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RESUMO

Esse trabalho teve com objetivo sintetizar complexos metalicos com potencial atividade
antimalérica. Como resultado pratico, foram sintetizados dois compostos organicos com
esqueleto aminoquinolinico, a saber: N'-(2-aminoetil)-N*-(7-cloroquinolin-4-il)etano-
1,2-diamina  (98) e N'-(7-cloroquinolin-4-il)-N*-[2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil]
etano-1,2-diamina (99). As duas substincias sdo andlogas a estrutura molecular da
cloroquina, sendo que até nosso conhecimento, o composto 98 ¢ inédito. Foram obtidos
complexos derivados de Fe(IIl) tendo como ligante os compostos 98 ¢ 99 e de Pd(II)
com 98. Os compostos organicos foram devidamente caracterizados por diversas
técnicas espectroscopicas. Contudo a determinagdo estrutural dos complexos, todavia
requer maiores investigagdes. A atividade antimaldrica dos dois compostos organicos
obtidos e de um complexo de Fe(Ill) foram realizadas. Os resultados mostram que todos

os compostos avaliados apresentaram satisfatoria atividade in vitro.

Palavras-chave: Antimalaricos; Complexo e Compostos Organicos.
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OBJETIVOS E METAS

Desenvolver metalofairmacos potencialmente ativos contra a malaria a partir de
compostos 4-aminoquinolinicos capazes de se coordenarem a centros metalicos como
Fe (IIT) e Pd (ID).

Dentro desse contexto, as metas para este trabalho sao:

1) Sintetizar e caracterizar derivados 4-aminoquinolinicos capazes de se
coordenaram de forma eficaz a centros metalicos;

i1) Sintetizar e caracterizar complexos de Fe(III) e Pd(II) com os derivados 4-
aminoquinolinicos;

ii1) Avaliar a atividade antimaldrica de forma isolada, tanto dos compostos

organicos quanto dos complexos preparados.
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METAIS UTILIZADOS NA MEDICINA




Capitulo 1. Metais Utilizados na Medicina

CAPITULO 1. METAIS UTILIZADOS NA MEDICINA

1.1 Histérico

Nesses Ultimos anos, 0 emprego de compostos contendo atomos metalicos em
sua estrutura vem recebendo a atencdo de pesquisadores da area de quimica medicinal.
De fato, apesar da elucidacdo dos mecanismos de acdo dos metais no organismo serem
relativamente recente, compostos metalicos ou mesmo metais vém sendo utilizados na
medicina ha aproximadamente 5000 anos. Os egipcios usavam cobre para esterilizar a
agua ja a cerca de 3000 anos antes de Cristo, e 0 ouro era empregado na fabricacédo de
medicamentos na Arabia e na China ha 3500 anos. Isso, claro, que muito mais pela
fascinante natureza preciosa do metal do que suas propriedades medicinais, pois se
acreditava que um metal nobre deveria trazer beneficios ao organismo. Contudo, outros
metais ndo tdo nobres foram também objeto de estudo. Medicamentos contendo ferro
eram usados no Egito ha 1500 anos antes de Cristo e ja no século dezesseis 0 médico
suico Theophrastus Paracelsus (1493-1541) desenvolvia e usava medicamentos a base
de mercurio.*?

Somente nos ultimos cem anos, as propriedades medicinais de compostos
inorganicos comecaram a ser investigadas de forma racional, com o emprego de
compostos de ouro no tratamento da tuberculose, dos antimoniais para o tratamento de
leishmaniose e de compostos & base de arsénio para o tratamento da sifilis.* Esses
trabalhos pioneiros deram origem ao que hoje é conhecido como Quimica Medicinal.

A Quimica Medicinal, de fato, teve suas origens nos trabalhos de Paul Ehrlich,
prémio Nobel em Medicina e Fisiologia em 1908 e Alfred Werner, prémio Nobel de
Quimica em 1913. Erlich foi o fundador da quimioterapia e introduziu as primeiras
idéias sobre relac6es estrutura-atividade e o conceito de indice terapéutico ™.’

Apesar da Quimica Inorgénica estar comumente relacionada a processos
bioquimicos e biomédicos, é reconhecido que elementos metalicos possuem funcdes
cruciais nos processos bioldgicos. Alguns sdo ativados ou biotransformados por ions

metalicos incluindo metaloenzimas.??

" indice Terapéutico: razdo entre a média de dose minima eficaz e a média de dose maxima tolerada por
um grupo de individuos. O indice terapéutico pretende indicar a margem de seguranca no uso de um
farmaco, chamando a atencéo para a relagdo entre a dose eficaz e a dose toxica.
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Uma caracteristica dos metais que o0s tornam tdo importantes como componentes
(funcionais e estruturais) dos seres vivos € a sua propensao em se apresentarem na
forma de ions positivos, permitindo suas estruturas se tornarem sollveis em fluidos
bioldgicos, desempenhando assim, suas principais fun¢des bioldgicas. Enquanto ions
metélicos apresentam-se deficientes de elétrons, biomoléculas, tais como proteinas e
DNA sdo ricas em elétrons. Isso permite que ions metalicos interajam com moléculas
biolégicas.* Por esse motivo, a evolucdo natural incorporou os metais as funcdes
essenciais & vida.’? Cabe salientar que aproximadamente 24 elementos s&o essenciais a

vida dos mamiferos, conforme pode ser destacado na Tabela 1.1.*

Tabela 1.1. Valores médios das concentragdes dos metais presentes na composi¢éo do
corpo humano (referéncia: homem adulto de 70 kg). Ref. 4

Metais Corpo (massa - g) Cérebro (massa - hg)
Calcio 1050
Potéssio 140
Sadio 105
Magnésio 35
Ferro 42
Zinco 2,3
Rubidio 11
Zirconio 0,3
Estroncio 0,14
Cobre 0,11
Aluminio 0,10
Chumbo 0,08
Antimonio 0,07
Cadmio 0,03
Estanho 0,03
Manganés 0,02 500
Vanadio 0,02 45
Bario 0,02
Arsénio 0,01
Niquel 0,01
Cromo 0,005
Cobalto 0,003
Molibdénio <0,005
Litio 0,002 20

Os processos biologicos de interesse da Quimica Inorganica Medicinal estdo

mostrados, de forma geral, na Figura 1.1, abrangendo terapias como a de quelacéo,

diagnéstico, ou mesmo o uso de complexos metalicos como farmacos.??

De fato, a coordenacdo dos cations metélicos pode alterar significativamente o

perfil fisiologico dos farmacos. A lipofilia pode ser modificada pela combinagdo metal-
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farmaco, o complexo pode ser mais ativo do que o ligante livre, alguns efeitos colaterais
podem diminuir pela complexagdo, 0 mecanismo de ac¢do pode envolver ligacdo a um
metal in vivo, como no caso da ligacdo aos sitios metalicos de enzimas, e o complexo
metalico pode ser um veiculo para a ativacdo do ligante como agente citotdxico, etc.
Como exemplos ilustrativos, podem-se citar a captacdo celular de complexos de cobre
de tiossemicarbazonas, que comparativamente, sdo mais biodisponiveis que em relacdo
aos ligantes livres em razdo de um aumento da lipofilia; ou o fato de que complexos de
cobre e zinco podem exibir atividades similares a enzimas superdxido dismutases, que
atuam como agentes toxicos mediadores de inflamag&o, cancer e AIDS.*

Embora a grande maioria dos farmacos modernos seja puramente compostos
organicos, o uso de metalo-farmacos esta aumentando para finalidades terapéuticas e de
diagnostico. O exemplo mais proeminente do uso de metalo-farmaco em nivel
terapéutico ¢ a cisplatina, cis-[(NH3),PtCl,], que tem seu uso clinico no tratamento do

cancer testicular e outros.>

Elementos essenciais

Suplementos minerais
Ex: Fe, Cu, Zn, Se
Agentes terapéuticos
Ex. Li, Pt, Au, Bi

QUIMICA INORGANICA
MEDICINAL

Terapia de quelagéo

\ Radiofarmacos

Diagnéstico - ex: ™ Tc

Inibidores enzimaticos

Terapéutico — ex: 186 Re

Agentes para diagnéstico
de ressonancia magnética

de imagem

Figura 1.1. Algumas areas da quimica inorganica medicinal.?

1.2 Platina
1.2.1 A Descoberta das Propriedades Antitumorais da Cisplatina

Devido a sua importancia, cabe aqui dedicar um comentario sobre a descoberta
das propriedades antitumorais da cisplatina. Apesar dos trabalhos pioneiros de Ehrlich e

4
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Werner, a descoberta feita pelo fisico Barnett Rosemberg em 1965, das propriedades
antitumorais do cis[(diaminodicloro)platina(ll)], cis[Pt(NH3).Cl;], o chamado
“cisplatina” (Figura 1.2 ; 1) ¢ um marco da Quimica Inorganica Medicinal. O composto,
que ja era conhecido desde o final do século XIX, é um arquétipo de droga inorganica,
pois ndo contém um sé atomo de carbono.

O estudo de complexos metalicos para uso na quimioterapia teve grande impulso
depois da descoberta das propriedades antitumorais do cis-diaminodicloroplatina(ll).
Esse complexo foi primeiramente descrito por Reiset em 1844 e, um ano apdés, Peyrone
descreveu outro composto com a mesma férmula molecular, sendo que apenas em 1893,
Werner prop6s serem os dois compostos isémeros: o complexo de Reiset correspondia
ao isémero trans e o Peyrone a forma cis. Entretanto, as propriedades antitumorais de
compostos contendo platina s6 foram descobertas mais de um século apds a descricéo

dos compostos de Reiset e Peyrone.*

H3N NH
N/
Pt\
HzN NH;
\Pt/ O/ 0
VRN
Cl
Cl o o
Cisplatina

)

Carboplatina
2

Figura 1.2. Complexos de platina, cisplatina e carboplatina.

Ja no inicio da década de 70, a cisplatina comegou a ser submetida a testes
clinicos, inicialmente em pacientes terminais e posteriormente em tumores localizados
como cancer de testiculo e ovario, tendo sido lancado no mercado americano em 1979.
O carcinoma testicular, que era quase sempre letal, tornou-se curdvel em cerca de 80%
dos casos quando submetido ao tratamento com esse composto. Atualmente, a cisplatina
¢ usada em Vvarios outros tipos de neoplasias, como cancer de pulmao, cabeca, eséfago,
estdbmago, linfomas, melanoma, osteossarcoma de mama e cérvix, sobretudo em
associacdo com outras drogas, em VArios esquemas terapéuticos.?

A observacdo em 1965 por Rosenberg da inibicdo da divisdo bacteriana pela
cisplatina formada durante experimentos de eletrélise com eletrodos de platina em

meios nutritivos levou aos efeitos antiproliferativos dos compostos sendo aplicados para

5
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a terapia de tumores humanos e hoje, farmacos com platina estdo entre os mais ativos e
difundidos utilizados como agentes clinicos para o tratamento de cancer avancado. Para
o tratamento de céancer testicular, a adicdo de farmacos contendo platina levou ao
aumento da taxa de sobrevivéncia. Os farmacos contendo platina tém utilidade clinica
no tratamento do cancer de ovario, bexiga, cabeca e pescoco.

A cisplatina e a segunda geracdo alternativa, a carboplatina (Figura 1.2; 2), séo
ainda os agentes quimioterapicos para o cancer mais difundidos e utilizados,
melhorando a sobrevivéncia dos pacientes em todo o mundo. O sucesso da cisplatina
tem provocado muito interesse no desenvolvimento de novos complexos metélicos para
diagnéstico e/ou para tratar doencas incluindo diabetes, Alzheimer e cancer.?Ambos os
compostos parecem agir formando adutos com DNA, desse modo interferindo com a
transcricdo e replicagdo do DNA para provocar apoptose da célula. Infelizmente,
agentes contra o cancer baseados em platina ndo sdo especificos, resultando em
toxicidade significativa. Varios tipos de cancer, incluindo pulmao, colorretal e ovéario
s30 intrinsecamente resistentes aos agentes de platina.**

Modifica¢bes na estrutura do ligante tém resultado em compostos antitumorais
potentes que sdo ativos em células cancerigenas resistentes a cisplatina, e também
incluem caracteristicas adicionais para permitir um entendimento maior do mecanismo
de acdo do farmaco. Como um exemplo, uma série de compostos de Pt (II) com
fragmentos intercalados adicionais (Figura 1.3; 3). Este derivado mostrou maior

atividade in vitro comparada a cisplatina em todas as células cancerigenas testadas.?*

S1K

L ® _

+

Figura 1.3. Pt(Il) — composto intercalativo.?*

Os complexos 4, 5 e 6 (Figura 1.4) mostraram-se mais ativos que a cisplatina
contra todas as células cancerigenas testadas (Tabela 1.2). Especialmente, o complexo 6
mostrou excelente atividade contra o cancer de estbmago, YCC-3, que nao é responsivo

a cisplatina e carboplatina (Figura 1.3; 1 e 2 respectivamente)*®



4 - R=CH,CHjs; cis{Pt(dach)(ProGlu)]
5- R=O(CH3)3: cis{Pt(dach)(RivGlu)]

Capitulo 1. Metais Utilizados na Medicina

BT ol

6- n=2; cis-[Pt(dach)(PhthGlu)]

Figura 1.4. Complexos de platina (I1) contendo ligantes diamino e dicarboxilicos

Tabela 1.2. Complexos de platina (1) contendo ligantes diamino e dicarboxilicos in

vitro (ICsp, UM) contra células cancerigenas em humanos.

Células Cancerigenas®
AGS
MDA-MB-231
HT-29
YCC-3

A-549

4
3,72
3,72
9,79
137,1

3,7

5
7,42
3,34
12,99
29,71

3,34

6
46,8
203,5
248,9
2,22

19,1

Cisplatina
22,9
52,8
15,0
105,5

6,22

Carboplatina
>1000
68,4
104,8
902,0

65,3

AGS: cancer de estbmago; MDA-MB-231: cancer de mama; HT-29: cancer de cdlon; YCC-3: cancer de estbmago
Korean; A-549: células de cancer de pulméao.

A atividade citotoxica dos complexos de platina 7-13 foram testados contra

células ovarianas de humanos ambos cisplatina sensivel (OV2008) e resistente (C13)

(Tabela 1.3). Os compostos 7-9 mostraram atividade consideravel contra células

OV2008 (cisplatina sensivel). Para as células cancerigenas cisplatina resistente (C13), o

composto 7 apresentou atividade consideréavel.?

Tabela 1.3. Complexos de platina e suas respectivas porcentagens de reducdo da
proliferacdo de células cancerigenas cisplatina sensivel (OV2008) em 5uM e cisplatina

resistente (C13) em 140uM.

7 - R = fenil

8-R= 2,6-(CH3)2C6H3
9-R= Z,G'Et2C6H3

10 - R=2,6-Pr,CgH3
11-R = 2-M8C6H4

12- R = 2-naphtil

13- R = 2- antraceno

Complexo
Cisplatina
7
8
9
10
11
12
13

0OVv2008
44+11
213
40+10
19+11
0
0
0
6+7

C13
4148
37+8
86+6
95+2
79+19
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1.3 Paladio

Baseando-se na descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina, cresceu
o interesse em descobrir outros complexos mais eficientes de outros metais e ligantes™
H& alguns anos, foi mostrado que ndo apenas complexos com Pt(Il) exibiam
propriedades antitumorais, mas também outros compostos contendo ruténio, rodio ou
paladio foram caracterizados pela sua atividade citostatica."’

Os complexos metalicos de Pd(l1) sdo extensivamente investigados ha décadas e
tém encontrado diversas aplicagbes como em catalise homogénea, quimica
supramolecular, na area tecnolégica como materiais liquido-cristalinos, na area médica
como agentes antitumorais, entre outras. Estes compostos apresentam também uma rica
reatividade quimica frente a compostos organicos e inorganicos, originando espécies
com de enorme variedade estrutural. Na quimica medicinal, complexos de Pd(Il) foram
alvo de grande destaque. Por exemplo, o complexo [Pd(CgH1:N3S)Cl,], contendo o
ligante derivado da tiossemicarbazona, apresentou atividade citotdxica in vitro frente a
certos tipos de células cancerigenas, sendo a mesma superior aquela do analogo com
Pt(11).2

As razdes para a pesquisa de complexos com paladio em busca de novos agentes
antitumorais pode ser justificada pela sua facilidade nas mudancas dos ligantes, bem
como, a capacidade para formar predominantemente isdmeros trans'’. Os fons Pd (I1)
sdo capazes de interagir com o DNA, possibilitando a passagem de ligantes e inibindo
sua sintese bem como induzindo a apoptose celular.*

Alguns estudos com complexos de tiossemicarbazonas com Pd(Il) in vitro
apresentaram-se ativos em células tumorais resistentes ao cisplatina. O complexo de
Pd(Il) exibiu maior atividade citotoxica sobre as células resistentes e formou mais
ligacBes interfita, provavelmente em razdo da maior reatividade.”

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foram sintetizados complexos
organometalicos de Pd(I1) contendo ligantes fenazinicos (Figura 1.5). Suas atividades
bioldgicas foram avaliadas com resultados bastante promissores. Os resultados
mostraram que todos os derivados apresentaram atividade frente ao P. falciparum.
Particularmente, 0 compostos de maior atividade (15) apresentou I1Csp de 4,01uM. Este

valor é, contudo, moderado frente ao padréo cloroquina (0,40puM).?
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O—

(14) (15)

(16)

Figura 1.5. Complexos organometélicos de Pd(l1) contendo ligantes fenazinicos.

1.4 Ouro

Apesar dos compostos de ouro terem sido utilizados na terapia desde 1920,
inicialmente contra a tuberculose e depois contra a artrite, 0 mecanismo de acao e sua
administracdo ainda nao estdo entendidos.

Compostos de ouro (Figura 1.6), como a auranofina (17), tém sido utilizados ha
muito tempo para o tratamento de artrite reumatoide, mas tém sido também investigados
quanto as suas propriedades antitumorais. Podem se destacar ainda outros derivados de
ouro (I) com fosfinas. O composto 18, bis[1,2-bis(difenilfosfino)etano]ouro(l) também
tem apresentado um grande espectro de atividade antitumoral in vitro (Figura 1.6).%

O interesse na utilizacdo do ouro para o desenvolvimento de novos analogos
com atividade bioldgica tem sido empregado na quimica inorganica medicinal durante
varias décadas. Isto pode ser exemplificado pela quantidade de relatos no uso de
complexos de tiolatos poliméricos de Au(l) para o tratamento da artrite reumatdide e
mais recentemente o uso da auranofina. Também complexos de ouro(lll), isoeletrdnico
com complexos de platina anti-tumoral, tem sido avaliado in vitro, mostrando efeitos
citotoxicos significantes. Os complexos com ouro também sdo avaliados contra doencas

tropicais como, maldria, tripanossomiase e leishmaniose®®.

OAc —\ +
Q
PhoP__PPh
AcO Au /Au,,l cr
%
ACO s~ PE Ph,R “PPh,
OAc \ /
17) (18)

Figura 1.6. Auranofina e Bis[1,2-bis(difenilfosfino)etano]ouro(l)



Capitulo 1. Metais Utilizados na Medicina

1.5 Ruténio

Complexos de platina representam uma importante fungédo no tratamento de
cancer e esta incluido em 50% dos esquemas terapéuticos. Mas devido aos seus efeitos
colaterais, alta toxicidade, atividade limitada em varios tipos comuns de tumor, outros
complexos, com base em outros metais, estdo sendo sintetizados e testados como
quimioterapicos. Complexos de Ru(l1l), como os mostrados na Figura 1.7, tém atraindo
0 interesse de varios grupos de pesquisa, pois vem demonstrando propriedades

farmacoldgicas muito promissoras.*>

) | _
\N/NH /H< HZN_XT ) ©_<

Cl~_ | /CI HN ; ‘
Ru !

RU—c|
T %

) Cl ' Cl N+ Ru
o e Sl o e P
/N Cl ‘ Cl HN =N ‘
HN ! ’
/ —Su N Nor
(@] NAMI - A
/ (20) RAPTA-C Ru - maltol
KP1019 (29 22)

(19)

Figura 1.7. Complexos de ruténio candidatos a farmacos antineoplasicos KP1019,
NAMI-A, RAPTA-C, Ru-maltol.*

O complexo 23 (Figura 1.8) age como um potente inibidor de certas proteinas
quinases (PKs) em pequenas concentracdes nanomolares, com uma afinidade duas
vezes maior que certas PKs estabelecido puramente por inibidores organicos. As
proteinas quinase sdo uma chave na modulagdo da atividade enzimatica por
transferéncia do grupo Y-fosfato do ATP (adenosina trifosfato) co-substrato para o
grupo hidroxila da serina, treonina ou tirosina na proteina alvo. Esta fosforilacdo é
especialmente importante no controle de sinais de transducdo e atividade quinase

regulada é uma causa freqiiente de doencas.”

(23)

Figura 1.8. Complexo de ruténio.
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1.5 Ferro

1.5.1 Quimica Bioinorganica do Ferro

O ferro é extremamente abundante na crosta terrestre. Sua versatilidade é Unica,
podendo ser interconvertido em dois estados de oxidacdo. Estd nos centros ativos de
moléculas responsaveis pelo transporte de oxigénio e de elétrons e € encontrado em
diversas metaloenzimas como varias oxidases, hidrogenases, redutases, desidrogenases,
desoxigenases contribuindo em varios processos vitais no ser humano (Tabela 1.4).°
Também € essencial para a sintese do DNA, respiracdo e reacfes metabolicas. Os niveis
de ferro na célula devem ser balanceados, pois em excesso, conduzem a formacdo de
radicais livres danosos ao corpo como pode ser observado pela reacéo de Fenton.™

Pequenas quantidades de ferro sdo essenciais tanto para animais como para

vegetais. Contudo, como ocorre com o Cu e Se, é téxico em quantidades maiores.*°

Tabela 1.4. Fungdes de algumas proteinas contendo ferro.’

Proteina Valor de | Valor | Total | Natureza N° de Estado Funcéo
proteina | de Fe | de Fe do Fe atomo de de
(9) (9) no hémico Fe oxidacgdo
corpo | (H)enéo ligados
(%) hémico por
(N) molécula
Hemoglobina 750 2,60 65 H 4 Fe? Transporte de
oxigénio no
plasma
Mioglobina 40 0,13 6 H 1 Fe? | Armazenamento
de oxigénio no
musculo
Transferrina 20 0,007 0,2 N 2 Fe Transporte de
ferro via plasma
Ferritina 2,4 0,52 13 N 0-4, 500 Fe % Armazenamento
de ferro nas
células
Hemossiderina 1,6 0,48 12 N 5,000 Fe ¥ Armazenamento
de ferro nas
células
Catalase 5,0 0,004 0,1 H - Fe? Metabolismo de
H,0,
Citocromo ¢ 0,8 0,004 0,1 H 1 Fe */ Fe Oxidacdo
3 terminal
Peroxidase - - - H - - Metabolismo de
H202
Citocromos e - 0,02 <0,5 H - Fe */ Fe Oxidacéo
oxidases 3 terminal

Danos celulares induzidos por oxidacGes mediadas por radicais ocorrem em

muitas condi¢cdes patoldgicas

, assim como

isquemia,

inflamacao,

doengas
11
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neurodegenerativas, cancer e outras. Durante o0 processo oxidativo, a estrutura e a
funcdo celular podem ser dramaticamente afetadas, por envolvimento com o DNA,
peroxidacdo lipidica, danos em proteinas, etc. Ambos os sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos provém de uma protecéo eficiente dos organismos contra
0 estresse oxidativo. A captura efetiva de ferro € uma das mais importantes defesas
oxidantes naturais. Portanto, o ferro nunca estd livre nos sistemas biologicos, sendo
transportado e armazenado pelas proteinas transferrina e ferritina.™

O uso de fortes agentes quelantes de ferro é, portanto, uma estratégia de protecdo
contra danos oxidativo. Consequentemente, trabalhos in vitro mostram a capacidade de
quelatos de ferro para proteger células deste dano. Agentes quelantes de ferro podem
evitar dano oxidativo evitando a reducdo de Fe(lll) ou reacdo de Fe(ll) com O,, O, e
H,0.. Isto pode ser conseguido alterando o potencial redox de ferro ou suprimindo sua

acessibilidade para superéxido e/ou peréxido de hidrogénio.*

1.5.2 Quimica Bioorganometélica do Ferro
A quimica bioorganometalica € um campo dedicado a sintese e ao estudo de
espécies organometalicas de interesse bioldgico e medicinal. Trabalhos promissores de
quimica medicinal tém utilizando a estratégia de incorporar fragmentos moleculares
contendo metais, recebendo particular interesse aqueles derivados ferroceno, devido as
suas caracteristicas lipofilica, redox, estabilidade quimica e baixa toxicidade. Exemplos
de derivados ferrocenil biologicamente ativos como agentes terapéuticos antibacteriano,
antifingico, antimalarico e antineoplésico incluindo ferrocenos.*®
A descoberta de candidatos a farmacos antimalaricos com fragmentos
ferrocénicos (Figura 1.9) tem sido de grande interesse na area de bioorganometalicos,
pois as propriedades da ferroquina auxiliam na acumulacdo no vacuolo digestivo do
parasito via 0 ndcleo 4-aminoquinolinico e a alta atividade antimalérica devido ao
fragmento metalocénico. Os compostos 24a-e e 25a-e (Tabela 1.5) foram avaliados in
vitro contra quatro diferentes cepas de P. falciparum. Os resultados indicam que nos
compostos em que o nucleo 4-aminoquinolinico encontra-se ausente, foram observadas
atividades antimalaricas promissoras, principalmente para 24b e 25b, cuja introducédo
do grupo amino na cadeia lateral deve facilitar seu transporte ao vacutolo digestivo acido

do parasito. Ja os compostos 24c e 25c¢ foram os mais ativos contra diferentes cepas de

12
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P. falciparum, mas os compostos puramente organicos (24d, 24e, 25d e 25e) tiveram

poténcia equivalente.®

HN T/
AN Fe

Figura 1.9. Estrutura da ferroquina

Tabela 1.5. Estruturas quimicas que influenciam na atividade antimalarica in vitro.°

Composto Ar R Composto Ar R
XY XY
24a Cl Cl >/ \; 25a Br H >/ \;
Fe
24b Cl CI H3°\N/5\; 25b Br H
/ HaC_
- R=%i
24c Cl ClI 25¢ Br H HN
=% =%
X AN Fe
| o o
Cl cl N
24d Cl Cl HN/\/E’ 25d Br H HN/\/?%
|
o oo
= =
Cl N cl N
24e Cl Cl NN 25¢e Br H T NN
|
oo O
Cl N/ cl N/
Y-
Estrutura geral

S
w
X /\N N/
H H
H

CHs

(24)

Os metalocenos em particular tém numerosos exemplos de quimioterapicos

potentes que agem via mecanismos diferentes que o da cisplatina. Um anel fenil do

tamoxifeno, um farmaco anti-estrégeno usado amplamente para a terapia de horménios

para o cancer de mama, foi substituido pelo fragmento ferroceno para aumentar a

13




Capitulo 1. Metais Utilizados na Medicina

citotoxicidade. Um dos hidroxiferrocenos (Figura 1.10) exibiu atividade

antiproliferativa excepcional no cancer de mama nas células in vitro. **

\
OH
CzHs
- - Derivado
hidroxitamoxifeno
Ferroceno < Fe
L O(CH2)sN(CHz),

(26)

Figura 1.10. Exemplo de organometalico com atividade citotoxica in vitro - um
hidroxiferroceno
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CAPITULO 2. ASPECTOS GERAIS SOBRE A MALARIA

2.1 Historico

Devido a efeitos diretos na satde, a malaria tem sido um sério problema na
historia da humanidade ha milhares de anos. Acredita-se que a malaria tenha sido a
principal causa de morte entre os primatas precursores do Homo sapiens, como os
Australopithecus. Em 2700 a.C., o Canon chinés de medicina, o Nei Ching, ja discutia
sintomas da maldaria e as relagdes entre febres e melancolias prolongadas. Da mesma
forma, manuscritos do século VI a. C. encontrados na biblioteca real de Assurbanapoli
em Ninive (atualmente Iraque) mencionam febres mortais semelhantes a maldria que
afligiam a populacdo da antiga Mesopotamia."' O grego Hipocrates foi o primeiro a
fazer uma ligacdo entre a proximidade de corpos d’4dgua estagnados e a ocorréncia de
febres na populagdo local. Os romanos também faziam esta associagdo e foram os
pioneiros na prevencao da doenga com a drenagem de pantanos. O termo maldaria surgiu
justamente desta relagdo entre a doenga e os pantanos. Considerou-se que a malaria
surgia da terra pantanosa (dai o nome “mal aria” — ar ruim ou venenoso). De forma
semelhante, os franceses criariam o termo paludismo, cuja raiz significa pantano, para
se referir 4 malaria.'"*® Atualmente, sabe-se que a doenga é causada por parasitos
pertencentes ao género Plasmodium.

Esta doenca também foi disseminada na América do Norte, dificultando a
colonizagdo da regido por alguns anos. Os ingleses introduziram na América duas
espécies de agentes causadores de malaria, P. vivax e P. malariae, quando fundaram
Jamestown na atual Virginia, em 1607, mas foi com a chegada de escravos da Africa, a
partir de 1620, que o P. falciparum foi trazido para o continente.''

No Brasil, a ocupagao da regido Amazonica levou a um aumento da transmissao
da maléria, intensificando-se no inicio da década de 1980, com o grande aumento da
populagio."

Hoje a ameaga é maior em nagdes na América Latina, Africa, e grandes areas da
Asia Meridional e Oceania, o que significa que aproximadamente 40% da populacio
mundial corre o risco de desenvolver maldria. A malaria causa por ano muito mais

mortes em valores absolutos que a AIDS. O maior nimero de casos ocorre na Africa,
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onde criancas de até 5 anos de idade, cujo sistema imunoldgico esta ainda em formacao,
sdo o grupo de maior probabilidade de morte devido & infecgdio. Fora da Africa, os
paises com maior nimero de casos da doenga sdo Afeganistdo, Bangladesh, Brasil,
Bruma, Camboja, Colémbia, China, Ir3, India, Indonésia, México e Filipinas“.

A descoberta de que a maldria é uma hemoparasitose aconteceu em 1880,
quando o francés Louis Alphonse Laveran conseguiu observar organismos em
movimento ao examinar o sangue de um paciente com a doenga. A transmissdo da
doenga, no entanto, s6 foi elucidada em 1897, por Ronald Ross, que identificou a
participagdo de mosquitos como vetores da doenga e descreveu o ciclo do parasito no
hospedeiro invertebrado.'

Os parasitos causadores de maldria pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e ao género Plasmodium. Das 150 espécies causadoras de malaria em
diferentes hospedeiros, apenas quatro espécies parasitam o homem: Plasmodium
falciparum. P. vivax, P. malariae e P. ovale, que ocorre apenas em regides restritas do

continente africano.'’

2.2 Epidemiologia

As chamadas doencas parasitarias afetam hoje em dia uma grande parcela da
populagdo mundial, provocando muitas mortes e exercendo uma grande influéncia
limitante na qualidade de vida e no desenvolvimento de muitos paises. Estas doengas
podem ser provocadas por seres unicelulares mais simples, como protozodrios, ou por
seres multicelulares mais desenvolvidos, como vermes.'!

Os protozoarios sao responsaveis pela maioria das infecgdes parasitarias que
afetam os humanos. As denominadas protozooses sdo causadas por cerca de 10.000
espécies conhecidas de protozoarios, das quais cerca de 30 infectam o homem, e sdo
caracteristicas das regides menos desenvolvidas do planeta, onde os niveis de
escolaridade e de sanecamento basico sdo baixos. Nessas areas, as protozooses
geralmente s3o endémicas, sendo por essa razdo vulgarmente conhecidas como
“doengas de gente pobre”."!

Malaria ¢ uma das mais graves doengas infecciosas para humanos,

particularmente em regides tropicais do mundo. Segundo a OMS, anualmente existem
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mais que 500 milhdes de novos casos, resultando em pelo menos 1-2 milhdes de
morte.>’

A malaria ¢ endémica na Amazonia Legal, com média de 500 mil casos por ano.
No periodo de 2000 a 2002 (Figura 2.1) houve redu¢do na notificagdo de casos. No
entanto, essa queda ndo foi mantida e no periodo de 2003 a 2005 observou-se
crescimento no registro da doenga. Porém, nos dois ultimos anos, 2006 ¢ 2007, houve
uma reversdo desta tendéncia de crescimento, com uma importante reducdo de 9% em

2006, quando comparado com 2005, ¢ de 17% em 2007 em relagdo a 2006."
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Figura 2.1. Numero de casos de malaria, Amazonia Legal, 1999 a 2007."7

Em 2007, apenas nos estados, Amazonas, Rondonia e Para foram registrados
cerca de 354 mil casos, o que corresponde a 78% das ocorréncias. Nos municipios da
Amazonia Legal, 641 (79%) apresentaram laminas positivas para a malaria. No entanto,
na maioria dos estados da Amazdnia Legal apresentou redugdo, em 2007 (Figura 2.2),
na freqiiéncia de casos em relagio ao ano anterior, exceto Amazonas e Mato Grosso.'’

No Brasil, a malaria é transmitida por trés espécies de protozoarios, Plasmodium
vivax, P. falciparum e P. malariae. No entanto, as infec¢des causadas por P. vivax
predominam. Houve redugdo nos casos de malaria por P. falciparum em praticamente
todos os estados (Figura 2.2), na Amazonia Legal este percentual passou de 25% em
2006, para 19% em 2007 (Figura 2.3). Esta reducdo pode em parte ser atribuida a

mudanga no tratamento por P. falciparum.'’
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Figura 2.2. Nimero de casos de malaria e variagdo, por UF de notificacdo. Amazonia

Legal 2006 ¢ 2007."

A ocorréncia de casos de malaria, em 2007, em 4reas especiais (assentamento,

acampamento, reserva indigena e garimpo), representou 19% dos casos da Amazonia

Legal. Dos casos de malaria registrados em garimpo 53% ocorreram no estado do Para,

enquanto a maior parte da maldria em assentamento/acampamento e area indigena

ocorreu no Amazonas, 38% e 68% respectivamente (tabela 2. 1."

B vivax
TO, 6%

F+

B malarize

Figura 2.3. Proporgdo de casos de malaria, por espécie de plasmédio. Amazonia Legal, 2007."
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Tabela 2.1. Numero de casos de maléria, por area especial. Amazonia Legal, 2007."

UF Garimpo Assentamento/ Indigena Total
Acampamento
Casos % Casos % Casos %

AC 0 0 8.595 22 815 2 9.410
AM 1.471 11 14.761 38 22.955 68 39.187
AP 2.912 21 582 1 1.709 5 5.203
MA 10 0 314 1 89 0 413
MT 1.034 8 352 1 222 1 1.608

PA 7.230 53 9.576 25 4.686 14 21.492
RO 949 7 1.962 5 969 3 3.880
RR 3 0 2.723 7 2215 7 4.941
TO 0 0 0 0 0 0 0
Total 13.609 100 38.865 100 33.660 100 86.134

2.3 Eritrocito
Antes de apresentar os aspectos fisioldgicos, quimicos e bioquimicos da

infestacdo com os parasitos causadores da malaria, ¢ importante apresentar mais
informagdes gerais sobre a fisiologia do eritrocito. O profundo conhecimento desses
aspectos ¢ que, sem duvida, permitirdo identificar os mecanismos de atuacdo de
farmacos e o desenvolvimento planejado de novos.

De modo geral, a por¢do celular do sangue ¢ composta de eritrdcitos, leucocitos
e plaquetas que se originam de uma célula-mae tUnica, denominada pluripotente,
totipotente, stem-cell ou célula-tronco. O 6rgdo central formador das células do sangue ¢
a medula 6ssea. Nela se localizam as células pluripotentes que estdo constantemente
produzindo células adultas para serem langadas no sistema periférico.'®

O eritrocito (Figura 2.4) possui a forma de um disco biconcavo tendo a borda
mais corada e o centro bem mais claro. E uma célula com excesso de membrana
citoplasmatica para o contetido hemoglobinico que transporta. A medida que circula,
perde por¢cdes de membrana citoplasmatica, adquirindo a forma de esfera. Esta ultima ¢
muito menos deforméavel e acaba sendo retida no bago e fagocitada pelos macrofagos. '®

Em condi¢des normais, um adulto produz cerca de 200 bilhdes de hemacias por
dia, substituindo numero equivalente de células destruidas diariamente, para manter
assim estdvel a massa total de hemacias do organismo. A propor¢do de heméicias
produzidas e destruidas diariamente corresponde cerca de 0,83% do total, e em

.~ . ~ . J 21
condi¢des normais, esta produgdo ocorre exclusivamente na medula dssea.
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Figura 2.4. Eritrocitos normais. "

Apds cerca de 120 dias em circulacdo, em virtude de seu esgotamento
metabolico e alteragdes degenerativas, as hemadcias sdo removidas e destruidas
intracelularmente em células do sistema monocitico-macrofagico, especialmente no
bago, figado ¢ medula 6ssea.”’

Viérios fatores contribuem para o mecanismo pelo qual as hemadcias velhas sdo
reconhecidas e eliminadas da circulacdo, em especial, a reducao da atividade metabolica
e oxidagdo da hemoglobina (Hb). Uma vez fagocitada, a hemacia ¢ decomposta em seus
componentes, sendo as mais importantes a membrana e a hemoglobina. As proteinas e
os fosfolipideos de membrana sdo digeridos. A hemoglobina ¢ decomposta em globina
(que ¢ metabolizada dando origem a aminoacidos) ¢ o heme, que por sua vez, com a
abertura do anel da protoporfirina, libera o ferro e forma a bilirrubina.”’

O ferro permanece no macroéfago e sera reaproveitado para a sintese de
hemoglobina. E vélido ressaltar que nio ha no organismo via de excregdo de ferro, de
forma que a molécula passa a fazer parte do local de armazenamento e podera ser
utilizada novamente para a sintese de hemoglobina. Para voltar a um eritroblasto em
desenvolvimento, o ferro pode ser liberado na superficie da célula e transportado para o

eritroblasto por intermédio da transferrina.'

2.4. Ciclo de Vida do Parasito

Em 1846, o fisiopatologista italiano Giovanni Rasori propds que um parasita
seria o responsavel pela febre e outros sintomas associados a maléria, mas foi em 1880
que Charles Louis Alphonse Laveran, um oficial médico do exército francés, observou,
pela primeira vez, parasitos vivos tirados do sangue de um soldado francés infectado

com maldria na Algéria. Além disso, foi o primeiro a descrever as quatro formas do
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parasito: anel, trofozoito, esquizonte e gametocito. Seis anos depois da descoberta de
Laveran, Camillo Golgi observou o desenvolvimento assexuado do parasito € mostrou
que o inicio da febre coincidia com a ruptura das hemacias e a liberacdo de novos
parasitas. William George MacCallum e Eugene L. Opie, em 1897, encontraram o
parasito da maldria no estdomago de mosquitos. No mesmo ano, Ronald Ross
demonstrou definitivamente que a transmissao da malaria se dava através do mosquito.
Em 1898, Giovanni Battista Grass e Amico Bignami Guiseppe Bastianeli
documentaram a transmissdo de parasitos da malaria humana em Anopheles claviger ¢
logo depois descreveram os estagios de desenvolvimento do Plasmodium falciparum e
do P. vivax."

Os protozoarios do género Plasmodium tém um ciclo de vida dividido entre um
hospedeiro vertebrado e um inseto vetor. Os Plasmodium falciparum, vivax e ovale sao
parasitos exclusivos do homem enquanto que o P. malariae seria capaz também de
infectar chimpanzés. O vetor ¢ sempre a fémea de mosquitos do género Anopheles,
sendo que das 380 espécies conhecidas do género, apenas 60 podem transmitir a

11
doenca.

2.4.1 Hospedeiro Invertebrado

Durante o repasto sanguineo, a fémea do anofelino ingere as formas sanguineas
do parasito do hospedeiro vertebrado, mas somente os gametocitos sdo capazes de
evoluir no inseto, dando origem ao ciclo sexuado ou esporogdnico (Figura 2.5). No
intestino médio do mosquito, ocorre o processo de gametogéneses (gametocitos se
transformam em gametas extracelulares).’

O gametdcito feminino (Figura 2.5) transforma-se em macrogameta e o
gametdcito masculino, por um processo denominado exflagelagdo, d4 origem a
microgametas. Em poucos minutos, um microgameta fecundard o macrogameta
formando o zigoto. Apds 24 horas, o zigoto passa a movimentar-se por contracdes do
corpo, sendo denominado oocineto (ovo em movimento). Este atravessa a matriz
peritréfica (membrana que envolve o alimento) e atinge a parede do intestino médio,
onde se encista na camada epitelial do 6rgdo, passando a ser chamado de oocisto.
Posteriormente, ocorre a ruptura da parede do oocisto, sendo liberados os esporozoitos

formados durante a esporogonia. Estes serdo disseminados por todo o corpo do inseto
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através da hemolinfa até atingir as células das glandulas salivares. Estes esporozoitos
atingirao o canal central da glandula e ingressardao no ducto salivar para serem injetados

. . . , 4
no hospedeiro vertebrado, juntamente com a saliva, durante o repasto sanguineo.
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Figura 2.5. Ciclo de vida do parasito."’

2.4.2 Hospedeiro Vertebrado — Homem
A infec¢do malarica (Figura 2.6) inicia-se com a picada de um mosquito fémea
infectado, inoculando os esporozoitos infectantes na corrente sanguinea do hospedeiro

11 . .
Em 30 minutos, eles desaparecem do sangue e entram nas células

vertebrado.
parenquimatosas do figado (Figura 2.5). Nesse local, durante os proximos 14-16 dias
passam por um estagio pré-eritrocitico de desenvolvimento e multiplicacdo, onde os
esporozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-eritrociticos.?’ Estes se multiplicam por
reproducdo assexuada do tipo esquizogonia, dando origem a dezenas de milhares de

esquizontes teciduais e posteriormente a merozoitos que eclodem na ruptura de cada

, . . v~ e, . 4
hepatécito, onde invadiro os eritrocitos.
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Figura 2.6. Mosquito vetor de malaria, Anopheles.’®

O desenvolvimento intra-eritrocitico do parasito se dd por esquizogonia, com
conseqiiente formagdo de merozoitos que invadirdo novos eritrocitos (Figura 2.5). A
duragdo do estagio eritrocitico depende da espécie do parasito, sendo de 48 horas para
P. falciparum, P. vivax e¢ P. ovale é de 72 horas para o P. malariae. * Em algumas
formas de malaria, alguns esporozoitos que entram nas células hepaticas formam os
hipnozoitos, ou formas dormentes do parasito, que podem ser reativadas meses ou anos
mais tarde para continuar um ciclo exoeritrocitico de multiplicacdo.”

A hemoglobina do hospedeiro ¢ digerida e transportada para o vactiolo alimentar
do parasito, funcionando como fonte de aminoécidos. O fragmento heme restante livre,
toxico para o plasmodio, ¢ transformado em uma forma polimérica conhecida como

hemozoina.?’

2.5 Patogenia

A passagem do parasito pelo figado (ciclo exo-eritrocitico) ndo € patogénica e
ndo determina sintomas. Apenas o ciclo eritrocitico ¢ responsavel pelas manifestagdes
clinicas e patologia da malaria. A destrui¢do dos eritrocitos e conseqiiente liberacdo dos
parasitos e de seus metabolitos na circulagdo provocam uma resposta no hospedeiro,
determinando alteracdes morfoldgicas e funcionais observadas no individuo com
malaria.*

Os possiveis mecanismos determinantes das diferentes formas clinicas da doenca

. . < . A i o 10
baseiam-se, fundamentalmente, na interacdo dos seguintes fendmenos patogénicos:
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e Destruicdo dos eritrocitos parasitados — embora participe do desenvolvimento
da anemia, esta ndo se correlaciona com a parasitemia, indicando a influéncia de
outros fatores como: a destruicdo de eritrécitos ndo parasitados pelo sistema
imune ou por aumento da eritrofagocitose esplénica; a participagdo de auto-
anticorpos com afinidades tanto para o parasito como para o eritrocito; a
disfuncdo da medula 6ssea estimulada por agdo de citocinas (diseritropoiese).

e Toxicidade resultante da liberagéo de citocinas — células imunocompetentes
produzem citocinas que agirdo direta ou indiretamente sobre o parasito, mas que
podem ser nocivas para o hospedeiro. A febre, por exemplo, ¢ resultado da
liberacao de pirogénio enddgeno pelos mondcitos € macrofagos, ativados por
produtos do parasito. Outras citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF) e
as interleucinas 1,6 e 8, estdo associadas a muitos dos sintomas da malaria aguda
e seus niveis estdo geralmente elevados nos casos de malaria grave.

e Sequestro dos eritrocitos parasitados na rede capilar — durante a esquizogonia
sanguinea, o P. falciparum induz uma série de modificacdes na superficie da
célula parasitada, que permite sua adesdo a parede endotelial dos capilares. Este
fenomeno de citoaderéncia ocorre principalmente na rede capilar de orgdos
vitais, como cérebro, rins e figado, podendo levar a obstrucio da
microcirculagdo e conseqliente reducdo do fluxo de oxigénio. Este mecanismo
tem sido implicado na génese da maldaria cerebral, insuficiéncia renal aguda e
hepatite, tdo comuns nos quadros de malaria grave.

e Lesdo capilar por deposicdo de imunocomplexos — em infecg¢des cronicas por P.
malariae ¢ descrita a ocorréncia de lesdo renal, produzida pela deposicdo de
imunocomplexos e componentes do complemento nos glomérulos, alterando sua
permeabilidade e induzindo a perda macica de proteina, a qual se apresenta

clinicamente como sindrome nefrotica.

2.6 Aspectos Clinicos

O periodo de incubagdo da malaria varia de acordo com a espécie de plasmodio,
sendo de 8 a 12 dias para P. falciparum, 13 a 17 para P. vivax ¢ 28 a 30 dias para P.
malariae. Uma fase sintomatica inicial, caracterizada por mal-estar, cefaléia, cansago ¢

mialgia, geralmente precede a classica febre da malaria. O ataque paroxistico agudo ¢
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geralmente acompanhado do calafrio e sudorese, que dura de 15 minutos a uma hora e é
seguido por uma fase febril, como temperatura corporea, podendo atingir 41°C ou
mais.'” Se ndo tratada adequadamente, a doenga pode apresentar complicagdes renais,
ictericia e obstru¢do de vasos sanguineos no cérebro (nos casos graves da doenga),
situacdo que poderd levar a morte do individuo."'

Depois de algumas horas, os sintomas desaparecem e o paciente sente-se
melhor. Apods esta fase inicial, a febre assume um cardter intermitente, com
periodicidade dependente do tempo de duragdo dos ciclos eritrociticos de cada espécie
de plasmodio: 48 horas para P. falciparum, P. vivax, P. ovale (malaria ter¢d) e 72 horas
para P. malariae (malaria quartd). Entretanto, a constatagdo desta regularidade ¢ pouco
comum nos dias atuais, em decorréncia de tratamento precoce, realizado ainda na fase
de assincronismo das esquizogonias sanguineas. '’

Adultos ndo imunes, bem como criancas e gestantes, podem apresentar
manifestagdes mais graves da infecg¢do, podendo ser fatal no caso de P. falciparum. As
formas de manifestagao mais comuns da doenga sao a malaria cerebral, a insuficiéncia
renal aguda, o edema pulmonar agudo, a hipoglicemia, a ictericia e a hemoglobintria

.10
maciga.

2.7. Diagnéstico Laboratorial

O diagnostico laboratorial da malaria ¢ feito pela pesquisa do parasito no sangue
periférico, pelo método da gota espessa ou pelo esfregago sanguineo.'® Este método é
simples, eficaz, de baixo custo e realizdvel em qualquer lugar. Sua técnica baseia-se na
visualizacdo do parasito através da microscopia Otica, apds a coloragdo com corante
vital (azul de metileno e Giemsa), permitindo a diferenciagdo especifica dos parasitos a
partir da analise da sua morfologia e pelos estdgios de desenvolvimento dos parasitos

(Figura 2.7) encontrados no sangue periférico.'®

2.8. Formacao da Hemozoina

Durante o estagio intraeritrocitico, o parasito se aloja no eritrdcito utilizando a
hemoglobina como fonte de alimento.” Esta hemoglobina ¢ levada do eritrocito para o
citoplasma do parasito via citdostomo por pinocitose e transportado para o vacuolo

digestivo (VD) através de vesiculas transportadoras. No vaclolo digestivo, a
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hemoglobina ¢ digerida pelas enzimas proteoliticas. Estas quebram a proteina em
peptideos que sdao finalmente hidrolizados a aminoacidos no citoplasma do parasito.

Simultaneamente, heme ¢ liberado e oxidado para produzir hematina

Figura 2.7. Eritrocitos infectados pelo Plasmodium.®

Apenas na tultima década, a natureza quimica e estrutural da hemozoina foi
amplamente elucidada. E conhecida como um dimero ciclico de ferriprotoporfirina IX
[Fe(IIH)PPIX]. A formagdo da hemozoina ¢ um possivel mecanismo de desintoxificacao

para o parasito (Figura 2.8).’

Flasmepsin LI and 1V
HAP, falcipains 1-3,
falcilysin — Peptides

Hasmatin

33,/ { HRPZ2 (7
.f'll Lipicis (7}

Haemozoin

Haem

Food vacuole

Figura 2.8. Representagdo esquematica da ingestdo da hemoglobina e catabolismo do P.

falciparum.”’
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A hematina dd origem a hemozoina ou pigmento maldrico, um material
microcristalino escuro observado no vacuolo digestivo de parasitos maduros (Figura
2.9). A célula unitaria do dimero de heme cristalizado é aproximadamente 1nm’ e os
cristais de hemozoina isolados do parasito da maldria humana tém uma morfologia com
as dimensdes de aproximadamente 100nm x 100nm x 500nm (Figura 2.9)."

Convertendo hematina para hemozoina, o parasito remove o heme
permanentemente da solucdo e deposita o anel porfirinico numa forma soélida
relativamente indcua’. A hemozoina é quimica e estruturalmente idéntica a hematina

sintética conhecida como P-hematina, um dimero ciclico de ferriprotoporfirina IX °.

Alguns estudos sugerem que 95% do ferro livre liberado durante a digestdo da
14

hemoglobina ¢ encontrado na hemozoina.

Figura 2. 9. Morfologia externa do cristal da hemozoina.’

O heme esta presente na hemoglobina (onde Y representa o residuo de histidina
proximal da proteina e X ¢ O, na oxihemoglobina, ou vacante na desoxihemoglobina,
Figura 2.10a) e com a retirada da por¢ao protéica, o ion ferroso na heme ¢ rapidamente
oxidado pelo O, para o estado férrico (Figuras 2.10a — 2.10b).”

Devido a oxidagao da heme, ocorre a producdo de hematina (Figura 2.10b). As
espécies mais protonadas, A e B, s3o as mais provaveis no vacuolo digestivo. A espécie
nao protonada (Figura 2.10c) dimeriza, formando uma ponte p-oxo entre os dois ions
Fe(Il) pelo processo de desidratagdo. Este equilibrio ¢ favorecido por altas
concentragdes e valores de pH mais basicos.’

A hemozoina ¢ um dimero ciclico de Fe(Ill)protoporfirina IX, com os dois

grupos propionatos desprotonado de cada porfirina coordenada ao centro Fe(IIl) de
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outros. Os dimeros interagem com liga¢des de hidrogénio entre os grupos propionatos
protonados e interagdes de van der Waals.” A B-hematina contém ligagdes entre o grupo

propionato de um Fe(II)PPIX e o Fe(Ill) de outro (Figura 2.11). Supde-se que esta

substancia ¢ um polimero consistindo de cadeias infinitas da forma [Fe(LII)PPIX],.}

Figura 2.10. Representacao da quimica das etapas de formagao da hemozoina a partir
do nucleo da heme.”
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A hemoglobina representa a maior origem de aminoacidos para o Plasmodium,
mas sua degradagcdo no vacuolo digestivo acido resulta na producdo de heme livre
toxico (ferri/ferroprotoporfirina IX; FP) e estresse oxidativo. O alto metabolismo devido
ao crescimento e multiplicagdo rapida do parasito gera grandes quantidades de

subprodutos ativos e toxico.’

T
=N

Figura 2.11. Ligagdes entre o grupo propionato de uma Fe(III)PPIX e o Fe(III) de outra.’

Os parasitos do género Plasmodium sdo expostos ao alto fluxo de espécies de
oxigénio reativas, necessitando de uma correta atuacdo dos sistemas de antioxidantes
intracelulares.'” Este aumento do estresse oxidativo e produtos de peroxidagio estio
associados com a diminuicdo da fluidez da membrana da hemécia com probabilidade de
ampliagdo da rigidez celular na célula eritrocitica parasitada."’

Heme livre catalisa a geragdo de produtos de peroxidagdo lipidica téxica por
varios mecanismos bioquimicos. O catabolismo da hemoglobina, liberando heme
reativo e ferro, associado com a geracdo das substancias reativas redox assim como,
H,0,, radicais superéxido e o radical hidroxil, ¢ que provoca a forte peroxidagdo
lipidica. A reacdo de Fenton (catalisada por ferro) ¢ o mecanismo primario em que o

radical hidroxil é formado no vactiolo digestivo como mostra a equacdo 2.1."

0, +H,0, [_FT HO + O, + HO" Eq.2.1
(S
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As taxas da reagdo de Fenton sdo influenciadas pela disponibilidade da reagao
catalisar ferro e os substratos O, ¢ H,O,. Hemoglobina intacta pode também mediar a
formacdo de oxidantes por interacdes de peroxidos com hemoglobina férrica para
produzir Fe (IV) reativo bem como proteina associada a radicais livres. Enquanto o
heme funciona em reagdes enzimdticas, um numero de efeitos deletérios sao
diretamente e indiretamente atribuiveis ao heme livre uma vez separado de seu
componente protéico. Menos que 10-20 uM da heme pode inibir muitas enzimas do
Plasmodium no vactiolo digestivo (plasmepsinas e falcipains) e também enzimas do
citoplasma como gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ou 6-fosfogluconato
desidrogenase. A integracdo da molécula lipofilica da heme dentro de membranas
bioldgicas diminui a deformabilidade de eritrocitos e induz hemdlise. A membrana da
heme também enfraquece a bicamada lipidica tornando-a mais susceptivel ao H,O,
mediado pela lise. Integragdo do heme ou hemicromos também rompe a membrana do
eritrocito, normalmente a partir da interagdo dindmica com o seu citoesqueleto de

proteinas. 19

2.9 Mecanismos de Desintoxificacdo do Heme

Com a evolugdo, organismos que se alimentam de células sanguineas tém
desenvolvido diversos caminhos para metabolizar o heme téxico liberado apos ingestao
e degradagio da hemoglobina."

Como ja comentado, o heme livre ¢ muito toxico porque pode gerar espécies de
oxigénio reativo e pode induzir o estresse oxidativo conduzindo a morte do parasito
(Figura 2.12). O heme ¢ uma molécula lipofilica que pode facilmente intercalar na
membrana e pode causar mudangas na permeabilidade da membrana, organizacdo
lipidica e induzir a peroxidagdo lipidica da membrana do parasito. Oxidacdo de
componentes da membrana induzida pela heme livre promove a lise celular levando a

morte do parasito."’
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Citoplasma
do eritrocito
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Hb — Heme + Giobina
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Figura 2.12. Possivel mecanismo de toxicidade da heme livre no parasito."’

Para combater a toxicidade, o parasito ¢ equipado com um sistema de
desintoxificacao da heme. Entre estes sistemas, a formacao da hemozoina é considerada
o principal."

O parasito possui um mecanismo eficiente de desintoxificagdo do heme (Figura
2.13). Este mecanismo de desintoxificagdo pode ser classificado em: (a) primario, via
formagdo da hemozoina no vacuolo digestivo do parasito e (b) secundério, a partir de
sistemas situados principalmente no citoplasma, assim como a desintoxificacao pela

GSH, proteinas ligadas ao heme e degradacio de heme livre pelo H,0,."

2.9.1 Processos de Desintoxificacéo

Como visto, o parasito converte heme toxica em hemozoina por um mecanismo
conhecido como formagdo da hemozoina. Este processo ¢ considerado o mais
importante mecanismo pela desintoxificagdo da heme no Plasmodium sp. A heme livre
liberado depois da digestdo da hemoglobina ¢ convertida em hemozoina (30 — 50%). A

outra quantidade que permanece pode passar através da membrana do vacuolo digestivo
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para alcancar o citoplasma do parasito. Dentro do citoplasma, a toxicidade ¢

neutralizada pela GSH, heme ligadas as proteinas ¢ H,0,."”

[ Sistema de Desintoxificacdo do Heme]

Primario Secundario
(no V.D.) (no citoplasma)
Y

[Furmagﬁu da Hemozoina J

Ezpontdnea —= 35H

= HRP
Lipidio _» Proteinas ligadas ao heme.
Biomineralizacdo

ou
Biocristalizacde L= H.0),

Figura 2.13. Sistemas de desintoxificagio da heme no parasito."’

2.9.2.1 Desintoxificacdo por Glutationa reduzida

Os caminhos de desintoxificacdo alternativo, incluindo a degradagdao de FP,
reacdo de glutationa pode também contribuir para desintoxificacdo de FP. Para manter
um equilibrio redox, o parasito ¢ equiparado com antioxidantes de baixo peso molecular
— sendo o mais proeminente o tripeptideo glutationa (GSH) bem como enzimas
antioxidantes.’

Durante a absor¢ao da hemoglobina, o parasito leva uma pequena quantidade
para o citoplasma do eritrécito através do processo de pinocitose e dentro do vactiolo
digestivo GSH se liga a heme livre e reduz sua toxicidade. No entanto, GSH representa
uma fun¢do na defesa antioxidante através da manutencdo do estado redox de

fragmentos de proteina-SH, reduz a peroxidacdo lipidica e a extrusdo da heme."
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2.9.2.2 Desintoxificacdo da Heme pelas Proteinas Ligantes

Foram identificadas varias proteinas do P. falciparum que podem interagir com
a heme livre e proteger o parasito do estresse oxidativo induzido pela heme, por
exemplo, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (PfGAPDH), glutationa redutase,
dissulfido isomerase e glutationa S-transferase.'* A glutationa-S-transferase (GST) é
uma importante enzima do ciclo da glutationa, sendo considerada uma enzima essencial

de desintoxificacdo."

2.9.2.3 Desintoxificacédo pelo H,0O;
O heme passa por reagdoes de peroxidagdo com H,O,, destruindo o anel
porfirinico, formando um intermedidrio ferril [Fe(IV)] que se decompde, resultando da

destrui¢do do anel porfirinico."
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CAPITULO 3. FARMACOS ANTIMALARICOS

3.1 Historia da Quimioterapia

A moderna quimioterapia da maldria tem como marco inicial a verificacdo da
recuperagdo de Countess de Chinchon (século XVII) apos ter ingerido um medicamento
feito com a casca da arvore de origem peruana, posteriormente denominada de
cinchona. Em 1820, Caventou e Pelletier isolaram o alcaldéide quinina da casca da
cinchona. Nas primeiras décadas do século XX, a Alemanha ja havia sintetizado
diversos compostos com atividade antimalarica, tal como a quinacrina e a cloroquina.
Por muitos anos, a cloroquina foi entdo empregada como farmaco de primeira escolha
contra a malaria, porém com a resisténcia do parasito ao farmaco, a quinina foi
reintroduzida em meados dos anos 1960."

Apesar dos inimeros farmacos e técnicas de prevencao da doenca (inseticidas e
vacinas) ndo foi possivel atingir o controle eficaz da malaria. Na década de 1950, as
tentativas de erradicar esse flagelo da maior parte do mundo fracassaram,
principalmente pelo desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas e aos farmacos
antimaléricos. Desde 1960, a transmissdo da malaria aumentou na maioria das regides
com infec¢do endémica; cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina e varios
medicamentos se disseminaram e o grau de resisténcia aos medicamentos aumentou.
Mais recentemente, também foram registradas cepas resistentes de P. vivax na
Oceania.”!

A maioria dos farmacos antimaldricos sdo baseados em produtos naturais ou
compostos sintéticos produzidos a partir da década de 40. Esses farmacos sao
especificos para cada etapa do ciclo de vida do Plasmodium (Figura 3.1). Em geral, eles

sdo classificados como eritrociticos (pontos A e C da Figura 3.1) e gametociticos

(pontos B e D da Figura 3.1), combatendo a doenca e a transmisséo, respectivamente.”

3.2 Farmacos Utilizados no Tratamento da Malaria

Os farmacos antimalaricos podem ser classificados de diferentes maneiras de
acordo com suas caracteristicas quimicas, farmacologicas e seu local de acdo no ciclo
biologico do parasito. A Tabela 3.1 mostra a classificagdo dos antimalaricos segundo
suas propriedades quimicas e acdo contra os diferentes estdgios do ciclo de vida do

parasito.’
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Figura 3.1. Ciclo de vida do parasito destacando a ago dos farmacos.”’

Tabela 3.1. Classificacdo dos antimalaricos segundo suas propriedades quimicas e
quanto sua agio contra os diferentes estagios do ciclo de vida do parasito.*?'

Classe Quimica Farmaco Acio contra os estagios do ciclo
de vida do parasito
Quinolina-metandis Quinina Esquizonticida sanguineo
Mefloquina Esquizonticida sanguineo e para
quimioprofilaxia
4-aminoquinolinas Cloroquina Esquizonticida sanguineo e para
quimioprofilaxia
Amodiaquina Esquizonticida sanguineo
Alteram a sintese ou a Sulfonamidas e Esquizonticida sanguineo
utilizacao de folato sulfonas (antifolatos
tipo I)
Pirimetamina e Esquizonticida sanguineo e para
proguanil (antifolatos prevenir a transmissao pelo
tipo 1) mosquito.
Fenantreno-metanois Halofantrina Esquizonticida sanguineo
Lactona Artemisinina Esquizonticida sanguineo
sesquiterpénica (qinhaosu)
Artesunato (derivado Esquizonticida sanguineo
hemisuccinil de
qinhaosu
8-aminoquinolinas Primaquina Esquizonticida tecidual
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3.2.1 Quinina

O uso medicinal da quinina data de mais de 350 anos. Todavia, como visto
anteriormente, foi apenas em 1820 que os quimicos franceses Pelletier e Caventou
identificaram o alcaléide quinina (27) (Figura 3.2) como um ingrediente ativo da casca
da cinchona. Logo apds sua descoberta, a demanda e o uso da quinina espalharam-se
rapidamente pela Europa, América do Norte ¢ Asia. Até meados do século passado, a
quinina era o principal quimioterapico utilizado no combate & maléaria. Seu uso foi
reduzido em fun¢do da sua alta toxicidade e o surgimento de cepas resistentes de P.
falciparum, mas sua importancia voltou aumentar, em fungdo do surgimento de
resisténcia aos outros farmacos.*

A quinina caracteriza-se por conter um grupo quinolinico (Figura 3.2; vermelho)
e um anel quinuclidino ligados por um fragmento -CH(OH)- (Figura 3.2; azul).
Modificacdes na funcdo 4lcool, através de oxidacdo, esterificagdo ou processos
similares, diminui a atividade antimalarica.”” Na Tabela 3.2 estio mostrados alguns

aspectos farmacocinéticos e efeitos adversos.

Figura 3.2. Estrutura da quinina

A quinina ¢ um farmaco esquizonticida sanguineo efetivo contra as formas
eritrociticas de todas as quatro espécies de plasmddios na forma aguda da doenca
(Figura 3.1, local A), mas ndo possui efeito nas formas exoeritrociticas ou nos

gametocitos do P. falciparum. *'
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Tabela 3.2. Aspectos farmacocinéticos e efeitos adversos dos principais farmacos

antimalaricos.
Farmaco Farmacocinética Efeitos Adversos
Quinina Adm.: VO (viaoral) e IV E irritante para a mucosa gastrica e pode
(intravenosa) causar nduseas e vomitos (Rang & Dale,
Meia vida: 10 horas. 2007).
Metabolizado no figado. Cinchonismo (Jaeger, 2007)
Eliminag@o: urina em cerca de 24h | Hipotensdo, disritmias cardiacas e distarbios
(Rang & Dale, 2007). severos no SNC, tais como delirio e coma
(Rang & Dale, 2007
Mefloquina Adm.: VO Disturbios gastrintestinais.
Meia vida: longa Toxicidade temporaria do SNC —
(até 30 dias). desequilibrio, confusdo, disforia e insonia
Metabolizagao: figado (Rang & Dale, 2007).
Eliminag#o: urina (Rang et al,
2007).
Primaquina Adm.: VO Distarbios gastrintestinais.
Meia vida: 3-6h (Rang & Dale, Pode causar metemoglobinemia, com
2007). cianose.
Pode ocorrer hemolise em individuos com
deficiéncia de glicose -6-fosfato
desidrogenase nos eritrocitos (Rang & Dale,
2007).
Pirimetamina Adm.: VO Pirimetamina-dapsona: anemia hemolitica,
Meia-vida: 4 dias agranulocitose e alveolite eosinofilica (Rang
& Dale, 2007).
Artemisinina e Adm.: Poucos efeitos adversos relatados. Bloqueio
derivados Artemisinina — VO,IM ou cardiaco transitorio, queda na contagem
supositério / meia-vida: 4h. neutrofilica sanguinea e breves episodios de
Arteméter — VO ou IM / meia-vida: febre (Rang & Dale, 2007).
4-11h.
Artesunato — IM e IV / meia-vida:
45min.
Cloroquina Adm.: VO, IM ou Subcutanea Nauseas e vomitos, visdo turva, convulsdes,
(quando for malaria falciparum disritmias (Jaeger, 2007).
severa) (Rang & Dale, 2007).
3.2.2 Mefloquina

A mefloquina (Figura 3.3) existe como mistura racémica de quatro isdmeros
opticos com potencial antimalarico semelhantes. E um esquizonticida sanguineo
altamente eficaz (Figura 3.1; local A), em especial contra os trofozoitos maduros e
esquizontes de parasitos da malaria. Nao tem atividade contra os estdgios hepaticos e os
gametdcitos maduros do P. falciparum ou as formas tissulares latentes de P. vivax. **
Requer-se menos que um décimo da dose de quinina para o tratamento da maldria e tem
sido utilizada no combate ao P. falciparum resistente a cloroquina. Apesar deste
relatados casos de resisténcia.* Dados

farmaco ser relativamente novo, ja foram

farmacocinéticos do fAirmaco estdo apresentados na Tabela 3.2.
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HO
N
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X
/
N CFs
(28)

Figura 3.3. Estrutura da mefloquina.

A mefloquina foi utilizada pela primeira vez para tratamento contra malaria
falciparum resistente a cloroquina na Tailandia, onde foi formulada com a
pirimetamina-sulfadoxina para retardar o desenvolvimento de parasitos resistentes aos
medicamentos. A estratégia falhou, em grande parte, porque a eliminacao lenta da
mefloquina estimulou a selecdo de parasitos resistentes em concentragdes

Agd . 24
subterapéuticas do farmaco.

3.2.3 Primaquina

Dentre uma grande quantidade de derivados de quinolina sintetizados com
substitui¢cdes nos grupos metoxi e 8-amino, a pamaquina foi a primeira a ser introduzida
na medicina em 1926 para o tratamento da malaria."” Durante a Segunda Guerra
Mundial, a pesquisa de antimaldricos 8-aminoquinolinicos mais potentes € menos
toxicos levou a selecdo de pentaquina, isopentaquina e primaquina, compostos que, ao
contrario de outros antimalaricos, agem nos estagios tissulares (exoeritrociticos) do P.
vivax e do P. ovale para evitar e curar a malaria recidivante. Apenas a primaquina
(Figura 3.4), exaustivamente testada durante a Guerra da Coréia, ¢ amplamente utilizada
atualmente.”*

HaCO N

=
N

HN

Y\/\NHz

CHs
(29)
Figura 3.4. Estrutura da primaquina.
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A agldo antimalérica da primaquina ¢ exercida contra os hipnozoitos hepaticos
(Figura 3.1; local B) e pode efetuar a cura radical daquelas formas de maléria nas quais
os parasitos possuam um estagio dormente no figado — P. vivax e P. ovale. A
primaquina possui pouca ou nenhuma atividade contra o estagio eritrocitico do parasito.
E o farmaco mais efetivo para a prevencio da transmissdo da doenga em todas as quatro
espécies de plasmodios.”’ Na Tabela 3.2 estdo apresentados outros dados sobre o

farmaco.

3.2.4 Antagonista do Folato

Os antagonistas do folato podem atuar como excelentes esquizonticidas
sanguineos. Entretanto, os parasitos tém desenvolvido resisténcia a esses farmacos.
Esses farmacos sao divididos em dois grupos de acordo com seus mecanismos de agao.
O primeiro grupo (antifolatos tipo I) inclui compostos que sdo competidores do acido
para-aminobenzéico (PABA) (Figura 3.5), interrompendo a formacdo do 4&cido
dihidropterdico, necessario para a sintese de acidos nucléicos, através da inibicao da di-

hidropteroato sintase.*

Acido

Anel pteridinico Eaglincbenzoice

(PABA) Acido glutamico w
H,N N N
T T
N _~ P CHZ—NH—Q—c—NH—TH
N
(CH,),COOH
OH

Figura 3.5. Estrutura do acido f6lico.

A dapsona (30) (Figura 3.6;) ¢ a mais conhecida entre as sulfonas antimaléricas.
Mas devido a sua toxicidade, tem sido pouco utilizada. As sulfonamidas antimalaricas
(Figura 3.6) incluem a sulfadoxina (31), a sulfadiazina (32) e o sufaleno (33).
Compostos desta familia apresentam facil absor¢do, mas dificil excrecao pelo

. 4
organismo.
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HoN
/ % |

(0] O// \H AN oCH,
OCH,4
NH, (31)
(30)
H2N H,N
=
o N/\ \©\ 5 N/\
Py | |N
O// N > n AN (33)
o) H
(32) OCH,

Figura 3.6. Estruturas: dapsona (30), sulfadoxina (31), sulfadiazina (32) e sulfaleno (33).*

Os antifolatos tipo II ligam-se preferencialmente a enzima di-hidrofolato
redutase-timidilato sintase (DHFR-TS) do parasito. Esta inibi¢ao interfere na habilidade
do Plasmodium em converter o 4cido dihidrofolico em tetraidrofolato, cofator
importante no processo de sintese de 4cidos nucléicos e aminoacidos.* Como exemplo
desta classe, a pirimetamina (34) (Figura 3.7) ¢ um esquizonticida sanguineo de agao
lenta com efeitos antimalaricos in vivo semelhantes aos do proguanil.

HoN NH,

N
H,N N NH,
D T
N A N HN
CH2CH3 - (CH3)2
Cl
Pirimetamina Proguanil
(34) (35)

Figura 3.7. Estrutura da pirimetamina e proguanil.
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Ambos os farmacos possuem afinidade maior pela enzima do Plasmodium do
que pela a humana. Eles possuem agao lenta contra as formas eritrociticas do parasito e
acredita-se que a proguanila possua efeito adicional no estagio hepatico inicial.*'

Diferente do proguanil, a pirimetamina ndo apresenta eficacia importante contra
as formas hepaticas do P. falciparum. Em doses terapéuticas, a pirimetamina ndo
consegue erradicar as formas tissulares latentes do P. vivax ou os gametdcitos de
qualquer espécie de plasmédio.**

O proguanil (35) ¢ um pro-farmaco que ¢ metabolicamente ciclizado a
cicloguanil. Este composto ¢ pouco téxico e é util como agente profilatico, destruindo
parasitos durante a passagem para a corrente sanguinea antes que invadam as hemaécias.
Esse farmaco tem sido utilizado, juntamente com a cloroquina, principalmente em
viajantes ndo-imunes a doenca e em areas onde o nivel de resisténcia a essa ultima ¢

24
moderado.

3.2.5. Artemisinina e derivados

A artemisinina (Figura 3.8 A) ¢ uma lactona sesquiterpendide com endoperdxido
derivada da semente ging hao (Artemisia annua), também denominada de absinto doce
ou absinto anual. Os chineses atribuiram valor medicinal a essa planta ha mais de 2000
anos. Em 1972, cientistas chineses extrairam e cristalizaram o principal ingrediente
antimalarico, o ginghaosu, atualmente conhecido como artemisinina. Em 1979, os
chineses descreveram que os farmacos da artemisinina (Figura 3.10) tinham agdo
rapida, eficaz e segura para o tratamento de pacientes com infec¢do pelo P. vivax ou
pelo P. falciparum.*

Além da artemisinina, foram sintetizados trés derivados com poténcia
antimalarica maior do que a da propria artemisinina. A diidroartemisinina (37), um
produto reduzido, a arteméter (38), um metil éster soltivel em dleo e o artesunato (39), o

sal hemissuccinato hidrossoltivel da diidroartemisinina.?*
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Diidroartemisinina
Artemisinina 37
(36) (37)

OCHj, OCO(CH,),CO,Na
Artemeter Artesunato
(38) (39)

Figura 3.8. Estrutura da artemisinina e derivados.

Estes compostos sesquiterpénicos apresentam uma ponte de peréxido sobre o
anel de sete membros e sdo esquizonticidas sanguineos de rapida atuagdo e efetivo no
tratamento da crise aguda da maldria, concentrando-se nos eritrocitos infectados. Estes
compostos também possuem atividade gametocida, que limita a transmissdo para outros
hospedeiros, reduzindo assim o espalhamento de formas resistentes. Todavia, ainda ndo
se sabe se este efeito ¢ devido a sua rapida agdo sobre as formas sanguineas do parasito,
impedindo o surgimento dos gametdcitos, ou se existe mesmo um efeito sobre a forma
sexuada. Além disto, estas substdncias sdo ativas contra cepas de Plasmodium
resistentes a todos os outros firmacos e tém aplicacdo crescente no tratamento de
malaria falciparum aguda, sobretudo no sudeste asiatico. Na Tabela 3.2 tem outros
dados relacionados a estes farmacos. Apesar do sucesso dessa familia de farmacos, ja ha
relatos da ocorréncia de resisténcia a esses compostos em algumas provincias da China.*

Viérios estudos mostram que a ponte de endoperoxido destes compostos pode ser

clivado pela redugdo com ion ferroso presente no grupo heme da hemoglobina ou de
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origem exogena. Esta clivagem forma um ou mais radicais livres que podem alquilar ou
modificar covalentemente proteinas dos parasitos. Outros experimentos indicam que o
mecanismo de acdo ¢ similar ao das quinolinas, onde os farmacos se acumulam no

vacuolo digestivo do parasito ¢ interferem na formagio da hemozoina.*

3.2.6 Halofantrina

Um derivado do fenantreno, a halofantrina (40) (Figura 3.9), ¢ efetiva contra a
maléria resistente a cloroquina'® e tem sido avaliado para o uso humano, apresentando
distarbios gastrintestinais como seus principais efeitos colaterais. J4 foram observadas
formas resistentes desse parasito a esse medicamento, além da ocorréncia de casos de

e A . 4
resisténcia cruzada com a meﬂoquma.

CH(OH)CH,CH,N(C,4Hg),

Cl

CF,
(40)

Figura 3.9. Estrutura da halofantrina

3.2.7 Cloroquina

A cloroquina (CQ) ¢ uma das 4-aminoquinolinas pesquisadas como parte de um
amplo programa de cooperacdo de pesquisa antimaldrica nos EUA durante a Segunda
Guerra Mundial. Desde 1943, milhares desses compostos foram sintetizados e tiveram
sua atividade testada. A cloroquina acabou se mostrando mais promissora e foi liberada
para os testes de campo. Quando as hostilidades cessaram, foi descoberto que o
composto tinha sido sintetizado e estudado com o nome de resochin pelos alemaes ja
em 1934.**

A cloroquina (Figura 3.10) e outros antimaldricos quinolinicos tém sido
empregados no tratamento da malaria por mais de 40 anos. O sucesso destes farmacos

baseia-se no fato de que os mesmos sdo eficazes no tratamento da doenga, apresentam
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baixa toxicidade sobre o hospedeiro, suas sinteses sdo relativamente faceis e de baixo
custo.” >

Durante as décadas de 1980 e 1990, o aumento da resisténcia aos farmacos tem
severamente limitado a escolha do tratamento de combate da malaria. Estudos
bioquimicos da cloroquina e outros 4-aminoquinolinicos sugeriram que a acumulagdo

de agentes quimioterapicos no vacuolo digestivo do parasito ¢ critico para a atividade

B3V

antimalarica.

X

Z
cl N

(41)

Figura 3.10. Estrutura da cloroquina.

A cloroquina se assemelha muito aos 8-aminoquinolinas, pamaquina e
pentaquina. Contém a mesma cadeia lateral que a quinacrina (42), porém difere desse
antimalarico por ter uma quinolina em vez de um nucleo de acridina e por ndo ter o
grupo metoxi (Figura 3.1). Um atomo de cloro ligado a posi¢do do anel da quinolina
confere maior atividade antimalarica, tanto na malaria em aves como na humana.**

Quando n3o limitada pela resisténcia dos parasitos™, a cloroquina é muito eficaz
contra as formas eritrociticas de P. vivax, P. ovale, P. malariae ¢ P. falciparum, sendo
ativa contra os gametdcitos das trés primeiras espécies de plasmddio, mas ndo contra os

do P. falciparum nem contra as formas tissulares latentes de P. vivax ou P. ovale,

x : ~ Lo 24
portanto ndo podendo curar infecgdes por essas espécies.

CHs CHs

HN)\/\/NC HN)\/\/N/\:

|
H,CO
s \ \
=
N cl Z

Cl N
42 43

Figura 3.11. Comparacao entre a molécula da quinacrina e cloroquina.
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Tem-se relatado que a CQ aumenta os niveis de 6xido nitrico, um mediador
produzido a partir da L-arginina pela 6xido nitrico sintetase (NOS). No entanto, nao se
descobriu o envolvimento de mudanga de GSH (glutationa) e a relagdo entre NO e GSH
nas células tratadas com CQ. O potencial redox celular é, em grande parte, determinado
pelo GSH, um dos compostos intracelulares mais bem estudados que representa a chave
fundamental na defesa celular contra o dano oxidativo. Recentes evidéncias mostraram
que os niveis aumentados de NO consome a GSH celular formando um aduto S-nitroso-
glutationa e com isso, observaram que a cloroquina aumentou a produgdo de NO
coincidindo com o decréscimo dréstico nos niveis de GSH e a morte celular.'

A resisténcia da cloroquina no P. falciparum esta associada com mutac¢des da
proteina transmembrana PfCRT no vacudlo digestivo e com elevagdes de
concentragdes de glutationa redutase. O transportador de cloroquina resistente P.
falciparum (PfCRT) age como transportador da cloroquina.’

A cloroquina e seus analogos sdo utilizados para o tratamento de outras doencas
além da malaria como farmacos secundarios no tratamento de varias doengas cronicas.
Portanto, altas doses desses compostos, frequentemente junto com outros agentes,
apresentam eficacia clinica nos casos de artrite reumatdide, [upus eritematoso sist€émico,
lupus discoide, sarcoidose e doengas de fotossensibilidade como porfiria cutanea tardia

e fotoerupgio polimorfica grave.”

3.2.7.1 Relac¢io Estrutura —Atividade de Novos Analogos da Cloroquina

Pesquisas sobre as relagdes entre estrutura e a atividade de derivados da
cloroquina continuam sendo realizadas com o objetivo de elaborar antimaldricos mais
eficazes, com melhores perfis de seguranga e que possam ser utilizados contra as cepas
resistentes de todos os tipos de Plasmodium, principalmente do P. falciparum. Por
exemplo, foi verificado que modificacdes no grupo amino da molécula de cloroquina
conduziram a um aumento comparativo da atividade antimaldrica, pois se observou um
aumento no acimulo do farmaco no vacuolo digestivo, com maiores interagdes com a
hematina.”

Como ja foi abordado no capitulo anterior, a desintoxificacio de
ferriprotoporfirina IX (Fe(III)PPIX) no vactiolo digestivo do parasito ocorre através da

polimerizacdo formando o pigmento malarico (hemozoina). A maior parte da
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Fe(III)PPIX ¢ transportada através da membrana vacuolar e degradado por processos
redox de glutationa, com a reducao de espécies reativas.

Foram comparados 14 aminoquinolinas (Figura 3.12) sustentando a hipotese que
a cloroquina e antimalaricos anilogos agem através de sua complexacdo com a
Fe(III)PPIX, inibindo sua conversdo a hemozoina. Foi avaliado o efeito da posi¢cao do

grupo amino e a posicdo do cloro na atividade destes compostos.”

NHR NHR
N NHR N cl N

44R =H 47R=H 53R =H

45 R = CHgy 48 R = CH3 54 R =CHj

46 R = CH,CH,NH, 49 R = CH,CH,NH, 55 R = CH,CH,0OH
50 R = CHchon 56 R = CH2CH2NEt2

51 R =CHCH,NHCOCH; 57 R = CH,CH,NMe;
52 R = CH,CH,NEt,

Figura 3.12. Compostos sintetizados para analise do efeito da posi¢do do grupo amino e
do cloro.’

Em todos os compostos estudados foram observadas poucas mudangas no valor
da constante de complexacao (Tabela 3.3). Excecdo do composto 56 (Figura 3.12) e da
cloroquina (Figura 3.10).’

A cadeia lateral aminoalquilica ¢ responsavel por sua forte atividade
antiplasmodial. Mudangas no comprimento da cadeia aminoalquilica tém pouca
influéncia na atividade contra cepas de cloroquina- sensivel ao P. falciparum, mas tem

uma profunda influéncia na atividade contra as cepas de cloroquina resistente.’

Tabela 3.3. Constantes de associacdo dos compostos apresentados na Figura 3.14 com
Fe(III)PPIX, atividade inibitoria da B-hematina e a atividade antiplasmodial contra as
cepas de D10 de Plasmodium falciparum.

Composto LogK +SEM Inibicao da - IC50(nM) +SEM
(n=3) hematina (n=3)
44 4,23 £0,02 - >10000
45 4,49 £ 0,01 - >10000
46 4,43 +£0,01 + 3800 + 500
47 4,26 £0,03 - >10000
48 4,38 £0,03 - >10000
49 4,48 £0,02 + 4000 £ 2200
50 4,34 £ 0,06 - >10000
51 4,59 + 0,04 - 4700 + 800
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52 4,928 £ 0,003 + 92+ 12
53 4,18 £0,03 - >10000
54 4,28 £ 0,06 - >10000
55 4,75 £ 0,03 - 799 £+ 404
56 5,81 £0,01 + 49 + 14
57 4,96 £ 0,01 + 80,9+ 6,2
Cloroquina 5,52 +0,03 + 38+ 14

Evidéncias conduziram a formulacdo de um modelo detalhado da relacado
estrutura-atividade da cloroquina, onde o nucleo 4-aminoquinolinico da cloroquina
apenas promove uma das formas de complexagdo, ndo sendo suficiente para a inibi¢ao
da formacgao da hemozoina (Figura 3.13); a introducao do grupo 7-cloro ¢ responsavel
pela inibicdo da forma¢do da hemozoina, mas provavelmente tem pouca influéncia na
forca de associagdo com Fe(III)PPIX; o 4tomo de nitrogénio da cadeia lateral
aminoalquilica e do anel quinolinico (Figura 3.13) s3o uma exigéncia para a forte
atividade antiplasmodial (provavelmente auxilia no acimulo do farmaco no vactolo

digestivo e aumenta a forga de associagdo com F e(IINPPIX).}

Inibicdo da

formacao da B- (
hematina )\/\/

Base fraca: auxilia a

/ acumulo do farmaco
@ —

CHs

Fe(lll)PPIX complexando com o grupo

Figura 3.13. Proposta para a relagdo estrutura-atividade da cloroquina baseados na
constante de associagdo.’

A relacdo estrutura/atividade dos compostos antimalaricos 4-aminoquinolinicos
sugere que o nucleo 7-cloro-4-aminoquinolinico (Figura 3.14) ¢ obrigatério para a
atividade antimaldarica, particularmente pela inibi¢do da formacdo da B-hematina e a

acumulagdo do farmaco no local de a¢do.”
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NHR
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>
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Figura 3.14. Nicleo 7-cloro-4-aminoquinolinico.”

A cloroquina, uma base fraca anfipatica, quando no interior do vacuolo digestivo
do parasito, interage com a forma dimérica p-oxo de heme oxidado e impede a
formagao da hemozoina. A interacdo m—m entre a cloroquina e o sistema eletronico da
hematina controla a formagdo a formag¢do da hemozoina, matando o parasito pela
inducdo do estresse oxidativo via peroxidacdo da membrana lipidica, do DNA, e das
proteinas do parasito. (Figura 3.15). *

Sugere-se também que um mecanismo de a¢do alternativo da cloroquina ¢ a
geracdo de radicais altamente reativos devido a transferéncia de elétrons entre o
acoplamento redox de heme Fe(II) / heme Fe(III) e o anel quinolinico."

A introducdo de um 4tomo de cloro ou outros grupos na posi¢ao 7 no anel parece
ter efeito na forca de associacdo de 4-aminoquinolinico com hematina. Farmacos
quinolinicos com auséncia do cloro na posi¢ao 7 ndo inibem a formag¢ao da hemozoina,
mesmo tendo sido detectadas as formacgdes dos respectivos complexos com o heme. Se
o atomo for introduzido na posi¢do 6 do anel, a interagdo com hematina ¢é
completamente desestabilizada'®. No entanto, a substituicio do cloro por bromo ou pelo
grupo nitro mostra a inibi¢do da formac¢ao da hemozoina. Por outro lado, se o cloro for
substituido pelo grupo amino nao se observa a inibi¢do. Substituindo a cadeia lateral

aminoalquilica pelo grupo hidroxil causa redugdo drastica na atividade."*
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Cloroauina

1/ Heme

Complexo de heme

- cloroquina

!

Inibicdo da formagao l

da hemozoina

\ }

Inibicdo de GSH mediado Aumento da concentracao
. —
pela degradagdo de heme de heme livre
ROS

!

Estresse oxidativo l

Peroxidacéo da Formagcéo da

membrana lipidica proteina - carbonila
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Figura 3.15. Possivel mecanismo da atividade antimalarica da cloroquina.

Piraz6is e 4,5-diidropirazéis sdo importantes agentes bioldgicos com atividade
antiinflamotoria, antifingica, antibacteriana, antitumoral e antiviral e também atividade
agroquimica. Dessa forma, foram propostas modificagdes da estrutura base da

cloroquina com a adi¢ao de grupos pirazdis (Figura 3.16). Neste caso, foi verificado que
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alguns compostos mostraram atividade antimaldrica, mas foram menos ativos que a

cloroquina (Tabela 3.4)."

Figura 3.16. Derivados da cloroquina com os pirazois.

Py)

Compostos contendo dois nucleos quinolinicos combinado com ligantes

alifaticos ou aromaticos sdo chamados de bisquinolinas (p. ex.:

piperaquina,

hidroxipiperaquina) (Figura 3.17). Bisquinolinas foram mais potentes que a cloroquina

contra ambas as cepas de cloroquina sensivel e resistente de P. falciparum. A poténcia

antimaldrica estd correlacionada com a inibicdo de formacdo da hemozoina; sugerindo

que estas bisquinolinas exercem sua atividade antimaldrica antagonizando o seqiiestro

de fragmentos de heme toxica.'*

Tabela 3.4. Atividade antimalérica de 4-(5-trifluorometil-5-hidroxi-4,5-diidropirazol-1-
il)-7-cloroquinolinas 60a—h e 4-(pirazol-1-il)-7-cloroquinolinas 61a-j."

Composto ICsy" (ng/mL) Composto ICs," (ug/mL)
58a (R = H) 1,39 59a(R = H) 9,53
58b (R = CHj) 3,04 59b (R = CHj) >50,0
58¢ (R=F) 2,13 59¢ (R = F) 27,62
58d (R = Cl) 1,69 59d (R = CI) >50,0
58¢ (R = Br) 1,55 59¢ (R = Br) >50,0
58f (R = OCH,) >50,0 59f (R = OCH) >50,0
58g (R = NO,) 5,71 59g (R = NO,) >50,0
58h (R = FENIL) 2,12 59h (R = FENIL) 18,53
Cloroquina 0,19
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Figura 3.17. Compostos contendo dois nucleos quinolinicos combinado com ligantes
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alifaticos ou aromaticos — bisquinolinas.

Estudos quimico-computacionais de interagdes entre hemozoina-fairmaco foram
realizados para verificacdo de relagdes estrutura-atividade. Observou-se que a
cloroquina se intercala muito bem em determinados locais, interagindo com trés grupos
porfirinicos (Figura 3.18, porfirinas 1, 2 e 3). Mais especificamente, o grupo 4-amino da
cloroquina interage com o grupo vinil do fragmento porfirinico 1; o cloro no anel
quinolinico interage com o grupo metil da porfirina 2; o anel N-quinolinico com um
grupo vinil na porfirina 2; enquanto o grupo amino terminal carregado positivamente

interage com o grupo propionato, carregado negativamente, da porfirina 3.2
/ /
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Figura 3.18. Proposta de interagdo entre a hemozoina e a cloroquina.’

Mais recentemente foram realizadas abordagens que visavam a aumentar a
poténcia de antimalédricos quinolinico contra parasitos resistentes com a adigdao de
alcaloides contendo fragmentos de B-carbolinas (representam importantes estruturas
para o desenvolvimento de antiinfecciosos, inibidores) que poderiam reprimir a
formagdo da hemozoina e outros alvos no P. falciparum (Figura 3.19). A atividade
antimalarica de algumas dessas substancias in vitro contra cepas de P. falciparum
sensiveis a cloroquina sdo mostradas na Tabela 3.5. Dos 23 compostos sintetizados, trés

compostos (61, 62 ¢ 63) mostraram o MIC de 0,22 uM e trés (64, 70 e 72) apresentaram
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uma faixa de 0,05-0,11 uM em que sdo mais ativos que o farmaco padrao (cloroquina).

Estas moléculas hibridas podem ser tuteis como novos candidatos a quimioterapia

. ;. 10
antimalarica.

Cl

Figura 3.19. Série de moléculas hibridas de 2-[3-(7-cloro-quinolin-4-ilamino)-alquil]-1-
(fenil substituido)-2, 3, 4,9-tetraidro-1H-Bcarbolinas

Tabela 3.5. Atividade antimalarica in vitro contra P. falciparum de substancias
quimicas com estrutura quimica bésica representada na Figura 3.21.

N.° do composto n R R, R, MIC (unM)
61 3 -CH(CHj;), H H 0.22
62 3 -CH(CHj), H H 0.22
63 3 -CH(CHj;), H H 0.22
64 3 -CH(CHj;), H H 0.05
65 2 -CH(CHj;), H H 18.12
66 2 -CH(CHj), H H 18.12
67 2 -CH(CHj), H H 18.12
68 2 -CH(CHs), H H 18.12
69 3 -CH; H H 0.46
70 3 -CH; H H 0.06
71 2 -CH; H H 19.08
72 3 -CH,CH; H H 0.11
73 3 -OCH; H H 3.61
74 3 -OCH; H H 3.61
75 3 -OCH; H H 3.61
76 3 -OCH; H H 18.05
77 3 -OCH; -OCH; -OCH; 16.28
78 3 -OCH; -OCH; -OCH; 16.28
79 3 -Br H H 16.58
80 3 -Cl H H 3.58
81 3 -Cl H H 1.79
82 3 -SCH; H H 17.54
83 3 -SCH; H H 17.54

Cloroquina 0.391

De acordo com o exposto até o0 momento, € possivel concluir que, com a falta de

sucesso no desenvolvimento na 4area de vacinas, a identificacdo e descoberta de
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farmacos contra novos alvos parasitarios parece ser a abordagem mais racional para
suplantar a ameaga de parasitos que adquiriram resisténcia contra farmacos
antimalaricos que inicialmente eram bastante eficazes.'®

Cabe aqui abrir parénteses para comentar outro alvo de acdo de terapias
antimaldricas, mais especificamente as proteinas nucleares que atuam na regulacido da
transcrigdo e na progressao do ciclo celular pela acetilagdo e desacetilacao do grupo e-
amino de residuos de lisina especificas denominadas histonas. O processo de acetilagao
e desacetilagdo ¢ controlado por duas familias de enzimas; histonas acetiltransferase
(HATS) e as histonas desacetilases (HDACs). A enzima histona desacetilase (HDAC)
para o P. falciparum tem sido identificado como um novo alvo para o desenvolvimento

na terapia antimalarica. Dois homodlogos de histonas desacetilase para o Plasmodium

falciparum, PFHDAC-1 e PfSir2 tem sido clonado e seqiienciado até agora.'

3.3. Propostas de Farmacos Antimalaricos Contendo Metais

Uma abordagem muito considerada para o desenvolvimento de farmacos
antimaldricos ¢ através da incorporagdo de metais na estrutura molecular do mesmo.
Compostos metalofarmacos antimalaricos sdo um arsenal recente de compostos para o
tratamento da malaria especialmente envolvendo organismos resistentes aos fairmacos
tradicionais. Neste item, sdo apresentadas algumas das abordagens que vém sendo
utilizadas no preparo de novos metalofarmacos antimalaricos.

A complexacdo de uma classe de ligantes naftoquinonas (Figura 3.20)
especialmente com cobre, tem sido promissor para a atividade antimalarica contra cepas

de cloroquina sensivel e resistente ao Plasmodium falciparum. ®

Figura 3.20. Representagdo de (arilazo)-4-hidroxi-1,2-naftoquinona(L1H) e
[Cu(L1),]CL
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Uma nova classe de ligantes aminofendis hexadentados pode se ligar
eficientemente a varios metais para gerar complexos moderadamente hidrofébicos e
hidrofilicos. Devido a similaridade das propriedades quimicas, foram utilizados os
metais galio e ferro para formar os complexos [{1,12-bis(2-hidroxi-3-etil-benzil)-
1,5,8,12-tetraazadodecano } metal(I1T)]", [M-3-Eadd]” [M=Fe(Ill), 85a; Ga(III), 85b]
(Figura 3.21). Foi avaliada a atividade antimalérica desses complexos frente a cepas de
HB3 CQ-sensivel e Dd2 CQ-resistente, sugerindo mecanismos de agdo semelhantes

e er. ~ . 11
para estes complexos, ou seja, inibindo a formagao da hemozoina.

\

M = Fe(III) ; Ga(lll}
(85)

(. /

Figura 3.21. Estrutura de [{1,12-bis(2-hidroxi-3-etil-benzil)-1,5,8,12-
tetraazadodecano}metal (IIT)]", [M-3-Eadd]+ [M=Fe(III), 85a; Ga(III), 85b]."

Outros potentes agentes antimalaricos foram elaborados empregando-se ligantes
hexadentados, como os mostrados na Figura 3.22. Tais ligantes mostram-se flexiveis
para coordenagdo de diversos metais, incluindo Fe(Ill), formando complexos muito
estaveis, impedindo sua decomposi¢io do organismo.’

Novos complexos de Au(l) e Au(Ill) com a molécula da cloroquina (Figura
3.23) foram produzidos, caracterizados e avaliados em termos da atividade antimalarica
in vitro contra varias cepas de Plasmodium falciparum. Todos os complexos
mostraram-se ativos in Vvitro contra cepas CQ-sensiveis ou resistentes do P. falciparum.
A maior atividade desta série de potenciais farmacos foi obtida pelo complexo 90, que
foi cinco vezes mais ativo que a cloroquina difosfato (CQDP) contra a cepa de CQ-

resistente FcB1.'®

62



Capitulo 3. Farmacos Antimalaricos

I_ __+
Bs
Rg Ry
.."N H H N\ I Ry
0"~
- - N2 N
Rs o ) Rg /\'I ]-Ij
Fi
-""‘ 'e‘h“"»
Rs Ry Ry Rs bi\u//é\\\/’NH
Ry 3 R;
R3=OCH;; R4, Rs, Rg=H
R4.Rg=0CH;:Ry,Rs=H
4. Rg 1:R3. Ry R Ry
(86) Y
5
(87)

Figura 3.22. Estrutura do ligante etilenodiamina-bis[propil((R)-

benzilimino)]hexadentado (N4O;) e os correspondentes complexos monocationico (R)-
ENBPA-metal(III).’

[(CQ)AU(PPh)]" [NOs] [(CQ)AuPMe;)]" [PFg]
(88) (89)
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m
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Figura 3.23. Complexos de Au com a molécula da cloroquina.'®
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Além de todos os metais com atividade antimalarica mencionados
anteriormente, complexos de CQ-iridio (Figura 3.24) também apresentaram atividade.
Comparando-se os valores de ICsy obtidos, o complexo 94 mostrou alta atividade,

, . .. 1
enquanto os complexos 93 ¢ 95 apresentaram uma comparavel baixa atividade.'’

CH5 CHy;—CHg cl N
/'\/\/N< =
HN CH,—CHj;
/ i
S ;___N
2 cl Cl—;
g
cl N e / e
|7 ] e
rd i .
ol (94)
"
(93)
- 1+
Cl N.
S
caop 72 A
I(CODNCQICI (93) 72 H—py PFq
IRCl:(CQ).3H20 (94) 59 |
[IMCQ)(S)k]"PFe (95) 126 S,"""f\\
CQDP - "chleroguine diphosphate™ / difosfato ’ N
de cloroguina Sy h
L (95) .

Figura 3.24. Complexos de CQ-iridio."”
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CAPITULO 4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Consideracdes Iniciais

A estratégia experimental desse projeto de dissertacdo foi concebida para ser
dividida em quatro partes: i) sintese de derivados de cloroquina capazes de se
coordenarem a metais; ii) sintese de complexos contendo ligantes a base de derivados
da cloroquina; 1iii) caracterizagdo dos compostos sintetizados; e iv) avaliacdo da
atividade antimalarica dos mesmos.

As reagdes de sintese apresentados nesta dissertagdo foram realizadas junto ao
Grupo de Catélise e Reatividade Quimica (GCaR) do Instituto de Quimica e
Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Os espectros de RMN de 'H e "°C dos ligantes ¢ complexos organometalicos
foram realizados no Laboratério de Ressonancia Nuclear Magnética do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

A atividade antimaldrica, das estruturas organicas e dos respectivos complexos,
foi realizada junto a Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas René Rachou do

Laboratorio de Malaria da Profa. Dra. Antoniana Krettli (UFMG).

4.2. Reagentes, Solventes, Gases e Vidrarias

As vidrarias foram pré-aquecidas em estufa a 80 °C e resfriadas antes do uso. O
grau de pureza e origem de todos os reagentes, solventes e gases estdo listados na
Tabela 4.1. Solventes, como tolueno e dietiléter, foram secos sobre sddio/benzofenona.

Todos os reagentes e gases foram utilizados como recebidos.

Tabela 4.1. Reagentes e solventes utilizados: pureza e origem.

Reagentes e Solventes Formula Pureza(%) Origem
Molecular
4,7-Dicloroquinolina Ci10HeCl, 98% Alfa Aesar
Dietilenotriamina C4H 3N; >98% Riedel-deHaen
Hidroxido de sodio NaOH P.A. Dinamica
Acetato de etila C4H30, P.A. Quimis
Sulfato de magnésio MgSOg4 P.A Dinamica
Metanol CH;O P.A. Dinamica
Cloreto de ferro (111) FeCl; 97% Sigma Aldrich
Dietiléter C4H1()O P.A. Quimis
2,6-bis(hidroximetil)piridina C7HoNO, 98% Sigma Aldrich
Acido Bromidrico HBr - Dinamica
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Hexametilenotetramina CsH 2Ny - Vetec
Acido acético C,H,0, P.A. Vetec
Etanol C,HsO P.A. Dindmica
Acido cloridrico HCl P.A. Dinamica
Cloroformio CHCI; P.A. Quimis
Argonio Ar 99,9 White Martins

4.3. Equipamentos

As andlises para a caracterizacdo dos ligantes e complexos metalicos foram

realizadas no Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas

e no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais. Na Tabela 4.2,

sdo apresentadas as técnicas utilizadas, os respectivos aparelhos e sua origem.

Tabela 4.2. Equipamentos empregados nesse trabalho.

Técnica Analitica Aparelho Local
Espectroscopia no Espectrofotometro FT-IR GCaR/IQB/UFAL
Infravermelho Varian 640-IR com ATR
Espectroscopia de Espectrometro Bruker Avance IQB/UFAL
Ressonéncia Nuclear 400, operando na freqiiéncia de
Magnética (RMN). 400,130 MHz para RMN de 'H
e 100,613 MHz para RMN de
13
Ponto de Fusdo MQAPF — 302 — aparelho IQB/UFAL
digital
Espectroscopia de Aparelho montado em DF/UFMG

Ressonancia Paramagnética
Eletronica - EPR

laboratorio:

Banda X (9-10 GHz) que
consiste de uma fonte klystron
(Varian) 500 mW, com
cavidade cilindrica da Bruker,
eletroima (Varian 0-800mT),
fonte de eletroima
(Heinzinger). Usa-se
modulagdo de 100kHz com
deteccao sensivel a fase e
aparelho Lock In (EG&G
Princeton) com controle
automatico de frequéncia. Para
baixas temperaturas um
criosistema da Oxford (fluxo
de He com temperaturas entre
6-300K)
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4.3.1. Manipulacdes no Preparo das Amostras para Analises.
4.3.1.1. Espectroscopia Infravermelho-Visivel (1V-Vis)

As andlises por espectroscopia na regido do infravermelho médio foram
realizadas em um espectrofotdmetro Varian (ver Tabela 4.2) empregando-se um
acessorio de refletdncia difusa atenuada (ATR). Os espectros abrangeram as regides de

4500 a 500 cm™.

4.3.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As analises por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear protdnica
(RMN 'H) e de carbono-13 (RMN "°C, desacoplado) foram realizadas em um modelo
Bruker Avance 400 MHz. As amostras foram preparadas em tubo para RMN e

solubilizadas em metanol ou dimetilsulfoxido deuterado.

4.3.1.3. Analise do Ponto de Fuséo

Os pontos de fusao das substancias sintetizadas quimicamente foram obtidos em
aparelho digital MQAPF — 302 pelo Laboratorio de Pesquisa em Quimica dos Produtos
Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL). As amostras solidas foram previamente incorporadas em uma laminula e

observadas a temperatura na qual a substancia passa do estado solido ao estado liquido.

4.3.1.4. Célculos Computacionais

Todos os calculos foram realizados utilizando o pacote comercial de modelagem
Spartan 04 licenciado para o Grupo de Catalise e Reatividade (GCaR) do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. Estes calculos foram
realizados usando um computador Intel Core 2 Duo E4600 1 Gb de memoria Ram e HD
de 160 Gb, que fica nas instalagdes do GCaR.

O programa Spartan'04* foi usado para a Modelagem de Estados de Transigao,
Andlise Populacional de Arranjos de Estado de Transicao (Distribui¢do de Boltzmann
para os dois possiveis Estados de Transi¢gdo — Substituicdo Nucleofilica em C4 e C7).

Para a ilustracdo dos sistemas moleculares estudados foi usado o software ORTEP 3.

* SPARTAN ‘04, Wavefunction Inc, 18401 Von Karman Avenue, Suite 370, Irvine, CA 92612, U.S.A., 2003.
T Farrugia, L. J. J. Appl. Cryst. 1997, 30, 565.
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O Spartan 04 foi usado, primeiramente, por ter parametros de calculo para todos
0s atomos presentes nos sistemas moleculares estudados (PM3 no método Semi-
empirico), por ser de facil manipulagdo na elaboracdo de estruturas que representam
estados de transi¢do e pelas varias opgdes de calculo, o que permite um estudo
computacionalmente barato e confiavel.

Para a modelagem de todos os sistemas, usou-se 0 Método Semi-empirico com
base PM3 buscando a Otimiza¢do da Geometria, postulando a molécula como neutra,
no estado gasoso, a 298,15 K, latm e multiplicidade de spin singleto. As estruturas
foram montadas individualmente e, desta forma, otimizadas. Para uma melhor analise
de densidade eletronica, a 4,7-dicloroquinolina e dietilenotriamina foram recalculadas
através do Método da Teoria do Funcional de Densidade (DFT), com base atomica 6-
31G** via estratégia Single Point Energy*.

A partir dos calculos de Otimizacdo de Geometria, retirou-se dos outputs
gerados dados que proporcionaram a analise da energia de ativagdo do processo, bem
como a Andlise Populacional pela Distribuicdo de Boltzmann® para as estruturas

transientes calculadas.

4.3.1.5 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica - EPR

As analises por Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)
foram realizadas no Laboratorio de Ressonancia do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Minas Gerais, sob a coordenagdo do Prof. Dr. Klaus
Krambrock. Para tanto, empregou-se a banda X (9-10 GHz) que consiste de uma fonte
klystron (Varian) 500 mW, com cavidade cilindrica da Bruker, eletroima (Varian 0-
800mT), fonte de eletroima (Heinzinger). Usa-se modulacdo de 100kHz com deteccao

sensivel a fase e aparelho Lock In (EG&G Princeton) com controle automatico de

* Este tipo de calculo ¢ feito quando o objetivo ¢ determinar as propriedades de um sistema molecular
sem alterar as suas coordenadas cartesianas iniciais, ou seja, sem alterar a geometria e posi¢cdes dos
atomos do arranjo colocados como input.

¥ De acordo com a Teoria de Distribuiio de Boltzmann, em um dado sistema de particulas em estudo
contendo N arranjos possiveis, quanto menor a energia de um determinado arranjo, maior a possibilidade
de este ser uma boa representagdo do sistema em estudo, em outras palavras, maior a sua contribui¢do na

constitui¢do populacional.
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frequéncia. Para baixas temperaturas um criosistema da Oxford (fluxo de He com

temperaturas entre 6-300K).

4.4. Sintese e Preparacao dos Materiais
As reacdes de sintese de ligantes e complexos foram conduzidas sob atmosfera

de argonio utilizando técnicas de Schlenk.

4.4.1. Sintese dos Ligantes

4.4.1.1. Preparacdo da N*-(2-aminoetil)-N%(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina
(98)

H
12 16
N
| HN/\13/ \15/\NH2
5 4 5 4
10" H A
6 3 N 6 3
N HZN/\/ \/\NH —
2 -HCl )
Cl 9 N (97) Cl 9 N
8 8
(96) (98)

A preparagao do composto 98 foi baseada na metodologia proposta por Musonda
e colaboradores (2006). Num baldo de fundo redondo de 50 mL foram introduzidos 4,7-
dicloroquinolina (0,98¢g; 4,94 mmol) e dietilenotriamina (24,7 mmol). Esta mistura foi
aquecida a 80 °C por 1h sem agitagdo até completa solubilizagdo. Em seguida, a
temperatura do sistema foi elevada para 135 °C e a mistura conservada sob agitacdo
magnética por 3h. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente, basificada com
NaOH(aq) 10% (30 mL) e extraida com acetato de etila quente (3x 50 mL). Os extratos
foram reunidos e secos com MgSO4 por 1 h. O solvente foi removido no evaporador
rotativo e seco sob vacuo. O produto obtido apresenta-se como um sélido de coloragao
amarela, soluvel em metanol, que pode ser ainda purificado por recristalizagdo em
metanol/agua e, posteriormente foi acondicionado em um refrigerador por 6h, formando
um precipitado, que pode ser recuperado por filtragdo e seco sob alto vacuo, formando
um sélido amorfo de coloragdo amarela (F.M.: C;3H7CINg; M.M.: 264,75g/mol).

Rendimento total: 40%. P.F.: 99-100°C; LV. (Ymax cm™): 3256 (Ar- NH); 3065
(CH anel quinolinico); 2929 e 2839 (as/s CH e CH;); 1607 (C=N),1577 e 1528 (C=C
anel quinolinico); 1449 (CH,); 1280 (Ar-C-N); 1133 (C-N); 874, 795 e 761 (6 =C-H

aromético fora do plano). RMN 'H (400MHz, CDsOD): & 1,93 (s, NH aminico), 2,78 (t,
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J=5,76Hz, 2H, CH,-16), 2,85 (t, J= 5,76Hz, 2H, CH,-15), 2,95 (t, J= 6,38Hz, 2H,CH,-
13), 3,47 (t, J= 6,38Hz, 2H, CH,-12), 3,70 (sl, NH anilinico), 6,50(d, J= 5,71Hz, 1H,
Ar-H C-3), 7,35 (dd, J = 9,01 Hz, J =2,14 Hz, 1H, Ar-H C-6), 7,73 (d, J = 2,14Hz, 1H,
Ar-H C-8), 8,07 (d, J = 9,01Hz, 1H, Ar-H C-5), 8,32 (d, J = 5,62Hz, 1H, Ar-H C-2).
RMN "*C(100MHz, CD;OD): & 151,1(C-2), 98,28 (C-3), 151,4(C-4), 124,6 (C-5), 123,1
(C-6), 134,9(C-7), 126,2 (C-8), 148,2(C-9), 117,32 (C-10), 42,10 (C-12), 47,00 (C-13),
40,10 (C-15), 50,10 (C-16).

4.4.1.2. Preparacao da N*-(7-cloroquinolin-4-il)-N?-[2-(7-cloroquinolin-4-
ilamino)etil]etano-1,2-diamina (99).

H .
12 12
N
cl AN O Ny
5 13 13'
10 A4 H > N .
2 6 \3 NN . 6 \3
PR NH, = P
2

Cl 9 N (97) Cl . 9 N

8
(96)

A preparagdo do composto (99) foi baseada na metodologia proposta por Zhang
e colaboradores (2008). Num baldo de fundo redondo de 50 mL foram introduzidos 4,7-
dicloroquinolina (1,20g; 6,00 mmol) e dietilenotriamina (2,0 mmol). Esta mistura foi
aquecida a 80 °C por 6 h sob agitagdo. A temperatura ambiente forma-se um solido que
¢ solubilizado com MeOH (10 mL) e resfriado a 0 °C. A adicao de agua (20 mL) nessas
condi¢des leva a formagdo de um precipitado que é separado por precipitacao e seco sob
vacuo. O produto obtido ¢ recristalizado em metanol/agua sob refrigeracdo por 6h
formando um precipitado, que apds seco, apresenta-se como um solido amorfo de
coloracdo branca (F.M.: C;oH;CLNs; M.M.: 426,34g/mol).

Rendimento total: 7,4%. P.F.: 212-215°C; LV. (Vmaxem™): 3272 (Ar- NH); 3071
(CH anel quinolinico); 2901 e 2843 (Yas/s CH/CH,); 1608 (C=N), 1576 ¢ 1531 (C=C
anel quinolinico); 1441 (CHy); 1328 (Ar-CN); 1136(C-N); 865 e 798 (6 aromatico fora
do plano). 'H RMN (400MHz, CD;OD): § 2,97 (t, J=6,22Hz, 2H, CH,-13), 3,45 (t,
J=6,24Hz, 2H, CH»-12), 6,45 (d, J= 5,69 Hz, 1H, Ar-H C-3), 7,20 (dd, , J = 9,01 Hz, J
=2,14 Hz, 1H, Ar-H C-6), 7,67 (d, J= 2,12 Hz, 1H, Ar-H C-8), 7,87 (d, J= 8,97Hz, Ar-H
C-5), 8,24 (d, J= 5,61Hz, 1H, Ar-H C-2). RMN *C (100MHz, MeOD): & 150,9(C-2),
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98,3(C-3), 151,2 (C-4), 122,6(C-5), 124,6 (C-6), 134,9 (C-7), 126,2 (C-8), 148,14 (C-9),
117,3 (C-10), 41,8 (C-12), 46,8 (C-13).

4.4.1.3. Sintese do complexo de ferro(lll) derivado da N-(2-aminoetil)-N*-(7-
cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina (100).

H H
N N
\ \“\ : ’
+  FeCl, Et,0, TA.,12h i
Z > _Fe
cl N cl N a1\
(98) cl Cl

Proposta

A metodologia utilizada para a preparacao do composto (100) foi adaptada de
Mandon e colaboradores (2001). Em um baldo de 100 mL de fundo redondo foi
preparada uma solucdo de FeCls anidro (0,226 g; 1,39 mmol) em dietiléter seco (30
mL). Essa solugdo foi adicionada, sob agita¢ao, sobre uma solugdo do composto (98)
(0,39 g; 1,5 mmol) em dietiléter (10mL). Imediatamente ocorre a formacdo de um
precipitado de coloragdo amarela. Ap6s 12 h sob agitagdo a temperatura ambiente, o
solido foi recuperado por filtragdo, lavado com dietiléter (3x 10 mL) e seco em alto
vacuo. O material obtido tem a aparéncia de um so6lido marrom claro (F.M.:
Ci3H7ClsFeNy; M.M.: 426,96 g/mol, postula-se).

Rendimento total: 45 %. LV. (Vmsem™): 3335 (Ar- NH); 3071 (CH anel
quinolinico); 2918 e 2850 (Yas/s CH/CH;); 1624,1579 ¢ 1600 (C=C anel quinolinico);
1440 (CH,); 1338 (Ar-CN); 853 e 819 (8 aromatico fora do plano). "H RMN (400MHz,
DMSO-Dg): ¢ 8,6 (2H, Ar-H C-2 e C-5), 7,9 (1H, Ar-H C-8), 7,6 (1H, AR-H C-6), 6,8
(1H, Ar-H C-3).

4.4.1.4. Sintese do complexo de ferro(l11) derivado da N*-(7-cloroquinolin-4-il)-N2-[2-
(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil]etano-1,2-diamina — (101).
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H
N
Et,0, TA., 12h 7
N = + FeCl, -1, |
| _ ~
= X
cl N N cl
99 HNV\NN'NH
‘ F 101
€.
71N
cl’g c
(Proposta)

A metodologia utilizada para a preparacdo do composto 101 foi a mesma da
molécula 100. Em um baldao de 100 mL de fundo redondo foi preparada uma solugdo de
FeCl; anidro (0,227g; 1,4mmol) em dietiléter seco (30 mL). Essa solucdo foi
adicionada, sob agitagdo, sobre uma solucdo do composto 99 (0,596g; 1,4 mmol) em
dietiléter (10mL). Imediatamente ocorre a formacdo de um precipitado de coloragdo
amarela. Apés 12 h sob agitacdo a temperatura ambiente, o sélido foi recuperado por
filtracdo, lavado com dietiléter (3x 10 mL) e seco em alto vacuo. O material obtido tem
a aparéncia de um sélido marrom (F.M.: Cy;H;;ClsFeNs; M.M.: 585,96g/mol).

Rendimento total: 51%. P.F.: 170°C. LV. (Ymaem™): 3356(Ar- NH);3019 (CH
anel quinolinico); 2918 e 2785 (Yas/s CH/CH;); 1608,1579 e 1551 (C=C anel
quinolinico); 1449(CHa;); 1337 (Ar-CN); 817 e 766 (6 aromatico fora do plano).

4.4.1.5 Sintese do complexo de paladio (II) derivado da N-(2-aminoetil)-N*-(7-

cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina — (102)

Li,PdCl, + composto 98 ou

(102)
(Proposta)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram introduzidos cloreto de
paladio(0,177g; 1,0mmol) e cloreto de litio (0,211g; 5,0 mmols) em 15mL de metanol.
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Esta solugdo foi filtrada e resfriada a 0°C e conservada sob agitacdo por 20min. Em
seguida, uma solu¢do do composto 99 em metanol foi adicionada, sob gotejamento, por
24h. Ap6s 24h sob agitacdo a temperatura ambiente, o sdlido foi recuperado por
filtracdo e seco em alto vacuo. O produto obtido ¢ purificado em metanol formando um

precipitado, que apds seco, apresenta-se um solido de coloragdo amarela.

4.5. Preparacdo dos Testes Antimaléricos

Para a atividade antimalarica contra Plasmodium falciparum, foram realizados
testes de incorporagdo de hipoxantina tritiada e tradicional para os compostos 98, 99 e
100. Além da atividade antimalarica, foram realizados testes de citotoxicidade contra
hepatocitos humanos (HepG2) e calculado o indice de seletividade (SI) para os mesmos

compostos 98, 99 e 100.
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CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Introducao

Como mencionado no capitulo 3, diversas classes de farmacos tém sido
utilizadas para o tratamento da maldria. No entanto, o surgimento de cepas de
Plasmodium resistentes a esses farmacos antimalaricos esta gerando graves problemas
de saude publica em todas as areas tropicais do mundo.'

Dos farmacos mais empregados, encontra-se a cloroquina que, infelizmente em
muitas regides, diminuiu sua capacidade como agente terapéutico frente a malaria
devido a resisténcia que muitas cepas de Plasmodium vém adquirindo.

A cloroquina atua contra o Plasmodium no estagio sanguineo agindo,
provavelmente, evitando a formac¢do da hemozoina pelo parasito. De fato, a
hemoglobina ¢ ingerida pelo parasito por fagocitose e, durante o processo de ingestdo
da hemoglobina no vactiolo digestivo do parasito, hd a formagdo de um metabdlito
toxico, ferriprotoporfirina IX, que ¢ eliminado pelo parasito, principalmente na forma
de um material muito estavel conhecido como hemozoina (ver Capitulo 3).

Estruturalmente, a cloroquina ¢ uma base que, na sua forma nao protonada, pode
passar através das membranas do eritrocito e acumular-se, em sua forma protonada, no
interior do vacuolo digestivo do parasito, cujo pH ¢ de aproximadamente 5 (Figura
5.1).2 E nessas condigdes, que a cloroquina e derivados impedem a formagio da
hemozoina. Entretanto, a grande capacidade do parasito de adquirir resisténcia a atuagdo
dos farmacos, desafia o meio cientifico a elaborar novas estratégias no combate a
malaria, sendo o desenvolvimento de novos farmacos um meio de debelar esse
consideravel problema de endemia.

Conforme visto no Capitulo 1, o desenvolvimento de metalofarmacos
antimalaricos pode ser uma excelente op¢ao no combate a maldria. Uma estratégia para
a obtencdo desses novos farmacos seria a incorporagdo de metais em estruturas
quimicas que ja vem demonstrando atividade antimalarica. De fato, essa estratégia ja foi
adotada, modificando a estrutura basica da cloroquina com a incorporagdo de
fragmentos moleculares contendo metais de transigdo.’ Blackie e colaboradores relatam
que a presenca de um fragmento ferrocenil na cadeia alquilica de andlogos da
cloroquina (Figura 5.2) tem um efeito positivo na eficacia destes compostos nas cepas
de cloroquina resistentes ao P. falciparum, impedindo a formagio da hemozoina.’
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Figura 5.1. Possivel mecanismo de ac¢do da cloroquina.
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Figura 5.2. Estrutura quimica da ferroquina.’

Foi nesse contexto, que essa dissertacdo de mestrado foi concebida e para tanto,
foram planejadas estruturas quimicas que contivessem o grupo 4-aminoquinolinico e
que, ao mesmo tempo, fossem capazes de se associarem, via coordenagdo, a metais de
transi¢dao tais como Fe e Pd, que também ja demonstraram potencializar a agdo dos
farmacos. Dessa forma, como na cloroquina, foram mantidas as caracteristicas
necessarias para a acumulagdo no vacuolo digestivo do parasito, em que se sugere a
obrigatoriedade da presenca do grupo aminoquinolinico ¢ do dtomo de cloro para a
atividade antimalarica.’

Até o momento foram sintetizadas duas estruturas organicas aminoquinolinicas,
além dos complexos metalicos aminoquinolinicos de Fe(Ill) e de Pd(Il), que até¢ o
momento foram identificados, porém parcialmente caracterizados. Suas purificagdes,

devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, mostraram-se dificeis de serem realizadas,
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por esse motivo e com o intuito de obter um composto de maior pureza, outras
metodologias de purificacao estdo em andamento.

De toda forma, foram realizados testes preliminares de avaliacdo da atividade
antimaldrica das estruturas organicas e dos respectivos complexos de Fe(IIl) e Pd(II)
obtidos, junto a Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas René Rachou,

Laboratorio de Malaria da Profa. Dra. Antoniana Krettli da UFMG.

5.2. Sintese dos Compostos Aminoquinolinicos

O objetivo desse projeto de dissertacio de mestrado foi desenvolver novos
derivados 4-aminoquinolinicos capazes, via quelagdo, de se coordenar a elementos
metalicos tais como Fe e Pd, formando complexos com potencial atividade antimalérica.
Tais complexos, devido a sua estrutura diferenciada poderiam, dessa forma, aumentar a
acdo antimaldrica de substincias 4-aminoquinolinicas, reduzir a toxicidade e debelar
parte da resisténcia ao Plasmodium.

Todos os compostos aminoquinolinicos € seus respectivos complexos foram
sintetizados no Grupo de Catalise e Reatividade Quimica do IQB/UFAL baseando-se
em reacdes de substituicdo nucleofilica aromatica (SNy,) reportadas na literatura e
adaptadas as condigdes de sintese do laboratorio.

A estratégia sintética adotada para a sintese das substancias N'-(2-aminoetil)-N*-
(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina  (98) e N1—(7—clor0quinolin—4—il)—Nz—[2—(7—
cloroquinolin-4-ilamino)etil] etano-1,2-diamina (99) foi a mesma, diferenciando-se
apenas em relagdo a propor¢ao estequiométrica entre os reagentes (ver esquema 5.1).

Em nenhuma das reacdes foi empregado solvente e a interagdo entre os dois
reagentes se da por acoplamento C-N realizado a partir de uma reagdo de SN, sobre o
C-4 da porgao piridinica da molécula que contem um 4tomo de CI como substituinte. A
reacdo €, de fato, regiosseletiva, pois se observa apenas a substitui¢do sobre o carbono
aromatico C-4 e ndo sobre o carbono aromatico C-7 que também contem um atomo de
cloro como substituinte. Vale lembrar que as 4-halopiridinas e derivados sdo capazes de
sofrer reacdo de substituicdo seguindo, um mecanismo de adi¢do-eliminacdo
nucleofilica.® Além disso, essa regiosseletividade pode ser facilmente explicada pela
ressonancia sobre o C-4 em relagdo ao C-7. Isso foi comprovado por célculos

computacionais.
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Esquema 5.1.
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De acordo com dados teodricos (Figura 5.3 e Tabela 5.1), o carbono C-4
apresenta uma densidade eletronica ligeiramente inferior a observada em C-7,
evidenciada pela andlise de carga natural. Esta sutil diferenca nos informa acerca da
possibilidade de ataque nucleofilico do carbono C-4, como descrito na literatura.® Além
disso, céalculos semi-empiricos apontaram energia de ativagdo para ataque nucleofilico
cujos valores diferem entre si o bastante para proporcionar uma populacdo de
aproximadamente 96% de espécies transientes oriundas de ataque sobre o carbono C-4,

contra 4% sobre o carbono C-7.
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Figura 5.3. Simulacdo indicando as energias de ativagdo necessarias para reagdes de
SNa: sobre os carbonos C4 ¢ C7 da 4,7-dicloroquinolina, empregando dietilenotriamina
como nucledfilo.
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Tabela 5.1. Dados cinéticos, eletronicos € estatisticos dos sistemas.

. o s Carga Distribuicao de
Estrutura Enerila (lie A;llv agao Natural* Boltzmann
(keal.mol ™y (C4 e C7) (Populacio %)
Composto 98 — C4 +22,21 -0,031 95,62
Composto 98 — C7 +24,04 -0,074 4,38

*Cargas calculadas por Método DFT apenas para a 4,7-dicloroquinolina.

Recentemente, foi publicado um trabalho de Girault e colaboradores’ que reporta
a sintese do composto 99 em que o mesmo foi sintetizado por estratégia semelhante,

empregando DMF como solvente e K,CO3 como base.

5.3. Caracterizacdo dos Compostos Aminoquinolinicos

O composto 98 foi identificado por técnicas de Espectroscopia de RMN. Dados
de RMN 'H (ver Figura 5.4 ¢ Tabela 5.2) comprovam a formagdo do composto a partir
dos cinco sinais para hidrogénios aromaticos, com deslocamentos quimicos (entre
0=8,32 e 6.5 ppm), e quatro sinais para os hidrogénios metilénicos (entre 6=3,47 ¢ 2,78
ppm). Os sinais dos hidrogénios ligados aos atomos de nitrogénio nao apresentam
integracdo equivalente, pois, ha grande probabilidade de troca de H/D com o solvente
deuterado. Os sinais que se encontram em 3,32 e 4,95 ppm sdo referentes ao solvente

deuterado (CD3;0OD) utilizado na preparagdo da amostra.

Tabela 5.2. Dados de RMN '"H do composto 98.

0 (multiplicidade) | Integral J (Hz) Atribuic¢io
8,32 (d) IH 5,62 2
8,07 (d) IH 9,01 5
7,73 (d) IH 2,14 8
7,35 (dd) IH 9,01 e2,14 6
6,50 (d) 1H 5,71 3

3,70 (s) - - NH aminico
3,47 (1) 2H 6,38 12
2,95 (t) 2H 6,38 13
2,85 (1) 2H 5,76 15
2,78 (t) 2H 5,76 16

1,93 (s) - - NH aminico
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Figura 5.4. Espectro de RMN de 'H do composto 98.

Através de anélise por RMN °C (CD;OD) (ver Tabela 5.3 e Figura 5.5) é
possivel identificar os nove sinais dos carbonos do sistema aromatico (entre 6 = 151,5 ¢

98,3 ppm) e os quatro sinais dos carbonos metilénicos (entre 6=40,1 ¢ 50,1 ppm).
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Tabela 5.3. Dados de RMN "°C do composto 98.

0 Atribuicao 0 Atribuic¢ao
151,5 4 50,1 16
151,1 2 47,0 13
148,2 9 42,1 12
134,9 7 40,1 15
126,2 8
124,6 5
123,1 6
117,3 10
98,3 3
el . W
3 - N &
53 : Ty |
o Ll w g
RN
i HN 13 by NH,
6 4\ 3
J, 98
Cl 4 N
[54] ke g
=] w -ﬁ =

Figura 5.5. Espectro de RMN de "°C do composto 98.
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Através da analise do espectro HSQC (correlagdo heteronuclear 'H / °C) foram
apresentadas nove correlagdes (ver Figura 5.6 e Tabela 5.4) indicando a presenca de
cinco sinais referentes aos hidrogénios ligados diretamente aos carbonos do sistema
aromatico e de quatro sinais dos hidrogénios e carbonos metilénicos. Pelo espectro
HSQC foi possivel verificar e confirmar as correlagdes do composto devido ao H estar

ligado ao carbono de deslocamento caracteristico.

=
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N
M N
5 4 L
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cl N
[=]
2
_.j T T T ‘ T T T | T T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T T T T ‘ T T T
8 7 & 5 4 3 F2[ppm]

e

—T
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Figura 5.6. Espectro de HSQC para a molécula 98.

50

BO

Tabela 5.4. Dados referentes a correlagdo direta entre os nucleos 'H e *C do espectro

de HSQC do composto 98.
RMN 'H RMN "“C Atribui¢io
Deslocamento (6) | Deslocamento (6)
8,32 151,1 2
8,07 124,60 5
7,73 126,20 8
7,35 123,10 6
6,50 98,30 3
3,47 42,10 12
2,95 47,00 13
2,85 40,11 15
2,78 50,10 16
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De toda forma, alguns deslocamentos quimicos observados na estrutura 98
foram comparados com estruturas quimicas semelhantes. Como exemplos sao
apresentados os respectivos deslocamentos e multiplicidades para os hidrogénios da
molécula 103, sintetizada por Musonda e colaboradoes (ver Tabela 5.5).8

Neste caso, podemos verificar que o padrio de deslocamentos quimicos e
multiplicidades dos hidrogénios aromaticos para o composto 103 sdo coerentes com 0s
observados para 98.

Tabela 5.5. Dados de RMN 'H do composto 103.°

0 (multiplicidade) | Integral | J (Hz) | Atribuicio Estrutura da Molécula
8,35 (d) 1H 5,4 2 HN/\/NHZ
8,10 (d) 1H 9,0 5 . .
7,77 (d) 1H 2,1 8 6 X3 103
7,38 (dd) 1H 9,0e2,1 6 C N/ 2
6,60 (d) 1H 5,4 3 8

O espectro de FT-IR, obtido por ATR, do composto 98 (Figura 5.7), mostra as
bandas de absor¢do de estiramento em 3255 (N-H), ~3065 cm™(C-H), ~1607 (C=N),
1577 ¢ 1528 em™ (C=C), ¢ as bandas de deformagdo fora do plano em ~874, 795 e 761
cm™ caracteristico da estrutura aromatica (aminoquinolinica). Além destas, a banda de
absor¢do em ~1449 cm™ associada a absor¢do em 1133 cm™ mostra a presenca de
estiramento CH; e C-N que confirmam a presen¢a da cadeia alifatica do composto 98,

respectivamente.

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm

Figura 5.7. Espectro na regido do infravermelho, medido por FTIR-ATR, do composto 98.
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Da mesma forma que no composto 98, a caracterizacdo do composto 99 foi feita

através de RMN 'H. No espectro (Figura 5.8 e Tabela 5.6) observou-se cinco sinais

para os hidrogénios do anel aromatico de multiplicidade dubleto (d) e duplo dubleto

(dd) com deslocamentos quimicos (entre 6 = 8,25 ¢ 6,46 ppm) e dois sinais para os

hidrogénios metilénicos (entre & = 3,45 ¢ 6 = 2,95 ppm). O menor nimero de sinais

observados para os hidrogénios metilénicos deve-se a simetria da molécula.

Tabela 5.6. Dados de RMN 'H do composto 99 em CD;OD.

Atribuicao, aos

0 (multiplicidade) Integral J (Hz) hidrogénios dos:
2,97 (1) 4H 6,22 13e 13°
3,45 (1) 4H 6,24 12e12’
6,45 (d) 2H 5,69 3ed
7,20 (dd) 2H 9,01 e2,14 6e6’
7,67 (d) 2H 2,14 el
7,87 (d) 2H 9,01 5%
8,24 (d) 2H 5,61 2e¢2

8.24
7.87
7.67

7.20

6.45

L

3.45
297

4

]
]
@
@
-

1.9695 {E:

Cl

»..4
5

7

Figura 5.8. Espectro de RMN de 'H do composto 99 em CD;0D.
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No espectro de RMN °C da estrutura 99 (Figura 5.9), também so observados
deslocamentos quimicos semelhantes aos encontrados para 98 (comparar Tabela 5.3
com Tabela 5.7). Os carbonos do anel quinolinico sdo observados entre 6 = 98,3 e 0 =
151,2 ppm. Ja os carbonos metilénicos da cadeia lateral foram observados em d = 41,8 e

§ = 46,8 ppm.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 1500 1400 1300 120D 110.0 100.0 L1 1] o 0D H1] e

T
) =0 1420 1san 1mn 1m0 1m0 1z=n 1zan 1mmn +mn 11z0 o wan 1mn mn

Figura 5.9. Espectro de RMN de "*C do composto 99 em CD;0D.
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Tabela 5.7. Dados de RMN "°C do composto 99 em CD;0D.

Deslocamento

Atribuicao

150,9
98,3
151,2
122,6
124,6
134,9
126,2
148,14
117,32
41,8
46,8

o
T SR = IR J= VR NS

A inspecao do espectro de HSQC (Figura 5.10 e Tabela 5.10) permitiu analisar

as sete correlacdes apresentadas pelo composto 99, além de distinguir os cinco sinais

referentes aos hidrogénios que estdo diretamente ligados aos carbonos do sistema

aromatico e os dois sinais dos hidrogénios e carbonos metilénicos. De posse destes

resultados, foi possivel concluir que os deslocamentos quimicos dos H-12 e H-13

(0=3,45 e 6=2,97 ppm) estdo correlacionados com os C-12 e C-13 (6=41,8 e 0=46,8

ppm), respectivamente.

e

J

:

F1 [ppm]

i
12 H 12!
HN/\/ \/\NH

- 13 13 §

- - 2 N 2 A
6 \\\3 3,/// ‘ 6
e X L

Cl . ° N N~ 9 . Cl
99
T T T | T T ‘ T T T ‘ T T | T T | T
8 [ 5 4 FZ [ppm]

Figura 5.10. Espectro de HSQC para a molécula 99 em CD;0D.
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Tabela 5.8. Dados referentes a correlacdo direta entre os niicleos 'H e >C do
espectro de HSQC do composto 99 em CD;0OD.

RMN 'H RMN "C Atribuicdo
Deslocamento (6) | Deslocamento (6)
8,24 150,9 2
6,45 98,3 3
7,87 122,6 5
7,20 124,6 6
7,67 126,2 8
3,45 41,8 12
2,97 46,8 13

Esses dados de RMN se enquadram aqueles encontrados por Girault e

colaboradores (ver Tabela 5.9).”

Tabela 5.9. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e ">C obtidos por Girault e
colaboradores para o composto 99 em CD;OD.’

RMN 'H (DMSO-d6) | RMN *C (DMSO-d6) o
Atribuicao
Deslocamento (0) Deslocamento (0)
8,38 152,7 2
6,46 99,56 3
8,20 -- 5
7,45 124,83 6
7,75 128,35 8
3,35 43,44 12
2,85 47,90 13

O espectro de FT-IR, obtido por ATR, do composto 99 (Figura 5.11), € similar
ao composto andlogo 98. Sdo observadas as bandas de vibragdo referentes a estrutura
aromatica em ~3071, 1608 (C=N), 1576 e 1531 cm™ correspondente aos estiramentos
dos grupos C-H , C=C respectivamente. As bandas de absor¢ao referentes aos grupos
N-H ligados ao anel aromadtico e da cadeia alifatica foram confirmadas pela presenca de

estiramentos em 3272, 1136 e 1328 em™.
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Figura 5.11. Espectro na regido do infravermelho, medido por FTIR-ATR, do
composto 99.

5.4. Sintese e caracterizacdo dos complexos
A estratégia sintética adotada para os complexos de Fe e Pd foram adaptadas de

. . 10,11
procedimentos relatados da literatura.”'®

5.4.1 Complexos de Ferro

Os complexos de Fe(Ill) foram obtidos a partir da reacdo direta entre FeCls
anidro com o composto 98 ou 99 em éter etilico seco. Nos dois casos, o material obtido,
foi de coloragdo marrom clara e insolivel na maioria dos solventes, a excecdo do
DMSO e DMF. Ambos apresentam caracteristicas paramagnéticas. Varias tentativas de
obtencdo de monocristais desses complexos foram infrutiferas at¢é o momento. Tais
propriedades dificultaram, em muito, a caracterizagdo dos complexos por técnicas
tradicionais, o que pode provocar discussdes sobre a real estrutura dos complexos

obtidos.

5.4.1.1Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Dados de RMN de 'H para o composto 100 (Figura 5.12) em DMSO-d6
mostram apenas quatro sinais alargados na regido de hidrogénios aromaticos (entre o=
8,6 € 6,8 ppm). A atribui¢do desses sinais, devido a suas caracteristicas paramagnéticas

do composto analisado, ¢ enormemente dificultada. A homogeneidade do campo
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magnético requerida no aparelho pode ser significativamente alterada. Por exemplo, sdo
observadas mudangas de deslocamentos quimicos de ligantes coordenados a centros
metalicos paramagnéticos maiores que 100 ppm, quando comparados aos precursores
ndo coordenados aos respectivos metais.” Ndo obstante, os sinais de hidrogénio que
mais sofrem alteragdo de deslocamento quimico, sdo aqueles que estdo mais proximos
ao centro metélico. E possivel supor, que os sinais que aparecem na regido entre 9 e 6
ppm sejam os sinais relativos aos hidrogénios aromaticos do ligante 98. Essa atribuicao
foi feita com base na regido onde se encontram os sinais € na integracdo dos mesmos.
Se por ventura a coordenagdo do composto 98 seja via os nitrogénios Sp3, 0s
deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos seriam pouco alterados. Além
disso, é mais provavel que sejam os nitrogénios sp> que devam se coordenar a um

centro como o de Fe(III), pois sdo mais duros que o nitrogénio sp> do grupo quinolinico.
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Figura 5.12. Espectro de RMN de 'H do composto 100 DMSO-d6.

Os sinais para os hidrogénios metilénicos ndo foram identificados. Neste caso,
duas situagdes podem estar relacionadas a ndo observacao desses sinais: 1) estes estarem
encobertos pelos sinais da agua e do dimetilsufoxido; ou ii) estarem com deslocamentos
quimicos e alargamentos muito acentuados. Para tanto, foram feitas andlises com
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janelas de até 250 ppm e tais sinais ndo foram observados. Se realmente os nitrogénios
Sp3 estiverem coordenados ao metal, estes poderdo sofrer fortes alteragdes dos
deslocamentos quimicos, bem como, alargamentos.

O espectro de FT-IR, obtido por ATR, do composto 100 (Figura 5.13), mostra as
bandas de absor¢do de estiramento em 1338 cm™(C=C-N), 1624, 1579 ¢ 1600 cm™
(C=C), 3071 (C-H arom,) que confirmam a presen¢a do grupo aminoquinolinico. A
banda observada a 3335 cm™ deve estar relacionada ao estiramento (FeN-H). Esse dado
¢ importante pois mostra um deslocamento da banda N-H das formas nao coordenadas
para frequéncias mais elevadas. As bandas de estiramento em ~1440 cm™ e ~1142 cm™
indicam a presenca de grupos CH; e C-N, respectivamente, estando relacionadas a

cadeia alifatica do complexo 100.

Cl
N
/
N H\
I: Fe Cl3
/
N[
Lk, 100
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm?

Figura 5.13. Espectro na regido do infravermelho, medido por FTIR-ATR, do
composto 100.

Da mesma forma que o composto 100, a caracterizagdo do composto 101 (
Figura 5.14) foi iniciada através da espectroscopia de RMN 'H. O espectro apresenta as
mesmas caracteristicas observadas no espectro do composto 100 (Figura 5.12). Dados
de RMN de 'H para o composto 101 em DMSO-d¢ mostram apenas quatro sinais
alargados na regido de hidrogénios aromaticos (entre 6= 8,5 ¢ 6,8 ppm). A atribuicdo
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desses sinais ¢ dificultada, devido paramagnetismo do composto analisado. De fato, as
explicacdes apresentadas para a interpretagao do espectro do complexo 101 sdo as

mesmas que aquelas apresentadas para o complexo 100.

Cl
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NH\
[ /FeCI3
NH /
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/
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T
A 33 L1} 0 15 12 ¥ (1] i 55 i1 i3 u ip is 2 i3 FL} ip 15

Figura 5.14. Espectro de RMN de 'H do composto 101 DMSO-d6.

O espectro de FT-IR, obtido por ATR, do composto 101 (Figura 5.15), mostra as
bandas de absorcdo de estiramento em 1337 cm™ (C=C-N), ~1608 (C=N), 1579 ¢ 1551
cm™ (C=C), 3019 (C-H arom,) que confirmam a presen¢a do grupo aminoquinolinico. A
banda observada a 3356 cm™ deve estar relacionada ao estiramento (FeN-H). As bandas
de estiramento em ~ 1449 cm™ e 1145 cm™ indicam a presenga de de grupos CH, e C-

N, respectivamente.

T T T T T T T T T T T T T
000 FS00 000 Z500 Z0O00n 1500 1000

1

cCrn

Figura 5.15. Espectro na regido do infravermelho, medido por FTIR-ATR, do
composto 101.
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5.4.1.2.Estudos de Ressonancia Paramagnética Eletronica
Os compostos de 100 e 101 foram analisados por Espectroscopia de Ressonancia

Paramagnética Eletronica (EPR). Segundo interpretacdes do Prof. Dr. Klaus Krambrock
do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais, que gentilmente
realizou as andlise, ambos os compostos sao de Fe(Ill) com configuragdo eletronica de
spin alto (S= 5/2) e simetria octaédrica distorcida. Além disso, observou-se a presenga
de pequenas quantidades de “impurezas” presentes no meio, provavelmente de Fe,Os.
Uma analise mais fina dos resultados seria possivel diante de um material cristalino e

nao amorfo como foi encaminhado para a anélise.

5.4.1.3.Espectroscopia no UV-Vis

A coordenagdo dos pré-ligantes 98 e 99 ao Fe(Ill) foi também comprovada por
analise por espectroscopia no UV-Vis (ver Tabela 5.10). Todos os compostos
apresentaram duas bandas de absor¢ao em 260 nm e 336-339 nm, todas elas relativas ao
ligante. A primeira banda, de menor comprimento de onda e de maior intensidade esta
relacionada a transi¢des m-m*. Por outro lado, a segunda banda observada deve estar
relacionada as transi¢des n-m*. A primeira ¢ a segunda banda de absor¢do, apos
coordenacao, sofreram pouca ou nenhuma alteracao. Isso se deve, muito provavelmente,
a pouca participagdo de elétrons do anel aromatico na coordenacdo. Com relagdo as
transi¢oes d-d, que facilmente podem identificar a presenga de metais de transicdo na
estrutura analisada, ndo s3o observadas. Isso pode ser um indicativo da presenga de um
centro metalico Fe(IIl) de spin alto, onde as transi¢des d-d sdao totalmente proibidas por

: . - . 12
Laporte e por spin, por isso, ndo sdo facilmente observadas.

Tabela 5.10. Bandas de absorcao na regidao do Uv-Vis para os compostos 98, 99, 100 ¢

101 em DMSO.
Composto 1* banda (nm) 2% banda (nm)
98 260 336
929 260 336
100 260 338
101 260 339
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Em fun¢do dos dados coletados e analises realizadas até o momento, acredita-se
que a estrutura de 100 e 101 devam ser compostos octaédricos cuja espécie central ¢ um
ion de Fe(IIl). De acordo com os dados de RMN podemos supor que os grupos amino
com estado de hibridizagdo sp* que estio coordenados ao metal, formando quelatos que
podem gerar uma mistura de dois isomeros geométricos, facial (fac) ou meridional

(mer), conforme ilustrado na Figura 5.16.

Isomero Facial (fac) "“,‘f. Isémero Meridional (iner)
100 (a) 100 (b)

Isdmero Facial (fac) Izomero Meridional (mer)
101 (a) 101 (b)

Figura 5.16. Estrutura provavel para os complexos octaédricos para as estruturas 100 e
101.
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5.4.2 Complexos de Paladio
Foram realizadas diversas tentativas para se obter complexos de Pd a partir das

substancias 98 e 99. Os compostos de Pd, entdo obtidos, mostraram-se como uma
mistura bastante intricada de complexos. Isso, muito provavelmente, deve-se a alta
funcionalidade das moléculas de 98 e 99, podendo interagir com o centro metalico de
diversas maneiras. O espectro de RMN IH, de forma relativa, mais claro obtido foi a
partir da reagdo entre 98 e Li,PdCl, (ver Figura 5.17). Apesar do aspecto prolixo do
espectro ¢ possivel destacar um grupo de sinais na regido dos aromaticos indicando que
houve a coordenacao do composto 98 sobre o palddio. Esses dados estao resumidos na
Tabela 5.11. Além disso, podemos ver sinais entre 3,30 e 2,27 ppm que podem ser
relativos aos grupos CH, da cadeia lateral. Acredita-se o composto 98 esteja-se
coordenando ao Pd(II), via o nitrogénio quinolinico. Isso pode ser dito, pois o
deslocamento quimico dos hidrogé€nios aromaticos ¢ significativamente afetado, se
comparados aos deslocamentos observados quando da ndo coordenacao, ou seja, ligante

livre (ver Figura 5.4 da pagina 86 e Tabela 5.2 da pagina 85).
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Figura 5.17. Espectro obtido apds isolamento do produto de reagdo entre 98 e Li,PdCl,.
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Tabela 5.11. Deslocamentos quimicos ¢ multiplicidades de RMN de 'H obtidos para a
mistura de reagdo entre Li,PdCls e 98 em DMSO-d6.

0 e J(Hz) Atribuicao

9,21 (J=2,09Hz)
8,51 (J=8,90Hz)
8,33 (J=6,55Hz)
7,66 (3=8,90Hz)
5,69 (J=6,69Hz)

W AN N L

Acredita-se o composto 98 esteja coordenado ao Pd(Il), via o nitrogénio
quinolinico, conforme apresentado no Esquema 5.2. Isso pode ser dito, pois o
deslocamento quimico dos hidrogé€nios aromaticos ¢ significativamente afetado, se
comparados aos deslocamentos observados quando da ndo coordenacao, ou seja, ligante

livre (ver Figura 5.4 e Tabela 5.2).

Esquema 5.2
HN" 33 15 NH;
5 4
6 AN 3
7 P
Cl 5 ITI

Apesar da dificuldade para a caracterizacdo dos complexos, verifica-se que com
uma maior dedicagdo sobre esse assunto ¢ possivel obter compostos derivados com as
substancias 98 e 99 coordenadas a metais. Vale destacar que ¢ possivel empregar a
por¢do da cadeia lateral, por exemplo da substancia 98, para a coordenacdo do metal [no

caso Fe(IIT)] e o nitrogénio quinolinico como no caso observado para espécies de Pd(II).

5.5. Avaliacao da Atividade Antimalarica
Para os compostos 98, 99 e 100, foram realizados ensaios bioldgicos
preliminares pelo Laboratorio de Malédria do Centro de Pesquisas René Rachou da

Fundac¢ao Oswaldo Cruz — MG.
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Os derivados 4-aminoquinolinicos e seus complexos foram avaliados quanto a
sua atividade antimalarica in vitro. Os resultados mostraram que todos os derivados
apresentaram atividade frente ao P. falciparum, com destaque para o 99, que apresentou
o menor ICsy (Tabela 5.12), cujo valor (0,012 pg/mL) foi quatro vezes menor que o
verificado para o padrio cloroquina (0,050 pg/mL). Essa atividade antimalarica foi
abordada por Girault e colaboradores para compostos bis-aminoquinolinicos.” Cabe
também observar que, nas condi¢des em que foram realizadas as andlises, a atividade do
complexo de coordenagdo 100 ¢ maior se comparado ao mesmo sem a presenga do
fragmento metalico.

A citotoxicidade desses compostos foi avaliada frente a hepatocitos humanos
(hepG2), cujos os resultados estdo listados na Tabela 5.12. Verificou-se que o composto
menos toxico ¢ o complexo 100, com um valor de MLDsy= 315 pg/mL. De toda forma,
¢ importante verificar o indice de seletividade (SI) dos compostos estudados. Esse
estudo determina a relacdo entre atividade e toxidade do composto, ou seja, a razao
entre MLDso (ug/mL) e o ICso (ug/mL) (ver Tabela 5.12). Quando os valores de SI para
as moléculas apresentam menores ou iguais a trés, estas sdo consideradas toxicas. Desta

. : 5 ros 13
forma, todos os compostos analisados podem ser considerados ndo toxicos.

Tabela 5.12. Dados de atividade antimarica e citotoxidade das substancias moléculas
98, 99, 100 ¢ da cloroquina.

Composto ICso (ng/mL)* MLDs, (ng/mL)" SI¢

98 0,187 155 829
99 0,012 48 4000

100 0,479 315 658
CLOROQUINA 0,050 340 6800

*Atividade antimalérica contra P. falciparum avaliados nos testes de incorporagdo de hipoxantina tritiada
e tradicional; °Citotoxicidade contra hepatécitos humanos HepG2; ¢indice de seletividade.
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CAPITULO 6. COMENTARIOS FINAIS, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho foi fruto de um projeto pioneiro dentro das linhas de pesquisa do
Grupo de Catalise e Reatividade Quimica, abrindo caminho para o planejamento de
complexos metélicos como protétipos de farmacos no combate a diversas doengas,
principalmente, as ditas negligenciaveis. Iniciou-se, entdo, com a maléaria, que como
visto no Capitulo 2, € um mal que aflige grande parte do territorio brasileiro, bem como
de muitos paises. A base de referéncias que fundamentaram os Capitulos 1 e 3 mostra
que o planejamento de metalofarmacos pode ser uma excelente alternativa para a
obtencdo de medicamentos mais eficazes e potentes no combate, por exemplo, a
malaria. Por esse motivo, foram por nos planejados e, em seguida, sintetizados
compostos aminoquinolinicos, analogos a cloroquina, capazes de se coordenarem a
metais como Fe e Pd. Um composto (mono)aminoquinolinico, N*-(2-aminoetil)-N?-(7-
cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina (98) e um composto bisaminoquinolinico, N*-(7-
cloroquinolin-4-il)-N?-[2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil] etano-1,2-diamina (99), foram
obtidos com rendimentos moderados e baixos e amplamente caracterizados por diversas
técnicas espectroscopicas. Ambos compostos foram obtidos empregando-se a mesma
estratégia, cuja etapa principal baseia-se em reacfes de substituicdo nucleofilica
aromatica (SNar). Durante a sintese de ambas as substancias, ndo foram necessarias o
uso de bases auxiliares ou de solvente, além disso, a producdo de um ou outro composto
deve-se apenas a relacdo estequiométrica empregada entre os reagentes. Com a sintese
das substancias 98 e 99, realizou-se 0 planejamento dos respectivos complexos de
metais de transicdo. Neste trabalho deu-se prioridade a preparacdo de complexos
contendo a base de Fe(lll) e Pd(Il), devido a reconhecida atividade bioldgica que
complexos desses metais apresentam. O planejamento desses complexos foi baseado a
partir de provaveis interagdes acido-base de Lewis entre o fragmento orgénico e o
precursor metélico.

Os complexos de Fe(l11) foram obtidos (100 e 101) a partir da reacdo direta entre
FeCl; anidro com o composto 98 ou 99 em éter etilico seco. Nos dois casos, 0 material
obtido foi de coloracdo marrom clara e insollvel na maioria dos solventes, a excec¢do do
DMSO e DMF. Ambos apresentam caracteristicas paramagnéticas, o que dificultou a
caracterizacdo dos complexos por espectroscopia de RMN. N&do obstante, os sinais de
hidrogénio aromaticos sofreram pouca alteragdo com relacdo ao seu deslocamento
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quimico. E possivel supor, a coordenagio dos compostos 98 e 99 seja via 0s nitrogénios
sp®, o deslocamento quimico dos hidrogénios aromaticos seria pouco alterado. Além
disso, é mais provével que sejam realmente os nitrogénios sp> que devam se coordenar a
um centro duro como o de Fe(lll). Cabe mencionar que a formacdo de complexos
octaédricos de Fe(lll), alto spin, foi confirmada por espectroscopia de RPE, cujas
medidas foram gentilmente realizadas pelo Prof. Dr. Klaus Krambrock do
Departamento de Fisica da UFMG. Varias tentativas de obtencdo de monocristais
desses complexos foram, até o momento, infrutiferas. Tais propriedades dificultaram
bastante a caracteriza¢do dos complexos por técnicas tradicionais, 0 que pode provocar
discussOes sobre a real estrutura dos complexos obtidos. Contudo, em funcéo dos dados
coletados e analises realizadas até o momento, acredita-se que as estruturas de 100 e
101 sejam octaédricas cuja espécie central € um ion de Fe(lll), podendo se apresentar
como um ou uma mistura de dois isbmeros geométricos, facial (fac) ou meridional
(mer).

Com relacdo aos complexos de Pd, foram realizadas diversas tentativas de
obtencdo a partir das substancias 98 e 99. Os compostos de Pd, entdo obtidos,
mostraram-se como uma mistura bastante intrigante de substancias. O espectro de RMN
'H do produto da reacdo entre 98 e Li,PdCl, é bastante prolixo, contudo é possivel
destacar um grupo de sinais na regido dos aromaticos que indicam que houve a
coordenacdo do composto 98 sobre o paladio. Acredita-se 0o composto 98 esteja
coordenando ao Pd(Il), via o nitrogénio quinolinico. Isso pode ser dito, pois o
deslocamento quimico dos hidrogénios aromaticos é significativamente afetado, se
comparados aos deslocamentos observados quando da ndo coordenacéo, ou seja, ligante
livre.

Todos os compostos preparados foram enviados para serem submetidos a
bioensaios preliminares contra o Plasmodium falciparum, junto ao Laboratério de
Maléaria do Centro de Pesquisas René Rachou — MG. Os compostos 98, 99 e 100
mostraram-se ativos contra P. falciparum, destacando-se para o composto 99 que
apresentou 0 menor ICsp (0,012 pg/mL). Cabe observar que, nas condi¢cbes em que
foram realizadas as andlises, a atividade do complexo de coordenacdo 100 é maior se
comparado ao mesmo sem a presenga do fragmento metalico. A citotoxicidade desses

compostos foi avaliada frente a hepatdcitos humanos (hepG2). Verificou-se que o
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composto menos toxico é o complexo 100, com um valor de MLDsp= 315 pg/mL. De
toda forma, todos os compostos analisados podem ser considerados ndo toxicos.

Ao término deste trabalho, conclui-se que uma ampla janela de atividade de
investigacao esta aberta para a preparacao e avaliacdo bioldgica de complexos metalicos
contendo ligantes aminoquinolinicos como agentes antimalaricos. A interacdo de
ligantes, potencialmente coordenantes, a centros metalicos mostrou-se a etapa mais
sensivel da sintese, 0 que requer maior controle de variaveis de reacdo ou mesmo

elaboracdo de novos pré-ligantes que conduzam a reacdes mais especificas.
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