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RESUMO

A malaria é responsavel por uma grande morbimortalidade de pessoas no mundo, especialmente
em paises tropicais, tendo 3,4 bilhdes de individuos sob o risco da doenca. Devido a resisténcia
que certas espécies j& adquiriram em relacdo aos farmacos, em especial a cloroquina,
principalmente pelo Plasmodium falciparum, faz-se necessario o desenvolvimento de novos
agentes antimalaricos ativos contra essas cepas resistentes. Este trabalho visa a obtencdo de
novos derivados 4-aminoquinolinicos com potencial acdo antimalarica. Quatro desses
derivados quinolinicos foram sintetizados, tendo-se como fonte de inclusdo do grupamento
farmacoforico (importante para atividade contra a malaria) nessas moléculas o reagente 4,7-
dicloroquinolina (DC), modificado por reacGes de Substituicdo Nucleofilica Aromatica (SNar).
Os compostos foram isolados com rendimentos de moderado a bom, a saber: N-(prop-2-inil)-
7-cloro-quinolin-4-amina (PCQ) 92% de rendimento, N-(4-(dietilamino)but-2-inil)-7-cloro-
quinolin-4-amina (DAQ) 40%, N-(2-aminoetil)-7-cloroquinolin-4-amina (CEQ) com 73% de
rendimento e Acido 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)acético (GIQ) com 42%. O composto PCQ
foi obtido a partir da reacdo da DC com propargilamina. Para a obtencdo do composto DAQ
permitiu-se a reacao entre o intermediario PCQ com formaldeido e dietilamina. A reacdo com
DC, etilenodiamina sob refluxo deu origem a CEQ e para obtencdo do composto GIQ, foi
necessaria uma mistura de DC, glicina e fenol. Todos os compostos sintetizados foram
caracterizados até 0 momento por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
de *3C e por Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho e Ponto de fusdo. A

efetiva quantificacdo da atividade antimalarica desses compostos esta sendo avaliada.

Palavras-chave: Maléria. Aminoquinolinicos. Antimalaricos.



ABSTRACT

Malaria is responsible for a high morbidity and mortality of people worldwide, especially in
tropical countries, with 3,4 billion individuals at risk of disease. Due to the resistance that some
species have acquired in relation to drugs, particularly chloroquine, mainly for Plasmodium
falciparum, it is necessary the development of new antimalarial agents active against these
resistant strains. This work aims at obtaining new 4-aminoquinoline derivatives with potential
antimalarial action. Four of this compounds derivatives were synthesized, having as source of
inclusion of these pharmacophoric moiety(important for activity against malaria), the reagent
4,7-dichloroquinoline (DC) modified by Nucleophilic Aromatic Substitution reactions (SNA).
All compounds were isolated with moderate to good vyields, namely: 7-chloro-N-(prop-2-
ynyl)quinolin-4-amine (PCQ) with a vyield of 92%, 7-chloro-N-(4-(diethylamino)but-2-
ynyl)quinolin-4-amine (DAQ) having achieved a vyield of 40%, N-(2-aminoethyl)-7-
chloroquinolin-4-amine (CEQ) with 73% yield and 2-(7-chloroquinolin-4-ylamino)acetic acid
(GIQ) with a 42% vyield; PCQ was obtained from the reaction of CD with propargylamine. DAQ
was obtained reacting formaldehyde, diethylamine, and PCQ. The reaction between DC and
ethylenediamine under reflux gave CEQ. Finally, GIQ was obtained from a mixture of DC,
glycine and phenol. All synthesized compounds were characterized by Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy *H and *3C, and Infrared Spectroscopy and Melting Point. Effective

quantification of antimalarial activity of these compounds is being evaluated.

Keyword: Malaria. Aminoquinoline. Antimalarials.
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1 INTRODUCAO

A Malaria é uma das principais doencas parasitarias do mundo. E responséavel por uma
grande morbidade e mortalidade entre os seres humanos, especialmente em paises tropicais.
Atualmente a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) considera um total de 104 paises ou
territorios como area de transmissao, sendo estimado que 3,4 bilhGes de pessoas estdo em risco
de adoecerem. Em 2012, ocorreram cerca de 207 milhGes de casos da doenca e 627 000 mortes.
Sendo que 80% dos casos e 90% das mortes ocorrem na Africa; e 77% dos casos de morte

ocorrem em criangas com menos de 5 anos de idade (WHO, 2013).

No ambito nacional, a Amazonia Legal é considerada uma area endémica da doenca
com 99,7% dos casos notificados. Entre os anos de 2000 e 2011 estima-se um total de 422 858
casos por ano em todo o pais. Mesmo que 0s casos venham diminuindo ao longo dos anos,

ainda é muito elevado os indices de notificagdes registrados (BRASIL, 2013).

A doenca é causada por cinco espécies de protozoarios do género Plasmodium, dentre
eles estdo: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale e Plasmodium knowlesi. A espécie que causa a doenca na sua forma mais grave é o P.
falciparum e a espécie que tem maior incidéncia no mundo é o P. vivax. Estes plasmodios tém
dois tipos de hospedeiros: o homem (Ciclo Assexuado) e o mosquito fémea do género
Anopheles (Ciclo sexuado) (WHO, 2013).

Os farmacos utilizados no combate a maléria séo divididos pela classe quimica ou de
acordo com a forma evolutiva do parasito, agindo em pontos chave do ciclo biologico. A
primeira substancia utilizada contra a doenca foi retirada da casca de uma arvore peruana, que
mais tarde foi isolado o composto denominado quinina. Em 1934 foi sintetizado o primeiro
derivado aminoquinolinico, a cloroquina, que é utilizado até os dias de hoje (RANG et al., 2012;
JENSEN; MEHLHORN, 2009).

O uso dessas substancias esta sendo cada vez mais limitado devido & resisténcia
crescente apresentada por muitas cepas do parasito. O primeiro caso de P. falciparum resistente
a cloroquina aconteceu em 1957. Esta resisténcia tem se espalhado por todo o mundo e ja ha
parasitos resistentes a varias drogas (JENSEN; MEHLHORN, 2009).

Devido a essa resisténcia que certas espécies ja adquiriram aos farmacos de uso corrente,

faz-se necessario o desenvolvimento de novos agentes antimalaricos ativos contra diferentes
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cepas. E essencial melhorar a atividade antimalérica através da busca de novos candidatos a
farmacos antimalaricos (FRANCA et al., 2008).

Este trabalho visa a obtencdo de novos derivados 4-aminoquinolinicos com potencial
acao antimalarica através da sintese de novos analogos a cloroquina, além de analise de outras

possiveis atividades bioldgicas.

1.1 A Maléaria

A Maléria é uma doenca infeciosa febril aguda acompanhada de calafrios, sudorese e
cefaleia que ocorrem em padr@es ciclicos de acordo com a espécie do parasito infectante. Os
agentes etioldgicos sdo protozoarios da ordem Haemosporidia, familia Plasmodiidae e género
Plasmodium, onde as espécies sdo P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi,
cada uma das quais difere na distribuicdo geografica, a aparéncia microscopica, caracteristicas
clinicas e potencial para o desenvolvimento de resisténcia aos antimalaricos (WHO, 2013;
KAUR et al., 2010; GRYZLO; KULING, 2014).

E transmitida através da picada da fémea infectada do mosquito do género Anopheles e
raramente é transmitida por transfusdo de sangue ou compartilhamento de agulhas e seringas.
Mais raro ainda € a transmissao congénita e ndo ha transmissdo direta (pessoa-pessoa)
(BRASIL, 2008).

As espécies P. falciparum e P. vivax sdo, de longe, as mais importantes em todo o
mundo. O P. falciparum é a espécie que causa a mais grave mortalidade e morbidade e é
predominante no continente africano. O P. vivax tem uma ampla distribui¢cdo no mundo, visto
que consegue reproduzir-se no mosquito vetor em lugares com clima frio e em altitudes
elevadas. Além de possuir uma fase dormente no figado (hipnozoito) que Ihe permite sobreviver
em tempos em que 0 mosquito vetor ndo estd presente para continuar a transmissao (WHO,
2013).

1.1.1 Histéria Antiga

Os primeiros vestigios de descrigdo da Maléria estdo em escritos religiosos e médicos
da antiguidade (A exemplo o Nei Ching - O Canon da medicina chinesa) que relacionavam

algumas febres sazonais como punic¢do divina (FMUSP, 2013).
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Hipdcrates, na Grécia do século V a.C, foi o primeiro a descartar supersticdes,
relacionando as doencas febris com a sazonalidade e os locais frequentados pelos doentes, e a
descrever o quadro clinico e complicac6es da Malaria, atribuindo a tais sintomas a proximidade
dos corpos d’agua. No tratado médico sanscrito (Susruta), os sintomas da febre da maléria
foram descritos e atribuidos as picadas de certos insetos. Além disso, uma série de escritores
romanos atribuiram a maléria as regides dos pantanos (BRUCE-CHWATT, 1988; CARTER,
2002; FMUSP, 2013).

No século Il a.C., na China, a planta Qinghao (Artemisia annua) foi descrita no tratado
médico encontrado no Mawangdui Tomb. O composto ativo do Qinghao, Artemisinina, foi
isolado por cientistas chineses em 1971. Hoje é um dos antimaléricos mais potentes e eficazes

em combinacdo com outros medicamentos (RENSLO, 2013).

No século XVII, apds a chegada ao hovo mundo, 0s missionarios jesuitas espanhois
aprenderam com tribos indigenas sobre uma casca medicinal utilizada para o tratamento de
febres. A condessa de Chinchdn, a esposa do vice-rei do Peru, foi curada de sua febre com a
casca da arvore que era chamada de casca peruana (Quina), que passou a se chamar de Cinchona
por causa da condessa. O medicamento a partir da casca é agora conhecido como quinina. Junto

com Artemisina, a quinina € um dos antimalaricos mais eficazes disponiveis hoje (COX, 2010).

Em 1880 o cirurgido do exército francés Charles Louis Alphonse Laveran foi o primeiro
a notar parasitos no sangue de um paciente que sofria de malaria. Laveran recebeu o Prémio
Nobel em 1907 pela descoberta. Em 1886, o italiano Camillo Golgi concluiu que havia pelo
menos duas formas da doenga, uma com periodicidade tercé (febre a cada dois dias) e outra
com periodicidade quarta (febre a cada trés dias). Ele também observou que essa febre coincidia
com a ruptura e a liberagdo dos merozoitos na corrente sanguinea (COX, 2010).

As espécies P. vivax e P. malariae foram descritas pela primeira vez em 1890 pelos
pesquisadores italianos Giovanni Batista Grassi e Raimondo Filetti. J& Laveran acreditava que
havia apenas uma espécie, Oscillaria malariae. William H. Welch, em 1897 nomeou o parasita
da malaria tercd maligna como P. falciparum, um nome que, por sua difusdo na literatura, ndo
foi possivel ser mudado para 0 nome dado por Laveran. Em 1922, John William Watson
Stephens descreveu o quarto parasito da malaria humana, o P. ovale. Por fim, o P. knowlesi foi
descrito pela primeira vez por Robert Knowles e Biraj Mohan Das Gupta em 1931 em um
macaco de cauda comprida. A primeira infeccdo humana documentada com P. knowlesi foi em
1965 (COX, 2010).
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A descoberta da transmissdo de parasitos da maléria de pacientes infectados por
mosquitos foi feita pelo oficial britanico Ronald Ross em 1897. Ross mostrou que 0s mosquitos
poderiam transmitir parasitos da malaria de passaro para passaro, exigindo assim, um ciclo
esporogonico (ciclo de desenvolvimento do parasita no mosquito). Isso elucidou o problema da
transmissdo da malaria. Por sua descoberta, Ross foi premiado com o prémio Nobel em 1902
(KNELL, 1991; DOBSON, 1999).

A descoberta da transmissdo do parasito da malaria — Plasmodium — em humanos
ocorreu por uma equipe de pesquisadores italianos liderados por Giovanni Batista Grassi, em
1898. Eles puseram mosquitos Anopheles claviger para se alimentarem de pacientes com
malaria; infectados ap6s a alimentacdo, foram postos para se alimentarem de voluntarios e 0s

mesmos desenvolveram a doenca (CAPANA, 2008).

Os mecanismos de controle da doenca foram estabelecidos principalmente em campos
de guerra e em grandes constru¢des como hidroelétricas e o canal do Panama. Devido ao grande
namero de trabalhadores que adoeciam, os oficiais se empenhavam em criar estratégias de
combate a doenca, como o controle de mosquitos e o desenvolvimento de medicamentos
(MANZALI DE SA, 2011).

A cloroquina foi descoberta em 1934 pelo alemdo Hans Andersag, pesquisador da
Bayer. A nova substancia foi chamada de Resochin®. Depois de uma série de lapsos e confusdes
provocadas durante a guerra, em 1946, cientistas britanicos e norte-americanos reconheceram
e estabeleceram a cloroquina como um antimalarico eficaz e seguro (JENSEN; MEHLHORN,
2009).

Em 1955, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) apresentou a Assembleia Mundial
da Satde uma proposta para a erradicacdo da Malaria no mundo. Os esforgos para erradicacédo
comecaram focados na pulverizagdo de casas com inseticidas de acdo residual, no tratamento
antimalarico e na vigilancia. A estratégia de controle seria realizado em 4 etapas sucessivas:
preparacdo, ataque, consolidacdo e manutencdo. Houve eliminacdo em paises de clima
temperado e transmissdo sazonal da doenca. Paises como india e Sri Lanka tiveram uma
significativa reducdo no numero de casos, mas, ap6s o fim do controle, seus indices
aumentaram. Outras na¢Bes ndo tiveram progresso na erradicagdo, e outras foram excluidos
completamente da campanha de erradicacéo (grande parte da Africa subsaariana). A resisténcia
as drogas, resisténcia generalizada aos inseticidas disponiveis, guerras e movimentos

populacionais macicos, dificuldade na obtencéo de fundos de sustento de paises doadores e falta
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de participacdo da comunidade fez a manutencdo do esfor¢o, a longo prazo, insustentavel
(CDC, 2012).

A campanha de erradicacdo foi abandonada. A mais atual meta Nacional de Prevencao
e Programas de Controle de Malaria e a maioria das atividades realizadas em paises endémicos
é reducdo do numero de casos clinicos e de mortes relacionados com a doenca. Para reduzir a
transmissao para um nivel em que ja ndo é um problema de salde publica, esse é o objetivo do
que é chamado "controle" da malaria (MANZALI DE SA, 2011).

1.1.2 No Brasil

No Brasil, a maléria é predominante na regido Amazénica, constituida pelos estados do
Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rond6nia, Roraima e Tocantins,
perfazendo um total de 807 municipios, sendo considerada uma area endémica com 99,7% dos
casos do pais entre 2000 e 2011. Nesse periodo, a rede de diagndstico de maléria realizou mais
de 2 milhGes de exames ao ano, sendo notificada uma média de 422.858 casos por ano (Figura
1) (BRASIL, 2013).

Figura 1 - Casos de malaria notificados no Brasil de 2000 a 2011.
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Fonte: Brasil, 2013

Entre as causas para essa imensa transmissdo estdo, principalmente a intensa e
desordenada ocupacdo das periferias das grandes cidades da Regido Amaz6nica, 0
desmatamento para extracdo de madeira, criacdo de gado, agricultura e assentamentos,
atividades ndo autorizadas pelos 6rgdos competentes, além do aumento dos criadouros do
mosquito como os tanques construidos em quintais domiciliares na periferia das cidades para a
piscicultura, atividade em pleno desenvolvimento na regido (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010).
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As espécies de parasitos predominantes no pais sdo trés: P. vivax, P. falciparum e P.
malariae (Figura 2). As infec¢Oes causadas por P. vivax sdo predominantes (WHO, 2013;
BRASIL, 2013).

Figura 2 - Casos de malaria notificados, por espécie, na Regido Amazonica em 2011.
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Fonte: BRASIL, 2013.

Nos estados fora da Amazonia, 0s casos sdo notificados principalmente em viajantes
vindos de &reas endémicas. A tabela 1 mostra as notificacbes em estados fora da Amazonia

Legal.

Tabela 1 - Casos confirmados segundo o estado. Notificagdes em 2012.

(Continua)
UF Notificacéo Casos Confirmados
Piaui 71
Ceara 30
Rio Grande do Norte 22
Paraiba 9
Pernambuco 20
Alagoas 7
Sergipe 6

Bahia 20
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Tabela 1 - Casos confirmados segundo o estado. Notificagdes em 2012.

(Conclus&o)

UF Notificagéo Casos Confirmados
Minas Gerais 107
Espirito Santo 52
Rio de Janeiro 129
Séo Paulo 190
Parana 59
Santa Catarina 43
Rio Grande do Sul 17
Mato Grosso do Sul 26
Goias 81
Distrito Federal 27
Total 916

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE/SVS, 2014.

1.1.3 Ciclo do Parasito

O ciclo do parasito (Figura 3) se da através de dois hospedeiros: no mosquito fémea do
género Anopheles (hospedeiro invertebrado / Definitivo) e nos seres humanos (hospedeiros
vertebrados / Intermediario). As formas evolutivas dos parasitos sdo: esporozoitos, trofozoitos,
esquizontes, merozoitos, gametdcitos, microgametas, macrogametas, oocineto e o0ocisto
(NEVES et al., 2011).

Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito anofelino ingere as formas
sanguineas do parasito, mas somente 0s gametdcitos sdo capazes de evoluir no inseto (ciclo
sexuado ou esporogbnico). No intestino do inseto se d& o processo de gametogénese
(gametacitos se diferenciam em gametas extracelulares), o gametécito feminino transforma-se
em macrogameta e o gametocito masculino, por extrafagelacdo, da origem aos microgametas.
Um microgameta fecundard um macrogameta dando origem ao ovo ou zigoto (oocineto), que
por sua vez passa ao intestino médio e se encista na parede e comega 0 processo de divisao
esporogonica, onde as formas de esporozoitos serdo liberadas por todo o inseto até chegar as
células das glandulas salivares. Estes esporozoitos atingirdo o canal central da glandula e
ingressardo no ducto salivar para serem injetados no hospedeiro vertebrado, junto com a saliva
durante o repasto sanguineo (CUNICO et al., 2008).

A infeccdo malérica inicia-se quando esporozoitos infectantes sdo inoculados nos
humanos pelo inseto vetor, durante o repasto sanguineo. Os esporozoitos vao até os hepatdcitos
onde formardo o vacuolo parasitoforo (apenas nestas células ocorre o desenvolvimento do

parasito); chegando no hepatdcito os trofozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-eritrocitico.



20

Estes se multiplicam por reproducdo sexuada do tipo esquizogonia, dando origem aos
esquizontes teciduais e, posteriormente, a milhares de merozoitos que invadirdo os eritrocitos
(essa fase € denominada de eritrocitica) (GRYZLO; KULING, 2014; CUNICO et al., 2008).

O desenvolvimento nas células do figado requer, aproximadamente, uma semana para
o P. falciparum e P. vivax e cerca duas semanas para o P. malariae. Nas infecgdes por P. vivax
e P. ovale, o mosquito vetor inocula populacfes geneticamente distintas de esporozoitos:
algumas se desenvolvem rapidamente, enquanto outras ficam em estado de laténcia no
hepatocito, sendo por isso denominadas hipnozoitos (o grego hypnos, sono). Estes hipnozoitos
sdo responsaveis pelas recaidas tardias da doenca, que ocorrem ap6s periodos variaveis de
incubagdo, em geral dentro de seis meses para a maioria das cepas de P. vivax. As recaidas sdo,
portanto, ciclos pré-eritrociticos e eritrociticos consequentes da esquizogonia tardia de parasitos
dormentes no interior dos hepatocitos (CUNICO et al., 2008).

O ciclo eritrocitico se inicia quando merozoitos tissulares, vindos do processo de
esquizogonia, infectam os eritrocitos. Essa interacdo dos merozoitos com os eritrocitos envolve
0 reconhecimento por receptores especificos. Exemplos desses receptores sdo as glicoforinas
(glicoproteina presente em hemaécias) reconhecidas pelo P. falciparum, e a glicoproteina do
grupo sanguineo Duffy, essencial no reconhecimento pelo P. vivax. O ciclo sanguineo se repete
sucessivas vezes, a cada 48 horas, nas infec¢bes pelo P. falciparum, P. vivax e P. ovale, e a
cada 72 horas, nas infec¢bes pelo P. malariae. Os trofozoitos e esquizontes sanguineos usam
como fonte de nutricdo a hemoglobina, embora sejam necessarios alguns outros componentes
metabolicos advindos do plasma, tais como a glicose, metionina, biotina, certas purinas e
pirimidinas, fosfato e acido paraminobenzoico (PABA) (FRANCA et al., 2008).

A digestdo da hemoglobina ocorre dentro do vacuolo digestivo (VD) no parasito,
formando um cristal insoltvel chamado de pigmento maléarico ou hemozoina, que consiste de
mondmeros ou dimeros de ferriprotoporfiria IX (heme), metemoglobina e proteinas
plasmodiais. Ap0s o término da esquizogonia e 0 rompimento das hemécias parasitadas, o
pigmento malarico acumulado no citoplasma do eritrocito € liberado no plasma e,
posteriormente, fagocitado pelas células de Kupffer no figado ou pelos macréfagos do baco e
de outros 6rgdos (NEVES et al., 2011).
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Figura 3 - Ciclo biol6gico do parasito nos dois hospedeiros.

Eatagio no Figado Humano

Estagio no Mosquito

Qocisio
e a Do (13
e \.l:us" 0 5= almant af::u
g de zarqus
. _' |_ heragio [ Ja'mﬁmmM|
@ ':‘3'35'-':‘/ ee-s:}:w:[cjrjs ;%
@ e
By
Ciclo Esporoginico 1’ Estagio no Sangue Humano

Trodozadio
& Imaturo

=
Ciclo Erirociico

20 A

L Esquimoni=

Microoamatocio
Exflagelsdo

h = Estagio Infectants
= Estagio de Disgrosicn

Fonte: Adaptado de CDC, 2012.

O desenvolvimento intraeritrocitico do parasito se da por esquizogonia, com
consequente formacdo de merozoitos que invadirdo novos eritrocitos. Depois de algumas
geragdes de merozoitos sanguineos, ocorre a diferenciacdo em estagios sexuados, 0S
gametocitos, que ndo mais se dividem e que seguirdo o seu desenvolvimento no mosquito vetor,
dando origem aos esporozoitos (NEVES et al., 2011; SALAS et al., 2013; CDC, 2012).

1.1.4 Vetor

A Malaria é transmitida entre humanos pelo mosquito fémea do género Anopheles, vetor
(hospedeiro invertebrado). Existem aproximadamente 430 espécies de mosquitos deste género
distribuidos por todo o mundo, exceto na Antartida. Mas apenas de 30 a 40 espécies Sao capazes
de transmitir a doenca, sdo vetores naturais (Figura 4). A infecgdo é transmitida por diferentes

espécies de anofelinos a depender da regido e do ambiente (CDC, 2012).

O mosquito se alimenta de sangue para realizar a producéo de ovos. E essa alimentacao
é o elo entre os humanos e 0 mosquito. O éxito do desenvolvimento do parasito no mosquito €

dependente de varios fatores, dentre eles, a temperatura e a umidade. Quanto maior a
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temperatura, mais rapido é o desenvolvimento do parasito no mosquito. E diferentemente dos
humanos, os mosquitos ndo sdo comprometidos com a presenca do parasito (FRANCA et al.,
2008; CDC, 2012).

No Brasil as espécies majoritarias de anofelinos sdo A. darlingi, A. albitarsis e A.
aquasalis, que tem habitos alimentares nos horarios crepusculos e, em algumas regifes da
Amazonia, podem apresentar-se com habitos alimentares noturnos, picando todas as horas da
noite (WHO, 2013; BRASIL, 2008).

Figura 4 - Mosquito do género Anopheles.

Fonte: CDC, 2012.

1.2 Antimalaricos

Os medicamentos antimalaricos sdo usados para profilaxia da malaria, supressdo e
tratamento das manifestacOes clinicas, aléem da prevencao de recorréncia. Estes farmacos séo
planejados para interferir em etapas especificas do ciclo de vida do plasmédio. Mas, devido ao
aparecimento de agentes patdgenos resistentes as drogas em regifes em que a doenca é
endémica, esforcos sdo precisos para o desenvolvimento de novos farmacos que sejam mais
ativos e menos toxicos (NEVES et al., 2011; MANZALI DE SA, 2011).

Os estagios sanguineos assexuados sao alvos terapéuticos, especialmente, nas infec¢bes
pelo P. falciparum, em que parasitos nos estagios trofozoito e esquizontes podem invadir outros
orgéos, a exemplo do sistema nervoso central (SNC), levando a complicagdes graves da doenca.
O estagio hepatico também tem importancia no que diz respeito a evitar recidivas da doenca.
Ja os farmacos que agem impedindo a formacéo de gametdcitos sdo usados no impedimento da
transmissdo da doenca (BRASIL, 2009).



23

1.2.1 Classificagéo

Os medicamentos antimalaricos sdo classificados tanto pelo seu grupo quimico como
pelo seu alvo no ciclo bioldgico do parasito. Quimicamente, os antimalaricos sao divididos em:
Quinolina-metandis (quinina, mefloquina), 4-aminoquinolinas (cloroquina e amodiaquina), 8-
aminoquinolinas (primaquina), lactona sesquiterpénica (derivados da artemisinina),
Naftoquinonas (atovaquona), Fenantreno-metandis (Halofantrina), Antifolatos (Sulfonamidas
e sulfonas- antifolato (tipo I) e Pirimetamina e proguanil (tipo I1)) e Antibidticos (tetraciclina,
doxiciclina e clindamicina). Na figura 5 sdo mostradas as classes e suas respectivas estruturas
(RANG et al., 2012).

Figura 5 - Estruturas das classes de antimalaricos.
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Figura 5 - Estruturas das classes de antimal&ricos.
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Quanto ao alvo no ciclo biolégico (Figura 6) do parasito, os antimaléricos sdo classificados

em:

Esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticida: Aquelas que atuam sobre o ciclo
esquizogodnico hepético, destruindo os parasitos durante o ciclo pré-eritrocitico,
interrompendo a fase sanguinea e, portanto, as manifestacdes clinicas da doenca. Séo
aplicados na fase pré-latente da infeccdo natural pelo P.vivax. Impedem recaidas e séo
chamados de antirrecidivantes. S&o exemplos: primaquina e doxiciclina (no
P.falciparum).

Esquizonticidas sanguineos: Exercem acdo sobre os parasitos durante o ciclo
esquizogdnico eritrocitico, promovendo a cura clinica da doenca. Sdo exemplos:
cloroquina, doxiciclina e derivados de artemisinina.

Gametocitocidas: Sua acdo se da pela destruicdo dos macro e microgametocitos na
circulacdo sanguinea. Os esquizonticidas sanguineos eliminam os gametdcitos de P.
vivax e P. malariae, mas nédo séo eficazes contra o P. falciparum. S&o exemplos:
cloroquina e primaquina (para todas as espécies).

Acdo esporonticida: Drogas que atuam sobre os gametécitos sem destrui-los, mas
impedindo que possam evoluir a esporozoitos no estbmago do mosquito (RANG et al.,
2012; MS, 2001)
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Figura 6 - Locais de ac¢do dos farmacos antimalaricos.
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A escolha do medicamento mais eficaz dependera de alguns fatores, tais como: o grau
da infeccdo, presenca de gestacdo, a idade, espécie do plasmadio, gravidade do caso, histdria
de exposicdo anterior a infeccdo e susceptibilidade dos parasitos aos antimalaricos

convencionais (MS, 2001).

1.2.2 Derivados Quinolinicos

As quinolinas sdo historicamente as drogas antimalaricas mais importantes ja utilizadas.
O nucleo quinolinico é prevalente em uma série de compostos farmacologicamente ativos
sintéticos e naturais. A importancia global da malaria, limita¢cGes no controle do mosquito vetor
e a falta de uma vacina eficaz, torna o desenvolvimento de novos farmacos a principal estratégia
utilizada para o controle da doenga. (BOECHAT et al., 2014; KUAR et al., 2010)

Um dos mais antigos agentes antimalaricos, a quinina, € um alcaloide retirado da casca
da planta pertencente a género Cinchona sp. Pouco tempo depois de sua descoberta, a demanda
e uso da quinina rapidamente espalharam-se pela Europa, América do Norte e Asia. Até metade
do século XX, a quinina era o principal quimioterapico utilizado no combate a malaria. Mas
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seu uso s6 foi reduzido em funcdo da sua alta toxicidade e do surgimento de cepas de P.
falciparum resistentes, mas sua importancia voltou aumentar em fungdo do surgimento de

resisténcia aos outros farmacos (FRANCA et al., 2008).

A estrutura da quinina foi usada como base para o desenvolvimento de novos
antimaldricos, resultando na sintese de muitas aminoquinolinas e amino-alcoois relacionados,
incluindo cloroquina, amodiaquina, mefloquina e piperaquina (Figura 7) (GRYZLO; KULIG,
2014).

Figura 7 - Estrutura da quinina e dos derivados antimalaricos da quinina: cloroquina,
amodiaquina, mefloquina, piperaquina e primaquina.
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Fonte: Adaptado de GRYZLO; KULIG, 2014.

Foi em 1934, na busca por novos agentes antimalaricos, que o pesquisador Hans
Andersag (Figura 8), que trabalhava no laboratorio de pesquisa por novos quimioterapicos,
sintetizou pela primeira vez a 4-aminoquinolina (mais tarde chamado de cloroquina (CQ) por
americanos), que recebeu o nome de Resochin® no mesmo ano. Na figura 8 s&o mostradas as
primeiras embalagens dos produtos comercializados. Mas, por ser considerado toxico, foi
abandonado e, apenas em 1941, quando testes clinicos mais avancados foram feitos, finalmente
foi considerada segura para o uso contra a malaria (JENSEN; MEHLHORN, 2009).
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A CQ foi amplamente utilizada durante décadas no tratamento e profilaxia de todos os
tipos de maléria, devido a sua alta eficacia contra as formas sanguineas do parasito, associada
a sua baixa toxicidade e seu baixo custo. Mas, devido a sua rapida difusdo, em pouco mais de
uma década ja havia casos de P. falciparum resistentes a cloroquina. Ela ndo é mais utilizada
isoladamente para tratar pacientes com P. falciparum, devido a essa resisténcia e também aos
casos de resisténcia por P. vivax (GORKA et al., 2013; MANZALI DE SA, 2011;
ROSENTHAL, 2003; BOECHAT et al., 2014).

Figura 8 - A esquerda estdo as mais antigas embalagens do Resochin e um antigo anutncio do
medicamento; a direita a fotoarafia de Hans Andersaa. o descobridor da cloroauina.

¥

Fonte: Jensen:; Mehlhorn. 2009.

1.2.21 Mecanismo de Acao

Para sobreviver, 0os merozoitos invadem as hemacias e se valem da digestdo da
hemoglobina (60-80% da hemoglobina disponivel), que se da dentro do vacuolo digestivo do
parasito (VD). Esse processo de digestdo € mediado por uma série de enzimas, podendo se
destacar as plasmepsinas e as falcipainas. A hemoglobina € quebrada em sua porg¢éo protéica,
utilizada como fonte de aminoacidos, e na por¢do heme, chamada de ferriprotoporfirina IX (FP
1X), que fica livre, um grupo reativo e formador de espécies reativas de oxigénio (ROS-Reactive
Oxygen species), que atacam a membrana celular do parasito (Figura 9) (GORKA et al., 2013,
GILDENHUYS et al., 2013).

Os radicais livres formados sdo responsaveis por gerar modificacfes estruturais
irreversiveis (oxidam biomoléculas, proteinas, DNA e os lipidios), levando assim a perda de
funcdo bioldgica e, consequentemente, inviabilizando a sobrevivéncia do parasito (RADFAR
et al., 2008).
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Figura 9 - Representacdo esquematica do processo de
degradacdo da hemoglobina e formagdo hemozoina em
Plasmodium falciparum.
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Fonte: EGAN: KUTER. 2013.

Para escapar da toxicidade do grupo heme, o plasmaédio faz o processo de detoxificacdo
do grupo heme através da polimerizacdo desse grupo, formando os cristais de hemozoina,
essencial na manutengdo do equilibrio e, assim, disponibilizando mais espaco dentro do
eritrocito para o crescimento dos parasitos. O processo de formagdo da hemozoina pode ser
mediado por enzimas, tais como a heme polimerase, ou ocorrer espontaneamente em um
processo autocatalitico, em que a PF X é convertida em B-hematina, uma ferriprotoporfirina
onde ocorre oxidacao do a&tomo de ferro (I1) a ferro (111). A figura 10 apresenta uma imagem de
microscopia dos microcristais de hemozoina e um dimero de Fe(I1)PPIX (GINSBURG et al.,
1999; EGAN, 2007; GINSBURG et al., 1999).

Figura 10 - Cristais de hemozoina e um dimero de Fe(IIT)PPIX ou pB-hematina.

Fonte: GILDENHYS et al., 2013
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Apesar da cloroquina ser utilizada a mais de 50 anos, 0 seu mecanismo de agdo ainda
ndo foi completamente elucidado. O mecanismo mais aceito para a CQ é via a formacéo de um
complexo entre a CQ e o grupo heme, através de interagdes do tipo n-n stacking, impedindo a
interacdo dos grupos heme (polimerizacdo). Dessa forma, a geracao dos cristais de hemozoina
é inibida (Figura 11 e 12)(GILDENHUYS et al., 2013; O’NEILL et al., 2012).

Figura 11 - Mecanismo de ac¢éo dos derivados quinolinicos.
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Fonte: O°’NEILL et al., 2012.

Figura 12 - Complexo formado entre a CQ e FPIX e os pardmetros que governam
seu equilibrio em soluciao: (A) Complexo dimero p-oxo m—m estabilizado; (B)
Complexo monomérico dativo estabilizado via coordenacao entre o quinolinil N e Fe.
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Fonte: Adaptado de GORKA et al., 2013
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Hé& evidéncias que a CQ age também ao se acumular no VD do parasito (Figura 13). Em
pH fisioldgico, a CQ e seus derivados sdo bases fracas e encontram-se desprotonados, podendo
atravessar livremente as membranas celulares. Mas ao entrarem no VD, onde o pH do meio é
acido (pH 5,5), tornam-se protonados, ndo sendo mais capazes de atravessar a membrana
plasmaética do parasito (MANOHAR et al., 2014; BRAY et al., 2005).

Figura 13 - Aprisionamento I6nico, difusdo da CQ devido ao gradiente de
pH conduz a um aumento da concentracéo de CQ no VD.
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Fonte: O’NEILL et al., 2012.

1222 Relagdo Estrutura-Atividade

O estudo da relagéo estrutura-atividade (REA) feito por (EGAN et al., 2000) levantou
trés aspectos importantes da estrutura da cloroquina, sao eles: o nucleo 4-aminoquinolinico -
fornece um modelo de complexante com o FP IX Fe (I11), mas ndo é suficiente para a inibi¢do
da formacédo de hemozoina; a introdugdo do grupo 7-cloro - é responsavel pela inibicdo da
formagéo de hemozoina, mas provavelmente tem pouca influéncia sobre a for¢a de associagédo
com ferriprotoporfirina IX (FPIX Fe (111); e a cadeia lateral de aminoalquil - uma exigéncia
para atividade antiplasmodial forte, pois provavelmente auxilia no acimulo da droga no VD e
parece aumentar a forca de associacdo com o FP IX Fe (111), mas isso ndo parece ser essencial

para a sua atividade.

Na figura 14 estdo resumidos 0s pontos chaves para a atividade bioldgica da cloroquina.
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Figura 14 - Relac¢do estrutura-atividade da cloroquina.

Niicleo 4-Aminogquinolina
necessario para a ligacio
com a hematina.

Grupo Amino terminal e
Nitrogénio quinolinico
necessirios para o
aciamulo vacuolar.

Grupo eletrorretirador
necessario para inibicio da
formacio de Hematina.

Fonte: Autora, 2014.

Estudos recentes confirmam estes pontos e acrescentam nos aspectos da relacédo
estrutura-atividade em 4-aminoquinolinas, sugerindo que os grupos 7-cloro e 4-amino do
nacleo quinolinico sdo essenciais para a atividade antimalarica. Estes dois grupos sdo criticos
para a inibicdo da formacdo da hemozoina e ajudam no acimulo da droga no VD do parasito.
A substituicdo do grupo 7-cloro por grupos eletrodoadores (NH2, OH, OCHs e CHz3) ou
eletrorretiradores (CFz e NO) reduz a atividade antimalarica do 4-aminoquinolinico resultante,
sugerindo que este grupo é importante para a atividade de 4-aminoguinolinas. A subestrutura
4-Aminopiridina da 4-aminoquinolina € essencial, pois ajuda na ligagdo com o heme. A
presenca da cadeia lateral aminoalquil é necessaria e dados experimentais mostram que tanto o
encurtamento (2-3 atomos de carbono) como o alongamento (10-12 atomos de carbono) da
cadeia lateral em CQ levam os compostos com atividade antimalarica mantida contra cepas
resistentes a CQ de P. falciparum. A substitui¢do do grupo dietil por um grupo tert-butil (grupo
metabolicamente estavel), bem como a substituicdo por grupos funcionais heterociclica, tais
como piperidil, pirrolidinil e morfolinil, levou a um aumento da atividade antimalarica (Figura
15) (MANOHAR et al., 2014).
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Figura 15 - Relag&o estrutura-atividade de derivados aminoquinolinicos.
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Fonte: Adaptado de MANOHAR et al., 2014

Estes resultados fornecem um conjunto de diretrizes empiricas para concep¢ao de novos

4-aminoquinolinas com potencial atividade antiplasmadica.

Estes dados confirmam um estudo anterior realizado por (EGAN, 2001). Neste trabalho,
variacOes estruturais de substancias 4-aminoquinolinicas (Figura 16), compostos que nao
apresentam o grupo 7-cloro, ndo conseguiram associar-se com a hematina e, por consequéncia,
nao conseguiram inibir a formagdo da B-hematina, ndo apresentando atividade antimalarica. Ja
em substéncias em que faltava o grupo amino terminal mais uma vez ndao houve nenhuma
atividade antiplasmaddica. Aminoguinolinas que tém somente o grupo amino terminal ou apenas
o 7-cloro (grupo eletroretirador) exibem uma atividade antimalarica fraca. Mas os compostos

que apresentam as duas caracteristicas apresentam uma forte atividade antimalarica.

A estrutura da cadeia lateral aminoalquila ndo parece desempenhar um papel importante
em qualquer destes processos de formagdo da hemozoina ou degradacdo da p-hematina. Por
outro lado, ha fortes indicios de que mudanga estrutural significativa na cadeia lateral, alterando
seu comprimento ou introduzindo elementos estruturais inéditos, como, por exemplo um metal

de transicdo, possa contornar a resisténcia a cloroquina (EGAN, 2001).
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Figura 16 - Associacdo a hematina, inibicdo da formacéo de p-hematina, Presenca de grupo
amino baésico e atividades antiplasmodiais para a Selecdo de Aminoquinolinas.
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1.2.3 Estudos recentes

Uma série de novos derivados aminoquinolinicos (em especial 4-aminoquinolinicos)
com excelentes atividades bioldgicas, tanto em cepas sensiveis quanto em resistentes, tém sido
desenvolvidos. Esses derivados foram planejados tanto pela variacdo de grupos ligados ao
nacleo quinolinico, como pela formacdo de moléculas hibridas, que consiste em juntar duas

substancias potencialmente ativas para favorecer um sinergismo das drogas.

1231 Modificacdo da cadeia quinolinica e moléculas hibridas

Em um estudo que incorporou grupos sulfonamida, uréia, tiouréia e amida no fragmento
7-cloro-4-aminoquinolil resultou em compostos que mostraram atividade submicromolar
contra cepas de parasitos cloroquina-resistentes (CQ-R) (Dd2) e cloroquina-sensiveis (CQ-S)
(HB3), junto de um baixo indice de resisténcia (IR). O mais promissor composto dessa série foi
0 de cadeia curta 7-cloro-4-sulfonamida aminoquinolila (Composto 1, figura 17), que teve
valores de Clso de 17,5 e 22,7 nM contra HB3 e Dd2, respectivamente. Foi significativamente
mais potente contra Dd2 do que a CQ (Clso de 127 nM) (EKOUE-KOV!I et al., 2009).

Vale ressaltar que o derivado tiouréia (Composto 2) foi mais ativa contra cepas CQ-S,
3D7, com uma Clso de 6,07 ng / mL em um modelo in vitro. O composto 2 também mostrou a
supressdo de 99,27% da parasitemia, no 4° dia, contra a cepa N-67 CQ-R de P. falciparum in
vivo (SUNDURU et al., 2009).

Os compostos 3 e 4 foram avaliados in vitro contra a cepa de P. falciparum NF 54. Entre
0s compostos avaliados, o composto 3 apresentou poténcia equivalente ao medicamento de
referéncia, a cloroquina (Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) = 0,125 ug / ml), enquanto o
composto 4 foi quatro vezes mais potente do que a cloroquina (CIM = 0,031 ug / mL). O
tratamento com o composto 4, durante 4 dias, em doses de 50 ou 25 mg / kg i.p. e 100 mg / kg
por via oral, forneceu uma resposta curativa em 100% dos camundongos suicos infectados com
cepas N-67 de P. yoeli, resistentes a cloroquina. Na figura 18 estdo ilustradas as estruturas dos
quatro compostos (KUMAR et al., 2010).



Figura 17 - Estruturas dos compostos 1, 2, 3 e 4.
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Fonte: Adaptado de EKOUE-KOVI et al., 2009; SUNDURU et al., 2009; KUMAR et al., 2010.

Os derivados 4-aminoquinolincos 5a-5e apresentaram atividades

36

bioldgicas

semelhantes ou superiores a cloroquina em cepas de parasitos resistentes e sensiveis a CQ

(Figura 18 e tabela 2) (KUMAR et al., 2011).

Figura 18 - Estrutura do hibrido.
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Tabela 2 - Compostos com seus respesctivos grupos e Clso (nM) e IS.

Compostos R1 R2 Clso (NM) IS
5a anilina N-metil piperazino 5,85 92,06
5b anilina N-etil piperazino 5,92 192,66
5¢ anilina 4-(3-aminopropil) 3,01 154,99
morpholino
5d p-toluidina N,N-dietiletilenediamina 7,03 610,98
5e p-toluidina Metilamina 6,41 491,91
CQ 8,15 8983

Fonte: KUMAR et al., 2011

Outra série de compostos foi avaliada (in-vitro) contra cepas CQ-S (D-10) e CQ-R (W-
2) (Figura 19 e tabela 3). Cinco desses compostos apresentaram maior atividade contra a cepa
W-2, sendo de 10 a 28 vezes mais ativo que a CQ, com a Clsp variando de 14 a 59 nM (8a, 9b,
9a, 6f e 7f) quando comparado com 481,2 nM da CQ para cepas CQ-R (W-2). O composto 6f
apresentou-se 0 mais potente com Clso 8.5 e 14.3 nM contra D-10 e W-2, respectivamente
(CASAGRANDE et al., 2008).

Figura 19 - Estruturas das séries estudadas.
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Tabela 3 - Compostos e seus respectivos valores de Clso contra cepas D-10 e W-2.

Compostos D-10 (CQ-S) W-2 (CQ-R)
Clso(nM) Clso(nM)
8a 42.7+8.9 59.2+ 274
9b 30.7+4.3 49.6 £5.2
9a 26.1+£8.3 425+19.1
6f 85+1.9 143+7.8
7f 23.6+5.1 28.8+45
CQ 27.2+35 481.2 +183.9

Fonte: Adaptado de CASAGRANDE et al., 2008.

38

Uma série de 4-aminoquinolina-triazinas conjugados (Figura 20) com diferentes

padrdes de substituicdo foram sintetizados e suas atividades contra malaria foram avaliadas
frente a cepas de P. falciparum CQ-S (D-10) e CQ-R (W-2). A atividade bioldgica dos
compostos 10a, 10b, 10c e 10d foram avaliados e se mostraram mais ativos que o farmaco de

referéncia (Tabela 4) (MANOHAR et al., 2010).

Figura 20 - Estrutura do composto 10.

10 a-d
Fonte: Adaptado de MANOHAR et al., 2010.

Tabela 4 - Compostos com seus respectivos grupos, Clso (nM) e IS.

Compostos R1 R2 X Clso(nM) W-2 IS
10a Morfolina 3,5-dimetoxianilina  1,3-propanodiamina 0,22 148,6
10b Morfolina 3,5-dimetoxianilina  1,8-octanodiamina 0,35 >137,1
10c Anilina Anilina 1,2-etilenodiamina 0,25 41,6

N2-(7-Cloro-
10d quinolin-4-il)- Cloro 1,2-etilenodiamina 0,38 >126,3
etano-1,2-
diamina
CQ 0,42 >30

Fonte: Adaptado de MANOHAR et al., 2010.
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Os compostos 11a e 11b apresentaram atividade antimal&rica in vitro contra cepas de P.
falciparum CQ-S (3D7) semelhantes aos valores para a CQ (Figura 21, tabela 5). Além de
apresentar uma excelente atividade de supressdo (maior que 99%) apds quatro dias contra
modelo de P. falciparum in-vitro (tabela 6). O composto 11b mostrou maior supresséo 99.11%
contra cepas CQ-R (N-67) de P. yoelii em ensaios in vivo (KUMAR et al., 2008).

Figura 21 — Estruturas base dos compostos 11a e 11b.
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Fonte: KUMAR et al., 2008.

Tabela 5 - Atividade antimaldrica in vitro contra cepas de P. falciparum sensiveis a CQ (3D7) e
indice de seletividade.

Compostos R1 R2 X Clso(nM) W-2 IS
1lla p-Fluoroanilin Piperidine 1,3-propanodiamina 7.15 328.61
11b Piperidine Cyclohexylamine  1,8-octanodiamina 4.43 481.48
CQ 2.6 8983

Fonte: KUMAR et al., 2008.

Tabela 6 - Atividade antimalarica in vivo contra cepas CQ-R de P. yoelii (N-67) em ratos suicos,
via intraperitoneal, em doses de 50 mg/kg/dia.

Compostos % de Supressao no 4° dia % de Supressao no 6° dia
1la 99,9 96,51
11b 99,9 99,11
CQ 99,99 94,26

Fonte: KUMAR et al., 2008.

Os compostos 12a-d e 13a (Figura 22) apresentaram baixa citotoxicidade com CCsp
>100 uM. Estes compostos mostraram uma atividade antimalarica moderada com Clso <50 pM
contra a cepa (W-2) de P.falciparum, na faixa de 9.6 - 40.9 uM, e IS variando entre 2,2-71,1.
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Na tabela 7 s&o apresentados os valores de pClso que, quanto maiores, mostram uma maior
atividade antimalérica do composto (PEREIRA et al., 2014).

Figura 22 - Estrutura da série de compostos 12a-d e 13a.
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Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2014

Tabela 7 - Valores experimentais da atividade antimalarica e citotoxicidade em pClsy e CCsy,
respectivamente.

Compostos pClso (UM) CCso (UM)
12b 5,00 151
13a 4,64 484 + 35
12¢ 4,57 1849 + 58
12d 4,39 930 + 33
12a 4,40 >2864
CQ 6,72 8983

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2014

Uma série de hibridos 4-aminoquinolino-pirimidinas foi desenvolvida e suas atividades
antimalaricas foram avaliadas contra cepas de P. falciparum CQ-S e CQ-R junto com sua
citotoxicidade contra células de mamiferos (Figura 23 e tabela 8). O composto 14f mostrou
excelente atividade contra P. falciparum CQ-R e CQ-S acompanhado de um bom IS. O
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composto 14d mostrou atividade semelhante a CQ para as duas cepas, mas com um IS menor.

Os compostos 14a, 14b, 14c, 14e, 149 e 14h mostraram eficécia similar contra cepas CQ-R e

eficacia moderada contra cepas CQ-S quando comparado com a CQ. Além disso, nenhum dos

compostos demonstrou toxicidade apreciavel contra células de mamiferos. (THAKUR et al.,

2014).

Figura 23 - Estrutura base da série de compostos 14a-h.

Fonte: Adaptado de THAKUR et al., 2014,

14 a-h

Tabela 8 - Atividade antimal&rica in vitro em cepas de P. falciparum CQ-S (D6) e CQ-R (W-2) e
seus compostos de referéncia.

P. falciparum (D6)

P. falciparum (W-2)

Compostos R R1 Clso(uM) IS Clso(uM) IS
14a H Pirrolidina 0,44 >26,8 0,66 >19,9
14b Me Pirrolidina 0,38 >30,2 0,47 >24.,6
1l4c H Ciclohexilamina 0,29 >37,9 0,43 >25,9
14d Me Ciclohexilamina 0,27 >38,9 0,30 >36,1
14e H Etanolamina 0,39 >31,4 0,48 >25,6
14f Me Etanolamina 0,13 >88,4 0,14 >83,5
14g H Propanolamina 0,30 >38,9 0,40 >31,3
14h Me 4-Metoxi 0,44 >23,3 0,77 >13,4
CQ 0,03 >300 0,34 >26,5

Fonte: Adaptado de THAKUR et al., 2014.

Analogos da cloroguina (15, 16 e 17) foram planejados e sintetizados (Figura 24). Os

compostos hibridos apresentaram atividades notavelmente altas in vitro contra parasitos em

estagios sanguineos e no estagio no figado, incluindo parasitos CQ-R (W-2) na fase sanguinea

de P. falciparum. Os compostos foram equipotentes com artemisinina (para cepas W2, 3D7 de

P. falciparum com Clsp 9.5£1.9 nM e Clsp 23.5+0,8 nM, respectivamente) para as formas
sanguineas. Para os compostos 15 temos Clso 11,0 nM (W2) e Clsg 15,63 nM (3D7), para o0 16
Cls0 11,6 nM (W2) e Cls026,21 nM (3D7) e, por fim, para o 17 Clso 20,0 nM (W2) e Cls 30,63
nM (3D7) (GRYZLO; KULIG, 2014).



42

Estudos in vivo (modelo com ratos) da maléria confirmaram que os compostos 16 e 17
(Figura 24) mostram atividade antimalérica. As atividades in vivo foram, no entanto, menores
do que se poderia esperar com base nos dados in vitro, possivelmente por causa da baixa
biodisponibilidade. A falta da atividade in vivo observada em 15 pode ser explicada pela sua
elevada lipofilicidade (GRYZLO; KULIG, 2014).

Figura 24 - Estruturas do compostos 15, 16 e 17, e suas atividades in vitro contra P. falciparum
CQ-R (W2).
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Fonte: Adaptado de GRYZLO; KULING, 2014

1.2.4 Outras Atividades biologicas

O nacleo quinolinico é uma estrutura caracteristica de varios compostos bioativos com
diferentes atividades farmacologicas. Dentre elas estdo a antimicrobiana, antituberculose,
anticancer, anti-HIV, antimalarica e as atividades anti-inflamatorias. Alguns desses compostos
apresentaram atividade antiprotozoaria, incluindo atividade leishmanicida (ARANGO et al.,
2012; GUO et al., 2013).

A literatura médica vem confirmando a algum tempo a eficicia de farmacos
quinolinicos em doengas reumaéticas, como por exemplo, 0s sintomas reumaticos

desencadeados pelo Lupus Eritematoso sistémico (LES). A cloroquina e o hidroxicloroguina
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sdo utilizados ha algum tempo para o tratamento de doencas reumaticas (BONFANTE et al.,
2008).

Um grupo de pesquisa fez um levantamento de varios analogos quinolinicos e
indenoquinolinas com varias cadeias laterais que apresentavam atividade antiprotozoario, que
também mostraram boa atividade contra tuberculose. Dentre as substancias encontradas, cinco
(Figura 25) com excelente atividade in vitro antitripanossomal e leishmanicida sugerem que
tanto a quinolina como as variacGes na cadeia lateral sdo importantes em outros tipos de
atividades bioldgicas (UPADHAYAYA et al., 2013).

Figura 25 - Cinco compostos mais ativos com seus dados de Clsp e CCso, respectivamente.
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Fonte: UPADHAYAYA et al., 2013

1.3 Perspetivas de combate a Maléaria

1.3.1 Vacinas

Devido a complexidade do parasito da malaria o desenvolvimento de uma vacina contra
esta enfermidade tem sido uma missdo muito dificil. Diante disso, ndo ha atualmente vacina
alguma contra a malaria disponivel no mercado, apesar de anos de intensa pesquisa e esforco
de desenvolvimento. Mais de 20 projetos de vacinas estdo sendo avaliados em ensaios clinicos

ou estdo em desenvolvimento pré-clinico avancado (WHO, 2014).
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Dos candidatos a vacina, a RTS,S/AS01 é a que esta em um estadgio mais avancado
contra a forma mais mortal da doenga, o P. falciparum. O ensaio de fase 111 comegou em 2009
e terminou em 2011 com aproximadamente 15.000 criancas de sete paises da Africa
subsaariana: Burkina Faso, Gabdo, Gana, Quénia, Malawi, Mogcambique e Republica Unida da
Tanzania. Para esse teste, as criangas foram divididas em dois grupos de idade: o primeiro com
criancas de idade entre 5 e 17 meses, recebendo na primeira dose apenas a vacina RTS,S/AS01
e 0 segundo grupo de criancas de 6 a 12 semanas, que receberam a vacina RTS,S/AS01 junto
com a pentavalente (vacina do calendéario de rotina). Os dois grupos receberam trés doses da
vacina RTS,S/AS01 em intervalos de um més (WHO, 2014).

Ap0s 18 meses de imunizacdo, o grupo de criancas de 5 a 17 meses apresentaram uma
eficacia estimada em 46% para a maldria clinica e 35,5% para a malaria severa. Ja no grupo de
criancas de 6 a 12 semanas, enquanto a eficacia contra a malaria clinica foi significativa
estatisticamente em 27%, para a malaria severa ndo houve significancia estatistica (WHO,
2014).

Com tudo isso, e baseados nos dados disponiveis da vacina, a mesma sera avaliada como
um complemento e ndo como um substituto para medidas de prevencédo, de diagndstico e dos
tratamentos existentes. A necessidade de redes, inseticidas de longa duracdo, testes rapidos de
diagndstico e terapias combinadas a base de artemisinina vdo continuar, se a RTS, S / AS01
tornar-se disponivel e utilizada (WHO, 2014).

1.3.2 Novos Alvos terapéuticos

As proteinases responsaveis pela metabolizagdo da hemoglobina sdo a aspartica
(analogo da catepsina D) e a cisteina (andlogo ao catepsina L). A primeira proteinase aspartica
(plasmepsina I) faz uma Gnica clivagem na regido mével da hemoglobina e a segunda proteinase
aspartica (plasmepsina Il) tem a atividade preferencial na globina &cida-desnaturada. A
proteinase de cisteina atua no processo por ndo reconhecer a hemoglobina nativa, somente a
porcdo globina (apoproteina). As proteinases vacuolares podem ser validadas como alvos
terapéuticos para o desenvolvimento de novos protdtipos de farmacos antimaléaricos
(SCALERCIO, 2010).

Estudos apontam outros possiveis alvos terapéuticos, como a piridoxal quinase, a
aldeido desidrogenase e a quinona redutase 2, como possiveis alvos terapéuticos, atribuindo

uma interacdo entre estas enzimas com derivados quinolinicos. Além disso, as proteinas de
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membrana que conferem o efluxo dos farmacos para fora do VD (PfCRT e PfMDR1) também
sdo atribuidas como possiveis alvos para novos farmacos (KIMURA et al., 2014; EGAN,;
KUTER, 2013).

1.3.3 Metas da Organizacdo Mundial da Sadde

Desde 2000, uma grande expansdo no financiamento e cobertura dos programas de
controle de malaria levou a uma reducdo na incidéncia e mortalidade pela doenca. A
Organizacdo Mundial da Saude, na Assembleia Mundial da Saude realizada em 2005,
estabeleceu o objetivo de reduzir as taxas de incidéncia de casos e as mortes por malaria em
75% em todo 0 mundo até 2015. Além disso, o combate a doenca é parte de uma das metas do
Millennium Development Goal (Objetivo de desenvolvimento do milénio) das Na¢des Unidas
(de um total de oito metas) que todos os 191 Estados membros da ONU concordaram em tentar
alcancar até o ano de 2015. Na Declaracdo do Milénio das Nagbes Unidas, assinado em
setembro de 2000, os lideres mundiais assumiram o compromisso de combater a pobreza, a
fome, as doencas (HIV/AIDS, Malaria, entre outras), o analfabetismo, degradacdo ambiental e

discriminacdo contra as mulheres (WHO, 2013).

2 JUSTIFICATIVA PARA A REALIZACAO DO TRABALHO

2.1 Consideracdes iniciais

Este trabalho de dissertagdo foi concebido com foco na sintese de substancias organicas
com potencial atividade antimalarica e que fossem capazes de se coordenarem a metais de

transicdo, potencializando sua acao bioldgica.

O grupo farmacoférico, com clara acdo antimalérica, adotado no esqueleto estrutural
das substancias a serem preparadas, foi 0 4-aminoquinolinico. Com este nucleo base o design

de diversas moléculas foi concebido.

Como sera discutido nesse trabalho, as primeiras tentativas de obtencdo de novos
derivados 4-aminoquinolinicos ndo foram bem sucedidas, apesar de baseados em reacGes
classicas de transformacdo quimica. Porém, outras modificagdes quimicas foram propostas,

gerando assim, intermediarios e os novos derivados desejados.
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De posse dessas substancias, estas foram encaminhadas para avaliacdo de acao bioldgica
juntos ao Laboratdrios de Imunologia e Farmacologia (LAFI/UFAL) e Laboratorio de Mal&ria
(UFMG) para determinacéo, respectivamente, de seus potencias antiartriticos, leishmanicida e

antimalaricos.

2.2 Motivacao

Mesmo diante do fato de uma significante queda no nimero de casos de maléaria, essa
doenca ainda mata milhares de pessoas por ano. Tal queda, as vezes atribuida a melhoria da
vigilancia e controle dos mosquitos, vetor do parasito da malaria, é também encarada por muitos
especialistas como um resultado da disponibilidade e a eficicia dos medicamentos chamados
de Terapias Combinadas a base de Artemisinina (ACTs). Como esta € a Unica classe de terapia
da malaria que efetivamente pode eliminar infeccbes de malaria-multi-resistentes aos
medicamentos, a descoberta da resisténcia do parasito a artemisinina na sub-regido do grande
Mekong do Asia-Pacifico é visto, pela Comunidade Internacional, como um desastre em
potencial (BRIGHT; WINZELER, 2013; GUEYE et al., 2014).

Focos desta resisténcia foram identificados ao longo da Tailandia-Mianmar, Tailandia-
Camboja, Vietnd, Camboja, Laos, em outras fronteiras com Vietna e, recentemente, ha relatos
de emergente resisténcia na Africa sub-saariana, especificamente Angola (GUEYE et al., 2014).

Esta resisténcia as drogas também tem desempenhado um importante papel na
ocorréncia e gravidade da epidemia em algumas partes do mundo. Este fato tem levado a
propagacao da malaria para novas areas e a reemergéncia em areas onde a doenga havia sido
erradicada. Os movimentos populacionais tém agravado a problematica, introduzido parasitos

resistentes em areas previamente livres de resisténcia as drogas (BLOLAND, 2001).

Em contrapartida, ha uma grande disparidade entre a importancia para a saude publica
da doenca e a quantidade de recursos investidos no custeio para o desenvolvimento de novos
farmacos. Esta disparidade vem em um momento em que 0s parasitos da malaria mostraram
um certo nivel de resisténcia a quase todos os medicamentos contra a malaria atualmente
disponivel, aumentando o custo e complexidade na realizagdo da cura parasitoldgica
(BLOLAND, 2001).

O primeiro caso de cepa de P. falciparum resistente a cloroquina aconteceu em 1957,
na Asia. Desde entfo, essa resisténcia tem se espalhado por todo o globo, acompanhada da

emergéncia da resisténcia de outros medicamentos. Os casos de resisténcia tem afetado
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diretamente a mortalidade em muitos paises, especialmente em bebés e criangas. Este fato tem

impulsionado a busca por novos agentes quimioterapicos (JENSEN; MEHLHORN, 2009;
FRANCA et al., 2008).

Diante disso, é essencial a busca por novos farmacos utilizados no combate a doenca,
capazes de contornar os mecanismos de resisténcia do parasito.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

A Sintese de novos compostos 4-aminoquinolinicos potencialmente ativos contra maléria.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar substancias da classe 4-aminoquinolinicos;

e Avaliar a atividade desses compostos contra ao P. falciparum;
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Introducéo

Este trabalho de dissertacdo teve a seguinte estratégia experimental: 1) Sintese de
derivados 4-aminoquinolinicos capazes de se coordenarem a metais e suas caracterizagoes; e 2)

Atividade Biologica dos mesmos frente ao P. falciparum.

Todas as sinteses foram realizadas junto ao grupo de Catalise e Reatividade Quimica
(GCaR) do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL).

As caracterizagdes foram realizadas junto a Central Analitica do IQB ou nos
laboratorios de pesquisa do GCaR; em particular, os espectros de RMN de 'H e '3C das
substancias isoladas foram obtidos pelo Laboratorio de Ressonancia Nuclear Magnética do
IQB/UFAL.

As analises de atividade bioldgicas foram realizadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas René Rachou, no Laboratorio de Malaria, coordenado pela Profa. Dra.
Antoniana Krettli, e pelo Laboratério de Farmacologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude (ICBS/UFAL) coordenado pela Profa. Dra. Magna Suzana Alexandre
Moreira. Além da atividade contra a malaria, foram realizados ensaios para avaliar a atividade

desses ligantes contra a Leishmaniose e Artrite.

4.2 Equipamentos

As analises para a caracterizacdo dos ligantes foram realizadas no Instituto de Quimica
e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. A tabela 9 contém as técnicas utilizadas,

0s seus respectivos aparelhos e o departamento a que pertencem.
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Tabela 9 - Equipamentos utilizados nas Caracteriza¢Ges das amostras.

TECNICA ANALITICA APARELHO LOCAL

Espectroscopia no Espectrofotdmetro FT-IR Varian

infravermelho 640-IR com ATR GCaR/IQB/UFAL

Espectrémetro Bruker Avance 400,
Espectroscopia de Ressonancia  operando na frequéncia de 400,130
Magnética Nuclear (RMN) MHz para RMN de *H e 100,613
MHz para RMN de *3C.

IQB/UFAL

MSTecnopon. Modelo PFMII
Ponto de Fusédo Digital, com temperatura maxima ESENFAR/UFAL
de
330°C

Fonte: Autora, 2014.

4.2.1 Preparo das Amostras para Analises

4211 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para as analises por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN
de 'H) e de carbono-13 (RMN de **C) as amostras foram pesadas (10 mg para 'H e 20 mg para
13C), dissolvidas em solventes deuterados adequados (Metanol-ds ou Dimetil Sulfoxido-ds) e

transferidas para tubos de RMN.

4212 Espectroscopia Infravermelho-Visivel (IV-Vis)

As analises por espectroscopia na regido do infravermelho médio foram realizadas em
um espectrofotdmetro Varian com o emprego de um acessorio de Refletancia Total Atenuada
(RTA ou ATR). Os espectros abrangem as regides de 4000 a 400 cm™.

Todos os espectros encontram-se no item 6 e também foram ampliados nos apéndices

deste trabalho.

4213 Analise do Ponto de Fusdo

Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram analisados usando como suporte

um capilar, onde as amostras foram colocadas. A variagdo da temperatura ocorreu com
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velocidade de um grau por minuto (1 °C/min) até que as amostras passassem do estado solido
para o estado liquido. Sendo assim, o ponto de fusdo foi determinado.

4.3 Reagentes, Solventes, Gases, Vidrarias e Outros Materiais.

Todos os reagentes, solventes e gases utilizados na realizacdo deste trabalho possuiam
um bom grau de pureza e seus graus de pureza e origem estéo listados na tabela 10. As vidrarias
e demais materiais foram utilizados apds limpeza rigorosa, secagem em estufa (a 80 °C) e o

resfriamento.

Tabela 10 - Reagentes utilizados.

REAGENTES E FORMULA PUREZA (%) ORIGEM
SOLVENTES MOLECULAR
4,7-Dicloroquinolina CoHsCI2N 97% Sigma Aldrich
Propargilamina CsH:sN 98% AK Scientific, Inc
Fenol CeHeO P.A. VETEC
Acetato de etila C4HgO: P.A - ACS Dindmica
Hexano CeHuia P.A-ACS Dindmica
Silica Gel 60 - - Macherey-Nagel
Alcool Metilico CH.O P.A-ACS VETEC
Agua Destilada H20 - -
lodeto de Cobre Cul 98% Sigma Aldrich
Formaldeido CH20 Solugdo a 37% p/v Acros Organics
Dietilamina CsHuN P.S. VETEC
Alcool Etilico C.HsO P.A. Dinamica
Cloreto de Litio LiCl 99+% ACS Acros Organics
Cloreto de Paladio PdCl, 98% Sigma Aldrich
Cloroférmio CHCl; P.A. Quimis
Argbnio Ar 99,9 White Martins

Fonte: Autora, 2014.
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4.4 Sintese das substancias

4.4.1 Sintese da N-(prop-2-inil)-7-cloro-quinolin-4-amina (PCQ).

cl u HN/XQ\
N HNT 6 N

cl N cl-7 N
1

\

A sintese do composto PCQ seguiu a metodologia proposta por (THI et al., 2008). O
preparo do composto foi realizado em um tubo selado com um agitador magnético. Foram
adicionados 4,7- dicloroquinolina (1,5 g; 7,6 mmol) e fenol (7,15 g; 76 mmol). Apds a mistura
ser deixada 1 h a 100 °C, foi adicionado propargilamina (0,972 mL; 15,2 mmol) e a temperatura
foi elevada para 120 °C, deixando-se sob agitacdo por mais 4 h. Ao final do periodo, a mistura
foi esfriada até a temperatura ambiente e uma solugdo aquosa de NaOH a 15% (30 mL) foi
adicionada a mistura reacional. Houve a formacdo de um precipitado amarelo que foi lavado
com mais solucdo de NaOH e em seguida com agua. O solido obtido foi purificado em coluna
cromatografica com eluente Hexano:Acetato na proporcdo de 6:4. Obtivemos um solido
amarelo claro com rendimento de 92% (1,50 g).

F. M.: C12HoCINz> ; Massa Molecular: 216,67 g/mol; e Ponto de degradagéo: 238,1 °C

RMN de H (400 MHz, MeOD): § 2,66(t, J=2,45 Hz, 2H, 14-CH), 3,44 (s, 1H, N-H
aminico), 4,18(d, J=2,45 Hz, 2H, 12-CHy), 6,67 (d, J=5,59 Hz, 1H, 3-Ar-H), 7,43(dd, J=2,14
Hz e J=8,91 Hz, 1H, 6-Ar-H), 7,81(d, J=2,22 Hz, 1H, 8-Ar-H), 8,04(d, J=8,91 Hz, 1H, 5-Ar-
H), 8,43(d, J=5,58 Hz, 1H, 2-Ar-H)

RMN de *C (100 MHz, MeOD-ds): §33,01(C-12), 73,01 (C-14), 80,42 (C-13), 100,99
(C-3), 119,09 (C-10), 124,43 (C-5), 126,57 (C-6), 127,77 (C-8), 136,65 (C-7), 149,60 (C-9),
152,23 (C-2) e 152,46(C-4).

LV. (vmadem™): 3291 (v =CH), 3214 (v N-H), 3062 (v =CH), 2921 (vss CH,), 2859 (vs CH),
2161 (v C=C), 1581 (v C=C), 1448 (5 CH2), 1320 (Car-N), 1280 (Cr-N), 846 (5 =CH) ¢ 809 (5
=CH).
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4.4.2 Sintese da N-(4-(dietilamino)but-2-inil)-7-cloro-quinolin-4-amina (DAQ).

12

13
11
HN/\ HN™ N
H 5 4 14 15
X 6 N3
+ >:O + HN - ;0 18 N o
Z \ Z
Cl N H a7 N 2 r W
1 19 20

A sintese do composto DAQ foi baseada em (EBELING et al., 2002) com adaptaces.
Em um baldo de 50 mL foram adicionados uma solucdo aquosa de dietilamina a 50% (3,92 mL;
18,55 mmol - 4 eq.) e paraformaldeido (0,450 mL; 6,01 mmol — 1,3 eq). A mistura foi deixada
sob agitacdo por 1 h. Em um outro baldo de 50 mL, com duas bocas, foram adicionados a PCQ
(1 g; 4,62 mmol), Cul (0,01158 g; 0,060 mmol) e alcool etilico (20 mL), que foram deixados
sob refluxo por 24 h. O contetdo reacional foi filtrado a vacuo com funil de Bilichner (dotado
de placa porosa) com celite, e o filtrado foi seco em rota evaporador. Esse solido foi
recristalizado em etanol/agua e o precipitado foi filtrado, dando um sélido levemente amarelado
com rendimento de 40% (0,527 g).

F. M.: C17H20CIN3; Massa Molecular: 301,13 g/mol; e Ponto de Fuséo: 153,8 °C.

RMN de H (400 MHz, MeOD-da): § 1,01(t, 6H, J=7,21 Hz, 19 e 20-CHs), 2,52 (q, 4H,
J=7,23, 17 e 18 CHy), 3,41(t, 2H, J=1,91 Hz, 15-CH,), 4,21 (t, 2H, J=1,91 Hz, 12-CH), 6,69
(d, 1H, J=5,62 Hz, 3-CH), 7,43 (dd, 1H, J=2,15 e 9,03 Hz, 6-CH), 7,81 (d, 1H, J=2,12 Hz, 5-
CH), 8,04(d, 1H, J=9,01 Hz, 5-CH), 8,43 (d, 1H, J=5,53 Hz, 2-CH).

RMN de °C (100 MHz, MeOD-ds): & 12,19(C-19 e C-20), 33,19 (C-12), 41,39 (C-
15), 48,23 (C-17 e C-18), 78,14 (C-14), 82,36 (C-13), 101,19 (C-3), 119,12 (C-10), 124,41 (C-
5), 126,53 (C-6), 127,79 (C-8), 136,61 (C-7), 149,61 (C-9), 152,22 (C-2) e 152,37 (C-4).

1.V. (vmademt): 3237 (v N-H), 3068 (v =CH), 2965 e 2859 (vasCHs e vsCHs), 2933 e
2815 (vasCH2 € vsCH), 2161 (v C=C), 1579 (v C=C), 1442 (5 CHa), 1367 (5 CHs), 1311 (Car-
N) e 1238 (Cr-N).
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4.4.3 Sintese da N-(2-aminoetil)-7-cloroguinolin-4-amina (CEQ).

12 NH., 14
cl BN
5 4
NH 6 3
N + HZN/\/ z — 10\
9
= =
Cl N a7 N
8 1

O composto CEQ foi preparado segundo a metodologia (RUDRAPAL et al., 2013) com
modificagfes. Num baldo de fundo redondo de 100 mL, foram introduzidos 4,7-
dicloroquinolina (1 g; 5 mmol) e etilenodiamina (3,35mL; 50 mmol). Esta mistura foi aquecida
a80 °C por 1 h, sem agitacao, até completa solubiliza¢do. Em seguida, a temperatura do sistema
foi elevada para 130 °C e deixado sob agitagdo magnética por 6 h. A mistura reacional foi
resfriada a temperatura ambiente e basificada com NaOHq) 10% (3 mL). Houve a formacgéo
de um precipitado amarelo que foi lavado com mais solucdo de NaOH e, em seguida, com agua

destilada. Apos filtracdo e secagem obteve-se um sélido amarelo com rendimento de 72% (0,81
9)-
F. M.: C11H12CIN3; Massa Molecular: 221,69 g/mol; e Ponto de Fuséo: 148,5 °C.

RMN de H (400 MHz, MeOD-da): 8 2,96 (t, 2H, J=6,41 Hz, 13-CHy), 3,44 (t, 2H,
J=6,42, 12-CHy), 6,56(d, 1H, J=5,66 Hz, 3-CH), 7,40 (dd, 1H, J=2,21 e 9,00 Hz, 6-CH), 7,77
(d, 1H, J=2,15 Hz, 8-CH), 8,12 (d, 1H, J=9,00 Hz, 5-CH) e 8,35 (d, 1H, J=5,56 Hz, 2-CH).

RMN de 13C (100 MHz, MeOD-da): & 40,96 (C-13), 46,45 (C-12), 99,84 (C-3), 118,95
(C-10), 124,50 (C-5), 126,18 (C-6), 127,74 (C-8), 136,49 (C-7), 149,81 (C-9), 152,61 (C-2) e
152,98 (C-4).

LV (vmadem™): 3303 (v NHz), 2925 (vasCH2), 2861 (vsCHa) e 1583 (v C=C), 1544 (5
N-H), 1454 (85 CHz) e 1322 (o CH>).
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4.4.4 Sintese do Acido 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)acético (GIQ).

o
cl u HN/}]/
A OH
X (0] 6 XN 3
+ HzN/Y —_— 10
P 9

Cl N OH a7 72

8 1

A sintese do composto GIQ foi baseada em (STARCEVIC et al., 2012). Em um balao
de 100mL foram adicionados a 4,7-dicloroquinolina (1,98 g; 10 mmol), glicina (1,50 g; 20
mmol) e fenol (5,421g, 57,6 mmol). Foram agitados sob aquecimento de 120 °C por 18 horas.
Mais 1 eg. de glicina foi adicionado (0,7506 g; 10 mmol) e a mistura foi agitada por mais 3
horas e, em seguida, resfriada até temperatura ambiente. Diluida em acetato de etila (22 mL), o
precipitado foi filtrado, lavado com acetato de etila e entdo dissolvido em Na>COsz a 10% (sob
aquecimento). Nesta solucéo foi adicionado 5 mL de tolueno, a solucéo foi resfriadaa 5°C e 0
pH foi ajustado para 6 (com uma solucdo de HCI 6M). O precipitado foi filtrado, lavado com
agua destilada e tolueno e seco em alto vacuo. Obteve-se um solido levemente cinza com
rendimento de 42% (0,994 g).

F. M.: C11H9CIN202; Massa Molecular: 236,65 g/mol; e Ponto de degradacgdo: 287,9 °C.

RMN de *H (400 MHz, MeOD-da): § 4,04 (d, 2H, J=6,05 Hz, 12-CHy), 6,36 (d, 1H,
J=5,45, 3-CH), 7,49 (dd, 1H, J=2,22 e 9,00 Hz, 6-CH), 7,81 (d, 1H, J=2,24, 8-CH), 8,22 (d,
1H, J=9,01 Hz, 5-CH) e 8,40 (d, 1H, J=5,44 Hz, 2-CH).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds): & 44,80 (C-12; CHy), 99,67 (C-3),117,72 (C-10),
124,43 (C-5), 125,01 (C-6), 127,42 (C-8), 134,22 (C-7), 148,72 (C-9), 150,89 (C-2), 151,71 (C-
4) e 171,70 (C-13; C=0).

LV (vmadem™): 3559 (v O-H), 2911 (vasCHa), 2805 (vsCH2), = 1650 (C=C e C=0) ¢
905 (5 OH).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Introducéo

Neste trabalho de dissertacdo buscou-se modificar quimicamente a estrutura da
cloroquina para permitir a coordenacdo das novas substancias a elementos metalicos, além

disso, avaliar a relacdo estrutura-atividade a partir da modificacdo desse farmaco de referéncia.

Todas as sustancias sintetizadas foram do tipo 4-aminoquinolinicos a partir de reacdes
de Substituicdo Nucleofilica Aromatica (SNar), tendo-se como base metodologias sintéticas

encontradas na literatura e adaptadas as condic6es do laboratorio.

E importante destacar que na quimica do anel quinolinico ha uma caracteristica tnica
baseada nos efeitos estéreo-eletrénicos que o atomo de nitrogénio exerce sobre a molécula. A
quinolina ¢ um heterociclo deficiente em elétrons mt, devido a eletronegatividade do 4&tomo de
nitrogénio. Assim as posi¢des a e y suportam uma carga parcial positiva, tornando as posigoes
C-2 e C-4 propensas a ataques nucleofilicos, o que justifica a obtencdo de compostos 4-
aminoquinolinicos. Logo é uma reacdo seletiva nas posicdes 4 e 2. Na figura 26 ¢ demonstrada
a estrutura do anel quinolinico (AHMAD, 2006).

Figura 26 - Nacleo Quinolinico

AN
[:[/](X
N

Fonte: Autora, 2014.

As metodologias de sintese para os compostos foram desenvolvidas especificamente
para cada composto elaborado, diferindo no uso ou néo de solventes, tipo de solvente e relacfes
estequiométricas. Nos compostos PCQ e GIQ empregou-se o fenol como solvente, na sintese
da DAQ empregou-se alcool etilico e na da CEQ néo se usou solvente. A figura 27 mostra um

resumo do caminho sintético dos compostos.
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Figura 27 - Resumo das sinteses dos analogos 4-aminoquinolinicos.
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Fonte: Autora, 2014.

5.2 Sintese de derivados 4-aminoquinolinicos

Inicialmente o planejamento da rota sintética do composto DAQ seria feita em trés
etapas e posteriormente uma complexacdo com palddio. Esta primeira rota se daria com uma
reacdo de Mannich (Acoplamento carbono-carbono) com alcool propargilico, formaldeido e

dietilamina, como € mostrado na equacao abaixo.

REACAO DE MANNICH

Vi

H
HO/\ + >=O + HN/_ ﬂ» "o
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Em seguida, uma tosilagdo para transformar o grupo alcool em um melhor grupo
abandonador (grupo tosil) e posteriormente em uma reacdo de aminacao e, finalmente, a Reagéo

de SNar no anel quinolinico da DC (ver equacdes logo a seguir).

REACAO DE TOSILACAO
o
—e— O
HO/\\ O0=S=0 N
' — y /\
© N
A NG
A NG

REACAO DE AMINACAO

O’/\o N NH, X
+ NH,OH —>

SN SN

REACAO DE SUBSTIUICAO NUCLEOFILICA AROMATICA(SN zg)

Cl HN N
X
H->N A
X + 2 /\ \/\

cl N/ \/N\/ Cl N r W

Contudo, néo foi possivel concretizar a primeira etapa da estratégia sintética indicada

acima (esta tentativa foi repetida algumas vezes e com varias metodologias diferentes).

Dessa forma, ap0s pesquisas e estudos, mudamos a estratégia e buscamos a
possibilidade do ataque nucleofilico ao anel quinolinico por uma propargilamina (ver equagdo

abaixo).
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REACAO DE SNag
Cl HN/\

X + HzN/\ —_— X
=z

Cl N cl N

\

A SNar, neste caso, foi um pouco prejudicada devido as caracteristicas da
propargilamina (baixo ponto de ebulicdo), tornando a aminacao dificil, pois essa reacdo requer
uma condicdo mais energetica (cerca de 120 a 130 °C). Além dessa dificuldade e devido ao
elevado custo da propargilamina, tentamos o uso de um solvente adequado. Apo6s algumas
tentativas com refluxo e uso de diferentes solventes, obtivemos o produto com excesso de
propargilamina, sem a adicdo de solvente e com 0 uso de temperatura baixa. Para contornar
isso, modificamos a aparelhagem de reacdo, refizemos a reagdo, e obtivemos um rendimento
um pouco melhor, mas ainda com muito subproduto. Em vista disto, e na busca por um solvente
que fosse aplicavel, encontramos uma metodologia que utilizava fenol como solvente/reagente
(THI et al., 2008). Por esta estratégia, ha a formacdo de um fenolato na posicdo 4 do anel

quinolinico que permite a reagdo de SNar com maior rendimento (92%).

Em seguida realizamos a reacdo de Mannich, obtendo-se o produto desejado (ver
equacdo abaixo) e que seria capaz, posteriormente, de complexar-se a ions de paladio(ll), mas

apesar de vérias tentativas ndo conseguimos caracterizar o produto da complexacao.

REACAO DE MANNICH

HN
/T
AN + >:o + HN — X
N N
=z H Z
cl N Cl N
Em paralelo, resolvemos adotar outras estratégias de sintese para a obtencdo de novas

quinolinas e fizemos mais duas substancias conhecidas na literatura com a ideia de modificar

suas estruturas, no entanto ainda nao concluimos essa etapa.

De toda forma, as substancias isoladas até 0 momento foram enviadas para avaliacao
farmacoldgica como anti-inflamatério (antiartrite) e leishmanicida, visto que o nudcleo

quinolinico € descrito na literatura com atividade em diversos outros tipos de enfermidades.
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5.2.1 Caracterizagdo da N-(prop-2-inil)-7-cloro-quinolin-4-amina (PCQ).

A sintese do composto PCQ foi confirmada por técnicas de espectroscopia de RMN e
IV. Os dados do RMN de *H, presentes na tabela 11 e na figura 28, comprovam a formagcéo do
composto, mostrando os cinco sinais para hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos
entre 6= 8,43 e 6,67 ppm e trés sinais para os hidrogénios alifaticos com 6= 4,18 a 2,66 ppm. O
sinal com 6= 3,44 ppm é correspondente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio, o sinal com &=
2,66 ppm é referente ao sinal do hidrogénio ligado ao carbono metinico terminal, é um tripleto,
pois ha um acoplamento com os hidrogénios metilénicos do carbono 12. Os sinais com 6= 3,31
e 4,87 ppm sdo referentes ao Metanol deuterado (CDsOD) utilizado como solvente na
preparacdo da amostra.

Tabela 11 - Dados de RMN de 'H referentes a PCQ.

6 (multiplicidade) Integral J (H2) Atribuicéo
2,66 (t) 1H 2,48 14
3,34 (s) 1H - 11
4,18 (d) 2H 2,45 12
6,67 (d) 1H 5,59 3
7,43 (dd) 1H 891e214 6
7,81 (d) 1H 2,22 8
8,04 (d) 1H 8,91 5
8,43 (d) 1H 5,58 2

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 28 - Espectro de RMN de H da PCQ.
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Fonte: Autora, 2014.

Na andlise do espectro de RMN de *C foram observados os sinais condizentes com a
estrutura. Na tabela 12 e figura 29 observa-se 0s nove sinais referentes aos carbonos aromaticos
(com & de 152,46 a 100,99 ppm) e trés sinais (com & de 80,42 a 33,01 ppm) referentes aos sinais

dos carbonos alifaticos.
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Tabela 12 - Dados de RMN de *C (PCQ).

& (ppm) Atribuicao
152,46 C-4
152,23 C-2
149,60 C-9
136,65 C-7
127,77 C-8
126,57 C-6
124,43 C-5
119,09 C-10
100,99 C-3

80,42 C-13
73,01 C-14
33,01 C-12

Fonte: Autora, 2014.

Figura 29 - Espectro de RMN de *C da PCQ.
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Fonte: Autora, 2014.
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Estes dados s&o consistentes com outros encontrados na literatura, por exemplo
(STARCEVIC et al., 2012) em que os resultados encontram-se descritos a segui: ¢ 8.40 (1 H,
d,J=55Hz),818 (1 H,d,J=89Hz), 781 (1H,d J=21Hz),743(1H,dd,J=8.9,22

Hz), 6.38 (1H, d, J = 5.5 Hz). Mostrando assim uma coeréncia nos dados e analises realizadas.

No Espectro de 1V, realizado pela técnica de ATR, o composto PCQ apresentou o
espectro mostrado na figura 30, onde séo observadas as bandas de absorc¢ao de estiramento em:
3291 e 2161 referentes as ligagdes (v =CH) e (v C=C), respectivamente, que estdo presentes na
estrutura proposta, o estiramento 3214 (v N-H), correspondente ao nitrogénio alifatico ligado
ao anel quinolinico e as bandas de estiramento das liga¢des do anel quinolinico 3062 (v =CH),
1581 (v C=C). Além de estiramento referentes a cadeia alifatica 2921 (vas CHz), 2859 (vs CH>),
e deformacdes angulares, da cadeia alifatica 1448 (6 CH2) e 636 (= C-H) com sua harmonica

1322 (= C-H), confirmando a estrutura proposta.

Figura 30 - Espectro de Infravermelho do composto PCQ.
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Fonte: Autora, 2014.
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5.2.2 Caracterizagdo da N-(4-(dietilamino)but-2-inil)-7-cloro-quinolin-4-amina (DAQ)

12

13
11
HN N
5 4 /\ls
6 3
10 N N 16
. 9 2, 18 17
Cl 5 N
! 19 20

Para o composto DAQ observou-se um espectro de RMN de *H muito semelhante ao
composto anterior, permanecendo 0s mesmos cinco sinais dos hidrogénios quinolinicos com
deslocamentos quimicos entre 6=8,43 a 6,69 ppm, mas diferenciando apenas no maior nimero
de hidrogénios alifaticos, visto que na DAQ ha maior cadeia alifatica (com & de 4,21 e 1,01

ppm). Isso pode ser visualizado na Tabela 13 e na figura 31.

Tabela 13 - Dados de RMN de 'H (DAQ).

6 (multiplicidade) Integral J (H2) Atribuicéo

1,01 (t) 6H 7,21 19e 20
2,52 (q) 4H 7,23 18¢e 17
3,41 (1) 2H 1,91 15
4,21 (1) 2H 1,91 12
6,69 (d) 1H 5,62 3

7,43 (dd) 1H 2,15e9,03 6

7,81 (d) 1H 2,12 8

8,04 (d) 1H 9,01 5

8,43 (d) 1H 5,53 2

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H do composto DAQ.
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Fonte: Autora, 2014.

No espectro de RMN de *C do composto DAQ, presente na tabela 14 e figura 32, foi
observado um padrdo semelhante ao do composto anterior. Os valores de deslocamento dos
nove carbonos quinolinicos se mantiveram muito préximos (6= 152,37 a 101,19 ppm). J& nos
carbonos da cadeia alifatica foram observados mais sinais, devido a maior cadeia da DAQ. Os
deslocamentos quimicos dos carbonos alifaticos estdo entre 6= 82,36 a 12,19 ppm. Embora haja
seis carbonos a mais, apenas trés sinais sao observados, isso se deve ao fato de existir dois
conjuntos de carbonos que séo correspondentes entre si, sdo simetricos. Sendo assim, existem

dois sinais ao invés de quatro, como seria esperado.
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Tabela 14 - Dados de RMN de *C (DAQ).

o (ppm) Atribuicéo
152,37 C-4
152,22 C-2
149,61 C-9
136,61 C-7
127,79 C-8
126,53 C-6
124,41 C-5
119,12 C-10
101,19 C-3
82,36 C-13
78,14 C-14
48,23 C-17eC-18
41,39 C-15
33,19 C-12
12,19 C-19e C-20

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 32 - RMN de *C da DAQ.
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Fonte: Autora, 2014.

O espectro de IV-VIS, obtido pela técnica de ATR, do composto DAQ (Figura 33) €
bem semelhante a analise anterior, com pequenas variacdes devido a semelhancas das estruturas
dos compostos. S&o semelhantes as bandas de estiramento 3237 (v N-H), 3068 (v =CH), 2161
(v C=C), 1579 (v C=C) e 2933 e 2815 (vasCH2 e vsCH>). Diferindo das bandas de estiramentos
2965 e 2859 (vasCH3z e vsCH3) e na auséncia da banda de estiramento referente ao alcino

terminal, confirmando a estrutura proposta.
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Figura 33 - Espectro de Infravermelho DAQ.

m/\§§W — DAQ
oy
Cl N/ r j

. ] 2161 (vC = C)
e -10-
CU e
2 s
« 2817(v.CH,)
= ]
2 20
c 3237 (v N-H) 2859(v,CH,)
|_ e

-25 -

2933(v_CH,)
3068 (v=C-H) 1579 (v C=C)
-30 1 2965(v, CH.,)
-35

' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
N de Ondas (cm™)

Fonte: Autora, 2014.

5.2.3 Caracterizacdo da N-(2-aminoetil)-7-cloroquinolin-4-amina (CEQ).
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1~ NH2
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Da mesma forma que para os compostos anteriores o espectro de RMN de H é
semelhante aos mesmos com deslocamentos quimicos variando de 6=8,35 a 6,56 ppm, para 0s
cinco sinais dos hidrogénios quinolinicos, divergindo apenas no maior nimero de hidrogénios
alifaticos que sdo apenas dois sinais nos deslocamentos 6=3,44 e 2,96 ppm (Tabela 15, figura

34). Os sinais dos hidrogénios ligados aos atomos de nitrogénios ndo aparecem provavelmente
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pela grande possibilidade de troca de hidrogénio por deutério, presente no solvente deuterado

utilizado na dissolucéo da amostra.

Tabela 15 - Dados de RMN de 'H (CEQ).

6 (multiplicidade) Integral J (H2) Atribuicao
2,96 () 2H 6,41 13
3,44 () 2H 6,42 12
6,56 (d) 1H 5,66 3
7,40 (dd) 1H 2,21e9,00 6
7,77 (d) 1H 2,15 8
8,12 (d) 1H 9,00 5
8,35 (d) 1H 5,56 2

Fonte: Autora, 2014.

Figura 34 - Espectro de RMN de *H da CEQ.
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Fonte: Autora, 2014.

O espectro de RMN de *C do composto CEQ, presente na tabela 16 e figura 35, foi
observado um padrdo semelhante aos compostos anteriores. Os valores de deslocamento dos
nove carbonos quinolinicos se mantiveram muito proximos (6=152,98 a 99,84 ppm). Na cadeia

alifatica ha apenas dois carbonos com deslocamentos quimicos 6= 46,45 e 40,96 ppm.
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Tabela 16 - Dados de RMN de *C do composto CEQ.

o (ppm) Atribuicdo
152,98 C-4
152,61 C-2
149,81 C-9
136,49 C-7
127,74 C-8
126,18 C-6
124,50 C-5
118,95 C-10
99,84 C-3
46,45 C-12
40,96 C-13
Fonte: Autora, 2014.
Figura 35 - RMN de **C da CEQ.
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Fonte: Autora, 2014.
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O espectro de IV-VIS, obtido pela técnica de ATR, do composto CEQ pode ser visto na
figura 36. Apresentou as bandas de estiramentos 3490 (v N-H), 3365 (vas NH2), 3303 (vs NH>),
2925 (vasCHy), 2861 (vsCH2) e 1583 (v C=C). E as deformac0es angulares 1544 (5 N-H), 1454
(8s CH2), 1322 (w CH>).

Figura 36 - Espectro de Infravermelho da CEQ.
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Fonte: Autora, 2014.

5.2.4 Caracterizacdo do Acido 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)acético (GIQ).
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Da mesma forma que para 0s compostos anteriores o espectro de RMN de H (Tabela
17 e figura 37) é semelhante aos anteriores, com deslocamentos quimicos variando de 6=8,40
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a 6,36 ppm, para os cinco sinais dos hidrogénios quinolinicos, diferenciando apenas no menor
namero de hidrogénios alifaticos que é apenas um sinal com deslocamento 6=4,04 ppm. O sinal
do hidrogénio ligado ao atomo de nitrogénio nao aparece provavelmente pela grande
possibilidade de troca de hidrogénio por deutério do solvente deuterado utilizado na dissolucao

da amostra. O sinal em 6= 2,50 ppm é o pico referente ao solvente e em 6=3,3 ppm a agua.

Tabela 17 - Dados de RMN de H (GIQ).

6 (multiplicidade) Integral J (H2) Atribuicéo
4,04 (d) 2H 6,05 12
6,36 (d) 1H 5,45 3
7,49 (dd) 1H 2,22¢e9,00 6
7,81 (d) 1H 2,24 8
8,22 (d) 1H 9,01 5
8,40 (d) 1H 5,44 2

Fonte: Autora, 2014.

Figura 37 - Espectro RMN de H da GIQ.
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Os valores para os deslocamentos quimicos de RMN de *C do composto GIQ s&o
condizentes com os encontrados em (STARCEVIC et al., 2012): 6 171.35 (C=0), 151.98,
150.72, 149.29, 134.12, 127.84, 124.86, 124.15, 117.98, 99.80, 45.27 (CH), confirmando a
estrutura do composto. Vale lembrar que surgiram alguns outros picos, que provavelmente é
referente a produto de degradacéo, visto que essa analise so foi realizada algum tempo apos a
sintese (Tabela 18 e figura 37).

Tabela 18 - Dados de RMN de *C do composto GIQ.

o (ppm) Atribuicao
171,70 C-13,C=0
151,71 C-4
150,89 C-2
148,72 C-9
134,22 C-7
127,42 C-8
125,01 C-6
124,43 C-5
117,72 C-10
99,67 C-3
44,80 C-12, CH:

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 38- RMN de *C da GIQ.
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Fonte: Autora, 2014.

O espectro de 1V-VIS, obtido pela técnica de ATR, do composto GIQ pode ser
observado na figura 39. Apresentou os estiramentos 3559 (v OH), caracteristico de moléculas
monomeéricas (uma banda de estiramento fraca e aguda), 3342 (v N-H), 2911(vas CHz2), 2805 (vs
CH.) e uma banda larga entre 1700 a 1500 referentes aos (v C=C; C=0 e N=C). E a deformacéo
angular 902 (6 O-H).
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os compostos sintetizados foram obtidos com médio a bom rendimento, todos eles

foram caracterizados por técnicas de Espectroscopia de RMN de tH, *3C e Infravermelho.

Essas substancias tém em comum o grupo farmacoférico 4-aminoquinolinico,
importante para atividade contra a malaria. E os testes contra a maléria estdo sendo feitos no
Laboratorio de Maléaria do Instituto de Pesquisa René Rachou, da Fundacdo Oswaldo Cruz, no

Estado de Minas Gerais.

Em paralelo, amostras também foram enviadas para avaliagdo farmacoldgica contra

Leishmania e Artrite, visto a acdo dos derivados quinolinicos frente a essas doencas.

Apenas uma parte do trabalho de sintese foi concluida e as moléculas devem ter suas

cadeias modificadas para uma posterior complexacdo com metais.
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- Espectro de RMN de *H da PCQ (Solvente: Metanol deuterado).
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- Espectro de RMN de 13C da PCQ.
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APENDICE C - Espectro de infravermelho do composto PCQ.
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- Espectro de RMN de *H da DAQ (Solvente: Metanol deuterado).
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APENDICE F - Espectro de infravermelho do composto DAQ.

—— DAQ
N
o
0 - cl N
-5
2161 (vC = C)
R \
-15 4
2817(v.CH,)
-20 4
3237 (v N-H) 2859(v,CH,)
-25
2933(v_CH,)
3068 (v=C-H) 1579 (v C=C)
-30 - 2965(v_CH,)
'35 ! I I ! I ! I ! I I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

N’ de Ondas (cm™)

89



90

- Espectro de RMN de *H da CEQ (Solvente: Metanol deuterado).
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- Espectro de RMN de 'H da GIQ (Solvente: DMSO deuterado).
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APENDICE K - Espectro de RMN de *3C da GIQ.
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