ftalildiestearilglicerol (experimento 31) procedeu da mesma
maneira. O espectro apresenta sinais que indicam a presen¢a do composto. De
maneira semelhante, comprovou-se a ligacao do diglicerideo através do multipleto
em 54 ppm. O espectro de RMN "*C (espectro 50) apresentou também as
carbonilas de éster em 173 e 167 ppm e a carbonila de acido em 171 ppm. A
seguir, encontram-se os espectros de e RMN 'H (espectro 49) e **C (espectro 50)
do ftalildiestearilglicerol.
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Espectro 49 (RMN 'H, 300 MHz, CDCl; 8 ppm): Ftalildiestearilglicerol.
Atribuicbes: RMN'H(300 MHz, CDCl;, & ppm: 0,78-0,82(t,CHs,6H); 1,18-
1,36 (m, CH2, 48H);1,54-1,49 (m, CH2, 4H); 2,20-2,30(tCH2,4H), 4,24-
4,18(dd,OCH2,2H ); 4,38-4,33(dd,OCH,2H); 5,45-5,44 (m, CH, 1H, CH12); 7,49-
7,53 (t, CH aromatico, Hs); 7,58 —7,61 (t, CH aromatico, Ha); 7,80-7,81 (d, CH aromatico, Hs);
7,81-7,83 (d, CH aromatico, H3).
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Figura 46: Fialildiestearilglicerol.
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Espectro 50(RMN"*C, 75 MHz, CDCls, 8 ppm): Ftalildiestarilglicerol.

Atribuicées: RMN *C (75 MHz, CDCls, § ppm): 173,82 (C20, C1s); 171(Co);
167(C7) 132, 64(C1), 132,04(Cs); 131,32 (Cs); 130,86(Cy); 130,35(C3); 128,97(Ca);
70,67 (C12); 62,04(C13,C1s); 34,25 (Cx,Cao); 32,13(Css, Css); 29,91-29,31(Cos
35,C41.52); 25,03-24,89(C22-Cag); 22,90(C37,Cs4); 14,49(Cas,Css).

6.3.1.3 Tentativa de sintese da dipalmitoilftaliprimaquina

No experimento 32 foi tentada a condensacgao entre o ftalildipalmitoilglicerol
e a primaquina.

A primeira dificuldade encontrada foi a escolha do sistema solvente. Como
citado anteriormente, esta reacdo de condensacdo do diglicerideo ocorria
utilizando THF como solvente. No entanto, como o difosfato de primaquina ndo é
solivel em THF, decidiu-se realizar a reacado em duas etapas, utilizando a mistura
de etanol e THF.
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Na primeira etapa, o difosfato de primaquina foi submetido a agitacéo com
trietilamina e etanol como solvente, a fim de liberar a base livre de primaquina. Na
etapa seguinte, 0os agentes condensantes e o diglicerideo foram adicionados a
reacao em solugédo com THF. Esta mistura apresentou aspecto de emulsao. Este
sistema solvente utilizado nao permitiu a precipitagdo do DCU formado durante a
sintese. Embora n&o podendo retirar o DCU através de filtragcdo, pode-se elimina-

lo através da coluna cromatografica.

A analise por "H RMN mostrou na regido de 8,5 ppm a 6,0 ppm o0s sinais
referentes & primaquina, juntamente com os sinais do grupo ftalil ligado ao
diglicerideo. Pode-se notar na regiao 7,55 a 7,44 ppm dois triplos dubletos, que
representam dois hidrogénios (26 e 27) do anel aromatico do grupo ftalil. Antes da
condensacao do ftalildiglicerideo, estes hidrogénios eram representados por dois
dubletos. O aparecimento destes triplos dubletos indica que apds a condensacao
passou a ocorrer o acoplamento meta entre os hidrogénios do grupo ftalil.

Ainda, na regido de 6,0-8,0 ppm puderam-se notar dois quadrupletos
acoplando entre si. Estes quadrupletos indicam a contaminagdo pelo acido ftalico
formado na sintese do ftalil diglicerideo.

Pode-se observar na regido de 5,0-6,0 ppm o multipleto referente ao
hidrogénio da posicao 2 do glicerol, aqui representado por Hi4. Houve pequeno
deslocamento desse mulipleto de 54 para 5,5 ppm, indicando a ligacdo do
diglicerideo.

Deve-se mencionar que ndo é possivel observar alguns sinais, como, por
exemplo, os sinais dos hidrogénios Hzi, Hi3, Hi4 € His. Estes encontram-se
encobertos pela cadeia alquilica do diglicerideos. O espectro 51 de RMN "H do
derivado digliceridico de primaquina e a respectiva ampliagdo da regido
6,0-8,5 ppm (espectro 52) s&o mostrados a seguir.
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Espectro 51( RMN"H, 300 MHz, CDCls, 5 ppm): Dipalmitoilftalilprimaquina.

r

- — T— - - >

Espectro 52 (RMN 'H, 300 MHz, CDCla,  ppm): Regido ampliada de 6,0-8,5 ppm.
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AtribuicBes: RMN'H(300 MHz, CDCls. 5 ppm): 0,78-0,82(t,CHs,6H); 1,18-
1,36 (m, CH2, 40H, Hsres € Hars1):1,60-1,64 (m, CH2, 4HHss e Hay); 2,32
2,37(t,CH2,4H, Hss e Hao): 3,58-3,64(q, CH, Hiz); 3,87 (s, CH3, Hy)4,08-4,14
(dd,OCH2,2H, Hyp): 4,16-4,18(dd,OCH,2H, Hgs): 5,52 (m, CH, 1H, CHay); 6,27 (d,
CHguinolinico., H10);6,31 (d, CHauinolimico,, Hs); 7,32-7,29 (dd, CHguinolinico, Hs);7,33 (d,
CH aromatico, H24); 7,35 (d, CH aromatico, H27); 7,44-7,47 (td, CH aromatico, Has); 7,50-7,55
(td, CH aromatico, H2s); 7,84 (S, NH44 ); 7,87 (s, NH44); 7,91-7,88 (dd, CHguinolinico,
H,4);8,50-8,52 (dd, CH quinoiinico, H2)

/\/\/\/\/\/\/\/\)L}o

Figura 47: Dipalmitoillftalilprimaquina.
6.4.Sintese dos derivados digliceridicos do acido decanéico

O didecanoilsuccinilprimaquina foi obtido através do experimento 34. Para a
obtencédo deste derivado partiu-se do diglicerideo do acido decandico, o qual foi
condensado com a succinilprimaquina.

A analise por RMN 'H (espectro 53) mostra que houve a formagéo do
produto pretendido, pois apresenta o multipleto em 5,03 ppm, referente ao
hidrogénio localizado na posi¢do 2 do glicerol. O espectro 54 destaca o multipleto
em 5,3 ppm.

O espectro 53 ainda apresenta os sinais referentes a primaquina na
regiéo de 6,0-8,0 ppm e a porgao do glicerideo em 1,0-2,0 ppm.
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Es;;éctro 53 (RMN'H,300MHz, CDCls, § ppm): Didecanoilsuccinilprimaquina.
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Espéctro 54 (RMN 1.H, 300MHz, CDC|3, oppm). regido ampliada do
didecanoilsuccinilprimaquina 3,0-6,0 ppm
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Atribuigbes: RMN‘H(SOO MHz, CDCls, 6 ppm): 0,85-0,89(t,CH3,6H); 1,25-
1,40 (m, CH2, 24H);1,62-1,75 (m, CH2, 4H); 2,31(t,CH2,4H); 3,82 (s, OCH3, 3H);
4,06-4,22 (m,OCH2,4H ); 5,03 (m, CH, 1H); 6,22-6,21 (d, CH, 1H);. 6,29-6,28 (d,
CH, 1H); 6,70-6,75 (d, CH, 1H); 6,78-6,83 (d, CH, 1H); 7,23-7,27 (dd, CH, 1H);
7,85 -7,88 (dd, CH, 1H); 8,46-8,47 (dd, CH, 1H).

A andlise por °C (espctro 55) mostra que existe a contaminagdo com
succinilprimaquina. O sinal encontrado em 177 ppm, referente a carbono
carboxilico, confirma a contaminagao.

Esta contaminacao provavelmente ocorreu devido a fase mével empregada
na coluna cromatografica. Como este diglicerideo é menos lipofilico em relacéo
aos de cadeia mais longa, isto fez com que o Rf do diglicerideo e da
succinilprimaquina se aproximassem, dificultando a separacéo.
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Espectro 55 (RMN '°C, 75 MHz, CDCls, & ppm): Didecanoilglicerol
contaminado.
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A condensacdo da maleilprimaquina com o didecanoailglicerol também se
mostrou eficaz, apresentando o multipleto em 52 ppm, 0 que identifica a
condensacao do derivado digliceridico.

O espectro 56 mostra a condensacéo do derivado didecanoilglicerol com a
maleilprimaquina.

Espectro 56 (RMN 'H, 300 MHz, CDCls, $ppm): Didecanoilmaleiprimaquina.

Atribuigbes: RMN'H(300 MHz, CDCls, 5 ppm): 0,85-0,89(t,CHa,6H); 1,25-1,40 (m,
CH2, 24H);1,62-1,75 (m, CH2, 4H); 2,31(t,CH2,4H); 3,82 (s, OCH3, 3H); 4,06-4,22
(m,OCH2,4H ); 5,23 (m, CH, 1H); 6,22-6,21 (d, CH, 1H); 6,29-6,28 (d, CH, 1H);
6,70-6,75 (d, CH, 1H); 6,78-6,83 (d, CH, 1H); 7,23-7,27 (dd, CH, 1H); 7,85 -7,88
(dd, CH, 1H); 8,46-8,47 (dd, CH, 1H).
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7. CONCLUSOES

< Foram sintetizados derivados digliceridicos dos acidos palmitico, estearico e
decanoico, como transportadores de primaquina, na obten¢do de pro-farmacos
de acdo prolongada e menor toxicidade. O método utilizado foi desenvolvido

por ocasiao da realizacao do presente trabalho;

< Aftravés das tentativas para otimizar a sintese dos diglicerideos pode se
concluir que a reagdo nao apresentava melhor desempenho devido a ativagéo
insuficiente do acido graxo pelo DBU. O aumento na propor¢do de DBU em
relacdo ao acido graxo e 0 aquecimento nos primeiros 30 minutos levou ao

aumento do rendimento;

< Na sintese dos diglicerideos, o tempo ideal de reag¢ido € de 4 horas, embora 0
rendimento tenha sido da ordem de apenas 40%;

< Com a otimizacdo de sintese dos diglicerideos foi possivel realizar purificagao
menos trabalhosa e custosa, uma vez que a coluna cromatografica foi
dispensada, poupando gastos com solvente e silica;

<+ Para a obtencdo do digliceridio de decanoila, foi sintetizado o acido decandico.
O método empregado, com formagado do sal potassico in situ, mostrou-se Util,
propiciando aumento do rendimento desse acido, 0 que conduziu ao
desenvolvimento, com éxito, da sintese do respectivo diglicerideo;

<+ A sintese das hemiamidas de primaquina foi realizada com eficacia, no caso
da ftalilprimaquina, inclusive, que apresentou algumas dificuldades sintéticas,
posteriormente superadas;
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< A condensacgao entre os diglicerideos -- dialmitoilglicerol e diestearilglicerol -- e
as hemiamidas de primaquina — succinil e maleil —, utilizando os agentes
condensantes DCC e DMAP, mostrou-se satisfatoria;

< A purificacdo dos derivados digliceridicos por coluna cromatogréafica nao foi

totalmente eficaz e ainda pode ser aprimorada;

< A sintese do derivado trigliceridico de primaquina utilizando grupo ftalil como
espagante mostrou-se ineficaz, quando se utilizou ftalilprimaquina como

reagente de partida;

4+ A sintese do ftalildipalmitoilglicerol e do ftalildiestearilglicerol para a sintese
posterior do pro-farmaco mostrou-se eficaz, utilizando-se refluxo e acido
acético como catalisador. No entanto, ha necessidade de se aprimorar a
purificacao;

< Utilizando-se o ftalildiglicerideo, comprovou-se que ¢é possivel evitar a
ciclizagdo do grupo ftalil e conseqiientemente condensar o diglicerideo com a

primaquina.

< Todos os derivados trigliceridicos sintetizados apresentaram degradacgéo apds
30 dias.
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8. PERSPECTIVAS PARA O TRABALHO

«» Avaliar as causas da degradacéo dos compostos;

¥
0.0

Sintetizar derivados digliceridicos do acido undecilénico
« Sintetizar os padrdes dos provaveis produtos de liberacdo para realizar os

ensaios de estabilidade e liberacdo enzimatica;

*,
0‘0

Realizar ensaios de estabilidade quimica e liberagdo enzimatica conforme

descrito em metodologia a seguir:

Ensaios cinéticos (Scriba, 1993)

Os ensaios de liberagao do farmaco serao realizados por 3 métodos de
hidrélise: quimica, em plasma humano e de ratos e aquela mediada por lipase
pancreatica porcina.

Hidrélise quimica

A hidrélise quimica serda estudada a temperatura de 37+0,2 °C, em
tampdes 0,05 M de glicina/HCI, citrato de sédio/HCI, fosfato, borato e glicina/HCI,
ajustados para forga idnica igual a 0,5, pela adicdo de porgdes equivalentes de
KCI.

Hidrolise em plasma humano e de ratos
Seré realizado em plasma heparinizado de humanos e ratos.
Hidrélise com lipase pancreatica porcina

As amostras dos derivados “trigliceridicos” a serem analisadas devem ser
dispersas em mistura de 1:4 de etanol e os derivados em teste com solugéo
aquosa a 25 mM de taurodesoxicolato de soédio, mediante sonicacdo. Esta
dispersdo devera ser incubada com lipase pancreética porcina (375 UmL™), em
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0,1 M de acido 1,4-piperazinodietanossulfénico, pH 6,5, ou tampao Tris pH 7.4 e
8,5, a temperatura de 37 °C. As solu¢cdes incubadas deverado ser resfriadas em
0,5 pL de acido perclérico 0,5 M gelado, diluidas em 850 uL de solucdo de agua e
acetonitrila (80:20,v/v) e posteriormente centrifugadas a 2 500g, por 10 minutos.
O liquido sobrenadante deve ser analisado em HPLC.

< Avaliar a atividade biolégica dos compostos sintetizados:

Ensaio biolégico

O ensaio dos compostos obtidos em maléria experimental por P. berghei
sera efetuado no Instituto de Medicina Tropical, Faculdade de Medicina da USP,
com a colaboracao do Prof. Dr. Heitor Franco Andrade Junior.

O ensaio consiste na utilizacdo de grupos de quatro camundongos
inoculados com 1x10"/mL em cada camundongo mais o composto em teste, em
varias diluicbes conforme o derivado. Apds o primeiro dia de indculo, sdo feitas
ldminas de esfregaco de sangue colhido da cauda do camundongo. As laminas
sdo fixadas com metanol e coradas com corante Giemsa, para posterior leitura em
microscopio 6ptico. Acompanha-se a parasitemia a cada dois dias, verificando-se
o indice de mortalidade e a invasao das células pelo parasita.

Por ultimo, os resultados de parasitemia sdo calculados em porcentagem e

analisados em grafico.
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