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Resumo

A Malaria é uma doenca infeciosa grave causada pelo parasita protozoario do género
Plasmodium, transmitida pelo mosquito Anopheles. Em 2016, segundo estimativas da
OMS, ocorreram cerca de 445 000 mortes, nomeadamente pela espécie Plasmodium
falciparum (P. falciparum). Os farmacos antimalaricos sdo atualmente a Unica forma de
combater a doenca visto que ainda ndo existe uma vacina comercialmente disponivel.
Dai a urgente necessidade de desenvolver farmacos novos, econdmicos e seguros
para: (i) bloquear a transmissao do parasita aos vetores, (i) atingir as formas do parasita
alvo e (iii) ultrapassar a resisténcia em populacdes vulneraveis. Tendo em conta a
estrutura da quinacrina, o seu ndcleo de acridina pode ser visto como a fusao entre a
cloroquina (CQ) e o nucleo da primaquina (PQ). Neste contexto, e baseado no facto de
que uma estratégia rapida e de baixo custo para acelerar o desenvolvimento de
farmacos é a reciclagem de farmacoforos classicos, o objetivo deste trabalho é a sintese
de derivados de 4,9-diaminoacridinas e a determinagdo da sua atividade in vitro e
citotoxicidade. Assim, € expectavel que estas novas moléculas preservem a atividade
dos compostos que lhes deram origem, atuando como antimalaricos multi-alvo, isto é,
contra a fase sanguinea, como a CQ, e contra a fase hepética e gametdécitos, similar a
PQ. Para tal, duas rotas sintéticas foram desenvolvidas, a partir do acido 4-cloro-2-
hidroxibenzoico, diferindo apenas na ordem de introducdo das cadeias laterais nas
posicbes 4 e 9 do nucleo da acridina, tendo-se obtido resultados mais satisfatorios
guando se efetuam primeiro as modificagdes na posicdo 9. Foram sintetizados dois
analogos e, juntamente com 0s seus percursores, foram enviados para colaboradores
externos para avaliacdo in vitro contra (i) estirpes de P. falciparum (sensiveis e
resistentes a CQ) na fase sanguinea, (ii) estirpes de P. berghei na fase hepatica, e (iii)
gametocitos de P. falciparum. Em suma, os compostos demonstraram possuir atividade
antimalarica in vitro multi-alvo na gama nanomolar, mas revelaram ser bastante
citotoxicos quando testados em células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2).
Com base nisso, e no potencial antitumoral do farmacoforo acridina, os compostos
também foram avaliados in vitro em linhagens celulares de carcinoma gastrico e de
carcinoma colorretal, e quanto a sua citotoxicidade em fibroblastos (HFF-1). Como
esperado, 0s compostos apresentaram atividade antitumoral in vitro na gama
micromolar e revelaram ser também citotéxicos contra HFF-1, corroborando os

resultados anteriores em HepG2.

Palavras-chave: acridina, antitumoral, cloroquina, compostos N-heterociclicos, malaria,

Plasmodium, primaquina, quinacrina
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Abstract

Malaria is one of the world’s deadliest infectious diseases caused by parasites of the
genus Plasmodium and transmitted to people through the bite of infected female
Anopheles mosquitoes. In 2016, according to WHO estimates, there were around
445000 deaths, namely by the species Plasmodium falciparum (P. falciparum).
Antimalarial drugs are currently the only way to combat the disease since there is yet no
commercially available vaccine. Hence there is an urgent need to develop new,
economical and safe antimalarial drugs to: (i) interrupt the parasite life cycle by blocking
transmission to the vectors, (ii) treat vulnerable populations, prevent infection and target
malaria species that transiently remain dormant in the liver, and (iii) overcome increasing
resistance against artemisin-based treatments. Taking into account the structure of
quinacrine, it can be seen as the fusion between chloroquine (CQ) and the heterocycle
of primaquine (PQ). In this context, and based on the fact that a fast and inexpensive
strategy to accelerate the development of drugs is the recycling of classical
pharmacophores, the objective of this work is the synthesis of novel 4,9-diaminoacridine
derivatives and the assessment in vitro of their antimalarial activity. Expectantly, the new
molecules will preserve the activity of their parent compounds, i.e., against both blood-
stage, as in CQ, and liver-stage plus gametocytes, similarly to PQ. For this purpose, two
synthetic routes were developed from 4-chloro-2-hydroxybenzoic acid, differing only in
the order of the introduction of the side chains at positions 4 and 9 of the acridine core,
and more satisfactory results were obtained when modifications where first performed at
position 9. Two analogues were synthesized and, together with their precursors, were
sent to external collaborators for in vitro evaluation against (i) blood-stage CQ-sensitive
(3D7) and CQ-resistant (W2) P. falciparum strains, (ii) liver-stage P. berghei parasites,
and (iii) P. falciparum gametocytes. The compounds exhibited in vitro antimalarial activity
against blood- and liver-stage Plasmodium parasites, but they also demonstrated to be
guite cytotoxic when tested on human hepatocellular carcinoma (HepG2) cells. Based
on this, and on the antitumoral potential of the acridine core, these derivatives were also
evaluated in vitro against gastric carcinoma (MKN-28) and colorectal carcinoma (Caco-
2) cell lines, and for their cytotoxicity in human fibroblasts (HFF-1). As expected, the
compounds showed antitumoral activity in vitro in the micromolar range and were also

cytotoxic against HFF-1, corroborating previous results in HepG2.

Key words: acridine, antitumor, chloroquine, N-heterocyclic compounds, malaria,

Plasmodium, primaquine, quinacrine
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1.1. Maléria

A maléria € uma doenca parasitaria altamente infeciosa e potencialmente fatal,
causada pelo parasita protozoario unicelular do género Plasmodium (filo Apicomplexa).
Até ao momento, cinco espécies de Plasmodium (P.) foram consideradas infeciosas
para 0 Homem, sendo estas P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. knowlesi e P.ovale.
As duas espécies mais prevalentes a nivel global sdo o P. vivax e o P. falciparum. O P.
vivax é 0 que se encontra disseminado numa &rea mais vasta do globo, mas a forma
mais grave da doenca é causada pelo P. falciparum, que se encontra mais prevalente
na Africa Subsaariana, e é o responsavel pela maior taxa de mortalidade causada pela
maléaria. As outras trés espécies sdo encontradas com menor frequéncia.2 Esta doenca
é transmitida pelo mosquito Anopheles fémea e é caracteristica de regides quentes,
huamidas e chuvosas, como o0s paises tropicais e subtropicais, visto reunirem as
condicdes ideias para a propagacdo do mosquito.?

Em 2016, segundo estimativas da Organiza¢gdo Mundial de Saude (OMS), ocorreram
216 milhdes de casos, dos quais resultaram 445 000 mortes, sendo as criancas e as
mulheres gravidas os principais afetados. Como se verifica na Figura 1, a maioria dos
casos ocorreu na Regido Africana e foram causados pelo P. falciparum, seguida pela
Regido da América latina, do Sudeste Asiatico e do Mediterraneo Oriental.?

{
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& -

Countries endemic for mailerig, 2016 I Countries endemic in 2000, no longer endemic in 2016
L___| Countries not endemic for malaria, 2000 Not applicable

Figura 1. Distribui¢cdo da malaria no Mundo em 2016, segundo estimativas da OMS.2

1.1.1. Ciclo de vida do parasita
O parasita da malaria tem um ciclo de vida bastante complexo constituido por varias
fases e em que s&@o necessarios dois hospedeiros para o completar: 0 mosquito, que &

0 hospedeiro definitivo e simultaneamente o vetor da doenca, no qual ocorre a
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reproducdo sexuada (esporogonia); e o Homem, o hospedeiro intermediario, no qual
ocorre a reproducdo assexuada (esquizogonia).

O ciclo de vida do parasita no Homem (Figura 2) inicia-se quando um mosquito
Anopheles fémea infetado pica uma pessoa para se alimentar e simultaneamente injeta
na sua circulacdo sanguinea esporozoitos (I). Estes, através da corrente sanguinea,
dirigem-se para o seu primeiro alvo, o figado. Apos se alojarem dentro das células
hepaticas, os esporozoitos amadurecem dando origem a esquizontes teciduais que, por
esquizogonia, originam milhares de merozoitos (ll). Estes, apds a rotura das células
hepaticas, sdo novamente libertados para a corrente sanguinea (lll) finalizando assim a
fase hepatica (ou pré-eritrocitica). No caso de infecdes pelas espécies P. ovale e P.
vivax alguns dos merozoitos podem progredir para um estado inativo/dormente, 0s
hipnozoitos, e sé mais tarde sdo libertados dando origem a recaidas. Os merozoitos
libertados na corrente sanguinea invadem os glébulos vermelhos e nestes voltam a
reproduzir-se assexuadamente dando origem a novos merozoitos (IV) que, ap6s a
rotura dos gldébulos vermelhos séo libertados na corrente sanguinea e invadem outros
glébulos para se continuarem a replicar, conduzindo assim a sua destruigdo (V). E
apenas nesta fase da rotura das hemacias e consequente libertagdo de toxinas no
plasma que o doente comega a apresentar os sintomas da doenca que podem incluir
febre baixa, calafrios, dores musculares, entre outros, ou no caso de infe¢do por P.
falciparum, malaria cerebral, responsavel por cerca de 80% dos casos letais da doenca.®
O intervalo que vai desde a picada inicial do mosquito até o inicio dos sintomas é
designado de Periodo de Incubacdo e pode durar de 9 a 40 dias, dependendo da
espécie de Plasmodium que causa a infe¢édo.*

Paralelamente, algumas das formas sanguineas do parasita diferenciam-se em
formas sexuadas (gametécitos masculinos e femininos) (VI) que depois séo recaptadas
pelo mosquito quando este pica uma pessoa infetada, finalizando assim o ciclo de
reprodugdo no Homem (VI1).5® J& no interior do mosquito, inicia-se o ciclo de reprodugéo
sexuada em que os gametocitos se reproduzem sexuadamente no trato gastrointestinal
do mosquito dando origem a esporozoitos (VIII) que, posteriormente, infetam as
glandulas salivares do mosquito (IX). O mosquito, agora portador da doenca, pode

transmiti-la a outro hospedeiro humano, atuando como vetor de propagacao.>®
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Figura 2. Ciclo de vida do Plasmodium (adaptado de Phillips, M. A. et al., Nature Reviews Disease Primers, 2017)°.
Local de agao dos farmacos: A —que atuam nas formas pré-eritrociticas (esquizonticidas tecidulares); B — que atuam
nas formas eritrociticas (esquizonticidas sanguineos) e C — que atuam nos gametécitos (gametocidas).

1.1.2. Quimioterapia da malaria

A grande complexidade do ciclo de vida do parasita explica as enormes dificuldades
gue tém vindo a ser identificadas para o estabelecimento de uma terapia antimalarica
eficaz e segura. Adicionalmente, um outro grande problema associado a malaria € o
rapido desenvolvimento de resisténcia, pelo parasita, aos farmacos em uso clinico,
tornando-os ineficazes. Deste modo, a situacdo atual é deveras preocupante,
principalmente em Africa onde predomina a infe¢do causada por P. falciparum, uma vez
gue esta espécie desenvolveu resisténcia a quase todos os antimalaricos em uso atual,
incluindo a cloroquina, que era o farmaco de eleigdo.? Adicionalmente, também ja tém
vindo a ser relatados casos de resisténcia por P. vivax e P. malariae .t

Neste contexto, as principais estratégias de prevencao, envolvem o controlo do vetor
através do uso de mosquiteiros tratados com inseticida resistentes, de longa duragéo e
a prova de agua e a quimioprevencao (utilizagdo de farmacos) em mulheres gravidas e
criancas pequenas.? ® Quando a prevencdo ndo é suficiente e a pessoa acaba por
contrair a doenga, séo utilizados farmacos antimalaricos para tentar reverter a situacao.

Neste sentido, a quimioterapia ainda desempenha o papel central no controlo e
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erradicacdo da doencga, enquanto uma vacina segura e eficaz ndo estiver globalmente
disponivel.
Os diferentes farmacos antimalaricos desenvolvidos ao longo do tempo atuam em
diferentes fases do ciclo de vida do parasita (Figura 2) podendo ser classificados como:
(i) esquizonticidas tecidulares (Figura 2 - A), que atuam sobre as formas assexuadas

do parasita na fase hepética (ou pré-eritrocitica), impedindo o desenvolvimento da
infecdo e, adicionalmente, podem também atuar sob os hipnozoitos de P. vivax e P.
ovale, impedindo as recaidas; (ii) esquizonticidas sanguineos (Figura 2 — B), classe a

qual pertence a esmagadora maioria dos antimalaricos em uso clinico, que tém como
alvo as formas assexuadas do parasita na fase sanguinea (ou eritrocitica); e por ultimo
(iif) gametocidas (Figura 2 — C), que atuam sobre as formas sexuadas do parasita no
sangue, os gametdcitos, impedindo a transmissédo da infecdo ao mosquito.! * 7 De
seguida, serdo brevemente referidos a primaquina (esquizonticida tecidular e
gametocida) e a cloroquina (esquizonticida sanguineo), dois farmacos de referéncia na

histéria da quimioterapia da maléria, assim como as novas abordagens terapéuticas.

1.1.2.1. Primaquina

A primaquina (PQ, Figura 3) foi sintetizada pela primeira vez nos Estados Unidos da
América (EUA) e, em 1952, foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA).
Desde entdo, ainda detém um lugar Unico e inquestionavel na cura e profilaxia da
Malaria.®1° Este fArmaco, pertencente a classe das 8-aminoquinolinas, é dos poucos
disponiveis clinicamente com atividade esquizonticida tecidular contra todos os estados
hepaticos dos parasitas de todas as espécies de Plasmodium, incluindo os hipnozoitos
de P. vivax e P. ovale. Para além disso, também possui efeito gametocitocida contra

todas as espécies de parasita.’®

Figura 3. Estrutura quimica da primaquina.

No entanto, a utilidade deste farmaco é bastante limitada principalmente devido aos
seus efeitos adversos graves, uma vez que a PQ é toxica para pacientes com deficiéncia
em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), condi¢cdo que provoca anemia hemolitica,

podendo ser muito grave ou mesmo fatal para algumas populac¢des. Adicionalmente, o
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uso da PQ estd também limitado pelo facto de causar metemoglobinémia, i.e.,
incapacidade de transportar o oxigénio aos diferentes tecidos.” °1° A farmacocinética da
PQ nao é a ideal uma vez que o farmaco é rapidamente absorvido e excretado. Além
disso, o seu principal metabolito, a carboxiprimaquina, € inativo, sendo por isso

necessarias elevadas e repetidas doses do farmaco.’ %10

Apesar de ainda ndo se conhecer o mecanismo de acao responsavel pela atividade
antimalarica da PQ, acredita-se que esta esteja associada com a sua interferéncia (i) na
respiracdo celular do parasita, gerando radicais livres de oxigénio (ROS) e consequente
inducgéo de stress oxidativo no parasita, e (ii) na fungéo da ubiguinona, um transportador

de eletrdes na cadeia respiratéria.® 11

1.1.2.2. Cloroquina

A cloroquina (CQ, Figura 4) foi sintetizada pela primeira vez na Alemanha em 1934,
mas nao foi reconhecida de imediato como um potente farmaco antimalarico. Apenas
em 1946, investigadores americanos descobriram que a CQ era muito superior a outros
antimalaricos sintéticos utilizados na época devido ao seu baixo custo, elevada eficacia
e seguranca comprovada mesmo em gravidas e recém-nascidos.® Por essa razdo,

tornou-se a base da quimioterapia antimalarica para tratar infecdes por P. falciparum.®

do i

X

Z
Cl N

Figura 4. Estrutura quimica da cloroquina.

A CQ, pertencente a classe das 4-aminoquinolinas, € um esquizonticida sanguineo,
cuja agao esquizonticida se pensa dever a inibicdo da formacdo da hemozoina. Esta
ltima € originada pela degradacdo da hemoglobina (Hb), por parte do parasita, para a
obtencdo dos aminodcidos necessarios para a sua reproducdo assexuada. Este
processo ocorre num vacuolo digestivo (VD) que contém enzimas e apresenta um pH
acido (5,0-5,4). Assim, a degradacédo da Hb da origem a globina, a qual é posteriormente
hidrolisada em aminoé&cidos, e ao grupo heme. Por sua vez, o grupo heme livre
(ferroprotoporfirina 1X, Fe(ll)-FP — Figura 5), sofre oxidacdo dando origem & hematina
(ferriprotoporfirina IX, Fe(lll)-FP — Figura 5) que é tdxica para o parasita. Por essa razao,

0 parasita efetua um processo de destoxificacdo por polimerizacdo em que a hematina
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€ transformada numa forma cristalina insollivel designada de hemozoina, também

conhecida por pigmento da malaria.1?14

oxidacao

HO O HO (0]
grupo heme hematina

Figura 5. Estrutura quimica do grupo heme e da forma acido-base predominante no VD da hematina (forma
zwiterionica).*®

Contudo, devido ao emprego demasiado banalizado da CQ, atualmente este farmaco
é praticamente inatil em Africa, dada a resisténcia generalizada do parasita P.
falciparum, quadro que também ja tem expressao significativa em muitas regiées onde
a malaria causada pelo P. vivax é endémica.’® A CQ, sendo uma base fraca, acumula-
se em concentracbes muito altas no VD na sua forma di-protonada e,
consequentemente, ndo pode deixar o vacuolo por difusdo. Assim, este farmaco liga-se
ao grupo heme impedindo a sua degradacdo. Neste sentido, a resisténcia do P.
falciparum a CQ esta relacionada com o aumento da capacidade do parasita em expelir
a CQ do VD a uma taxa que néo permite que esta alcance os niveis necessarios para a
inibicdo da polimerizacdo do heme. O mecanismo de resisténcia a CQ esta
maioritariamente associado a uma mutacdo no gene pfcrt, que codifica uma proteina de
transporte (PfCRT) localizada na membrana do VD, mutacdo essa que vai induzir o

efluxo da CQ diprotonada por transporte ativo.

1.1.3. Novas abordagens terapéuticas

Face a propagacao da resisténcia do P. falciparum a maioria dos medicamentos
antimalaricos disponiveis, a OMS recomenda terapias combinadas a base de
artemisinina (ACT), como terapéutica de primeira linha, especialmente em Africa, onde
prevalecem as estirpes do parasita resistentes a CQ.? !’ Esta terapia consiste na
combinagdo de artemisinina ou 0s seus derivados semi-sintéticos (artemeter,

artesunato, dihidroartemisinina e artéter — Figura 6 - A) de acdo rapida e altamente
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potente com um farmaco de acdo lenta (por exemplo, mefloquina, piperaquina ou

lumefantrina, Figura 6 - B).18
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Figura 6. Estrutura quimica da A - artemisinina e seus derivados: B — mefloquina, lumefantrina e piperaquina.

O principio por detrds das ACTs é que o componente de artemisinina tem a
capacidade de reduzir rapidamente (mais rapidamente do que todos 0s outros
antimalaricos) o niUmero de parasitas de Plasmodium no sangue e, consequentemente,
levar a uma rapida diminuicdo dos sintomas clinicos, e 0s parasitas residuais sédo
expostos ao farmaco parceiro de agéo prolongada que, idealmente deve atuar por um
mecanismo bioldgico diferente da artemisinina. Deste modo, a probabilidade de surgir
uma mutagdo que produz resisténcia simultdnea aos dois farmacos é diminuida.®*°
Contudo, apesar das ACTs proporcionarem bons resultados terapéuticos, ja houve

indicios no Sudeste Asiatico do aparecimento de estirpes resistentes a artemisinina.®-
20

E de salientar que, muito recentemente,?* a FDA aprovou para uso nos EUA um novo
antimalarico, a tafenoquina (nome comercial é Krintafel) (Figura 7), para a cura radical
da infecdo causada por P. vivax em pessoas com 16 anos ou mais.?* Este farmaco,
pertencente a classe das 8-aminoquinolinas, além de ser ativo contra todas as formas
hepaticas da malaria, incluindo os hipnozoitos, € também eficaz contra os gametdcitos
de todas as espécies do parasita, apresentando uma atividade quatro a cem vezes
superior a da PQ contra a infecdo causada por P. falciparum.® 2> Adicionalmente,

apresenta uma semivida longa o que permite que o tratamento seja feito com uma Unica

9
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dose, contrariamente a PQ, o hipnozoiticida de referéncia até a data. Contudo, tal como
a PQ, ndo deve ser usado em pessoas com G6PD, nem em criancas ou mulheres

gravidas, pois pode causar anemia severa.> 2°

CF3

Figura 7. Estrutura quimica da tafenoquina.

Adicionalmente, em 2015, uma vacina pré-eritrocitaria contra a malaria (RTS,S; nome
comercial é Mosquirix) recebeu um parecer positivo da European Medicines Agency
para a implementacdo em larga escala dum programa piloto (vacinacdo de 360000
criancas entre 2019 e 2020) no Gana, Quénia e Malaui.?*?® Apesar desta vacina ser
apenas parcialmente eficaz e de curto prazo (hdo garante imunidade), até a data é a
primeira e Gnica a demonstrar um efeito protetor contra a doencga entre criangas de tenra
idade num ensaio clinico de fase Il1.2

Embora o facto da vacinagdo com RTS,S limitar parcialmente a infecéo clinica da
malaria seja uma grande conquista, o rapido decréscimo da sua eficicia enfatiza a
urgéncia de desenvolver vacinas com maior e mais duravel acdo. Neste sentido, uma
outra vacina (PbVac), que esta a ser desenvolvida pelo Instituto de Medicina Molecular
(IMM) desde 2010, iniciou em meados do ano passado 0s ensaios clinicos de fase | e Il
na Holanda. Nestes ensaios, os voluntarios estdo a ser expostos a doses crescentes da
vacina e, até ao momento, ndo se observou efeitos adversos graves. De um modo geral,
esta vacina baseia-se na geracao de imunidade contra os estagios pré-eritrocitarios de
Plasmodium apds imunizagdo com esporozoitos totalmente infeciosos de P. berghei

(espécie causadora da infecdo em roedores, mas ndo em humanos).?’

1.1.4. Reciclagem de farmacos

Apesar dos avangos, uma vacina eficaz contra a malaria ainda ndo se encontra
disponivel comercialmente, e por isso novos antimalaricos precisam de ser
urgentemente desenvolvidos para controlar a doenca diante de relatos cada vez maiores

de resisténcia aos farmacos existentes. Idealmente, esses novos medicamentos devem

10
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ser produzidos a baixo custo uma vez que a malaria estd normalmente associada a
paises em vias de desenvolvimento.?® Contudo, o desenvolvimento rapido e acessivel
de medicamentos é uma visdo que contrasta fortemente com o estado atual da
descoberta de farmacos.?® Neste contexto, uma solugdo rapida para encontrar
antimalaricos eficientes e acessiveis passa pela reciclagem de farmacos ja existentes.
Neste sentido, em analogia aos trés R’s do ambiente (“Reciclar, Reutilizar, Reduzir’),
trés abordagens principais tém vindo a ser exploradas: i) reutilizacdo de antimalaricos
conhecidos, através da sua otimizagdo por modificagcdes quimicas (ii) resgate de

farmacos existentes atualmente sem aplicagéo clinica, e iii) redirecionamento, para a

malaria, de farmacos em uso clinico para outras doencgas.?: 30

A otimizacdo de farmacos existentes permite diminuir problemas de toxicidade ou
biodisponibilidade e problemas associados a resisténcias que tornaram os farmacos
ineficientes. Por outro lado, o resgate e o redirecionamento de farmacos tém o potencial
de reduzir os custos em ensaios clinicos de fase inicial, uma vez que esses
medicamentos existentes ja tém perfis farmacocinéticos e de seguranga aprovados para
uso humano, assim como reduzir 0os custos gerais de produg¢édo, comparativamente com
aqueles necessérios para a producdo em larga escala de um farmaco, a partir do zero,
uma vez que as rotas sintéticas que visam o nucleo basico ja sdo conhecidas e ja

existem empresas instaladas dedicadas a iss0.2% 20

Neste contexto, o conceito de farmacos hibridos, que visa a juncdo covalente num
anico farmaco através de um espacador, de dois farmaco6foros com diferentes modos
de acao, tem atraido um grande interesse por parte da comunidade da Quimica
Medicinal.®* O desenvolvimento deste tipo de compostos tem como objetivo melhorar a
atividade biolégica dos farmacos que Ihes deram origem e torna-los menos suscetiveis
ao desenvolvimento de resisténcia. Além disso, este tipo de combinacdes também pode
resolver problemas como a baixa solubilidade e estabilidade de compostos. Esta
estratégia tem sido utilizada por varios grupos de investigacdo para desenvolver
compostos com potencial para tratar varias doengas, como cancro, SIDA, e tuberculose,
tendo, nesta Ultima década, vindo a ganhar forca no campo do desenvolvimento de

novos antimalaricos.3%33

1.1.5. Derivados da acridina como potenciais antimaléricos

A acridina é um farmacéforo bastante relevante nos dias de hoje. De facto, varios dos
seus derivados constituem uma classe de compostos com um amplo espectro de
atividade biologica e, por essa razdo, sdo de grande interesse. Até ao momento,

anélogos de acridina desenvolvidos demonstraram possuir atividade antitumoral,3* anti-

11
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Alzheimer,*® anti-inflamatéria,®® antiviral,®” antimalarica,®® antibacteriana,®® entre
outras.*®*! No entanto, em muitos casos, a sua aplicacao clinica é limitada devido a sua

elevada citotoxicidade.*°

O mecanismo de acdo mais consensual de derivados de acridina contra diferentes
doencgas € a sua interacdo com o acido desoxirribonucleico (ADN), possivelmente por
intercalacao na dupla-hélice e/ou por inibicdo de topoisomerases. No entanto, no caso
da maléria, tem vindo a ser defendido que o ADN parasitico ndo sera o principal alvo
terapéutico de derivados da acridina, na medida em que varios desses compostos
capazes de intercalar com o ADN sdo desprovidos de atividade antimalarica.*> Por essa
razao, tém sido propostos outros mecanismos de acao antimalérica tais como a inibigéo

do complexo mitocondrial bc1 do parasita e a inibicdo da formacdo de hemozoina.3®

Na histéria da quimioterapia da malaria, destaca-se a quinacrina (QN — Figura 8),
um derivado de acridina também conhecido por mepacrina, sintetizado em 1932, como
0 primeiro antimalarico sintético, clinicamente testado com atividade esquizonticida
sanguineo. Este farmaco veio substituir a quinina e foi amplamente utilizado durante a
22 Guerra Mundial pelos soldados. No entanto, os seus efeitos adversos fizeram com
que fosse rapidamente substituido pela CQ, que emergiu como um dos farmacos
antimalaricos mais promissores de sempre.® Contudo, o aparecimento de resisténcia
generalizada do P. falciparum a CQ, e agora mais recentemente as ACTs, atraiu

novamente atencao para a sintese de derivados da QN mais eficientes.

HN

\ \
Cl N

Figura 8. Estrutura quimica da quinacrina.

4
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Neste contexto, um dos primeiros trabalhos foi realizado por Chibale et al..** Os
autores desenvolveram uma série de compostos em que o nucleo de acridina da QN foi
ligado a uma segunda por¢édo aromatica através de sulfonamida (I, Figura 9) ou grupos
ureia (Il, Figura 9), com o objetivo de melhorar as propriedades de solubilidade dos
compostos. De uma forma geral, os derivados de ureia tiveram atividades antimalaricas
mais elevadas que os derivados de sulfonamida (0,0005 < ICso < 0,069 pg/mL) contra
uma estirpe sensivel (3D7) a CQ, sendo que alguns foram mesmo melhores que a

referéncia CQ (ICso = 0,002 pg/mL). O composto Il apresentou os melhores resultados,

12
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uma vez que foi 4 e 10 vezes mais ativo que a CQ contra as estirpes 3D7 (ICso = 0,0005
pg/mL) e K1 (ICso = 0,015 ug/mL), respetivamente. Mas, em contrapartida, apresentou

citotoxicidade contra a linhagem celular KB.3

O
NH(CH5),NH NH( CHz)nNHCNH
Lo XTI
P
Cl N
| Il (n=3)
Derivados de sulfonamida Derivados de ureia

Figura 9. Analogos da QN (I e Il) desenvolvidos por Chibale et al..*

Outras substituicdes na cadeia lateral da QN foram abordadas. Sparatore et al.**
produziram anélogos de QN (lll, Figura 10) através da introdu¢do de uma porcao
quinolizidinilalquilo no grupo amino do nucleo de acridina, com vista a melhorar a
biodisponibilidade e farmacocinética do composto. Estes derivados exibiram atividades
in vitro contra estirpes de P. falciparum sensivel (D10) e resistente (W2) a CQ com
valores compreendidos entre 30,8 a 43,5 nM e de 68,1 a 97,4 nM, respetivamente.
Contudo, apresentaram um citotoxicidade equimolar & QN e, consequentemente, maior

gue a referéncia CQ.*

Il (n=1, 2 ou 3)

Figura 10. Analogos da QN (lll) desenvolvidos por Sparatore et al..*

Uma abordagem mais conservadora de variagdes estruturais em torno da QN foi
realizada por Marc Anderson et al.*® que descreveram a sintese de analogos das 9-
aminoacridinas atraves de simples alteracdes na cadeia lateral do farmaco em questao.
Seis compostos (Figura 11) demonstraram elevada atividade in vitro contra estirpes de
P. falciparum sensivel (3D7) e resistente (W2) & CQ (3D7: 1,0 <ICso < 4,1 nM; W2: 1,0

13
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<ICso < 7,6 NM). No geral, todos os compostos tiveram um desempenho melhor do que
as referéncias QN (3D7: ICso = 8,1 nM; W2: ICs0 = 32,1 nM) e CQ (3D7: ICs0 = 7,0 nM;
W2: I1Cso = 382,2 nM), principalmente contra a estirpe resistente a CQ. Deste conjunto,
destacaram-se dois compostos (IV e VII) que exibiram atividade subnanomolar contra
3D7, além de uma atividade extremamente melhorada contra a estirpe W2. Os
resultados deste trabalho sugeriram alguma flexibilidade nas modificacbes na cadeia
lateral da QN, ja que ambos os grupos furilo e alquilico foram bem tolerados, contudo

os dois melhores compostos foram aqueles cuja estrutura mais se assemelhou a QN.#°
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Figura 11. Anélogos da QN (IV-1X) desenvolvidos por Anderson et al..*

No seguimento dos trabalhos desenvolvidos por Anderson, Guetzoyan et al.*6%’
reportaram a sintese de analogos da QN introduzindo diferentes cadeias
diaminoalquilicas na posicao 9 do ndcleo heteroaromético, com o objetivo de avaliar a
importancia do tamanho da cadeia alquilica e do estado de protonacdo da amina
terminal. Adicionalmente, foi também sintetizado um analogo desprovido dos
substituintes metoxilo e cloro nas posi¢des 2 e 6, respetivamente, permitindo avaliar o
seu impacto na atividade antimalarica.

Comparativamente a CQ, o melhor composto da série (X — Figura 12) apresentou
melhores atividades in vitro (W2: 1Csp = 0,25 uyM; FCR3: ICsp = 0,33 Mm; Brel: ICs =
0,28 uM) contra trés estirpes de P. falciparum resistentes ao farmaco. A mesma
tendéncia ndo se verificou nem para a citotoxicidade, nem contra uma estirpe de P.
falciparum sensivel a CQ (3D7), (ICso = 0,042 e 0,018 pyM para X e CQ,

respetivamente).*®#’ Ainda assim, este estudo permitiu estabelecer uma relacdo de
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estrutura atividade evidenciando os seguintes requisitos estruturais para que esta
familia de compostos exiba atividade antimalarica: (i) a presenca de dois grupos
protonaveis em condic@es fisioldgicas, um no nucleo da acridina e outro na funcéo
terminal da cadeia alifatica lateral, e (ii) a presenca dos substituintes cloro e metoxilo na
posicéo 6 e 2, respetivamente.*6-47

® ©
/HrTNH3 cl

HN
Cro
cl ®Ng
H CI
X (n=2)

Figura 12. Analogos da QN (X) desenvolvidos por Guetzoyan et al..*s47

Yu et al.,*® ampliaram o estudo com derivados semelhantes aos anteriores pela
introducé@o de grupos heterociclicos terminais, como piperazinil, pirrolidinil, imidazolil e
morfolinil, na cadeia lateral alifatica, uma vez que estes estdo associados a
biodisponibilidade aumentada, estabilidade metabdlica e tolerancia em humanos. Além
disso, a maioria deles exibe uma carga positiva a pH fisiol6gico, requisito estrutural para
manter uma boa atividade antimalarica. Os melhores compostos foram os derivados de
morfolina (XI, Figura 13) que demostraram uma boa atividade, relativamente aos
compostos de referéncia CQ e QN, contra estirpes de P. falciparum resistente (ICso = 30
nM; Sl = 3,7-7,2) e sensivel (ICso = 9-10 nM; Sl = 12,2-21,5) a CQ, juntamente com

citotoxicidade moderada.*®

S

D SN ‘ (SN
=
Cl N

XI (n =2 ou3)

Figura 13. Analogos da QN (XI) desenvolvidos por Yu et al..*®

Pouco tempo depois, Pérez et al.,** reportaram uma abordagem ligeiramente
diferente, remetendo para a sintese de farmacos hibridos, com base em resultados
anteriores com derivados da CQ obtidos pelo grupo. Os autores sintetizaram novos
derivados de 9-aminoacridina ligando, através de uma cadeia de aminobutilo

(farmacéforo com atividade antimalarica), o nacleo heteroaromatico da acridina a
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diferentes acidos cinamicos, os quais, por sua vez, também tém atividade antimalérica
intrinseca. Apesar dos compostos mais ativos ndo apresentarem uma atividade superior
a CQ contra formas sanguineas da estirpe de P. falciparum W2 resistente a CQ,
apresentavam atividade contra formas hepaticas de P. berghei. Tal constituiu um
resultado sem precedente, uma vez que a QN esta descrita como desprovida de
atividade contra formas hepaticas do Plasmodium. O composto com melhor indice de
seletividade (XII, Figura 14) apresentou uma atividade na fase sanguinea (ICso = 138
nM) semelhante & da CQ, e uma atividade na fase hepatica (ICso = 3,2 uM)
aproximadamente trés vezes superior a da PQ (ICso = 8 uM), o entdo farmaco de

referéncia nessa fase.*®

Xl

Figura 14. Analogos da QN (XIl) desenvolvidos por Pérez et al..*

Seguindo esta linha de pensamento, estes hibridos foram novamente sintetizados
pelo mesmo grupo de investigagao, incluindo na sua estrutura os substituintes cloro e
metoxilo na posicdo 6 e 2, respetivamente, uma vez que estes substituintes
comprovaram aumentar a atividade antimalarica. Como expectavel, todos os compostos
exibiram atividades antimalaricas muito mais potentes que os referidos anteriormente
(XII, Figura 14, ICso = 126-225 nm), contra formas sanguineas da estirpe de P.
falciparum W2 resistente a CQ (ICso = 3,2-41,2 nm). Adicionalmente, 0s compostos
também foram avaliados contra outras estirpes, nomeadamente 3D7 e Dd2, e os
resultados foram bastante promissores. O melhor composto (XIll, Figura 15) exibiu (i)
atividades comparaveis ou melhores que o composto de referéncia CQ contra as formas
sanguineas das estirpes de P. falciparum 3D7, Dd2 e W2 (3D7: ICs = 29,8 nM; Dd2:
ICs0=131,0 nM; W2: ICso= 17,8 nM), ii) atividade mais potente contra o estagio hepético
P. berghei (ICso = 1,5 uM), e iii) baixa citotoxicidade contra células humanas HepG2 (Sl
= 1257). O facto de apresentar baixa citotoxicidade poderé estar relacionado com a
presenca de um atomo de fllor na sua estrutura, na medida em que estes sao
conhecidos por contribuirem para uma maior biodisponibilidade, solubilidade e

estabilidade metabdlica dos compostos.*°

16



FCUP
Introducéo

X1

Figura 15. Analogos da QN (XIII) desenvolvidos por Ana et al..5%5

Em juncd@o aos derivados cindmicos referidos anteriormente, na Figura 16 esta
apresentado um pequeno resumo de outros compostos hibridos ja sintetizados para fins
antimalaricos contento o ndcleo da acridina. De todos, destacam-se os compostos XIV,
XV e XVI, por estes conterem na sua estrutura, além da acridina, a artemisinina ou seus
derivados, que sdo 0s Unicos antimalaricos ativos atualmente para estirpes de P.
falciparum resistentes a CQ. Os resultados ndo foram muito promissores no sentido em
gque apenas o composto XV apresentou atividade antimaldrica superior aos compostos
gue lhe deram origem contra a estirpe de P. falciparum NF54. 25 Adicionalmente,
destaca-se também o composto XXI, que contém na sua estrutura a acridina e o
adamantano, uma vez que este derivado exibiu atividades in vitro comparaveis as da

artemisinina e (ii) um elevado indice de seletividade (S| = 326-522). %
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Figura 16. Derivados hibridos desenvolvidos (XIV-XXI) com melhor atividade antimalarica contendo acridina na sua

estrutura.5%7

De realcar também que, paralelamente as substituicbes na posicdo 9 do anel da

acridina, substituicbes em outras posi¢cdes do anel tém sido alvo de investigacdo. Um

estudo realizado por John P. Scovill et al.,*® em que foram sintetizados dois analogos

de 4-amino-2-metoxiacridina, revelou resultados bastante interessantes. Um dos

compostos (Figura 17) avaliados demonstrou atividade in vivo na fase hepatica contra

o P. cynomolgi no macaco rhesus, o que pode ser um resultado promissor para o

desenvolvimento de derivados de acridina contra a fase hepatica, em substituicdo a

PQ.%
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Figura 17. Derivados de 4-aminoacridina (XXII) desenvolvido por Jonh P. Scovill et al..%®
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2.1. Objetivo do trabalho

O presente trabalho foi realizado no ambito do Mestrado em Quimica da Faculdade
de Ciéncias da Universidade do Porto e orientado pela Professora Doutora Maria Jodo
Sinde Monteiro Pinto de Aradjo juntamente com a Doutora Catia Andreia Silva Teixeira,
ambas pertencentes ao Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade do Porto e ao Laboratério Associado para a Quimica Verde
da Rede de Quimica e Tecnologia.

De acordo com o referido ao longo do Capitulo 1, a cura radical da malaria passa
pela administracao de um farmaco que seja ndo so ativo nas duas fases do ciclo de vida
do parasita, como também que evite a transmissdo da doenga. Com base nestes factos
e em resultados descritos na literatura relativos a analogos da 4-amino-2-metoxiacridina
gue exibiram atividade na fase hepatica do ciclo de vida do parasita quando testados
contra o P. cynomolgi no macaco rhesus, o objetivo principal deste trabalho foi a sintese
de derivados de 4,9-diaminoacridinas, e a determinacao da sua atividade antimalarica
e da sua citotoxicidade in vitro. Estruturalmente, estes derivados correspondem a juncao
da CQ e da PQ, dois antimalaricos classicos e que atualmente sdo praticamente
ineficientes. Assim, através desta combinacéo, é expectavel que estas novas moléculas
preservem a atividade dos compostos que lhes deram origem, atuando como
antimalaricos multi-alvo, isto €, contra a fase sanguinea, como a CQ, e contra a fase

hepatica e gametécitos, similar a PQ (Figura 18).

Cloroquina

(S ‘\‘
@.9

Fase sanguinen

Figura 18. Estrutura geral dos derivados de 4,9-diaminoacridinas (n = 3 ou 5).

Resumidamente, os objetivos especificos deste trabalho de Dissertagdo consistiram
na (i) sintese, (ii) purificagdo e (iii) caracterizagdo estrutural de uma nova familia de
derivados de 4,9-diaminoacridinas analogos da QN (Figura 18).

Apos finalizacdo destes objetivos referidos, os compostos foram enviados para
colaboradores externos para a avaliacdo da sua atividade antimalarica in vitro (i) contra

formas hepéticas de P. berghei (colaboragdo com o grupo do Dr. Miguel Prudéncio do
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IMM da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa); (ii) contra estirpes do P.
falciparum (sensiveis e resistentes a CQ) na fase sanguinea (colaboracdo com o grupo
do Dr. Xavier Fernandez-Busquets do Instituto de Bioengenharia da Catalunha,
Barcelona, Espanha); e (iii) contra gametécitos (colaboracdo com o grupo da Dra.
Fatima Nogueira do Instituto de Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de
Lisboa).
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2.2. Rotasintética

De forma a cumprir os objetivos apresentados na seccéao anterior (2.1.), delineou-se
o plano de trabalhos representado no Esquema 1. Para uma melhor compreenséo, a
rota sintética descrita foi dividida em duas partes principais, Parte | e Parte Il, que
correspondem, respetivamente, a sintese do nudcleo de acridina substituido e as
introducdes das cadeias laterais nas posi¢cdes 4 e 9 desse mesmo nucleo.

A sintese destes derivados inicia-se com a esterificagdo em meio basico do acido 4-
cloro-2-hidroxibenzoico, disponivel comercialmente, utilizando Cs,COs; como base
(passo i)). Este passo tem como objetivo proteger o &cido carboxilico para que este ndo
interfira no passo ii) que diz respeito a introducdo do grupo triflato, por meio de uma
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) com o anidrido trifluorometanossulfénico. De
seguida, o composto formado é acoplado com a 4-metoxi-2-nitroanilina, via o
procedimento de Buchwald-Hartwig, para dar origem ao composto 3 (passo iii)) que é
seguidamente hidrolisado utilizando hidréxido de bario (passo iv)). Por fim, o composto
formado sofre ciclizacdo de Friedel-Crafts com POCI; (passo Vv)), obtendo-se o nucleo
de acridina substituido 5, designado por 6,9-dicloro-2-metoxi-4-nitroacridina.

Relativamente a Parte Il da rota, esta teve em consideracdo a ordem de introducao
das cadeias laterais na posicdo 4 e 9, tendo sido para o efeito testadas duas rotas
sintéticas (que foram designadas por Rota A e Rota B).

A primeira rota elaborada, Rota A, comeg¢a com a redugdo do grupo nitroilo na
posicéo 4 do anel ao correspondente grupo amino utilizando SnCl, como agente redutor
(passo vi)). Seguidamente, este grupo amino reage com a cadeia N-(4-
bromobutil)ftalimida, via Ss2 (passo vii)) para dar origem ao composto 7 que
posteriormente € submetido a uma reacdo de uma substituicdo aromatica nucleofilica
(SnAr) na posicéo 9, usando N,N-dietilpentano-1,4-diamina como nucledfilo (passo viii)).
O ultimo passo da Rota A (passo xii)) diz respeito a formagédo do composto 11, por
reacdo do composto 10 com hidrazina, de modo a se obter o grupo amino primério livre
na cadeia lateral do produto final 11.

A segunda rota sintética elaborada, Rota B, inicia-se com a introdugdo em primeiro
lugar, via SnAr, do grupo N,N — dietilpentano-1,4-diamina na posic¢ao 9, usando fenol e
Cs.COs3 (passo ix)). Seguidamente, é realizada a reducdo do grupo nitroilo ao
correspondente grupo amino, utilizando, tal como na Rota A, SnCl, como agente redutor
(passo x)). Por fim, introduz-se a cadeia N-aminoalquilica no grupo amino primario por
reacdo do composto 9 com N-(n-bromoalquil)ftalimida (passo xi)) seguida de tratamento
do composto 10 com NH:NH, (passo xii)), obtendo-se assim o composto final

pretendido 11.
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Esquema 1. Rotas sintéticas estudadas no presente trabalho.
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3.1. Partel
A Parte | da sintese, tal como referido no Capitulo 2, diz respeito a sintese do ndcleo
de acridina substituido nas posicdes 2, 4, 6 e 9, necessario para a posterior introducao

das cadeias laterais aminoalquilaminicas (Parte ).

3.1.1. Sintese de 4-cloro-2-hidroxibenzoato de metilo (1)

O primeiro passo reacional corresponde a esterificacdo do acido 4-cloro-2-
hidroxibenzdico, disponivel comercialmente, e tem como objetivo a prote¢cao do grupo
carboxilo presente na sua estrutura, de forma a torna-lo ndo reativo para passos
reacionais futuros. A sintese do éster foi realizada em condi¢cdes suaves, utilizando
Cs,CO3, de acordo com o método descrito por Marc O. Anderson e colaboradores,* tal

como apresentado no esquema seguinte:

COOH COOCH;
/@ Cs,CO5 CHjl /@
_
cl OH DMF cl OH

acido 4-cloro-2-hidroxibenzoéico 1

Esquema 2. Sintese do composto 1.

Esterificagdo € o nome geral para uma reagdo quimica na qual dois reagentes
formam um éster como o produto da reacdo. De entre os varios métodos de sintese
existentes na literatura,® a forma mais comum de produzir um éster é através da reacéo
entre um acido carboxilico e um alcool, na presenca de um catalisador &cido -
esterificacdo de Fisher (Esquema 3).°° Contudo, geralmente este método apresenta
algumas limitagdes como elevada temperatura e tempos de reacéo, e ainda rendimentos
baixos devido ao facto da reacao ser reversivel (dando origem ao reagente de partida
novamente). Adicionalmente, a sintese de ésteres provenientes de acidos carboxilicos
estericamente impedidos e com grupos funcionais sensiveis a condi¢cdes drasticas e
fortemente acidicas ndo é possivel.>® Assim, uma alternativa a esterificagéo de Fisher é
a sintese de ésteres em meio basico (Esquema 3), utilizando um halogeneto de alquilo
e uma base. Neste contexto, a esterificacdo utilizando sais de metais alcalinos tem
comprovado ser um método eficiente de sintese de ésteres. Este tipo de reacfes é
fortemente influenciado pela natureza do catido da base, do solvente e do halogeneto

de alquilo.®®
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HA 0
Meio acido
o / R)I\ +* 1120 Esterificagéo de Fisher
Ko T
) s
® 0 Meio basico
B R)I\O *  BH O-alquilagéo

Esquema 3. Esquema de esterificagdo em meio acido e meio basico.

Com base no referido, Jay P. Parrish e colaboradores® desenvolveram um método
em que se torna possivel a sintese de um éster em condi¢des suaves utilizando sais de
césio, nomeadamente carbonato de césio (Cs,CO3z). O Cs,CO3 é considerado uma base
suave e, por essa razdo, ndo sO é altamente compativel com grupos funcionais
sensiveis a bases como também tem a capacidade de desprotonacéo quimiosseletiva.

O césio (Cs) adquiriu uma atencado consideravel na sintese organica devido as suas
propriedades Unicas (raio idnico elevado e consequente baixa densidade de carga, e
alta polarizabilidade) que ficaram conhecidas como o “efeito césio”.6? O facto do ido de
Cs apresentar um raio ionico elevado conduz a um menor grau de solvatagdo e
emparelhamento i6nico. Além disso, se for selecionado um solvente que solvate os
catides mais eficientemente que os anibes, isto €, um solvente polar aprético com uma
grande constante dielétrica € (como o N,N-dimetilformamida (DMF)), os anifes estardo
o0 mais “livres” possivel e, consequentemente, altamente reativos. Adicionalmente, os
sais de césio, em particular os carbonatos, apresentam uma solubilidade superior em
solventes apréticos, comparativamente com outros sais de metais alcalinos, conduzindo
deste modo também a uma maior acessibilidade.®® Assim sendo, a utilizagéo destes sais
apresenta vantagens significativas, comparativamente & utilizagéo de outros carbonatos
de metais alcalinos (Li, Na, K, Rb), nomeadamente em questdes de rendimento e
condicBes reacionais.

A esterificacdo com sais de Cs ocorre mediante duas etapas principais:
desprotonacdo do acido carboxilico seguido de uma substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2) (Esquema 4). Inicialmente o Cs,CO3; atua como base removendo um
protao do acido carboxilico, levando deste modo a formacao in situ do anido carboxilato.
Este anido altamente reativo, ataca o carbono pelo lado oposto ao halogéneo ao mesmo
tempo que o halogéneo € eliminado, dando assim origem ao produto pretendido e a
hidrogenocarbonato de césio e iodeto de césio. A quebra da ligagéo carbono-halogéneo
ocorre em simultdneo com a formagéo da ligagdo carbono-oxigénio através de um
estado de transicdo no qual o &tomo de carbono que sofre o ataque nucleofilico esta

parcialmente pentacoordenado.
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Esquema 4. Mecanismo de esterificagao utilizando Cs,CO3; como base e CHsl como agente alquilante.

Assim, no presente trabalho, o acido 4-cloro-2-hidroxibenzéico 1 foi dissolvido num
solvente polar aprético (DMF), ao qual foi adicionado o Cs,COs e, alguns minutos
depois, o halogeneto de alquilo primario, CHsl. O seguimento da reacdo por
cromatografia liquida em camada fina (CCF) mostrou tratar-se de uma reagéao “limpa”,
ou seja, com a formacdo completa e exclusiva do produto de interesse, o que simplificou
a sua purificacdo, que foi realizada apenas por extracao liquido-liquido.

O composto 1 pretendido, obtido sob a forma de 6leo incolor, foi caracterizado por
H-RMN (Anexo 1). Esterevelou ser bastante volatil e, por essa razéo, o rendimento da
reacdo ndo pbde ser calculado. No entanto, tendo a reacdo sido completa, sem a

formacéo de quaisquer produtos secundarios, admitiu-se um rendimento de 100 %.

3.1.2. Sintese de 4-cloro-2-(trifluorometanossulfoniloxi)benzoato de metilo (2)
A sintese do composto 2 diz respeito a ativagdo do grupo hidroxilo do composto 1
através da introducdo do grupo triflato. Este passo reacional tem como objetivo
favorecer o acoplamento de Buchwald-Hartwig (passo iii) — Esquema 8). Esta reagéo
foi realizada mediante o procedimento descrito por Marc O. Anderson e colaboradores,*

conforme apresentado no esquema seguinte:

COOCH;3 COOCH;3
—_—
Cl OH DCM Cl oTf

1 2

Esquema 5. Sintese do composto 2.

Em quimica orgéanica, o grupo triflato € um dos grupos ativantes mais usados em
reacOes de Sn2. Isto deve-se ao facto do anido triflato (CFzSOs’) ser considerado um
dos melhores grupos de saida existentes (inclusive melhore que os halogenetos) dado

ser a base conjugada do acido triflico (CFsSO3zH), um dos acidos organicos mais fortes
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gue se conhece, e possuir uma elevada estabilizacdo por ressonancia (Esquema 6).%+

66

o, & 90 20 o0
a S O = O= S O > O= SVZ) > 0= S O
CF3 CF3 CF3 CF3

aniao triflato

Esquema 6. Estabilizagdo por ressonancia do anido triflato.

Pelas razbes mencionadas, a conversao de fenois/alcoois em triflatos favorece
posteriores reacdes de substituicdes nucleofilicas, tais como o acoplamento de
Buchwald-Hartwig. A sintese convencional de triflatos aromaticos envolve o tratamento
de fenodis com o anidrido trifluorometanossulfénico (Tf.O) na presenca de uma base
como a trietilamina (EtsN), em solventes halogenados como o diclorometano (DCM).%’
Esta reacdo segue um mecanismo via Sy2, como apresentado no Esquema 7.
Inicialmente, a EtsN atua como base removendo um protao do fenol. Seguidamente o
Tf,0 sofre ataque nucleofilico por parte do ido fenolato e, em simultdneo, ocorre a saida
do anido triflato. Caso as condi¢des reacionais ndo sejam anidras, uma forte reagéo
secundaria ocorre entre o anidrido e a agua, dando origem a um &cido extremamente

forte (&cido triflico).

0
CF
Ra Ul 3 O
AN O F3C-S-0-S-CF;

I
O-H . : --§-- F
SN 2 ) o © //S\\ “o- S CFs
- > (OO O
R R R

estado de transicao

Hidrélise do anidrido

r % o
o H.\ _FsC-S-0
FsC— s ov8lcr HO-S—-CF o o
3 3 o 3
I
O o ‘ o)

Esquema 7. Mecanismo da sintese do triflato de arilo via Sy2 utilizando EtsN como base. A parte esta descrito o
mecanismo de hidrélise do anidrido.

Assim, e no ambito deste trabalho, o composto 1 foi dissolvido em DCM (T = - 20 °C
e sob atmosfera inerte), ao qual foi adicionado Et;N seguida do Tf,O. Aquando da adicdo

deste ultimo é importante manter um meio anidro para evitar a rea¢do do anidrido com
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a agua (ver Esquema 7). A reacao foi seguida por CCF e, apds tratamento por extracdes
liguido-liquido, a mistura reacional foi purificada por cromatografia de adsor¢cdo em
coluna de gel de SiO,. Deste modo, o composto 2 foi obtido sob a forma de um liquido
incolor com bons rendimentos (60,5 — 61,5 %) e a sua andlise estrutural foi realizada
por ESI-IT MS e *H-RMN (Anexo 2).

3.1.3. Sintese de 4-cloro-2-[(4-metoxi-2-nitrofenil)amino]benzoato de metilo (3)
O passo iii) da rota sintética diz respeito a sintese do composto 3 através de uma
aminacao de Buchwald-Hartwig entre o triflato de arilo 2 e a anilina dissubstituida,
seguindo a metodologia de Jens Ahman e colaboradores,® tal como apresentado no

seguinte esquema:

ooc’\)\ﬂo
COOCH O Cs,COs rac-BINAP, c SN
/@ 3 Pd(OACc),
+ -
cl OTf H2N Tolueno cl H
N02 NOZ
2 4-metoxi-2-nitroanilina 3

Esquema 8. Sintese do composto 3.

A aminacdo de Buchwald-Hartwig € uma reacdo quimica que consiste no
acoplamento cruzado catalisado por paladio entre um halogeneto de arilo ou um triflato
de arilo e uma amina primaria ou secundaria.®® A descoberta e consequente
desenvolvimento desta reagdo permitiu a sintese mais facil e com melhores rendimentos

de aminas aromaticas substituidas.

O mecanismo catalitico da reacdo esta apresentado no Esquema 9. Inicialmente,
apo6s a reducao de Pd(ll) a Pd(0) na presenca do ligando, ocorre a formacao in situ da
espécie catalitica, PdOL, (L = ligando). Posto isto, segue-se a etapa de adicdo oxidativa,
isto é, a insercdo do metal na ligacdo covalente C-X do halogeneto de arilo (ou triflato
de arilo) com consequente oxidacdo do mesmo. Uma vez que a ligagdo C-X é quebrada,
a natureza do halogéneo ou pseudo-halogéneo afeta a velocidade da reacao.
Posteriormente, ocorre a coordenacdo da amina ao metal, seguida de desprotonacao
pela base, que é tdo mais rapida quanto mais forte for a base utilizada. Para completar
o ciclo catalitico, o complexo formado sofre eliminacdo redutiva dando origem ao

produto desejado em conjunto com a regeneracao do catalisador ativo.
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pa
Produto t /X
PdOL, X =1, Br, Cl, OTf
~ ~
(1) (1)
LPdMZ_ LoPd™ T
X
X
CsX + CsHCOj3 LPdM—

| R4 = alquil, aril, H

R, = alquil, aril
Cs,CO; 2= 4

Esquema 9. Mecanismo catalitico da reacdo de acoplamento de Buchwald-Hartwig utilizando Cs,CO3; como base.

Deste modo, verifica-se que, para o sucesso deste tipo de reagdes, existem quatro
componentes essenciais: catalisador de Pd, ligando, base e solvente. Os catalisadores
de Pd séo escolhidos mediante o ligando a utilizar sendo que um dos mais versateis é
o acetato de paladio (II) (Pd(OAc).) (Figura 19).7* De modo similar, a escolha
cuidadosa do ligando também pode facilitar duas etapas do ciclo catalitico: a adicdo
oxidativa e a eliminagcdo redutiva. O uso de ligandos fortes dadores o, como as
difenilfosfinas, aumentam a densidade eletronica em torno do metal, acelerando a
adicdo oxidativa do catalisador ao substrato, que é o mais comummente acreditado ser
0 passo determinante da velocidade. No que diz respeito ao passo de eliminacdo
redutiva este é acelerado pelo uso de ligandos volumosos e fortemente impedidos. O
rac-BINAP (Figura 19) é um dos ligandos mais versateis e usados nao s por apresentar
estas caracteristicas referidas como também pelo facto de ser estavel ao ar, facil de

manusear e estar disponivel comercialmente.”®7*

Ph_
I _Ph !
P 1
Po_
1 “Ph |
Ph

BINAP

(0]
e

Pd?*
2

Pd(OAc),

Figura 19. Estrutura quimica do ligando BINAP e do pré-catalisador Pd(OACc)..
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Outro importante fator a ter em conta € a escolha da base, a qual irA depender
essencialmente da natureza dos grupos funcionais do reagente amina. De entre as
bases mais usuais destaca-se o0 Cs;COs3, que além das suas propriedades Unicas de
reatividade j& referidas em 3.1.1., € uma base suave e, por essa razdo, ndo so é
bastante tolerada por substratos sensiveis como também evita, quando triflatos de arilo
sdo empregues ao invés de halogenetos, a hidrélise do triflato no correspondente fenol

(reacéo secundaria que ocorre quando séo utilizadas bases fortes nucleofilicas).” 2

Por ultimo, mas ndo menos importante, é a escolha do solvente, que por vezes é
negligenciada nas reacdes. Neste caso, 0 solvente devera ndo s6 permitir uma ampla
gama de temperaturas, assim como estabilizar os intermediarios no ciclo catalitico,

sendo que o tolueno e o 1,4-dioxano sdo os mais frequentemente usados.”"*

Posto isto, no presente trabalho, ao composto 2 dissolvido em tolueno (sob atmosfera
inerte) foi adicionado rac-BINAP, Pd(OAc);, Cs.CO3 e 4-metoxi-2-nitroanilina. Aquando
da adicdo deste ultimo a mistura reacional foi aquecida a temperatura de 120 °C,
durante 5h. Apos se proceder a extragdes liquido-liquido seguidas de cromatografia de
adsorcdo em coluna de gel de SiO,, o composto 3 foi obtido sob a forma de um sélido
cor de laranja com rendimentos razoaveis (45,5 — 46,2%) e a sua analise estrutural foi
realizada por ESI-IT MS e *H-RMN (Anexo 3).

3.1.4. Sintese de acido 4-cloro-2-[(4-metoxi-2-nitrofenil)amino]benzdico (4)

A sintese do composto 4 implica a hidrélise basica do grupo funcional éster do
composto 3, utilizando como base o hidréxido de bério octa-hidratado (Ba(OH)2.8H-0).
Este Gltimo € uma base forte amplamente usada para hidrolisar ésteres metilicos, dai a
sua escolha para este trabalho.” A reacgéo foi realizada mediante a metodologia descrita

por Marc O. Anderson e colaboradores,’ tal como apresentado no esquema seguinte:

X

N \e
P o 1. Ba(OH),.8H,0 coP 0

~ 2. HCI (aq) /Oi
MeOH cl

Esquema 10. Sintese do composto 4.

N N
H NO, H

A hidrdlise de ésteres pode ser realizada em meio acido ou meio basico (Esquema

11), contudo a hidrolise em meio basico, quando possivel, é preferida por esta ser uma
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reacdo mais rapida, ser irreversivel, praticamente completa e os produtos resultantes

serem de facil separacéo, obtendo-se assim melhores rendimentos.”

Hidrélise basica

? X®@OH 2
Z + HO-R'
A on IENCRC
Carboxilato
Hidroélise acida
)OI\ H,0/H® j\
+ HO-R'
R OR' R OH
Acido
carboxilico

Esquema 11. Esquema geral da reacdo de hidrdlise acida e basica.

Este tipo de reacdo segue um mecanismo de adicdo-eliminagdo, seguido de
desprotonacdo (Esquema 12). A primeira etapa consiste no ataque nucleofilico por
parte do hidroxido ao carbono do grupo carbonilo do éster, formando-se um
intermediario tetraédrico (adi¢cdo). De seguida, ocorre a perda de um mau grupo de
saida (eliminacdo). Este passo é reversivel sendo possivel a expulsao tanto do grupo
hidroxilo, obtendo-se o éster inicial, como do respetivo alcoxido dando origem ao acido
carboxilico desejado. Quando ocorre a saida do alcoxido, este como é uma base muito
forte, remove rapidamente o protéo labil do acido carboxilico gerado para dar origem ao
respetivo carboxilato. Esta desprotonagéo torna a reagéo irreversivel uma vez que o
carboxilato sendo uma base relativamente fraca ndo tem tendéncia a recaptar o protao
do alcool (4cido muito fraco). Assim sendo, esta Ultima etapa é considerada bastante
importante na medida em que conduz o equilibrio da reagéo de hidrélise no sentido da
formacédo do carboxilato desejado, tornando a reacdo praticamente completa. Deste
modo, finda a reacdo obtém-se o carboxilato que com o tratamento com uma solucao
aguosa acidica origina o produto de interesse, acido carboxilico, facilmente separavel

do outro subproduto, o alcool.
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Esquema 12. Mecanismo geral de hidrdlise basica utilizando Ba(OH).

Assim, no ambito deste trabalho, ao composto 3 dissolvido em metanol (MeOH), foi
adicionado Ba(OH)..8H,0. Durante o periodo estimado da reag&o (2h, T = 80 °C) foi-se
observando a formag&o de um precipitado muito denso correspondente ao carboxilato
de bario. Finda a reacdo e apos acidificacdo com uma solugédo aquosa de HCl a 1M, o
acido carboxilico pretendido foi separado da mistura reacional por extracdes liquido-
liguido. Por CCF verificou-se, como esperado, a conversao completa do éster em acido
sem a formagéao de produtos secundarios e, por essa razdo, nao foi necessario purificar.

Deste modo, o composto 4 foi obtido sob a forma de um sélido vermelho com

excelentes rendimentos (=100%) e caracterizado por ESI-IT MS e H-RMN (Anexo 4).

3.1.5. Sintese de 6,9-dicloro-2-metoxi-4-nitroacridina (5)

O ultimo passo da Parte | da rota sintética elaborada diz respeito a ciclizagdo do
composto 4 utilizando cloreto de fosforilo (POCIs) para dar origem a correspondente
acridina 5. Esta reacao foi realizada mediante a metodologia descrita por Marc O.

Anderson e colaboradores,* de acordo com o seguinte esquema:

oo®

o]
X e oOoh
—_—

=
Cl N Cl N
H  NO, NO,
4

5

Esquema 13. Sintese do composto 5.

Esta reacdo envolve trés passos principais: (i) formacao in situ do cloreto de &cido
derivado do acido carboxilico 4, (ii) ciclizacdo de Friedel-Crafts e (iii) formag&o da 6,9-

dicloro-2-metoxi-4-nitroacridina.
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O primeiro passo referido, € a ativacdo do acido carboxilico através da sua conversao
num cloreto de acido mais reativo. Assim, tal como descrito no Esquema 14, a reacao
inicia-se com o ataque nucleofilico do oxigénio carbonilico do &acido carboxilico ao
fésforo do POCI; com a consequente saida de anido cloreto (CI). De seguida, via um
mecanismo de adi¢do-eliminacdo, o carbono do grupo carboxilo ativado sofre ataque
nucleofilico por parte do anido cloreto (adigdo), dando origem a um intermediario
tetraédrico que, por regeneracao da ligacdo dupla C=0, elimina o bom grupo de saida
[PO.CL;] (eliminacdo). Este grupo, por sua vez, desprotona o oxigénio do grupo
clorocarbonilo, originando deste modo o cloreto de &acido pretendido e &cido

diclorofosfinico.

7 9 9
R P.@ P
o‘-/_c? N Cl clI” 10 .0 cl”130, ..
Cl ap  Cr CIJLOH
OH == OH = Cl
R1 R4 \/ R4

Ry Rz R

[

T
O.. P
F 071 Cl
o) @ OH e
N Cl Cl
R1_: — — R,]
\ 7 o}
/
R2 l|:|> RZ
Cl” I “OH
Cl

Esquema 14. Mecanismo geral da formacao do cloreto de &cido.

Apos a formagéo in situ do cloreto de acido, ocorre a ciclizagdo de Friedel-Crafts,
uma das substituicbes eletrofilicas aromaticas mais importantes. As reacdes de
substituicdo eletrofilica aromatica consistem na substituicdo de uma atomo ligado a uma
sistema aromatico (geralmente hidrogénio) por um eletréfilo na presenca de um acido
de Lewis que atua como catalisador. Geralmente, sdo usados o tricloreto de aluminio
(AICI5) ou tricloreto de ferro (FeCls), mas praticamente qualquer acido de Lewis forte
pode ser utilizado. Neste caso, uma vez que esta presente no meio reacional em largo
excesso 0 POCIs, a reacdo pode ocorrer utilizando este reagente, tornando assim o
procedimento mais simples. Assim, no Esquema 15 esta descrito 0 mecanismo pelo
qgual ocorre esta reacdo. De uma forma geral, o cloro do grupo clorocarbonilo realiza o
ataque nucleofilico ao POCIs, dando origem a um intermediario com um bom grupo de

saida. Apds a saida desse grupo, forma-se um carbocatido que consequentemente
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sofre ataque pelo par de eletrées 1 do anel aroméatico, formando-se assim o terceiro
anel. Apds desprotonacao pelo ClI, recupera-se a aromaticidade do anel que efetuou o
ataque ao catido acilio originando, deste modo, uma cetona aromética, designada por

acridona, e HCI.

PN
o) C|/P\\C| o]

o O 0o
.. ¢l © :R_Cl lé\\\
Cl: cl ci’ Ci R
R1 .. R1 1
w3, TG, T
R2 R2 RZ
0
cl” 1 >cl
Cl
o) o)
He o
:Cl:
O~ L)
N N R
H R, HCI H 2

Acridona

Esquema 15. Mecanismo geral da ciclizagdo de Friedel-Crafts.

Por fim, devido ao excesso de POCI; presente ho meio reacional, a acridona sofre
cloracao, isto é, substituicdo de um grupo OH por um CIl, dando assim origem a 9-
cloroacridina, um heterociclico ativado que serve de intermediario para outras 9-
acridinas substituidas. O oxigénio do grupo carbonilo realiza um ataque nucleofilico ao
POCI;. originando um intermediario com um bom grupo de saida que, apds o ataque do
Cl, é eliminado ao mesmo tempo que se forma o nucleo aromatico da acridina
(protonada no atomo de azoto). Por fim, apés desprotonacdo do dtomo de azoto por
parte do anido diclorofosfinato, origina-se o produto pretendido, 9-cloroacridina e acido

diclorofosfinico (Esquema 16).
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Esquema 16. Mecanismo geral da formagdo da 9-cloroacridina.

Assim, no presente trabalho, o composto 4 foi colocado a reagir com POCI; durante
2 horas e 30 minutos a 120 °C. Finda a reacao, a mistura reacional foram adicionados
dois cocktails contendo gelo, DCM e NHz a 25% que tém como principais objetivos (i)
neutralizar o POCI; existente no meio reacional, uma vez que este em contacto com a
agua da origem a HCI gasoso e acido fosforico (HsPO.), e (ii) basificar o meio através
adicdo de NHs a 25 %, uma vez que durante as reacdes e aquando da adicdo de agua
se forma HCI, acido diclorofosfinico e HsPOa. No final, apds tratamento por extracdes
liguido-liquido, o residuo obtido foi incorporado na SiOz, por ndo ser suficientemente
soluvel no eluente escolhido para a purificacdo, e posteriormente purificado em coluna
de gel de SiO..

Desta forma, o composto 5 obtido sob a forma de sélido amarelo foi sintetizado com
bons rendimentos (78,6 — 79,4%) e a sua andlise estrutural foi realizada por ESI-IT MS

e 'H-RMN, conforme apresentado de seguida.

No espetro de ESI-IT MS em modo positivo apresentado na Figura 20, é visivel
apenas o pico-base a m/z = 323,17 correspondente ao i&o quasi-molecular ([M+H]*) do

produto esperado, cuja massa exata (Me) € 321,99 unidades de massa atémica (u.m.a.).
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Figura 20. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 5.

Através do espetro de *H-RMN apresentado na Figura 21 (com ampliacdo da zona
aromatica na Figura 22) é possivel confirmar a presenca (i) dos protdes caracteristicos
do nudcleo da acridina (Ha, Hb, He, Hd e He) e (ii) dos protdes correspondentes ao grupo
metoxilo. As atribuicdes das multiplicidades e constantes de acoplamento associadas a
cada sinal identificado no espetro de *H-RMN encontram-se descritas com detalhe na

Parte Experimental.
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Figura 21. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 5.
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Figura 22. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO) do composto 5 no intervalo 7.75 a 8.50 ppm.

3.2. Partell— Rota A

Sintetizado o ndcleo da acridina substituida, a Parte Il da rota sintética diz respeito a
introducédo das cadeias laterais aminoalquilaminicas nas posicdes 4 e 9 para dar origem
aos derivados 11 desejados. A Parte Il foi dividida em duas rotas: Rota A e Rota B,
sendo que estas diferem na ordem de introduc&o das cadeias referidas anteriormente.
Resultados anteriores obtidos pelo grupo de investigacdo para analogos de 9-
aminoacridinas demonstraram que a introducao de cadeias laterais na posi¢éo 9 do anel
da acridina ocorre com baixos rendimentos (13-32%).5° Em contrapartida, outros
resultados descritos na literatura evidenciam que a introduc@o de cadeias laterais na
posicdo 4 em compostos semelhantes ocorre com melhores rendimentos (67-81%).7°
Assim, com base nestes resultados, a primeira rota sintética proposta foi a Rota A que
consiste na introducdo, em primeiro lugar, da cadeia aminoalquilaminica na posicéo 4.
De seguida, serdo descritas pormenorizadamente a maior parte das tentativas de

sintese realizadas para cada composto.
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3.2.1. Sintese de 4-amino-6,9-dicloro-2-metoxiacridina (6)
A sintese do composto 6 corresponde a reducdo do grupo nitroilo ao grupo amino

correspondente, tal como exemplificado no esquema seguinte:

Cl Cl

N ONG redugéo ‘ AN ‘ N
O /O =z

N Cl N

NOZ NH2

Cl

Esquema 17. Sintese do composto 6.

Os compostos aromaticos contendo grupos nitroilo como substituintes podem ser
reduzidos a aminas primarias sob uma variedade de condigbes experimentais. O
mecanismo de reducdo mais aceite foi proposto por Haber e colaboradores,’”” e refere
gue a reducgédo deste grupo funcional passa por varios intermediarios sequenciais até a

obtencdo da amina aromatica:

Rota direta
2H*  -H,0 H 2H* - H,0
NO, NO + N. NH,
2H
g —_— OH g
+2e” +2e’ +2e”
nitro nitroso hidroxilamina anilina

‘ - H,0

©

Q H H
N=N N—N
®
azoxi hidrazo

2H* J2H+
N=N
-H,0
azo

Rota de condensacao

Esquema 18. Esquema geral de reducéo de compostos nitro-aromaticos proposto por Haber e colaboradores (A rota
direta esta assinada a preto, enquanto que a rota de condensagao esta assinalada a cinzento).””

Estudos cinéticos’’ comprovaram que, normalmente, apenas os produtos nitroso,
hidroxilamina e anilina sdo detetados em solu¢édo (Esquema 18 - rota direta). O perfil

de reacdo indica uma rapida reducao do grupo nitroilo ao intermediario nitroso que por
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sua vez é reduzido a hidroxilamina. A reducéo da hidroxilamina em anilina é o passo
determinante da velocidade. A condensacdao para produtos azo e azoxi (Esquema 18 —
rota de condensacdo) ndo ocorre normalmente, exceto quando uma base forte esta
presente, via desidratagdo entre nitroso e hidroxilamina.”® No que diz respeito a escolha
do agente redutor, esta tem como base 0 reagente de partida (composto nitro),
nomeadamente 0s seus substituintes e a sua solubilidade no meio reacional. De entre
varios métodos de reducdo existentes’®® foram testados neste trabalho (i) a
hidrogenacdo catalitica mediada por Pd-C, (i) a hidrogenacdo catalitica por
transferéncia de hidrogénio e (iii) a reducdo em fase homogénea. De seguida, cada um
dos métodos abordados seré descrito mais detalhadamente.

3.2.1.1. Hidrogenag&o catalitica

A hidrogenacdo é uma reacdo de reducdo que resulta na adicdo de hidrogénio
molecular (Hz) a uma molécula insaturada.®?® Contudo, salvo raras excecdes, 0 Hz ndo
€ reativo com compostos organicos uma vez que a barreira energética para a sua
dissociagdo é muito elevada. Para ultrapassar esta situacdo, recorre-se ao uso de
catalisadores metalicos por estes serem capazes de baixar a energia de dissociacao
molecular do H, fazendo com que a reacdo ocorra. Assim, a hidrogenacao catalitica
uma hidrogenacgédo na qual é usado hidrogénio gasoso a alta pressdo na presenca de
um catalisador metalico.®282 Este processo é, em muitos casos, o primeiro método de
escolha para a reducdo de compostos nitro-arométicos nas correspondentes aminas
aromaticas.”

O catalisador tem como principal fungéo a ativacdo do H; para gerar hidrogénio ligado
aos atomos metadlicos, presentes na superficie do catalisador e adicionalmente, tem a
capacidade de acelerar as reacdes e de influenciar a seletividade das mesmas. Os
catalisadores utilizados podem ser homogéneos e heterogéneos, sendo estes Ultimos
0S mais comuns no que respeita a reacdes de hidrogenacao. Os primeiros sdo soluveis
no solvente usado, enquanto que 0s segundos sdo particulas solidas que estédo
suspensas no solvente em que esta dissolvido o composto insaturado. Os catalisadores
heterogéneos sao preferidos em detrimento dos homogéneos por estes serem de mais
baixo custo e facilmente eliminados do meio reacional através de filtracdo, obtendo-se
os compostos pretendidos sem contaminagdes por parte destes metais.®?

Por norma, os catalisadores heterogéneos utilizados consistem em particulas de
metal finamente dispersas num suporte sélido, como carbono, alumina ou silica. De
entre uma vasta gama de metais frequentemente utilizados na hidrogenacéo catalitica
heterogénea (platina, rédio, niquel, cobalto, ruténio), o paladio (Pd) é geralmente o

catalisador de elei¢&o.8°
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O mecanismo pelo qual ocorre a reducao utilizando Pd-C (palddio em carbono
ativado) como catalisador esta apresentado no Esquema 19. Primeiramente ocorre a
clivagem do hidrogénio molecular presente e a ligacdo dos atomos de hidrogénio
resultantes aos atomos metalicos presentes na superficie do catalisador. De seguida,
ocorre a adsor¢cdo da molécula insaturada (neste caso o composto nitro-aromatico) a
superficie do catalisador. Posto isto, ocorre a primeira transferéncia de hidrogénio que,
seguida de protonagéo e consequente processo de desidratacdo, da origem ao primeiro
intermediario, o nitroso. De seguida, nova transferéncia de hidrogénio ocorre originando
o segundo intermediario, a hidroxilamina que, por sua vez € protonada e
consequentemente desidratada, obtendo-se assim a amina aromatica livre. Por fim,

ocorre a dessor¢ao desta ultima da superficie do catalisador.

\ | | | | :
Pd-C Pd-C Pd-C

R R R
| | |
NE~ N ® NS ¥y N O
R ) @ 0 Q
R | | R | | R
Pd-C 47— Pd-C B Pd-C
nitroso
(0]
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N\ HN.® N
e @ N
I ] R
Pd-C — Pd-C T> Pd-C
hidroxilamina 0 amina

Esquema 19. Mecanismo geral da hidrogenagéo catalitica do grupo nitroilo utilizando Pd-C como catalisador.

Posto isto, no ambito deste trabalho, a hidrogenacéo catalitica com Pd-C foi o 1°
método testado para a reducdo do grupo nitroilo da posicdo 4 do composto 5 no
correspondente grupo amino primario. A reacao decorreu nas condigdes apresentadas

no esquema seguinte:
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Esquema 20. Sintese do composto 6 via hidrogenagdo catalitica.

Ao composto 5 parcialmente dissolvido em MeOH foi adicionado Pd-C e a mistura
reacional foi colocada no hidrogenador a uma pressdo de = 50 psi durante 5h. Findo
este tempo, e apdés a remocdo do Pd-C por filtracdo em celite e do tratamento por
extracdes liquido-liquido, verificou-se por CCF que a reacgéo tinha dado origem a uma
mistura de varios produtos. Posteriormente, observou-se por ESI-IT MS (Figura 23) que
ndo se obteve o composto pretendido e que um dos produtos da reagdo correspondia a
um analogo do composto 6 sem o cloro na posicdo 9 (m/z = 259,39). Ainda assim,
efetuou-se uma tentativa de isolamento deste analogo por cromatografia em coluna de

gel de silica, mas tal ndo foi possivel devido a diversidade de produtos formados.
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Figura 23. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do analogo do composto 6 sem Cl na posic¢ao 9.

3.2.1.2. Hidrogenacéo por transferéncia

Perante os resultados apresentados anteriormente, foi necessério a escolha de um
outro método de reducao capaz de reduzir o grupo nitroilo na presenca de outros grupos
redutiveis, como os halogéneos. Assim, optou-se por usar uma fonte alternativa de
hidrogénio em detrimento do hidrogénio gasoso sob pressdo. Estes métodos sao

designados de hidrogenac@es por transferéncia e apresentam vantagens como a maior
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seletividade na reducdo, dependendo do dador de hidrogénio utilizado e, em alguns
casos, uma maior velocidade de reacdo.®® O mecanismo pelo qual ocorre a reacéo é
igual a0 mecanismo da hidrogenacdo catalitica com Pd-C referido anteriormente
(Esquema 19 em 3.2.1.1.), simplesmente a fonte de hidrogénio é diferente.

Em termos de eletronegatividade, o hidrogénio ocupa uma posi¢ao central na tabela
periddica, apresentando um valor de 2,1 de acordo com a definicdo de
eletronegatividade de Pauling.®” Por essa razdo, em reacfes envolvendo a sua
transferéncia, este pode aparecer em forma de protdo (H*), atomo (H) ou hidreto (H),
dependendo dos agentes redutores utilizados. De entre os varios agentes redutores
disponiveis,”® os organosilanos, compostos constituidos por um ou mais atomos de
hidrogénio ligados a um atomo de silicio, tém vindo a ganhar popularidade devido a sua
disponibilidade econdémica, as suas propriedades fisicas adequadas e aos produtos
secundarios de baixa toxicidade e facil eliminagédo que sdo gerados durante o processo
de reducéo.?® Devido a proximidade das eletronegatividades do silicio e do hidrogénio
a ligacéo Si-H é pouco polarizada. Assim, aquando da quebra da mesma o hidrogénio,
sai sob a forma de H°, uma vez que é mais eletronegativo (Si=1,8 vs H=2,1 na escala
de Pauling?). Desta forma, este atua como um agente redutor mais suave
comparativamente com os hidretos a base de aluminio, boro e outros metais. Como sao
agentes redutores suaves, na maioria dos casos as redugbes sdo realizadas na
presenca de um catalisador &cido, como o &cido trifluoroacético, limitando a aplicacéo
do método a substratos sensiveis a acidos.®%° Com o objetivo de contornar esta
situacao, Pijus K. Mandal e colaboradores reportaram um método com trietilsilano (TES
— Figura 24) em condic¢des neutras, utilizando Pd-C como catalisador e MeOH como

solvente proético.*®®

H
(Siy

Trietilsilano

Figura 24. Estrutura quimica do trietilsilano.

Assim, neste trabalho, a reacdo de hidrogenacdo catalitica por transferéncia de
hidrogénio da acridina 5 para obtencéo da correspondente acridina reduzida 6, pode ser

descrita pelo seguinte esquema:
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cl cl
seonE—-sooh
Z Z
Cl N MeOH cl N
N02 NH2
5 6

Esquema 21. Sintese do composto 6 via hidrogenacao catalitica por transferéncia de hidrogénio.

Ao composto 5 parcialmente dissolvido em MeOH sob atmosfera inerte, foi
adicionado Pd-C e TES. Finda a reacdo, e ap6s a remocao do Pd-C por filtragdo em
celite e tratamento por extragdes liquido-liquido, confirmou-se por ESI-IT MS a formagéo
do composto 6, mas em contrapartida, por CCF, verificou-se novamente a formacgéo de
bastantes produtos secundarios que, apos purificacdo por cromatografia em coluna de
gel de SiO;, ndo foram por completo separados do produto final. Este problema, em
juncdo com a falta de solubilidade do composto de partida em MeOH, foram as principais
razbes que levaram a que este método de reducdo nado fosse levado avante para o

composto em questao.

3.2.1.3. Redugdo em fase homogénea

Perante os resultados anteriores, conclui-se que a alternativa seguinte de reducao
ndo pode passar por hidrogenacdes cataliticas por estas nao serem muito seletivas e
induzirem & formacao de muitos produtos secundarios. Assim sendo, de entre varias
hipéteses,”®8 as reducgdes utilizando metais, ou os seus sais, foram o método
alternativo escolhido. Neste contexto, os metais num estado de oxidagéo baixo (ex: Al,
Fe, Zn, In, Sn e Sm) atuam como dadores de eletrbes para formar uma espécie radical
protonada, e o solvente fornece os protdes necessarios.’”® No caso particular deste
trabalho, a combinacdo escolhida foi o SnClL/HCI por ser uma combinagéo
frequentemente utilizada para a reducdo de compostos aromaticos contendo
halogéneos.*

Tal como nas outras reducdes, 0 mecanismo pelo qual ocorre a reacdo € bastante
complexo envolvendo sempre a formagédo dos intermediarios nitroso e hidroxilamina.
Neste caso, ocorre a transferéncia de eletres seguida de uma transferéncia de protdes,
em que o SnCl, atua como agente redutor (e consequente fonte de e) e o HCl como
fonte de protdes (H*).8° Tal como esquematizado no Esquema 22, a primeira etapa diz
respeito a uma reacdo de oxidagdo-redugcdo em que o Sn(ll) é oxidado a Sn(IV) na
presenca de HCI, formando deste modo SnCl,, ides H* e e (Esquema 22 — 1.). Na

segunda etapa (Esquema 22 — 2.) os e” provenientes dessa oxidagdo bem como os ibes
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H* sdo utilizados para reduzir o composto nitro-aromatico a amina aromatica
correspondente. A reacdo envolve sempre a transferéncia sequencial de 1e” seguida da
adicdo de 1H* que, apds repeticdo leva a desidratacdo e consequente formacao do
primeiro intermediario (nitroso). Seguidamente o ciclo repete-se duas vezes, dando
origem primeiro a hidroxilamina e depois a amina aromatica pretendida. Por norma,
como as reacgdes sdo realizadas em meio acido, ap6s se obter a amina esta sofre
protonacao sendo depois necessario a basificacdo do meio para a obter novamente sob

a forma de amina livre.

1.
SnCl, + 2 HCl—» SnCl, + +

2.
o g) g) b,@ O@ nitroso
( HON . ) )
o> W/ A oy Ne PR NG
R"® O R°® O@ R'® O R”" "OH R O
)
hidroxilamina l

H — AN RN
'/_N\.. \R\/N\ N N S

< N - s - N
0 R'©0 R™ 0 R0

¢-H20 .

P 77X PR ® B@

N —> NH — NH _N By _N
R” R© R ' R R

em meio &cido

Esquema 22. Mecanismo de reducéo de compostos nitro-aromaticos utilizando SnCl, em HCI como agente redutor.

Paralelamente a reacéo de reducéo descrita, 0 SnCls obtido aquando da oxidagéo do
Sn(ll) a Sn(lV) reage com o HCI presente em excesso no meio reacional dando origem
ao acido cloroestanico (Esquema 23 - 1.) que, no final da redugéo, forma um complexo
com a amina aromatica obtida (Esquema 23 - 2.). Este complexo é posteriormente
decomposto por hidrélise basica com a adi¢cdo de uma base, por exemplo NaOH, dando

origem a amina livre pretendida (Esquema 23 - 3.).

1. SnCl, + 2 HCl —>
2. + 2 R-NH, —

3. + 8 NaOH —> 2 R-NH, + Na,SnO; + 6 NaCl + 5 H,0

Esquema 23. Reagfes paralelas a reacéo de reducao.
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Assim, no ambito deste trabalho, a reacdo de reducdo realizada mediante a
metodologia descrita por John P. Scovill e colaboradores,®® esta representada no

seguinte esquema:

Cl
1. SnCly; HCI
Q o nClz HOI (aa) Q o
Cl O N/O 2.NH;a25% (aq) ¢ O N/O
NO,

5 6

Esquema 24. Sintese do composto 6 via redu¢do com SnCl,/HCI.

Ao composto 5 adicionou-se, em banho de gelo, HCI concentrado seguido de SnCl,
deixando-se a mistura reacional a reagir durante 30 min (T = 40 °C). Posteriormente, e
apos a adicdo de agua desionizada, basificou-se a mistura reacional com uma solucao
concentrada de NH; a 25 % para decompor o complexo formado entre a amina
aromatica e o &cido cloroestanico. Aquando da basificagéo verificou-se uma alteragédo
de cor da mistura reacional de vermelha para laranja e a consequente formacéo de um
precipitado com essa cor correspondendo ao composto 6, 0 qual apds tratamento por
extracdes liquido-liquido foi posteriormente purificado por cromatografia de adsorcao
em coluna de gel de SiO.. E de realcar que o composto demonstrou degradar-se com
alguma facilidade pelo que, apés o passo de purificacdo, era de imediato utilizado na
reacao seguinte.

Deste modo, o derivado da acridina 6 (s6lido cor-de-laranja) foi obtido com
rendimentos superiores (69,4 — 76,8 %) comparativamente aos descritos na literatura
para compostos analogos.*® A andlise estrutural do composto 6 foi realizada por ESI-IT
MS e *H-RMN. No espetro de ESI-IT MS em modo positivo apresentado na Figura 25,
€ visivel o pico-base a m/z = 293,33 correspondente ao ido quasi-molecular ((M+H]") do

produto esperado, cuja M. é 292,02 u.m.a..
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PG-MF108_180214120406 #1 RT: 0,02 AV:1 NL: 3,85E5
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Figura 25. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 6.

Através do espetro de *H-RMN apresentado na Figura 26 (com ampliacdo da zona
aromatica na Figura 27) é possivel confirmar a presenca (i) dos protdes caracteristicos
do nucleo da acridina (Ha, Hb, Hc, Hd e He), (ii) dos protdes da amina aromatica,
comprovando assim a eficiéncia da reducdo e, por Uultimo (iii) dos protdes
correspondentes ao grupo metoxilo. As atribuigdes das multiplicidades e constantes de
acoplamento associadas a cada sinal identificado no espetro de *H-RMN encontram-se

descritas com detalhe na Parte Experimental.
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Figura 26. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 6.
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Figura 27. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO) do composto 6 no intervalo 6.35 a 8.30 ppm.

3.2.2. Sintese de 6,9-dicloro-4-[(4-ftalimidobutil)amino]-2-metoxiacridina (7)

O passo seguinte na rota sintética A, passo vii), diz respeito a N-alquilagdo da amina
aromatica com um halogeneto de alquilo por ser 0 processo mais comum de sintese de
aminas com um maior grau de substituicdo. Inicialmente, usaram-se condi¢cdes
reacionais (amina, agente alquilante, ACN ou EtsN como solvente, e T = 80 °C) ja
descritas na literatura para composto semelhantes.®® Uma vez que ndo se observou a
formagcdo do composto 7, posteriormente testou-se (com sucesso) a metodologia
descrita por John P. Scovill e colaboradores para compostos analogos,*® conforme

descrito no seguinte esquema:

Cl Cl
(6]
o O
X ~ X ~
Br AcONa
O / o O /
Cl N EtOH Cl N 0
NH 0 HN
2 ON
6 N-(4-bromobutil)ftalimida 7

)

Esquema 25. Sintese do composto 7.

As reacfes de N-alquilagdo ocorrem através de um mecanismo Sy2, cOmo
apresentado no Esquema 26. Inicialmente ocorre o ataque nucleofilico ao carbono pelo

lado oposto ao halogéneo ao mesmo tempo que ocorre a quebra da ligacédo carbono-
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halogéneo, através de um estado de transicdo em que o carbono esté pentacoordenado.

Caso o halogeneto de alquilo apresente quiralidade no carbono que sofre substitui¢ao,

ocorre a inversao obrigatoria da configuracao desse carbono.

. 3F
el o

( -TR
H H

estado de transigao

Esquema 26. Mecanismo geral da N-alquilagdo via Sn2.

Deste modo, no presente trabalho, 0 composto 6 dissolvido em EtOH foi colocado a

reagir com N-(4-bromobutil)ftalimida, na presenca de acetato de sédio (AcONa), a 80

°C. A reacao seguida por CCF foi parada apenas passados 5 dias. Apos evaporacao do

EtOH, dissolugédo do composto em DCM e posterior tratamento por extragdes liquido-

liquido, o composto foi purificado recorrendo a cromatografia de adsorgdo em coluna de

gel de SiO,. O composto 7 foi assim obtido sob a forma de um sélido cor-de-laranja com

um rendimento baixo (9,32 %), e a sua estrutura caracterizada por ESI-IT MS e *H-RMN.

No espetro de ESI-IT MS em modo positivo (Figura 28), é visivel o pico-base am/z =

494,47 correspondente ao ido quasi-molecular ([M+H]") do produto esperado, cuja M. €

493,10 u.m.a..
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Figura 28. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 7.

Através do espetro de H-RMN apresentado na Figura 29 (com ampliacdo da zona

aromatica e alifatica na Figura 30 e Figura 31, respetivamente) é possivel confirmar a
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presenca (i) dos protbes caracteristicos do nucleo da acridina (Ha, Hb, Hc, Hd e He),
(ii) dos protdes do anel aromatico da ftalimida (Hj, Hk,, Hl e Hm) bem como (iii) dos
protdes da cadeia alifatica (Hf, Hg, Hh e Hi), confirmando assim a introducéo da cadeia
pretendida. Adicionalmente, observa-se também a presenca (iv) do protdo da amina

aromatica na posi¢ao 4 do nacleo da acridina e (v) dos protées do grupo metoxilo.

As atribuicbes das multiplicidades e constantes de acoplamento associadas a cada
sinal identificado no espetro de *H-RMN encontram-se descritas com detalhe na Parte

Experimental.
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Figura 29. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 7.
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Figura 30. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO) do composto 7 no intervalo 3.80 a 8.45 ppm.
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Figura 31. Espetro de 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 7 no intervalo 1.40 a 3.80 ppm.

A N-alquilacdo com um halogeneto de alquilo resulta, geralmente, em poli-alquilagéo,
devido ao produto da reacao (amina secundaria) ser frequentemente mais nucleofilico
do que o reagente de partida (amina primaria) e, por isso, reagir preferencialmente com

0 agente alquilante. Assim, o rendimento obtido relativo a amina secundéria €, por
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norma, baixo e, além disso, os produtos resultantes (amina secundaria, terciaria e sal

de amoénio) séo dificeis de separar por cromatografia em coluna de gel de SiO;

(Esquema 27).
X@
PPN
/\X AN N /\X R N /\X A~
P R N
R NHy ——— N —_— ) —  » R N@
amina amina . )
primaria secundaria amina
terciaria sal de

amonio

Esquema 27. Esquema geral da poli-alquilacao.

A amina secundaria pode ser obtida predominantemente por tratamento do
halogeneto de alquilo com um grande excesso da amina primaria, mas no contexto
deste trabalho, essa opc¢édo néo seria viavel no sentido em que grandes quantidades de
amina teriam de ser sintetizadas.®> A poli-alquilacdo depende também das
caracteristicas da amina primaria inicial, nomeadamente a sua reatividade e estrutura
quimica. Isto é, uma amina pouco reativa e volumosa prosseguira exclusivamente para
a amina secundaria. Contudo, mesmo no caso em que a mono-alquilagdo ocorre
exclusivamente, o rendimento é dependente de outros fatores como por exemplo a
solubilidade da amina. Assim, com o objetivo de aumentar o rendimento da reacao,
foram modificadas algumas variaveis possiveis, como o solvente e o tempo de reacao,

tal como sumariado na Tabela 1.

Tabela 1. Tentativas de otimizac&o da sintese do composto 7.

Método
Solvente T/°C t/d nl/%
Tentativas
1 EtOH 80 5 9,32
2 ACN 80 5 -
3 EtOH 80 7 10,1

A fraca solubilidade do reagente de partida 6 em EtOH e o facto de este ser um
solvente polar prético que, por norma, ndo favorece as reacdes via Sn2 devido a
solvatacdo do nucledfilo, foram as duas principais razdes que levaram a sua alteracgéo.
O solvente escolhido para substituir foi ACN por ser um solvente polar aprético com pe
maior que 80 °C (temperatura a que foi realizada a reacao) e pela razoavel solubilidade
do composto no mesmo. Tendo em mente estas consideracdes, seria de esperar um
aumento significativo do rendimento, mas ao contrario do teoricamente esperado, ndo

se observou a formacao do produto de interesse (Tabela 1 — tentativa 2). Este resultado
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€ indicativo de que a presenca de um solvente polar prético no meio reacional podera
ser um fator essencial.

A segunda alteracao realizada foi o0 aumento do tempo de reacdo de 5 dias para 7
dias. Ainda assim, ndo se verificou um aumento significativo do rendimento da reacao
pelo que foram pesquisadas novas alternativas.

A alternativa encontrada passa pela utilizacdo do microondas (MW) cuja utilizac&o
em sintese organica tem vindo a emergir ao longo destes ultimos anos. A radiacdo de
MW é uma radiagéo eletromagnética resultando no aquecimento eficiente de materiais
por efeitos de aquecimento dielétrico. Assim, os solventes com uma elevada constante
dielétrica, como os alcoois, sédo preferencialmente utilizados no MW visto que induzem
uma forte absorcdo de MW e, consequentemente, um rapido aquecimento.
Adicionalmente, o aquecimento em vasos fechados permite a utilizacdo de temperaturas
muito acima do ponto de ebulicdo do solvente usado.®*** Assim, a sintese do composto

7 foi repetida via MW, conforme descrito no esquema:

cl
A BN AcONa EtOH N
\(v)/\
=
N
NH, HN
N

6 N-(4-bromobutil)ftalimida 7
(0]

Esquema 28. Sintese de 7 via microondas.

O procedimento foi semelhante ao descrito anteriormente, mas a reagdo ocorreu em
vaso fechado num reator préprio para o microondas. Com as condi¢des iniciais testadas
(2 horas, 100 °C), ndo se observou a formacédo do produto desejado, pelo que se
procedeu a tentativas de otimizacdo (Tabela 2) variando temperatura e tempo de

reacao.

Tabela 2. Tentativas realizadas no microondas para a sintese do composto 7.

Método
Solvente | T/°C t/h nl/%
Tentativas
4 EtOH 100 2 -
5 EtOH 120 4 7,43
6 EtOH 120 3 8,25*
7 EtOH 120 25 10,1

*grande parte do composto degradou.
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Perante os resultados, concluiu-se que as condicbes mais favoraveis de tempo e
temperatura seriam 2,5h e 120 °C, respetivamente. Um tempo reacional de 4h ou 3h
revelou ser demasiado levando a degradacdo do composto e consequente descida do
rendimento (Tabela 2 — tentativa 5 e 6). Assim, de um modo geral verificou-se que,
apesar de ndo se obter um aumento significativo do rendimento, foi possivel diminuir
drasticamente o tempo de reacéo de 7 dias para 2,5 horas.

Resumindo, todas as tentativas de otimizacao da sintese, mostraram-se ineficientes
na medida em que nao ocorreu, em nenhum caso, um aumento significativo do
rendimento. Este baixo rendimento pode estar associado a diversos fatores, dos quais
se destacam o facto de o nucledfilo ser uma amina aromatica, que por si S6 é menos
reativa que uma amina alifatica devido a estabilizacéo por ressonancia, e estar ligada a
uma acridina que é um grupo bastante volumoso. Adicionalmente, como se comprova
pelo espetro de massa da mistura reacional da reagcdo em questdo (Figura 32), a
presenca de um atomo de cloro na posicao 9 do anel, sendo esta posi¢cdo mais reativa
por ter em posi¢do para um atomo de azoto, da origem a formacao de varios produtos
secundarios, muitos deles nao identificados (com m/z =318,73; 391,53; 512,93; 803,07),
e 4-amino-6-cloro-2-metoxiacridona (m/z = 275,20), fruto da reacdo da acridina 6 com a
agua presente no meio reacional.
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Figura 32. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) da mistura reacional da sintese do composto 7.

Devido ao baixo rendimento desta Ultima reacdo, esta rota sintética foi interrompida
explorando-se assim a rota B como alternativa, a qual sera apresentada na seccao

seguinte.
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3.3. Partell-RotaB
Como alternativa a rota sintética A, foi proposta a rota B que, como ja referido
anteriormente, difere essencialmente na ordem de introducdo das cadeias amino-
alquilaminicas na posicdo 9 e 4 do anel da acridina. Neste caso, é primeiramente
introduzida a cadeia lateral na posicdo 9, com o objetivo de retirar por completo a
instabilidade da molécula causada pela presenca do cloro nessa posi¢céo que se pensa

ser uma das principais causas da formagédo de compostos secundarios.

3.3.1. Sintese de 6-cloro-9-([4-(dietilamino)-1-metilbutillJamino)-4-nitro-2-

metoxiacridina (8)

A sintese de acridinas 9-substituidas pode ser realizada de duas formas: (i) através
de umareacdo direta entre o nucledfilo e a acridina ativada ou (ii) através de uma reacao
de Chichibabin entre a acridina ndo-substituida em C9 com um forte nucledfilo. No
entanto, neste Ultimo caso, o uso de bases muito fortes como nucledfilos faz a reagéo
de Chichibabin muito agressiva para alguns grupos funcionais.®® Desta forma, o método
de sintese (i) € o mais comummente utilizado e, por essa razao foi o testado neste
trabalho. Assim sendo, a sintese da 9-aminoacridina 8 foi realizada via SnyAr, utilizando
como percursor a 9-cloroacridina 5, sintetizada anteriormente (3.1.5.), tal como

apresentado no esquema seguinte:

Js
3
ok
NO

Cl / HN
* N/
oOoh i (L
= =
Cl N Cl N
N
5 NO2

8 2

Esquema 29. Esquema geral da sintese do composto 8.

No caso dos halogenetos de arilo, estes ndo podem sofrer as reacdes classicas de
substituicdo nucleofilica unimolecular, Sn1, e bimolecular, Sx2. Desta forma, uma reacao
de substituicdo em anéis aromaticos tem que prosseguir por um tipo de mecanismo
totalmente diferente, designado por substituicdo aromatica nucleofilica (SnAr). Contudo,
para a reagao ocorrer com sucesso, esta requer a presenca de um forte grupo aceitador
de eletrdes ou de um heteroatomo eletronegativo no anel aromatico em posi¢ao para ou
orto relativamente ao grupo de saida.

Como apresentado no Esquema 30, as SyAr ocorrem através de um mecanismo de

adicdo-eliminagéo constituido por dois passos sequenciais. No primeiro passo, a adi¢ao,
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ocorre o ataque do nucledfilo no carbono que contém o halogénio como substituinte,
dando origem a um intermediario anioénico, designado por complexo Meisenheimer,
estabilizado por ressonancia devido, neste caso, a eletronegatividade do azoto. O
sistema aromatico € destruido aquando a formacao deste complexo, e o carbono onde
ocorreu o ataque nucleofilico muda a sua geometria planar (ligagdes sp?) para
tetraédrica (ligacdes sp®). No segundo passo o halogeneto (grupo de saida) é eliminado

para assim regenerar o sistema aromatico estavel.

[} [}
] ]
= (9,2
N N
Complexo Meisenheimer

GS Nu GS Nu GS Nu
[

@@ - m - @fj
riz © &
N N N

Esquema 30. Mecanismo geral de uma SyAr (GS = grupo de saida; Nu = Nucledfilo).

e | R 4@
=
N

No presente trabalho, e com o objetivo de evitar o desperdicio do composto de partida
8, a otimizacado das condic¢des de reacao foi realizada utilizando o composto 6,9-dicloro-
2-metoxiacridina (Figura 33 - B), disponivel comercialmente, que apenas difere do
composto de interesse (Figura 33 — A) pela auséncia do grupo nitroilo na posi¢éo 4 do
ndcleo da acridina. Tal escolha teve por base um estudo cinético realizado por Zbigniew
Zawada e colaboradores® sobre a influéncia dos substituintes no ntcleo da acridina na
reacdo de SnAr. Uma vez que os autores verificaram que, a excec¢ao da substituicdo na
posicdo 1 do anel (por questdes principalmente de impedimento estereoquimico), a
presenca do grupo nitroilo, sendo um grupo aceitador de eletrdes, aumenta a reatividade
da acridina devido ao efeito mesomérico negativo, as condi¢cbes otimizadas para o
composto comercial devem, teoricamente, resultar de igual forma (ou melhor) para a

acridina de interesse 5.
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Cl
N 0
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Cl ‘ N ‘
NO,

composto 5

(6,9-dicloro-2-metoxi-4-nitroacridina) 6,9-dicloro-2-metoxiacridina

?)
\
=z
\ /
o
/

Figura 33. Estrutura quimica de: A — composto 5 sintetizado no passo anterior (passo v)) e B — composto comercial.

Assim sendo, as primeiras condi¢fes testadas foram uma adaptacdo do método
descrito por V. Raja Solomon e colaboradores,®” tal como apresentado no seguinte

esquema:

Cl * N/ 3
O H2N 3 , Et3N (@)
A ~ 3T - X ~
Z Tolueno P
Cl N Cl N

6,9-dicloro-2-metoxiacridina QN

Esquema 31. Sintese da QN.

O composto 6,9-dicloro-2-metoxiacridina dissolvido em tolueno foi colocado a reagir
com EtsN e N,N-dietilpentano-1,4-diamina, durante 24 horas a 100 °C. No final desse
periodo, apds o tolueno ser evaporado, procedeu-se a realizagdo de extracdes liquido-
liqguido como tratamento. Findo o tratamento, por ESI-IT MS, observou-se a formacao
do composto de interesse, no entanto, apds purificacdo por cromatografia em coluna de
gel de SiO,, o rendimento obtido ndo foi muito elevado (=45,3%).

Tendo em conta este resultado, a otimizagdo do processo foi realizada alterando
algumas variaveis tais como a base, o solvente e a temperatura. Todas estas alteracdes
realizadas estdo sumariadas na Tabela 3 e serdo adiante discutidas

pormenorizadamente.
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Tabela 3. Tentativas de otimizacéo para a sintese da QN.

Método

Base | Solvente| T/°C t/h n/%

Tentativas

1 EtsN Tolueno 100 24 45,3
2 - Tolueno 100 24 10,4
3 DMAP | Tolueno 100 24 26,7
4 DBU Tolueno 100 24 33,9
5 EtsN Dioxano 120 24 50,1

A primeira alteracdo efetuada foi relativamente a base utilizada, como forma de
verificar se a sua basicidade seria um fator influente no rendimento. Assim sendo, as
bases escolhidas foram a 4-dimetilaminopiridina (DMAP), que tem um pK, menor que
EtsN e por isso € uma base mais fraca, e a 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 1 — octahidropirimido[1,2 —
aJazepina (DBU), que pelo contrario € uma base mais forte que a EtsN (Figura 34).

N,

N
PPN ¢
| o~ < k < Q=N
=z
N
DMAP Et;N DBU
pK, = 9,6 pK, = 10,8 pK, = 13,5

Figura 34. Estrutura quimica das bases DMAP, Et;N e DBU e seus pK,'s.

Por ESI-IT MS (Figura 35) foram retiradas varias conclusfes relativamente a este
assunto. Em primeiro lugar, constatou-se que a presenca de uma base é essencial uma
vez que, comparando o espetro da reacdo na presenca de EtsN (Figura 35 — A) com o
espetro na sua auséncia (Figura 35 — B) observou-se, neste Ultimo, um decréscimo
significativo da intensidade do pico relativo ao ido quasi-molecular do produto QN
([M+H]* = 400 u.m.a.). Alterando a base para uma mais fraca (Figura 35 — C), observou-
se uma maior formacao de acridona ([M+H]* = 259 u.m.a.), um produto secundario ja
referido anteriormente noutras reacgfes, proveniente da hidrélise do composto de
partida, que ocorre com bastante facilidade quando a agua esté presente no meio e sao
empregues temperaturas elevadas. Sendo a DMAP uma base mais fraca supde-se que
esta ndo seja suficientemente forte para favorecer a reagdo de substituicdo aromética
de interesse e, por essa razdo, a reacdo de hidrolise ocorre prioritariamente. Em
contrapartida, a utilizagdo de uma base mais forte como a DBU (Figura 35 — D) induz a
formacdo de produtos secundéarios nado identificados ([M+H]" = 412 u.m.a.). Assim

sendo, concluiu-se que a melhor escolha €, sem davida, a utiliza¢éo de EtsN como base.
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E de realcar que, em espetroscopia de massa a intensidade dos picos nio esta
diretamente relacionada com a quantidade do composto presente, mas sim com a
facilidade de ionizacdo dos grupos funcionais do composto. Contudo, neste caso em
concreto, uma vez que o composto de partida comercial ndo tem tdo bons grupos
ionizaveis como o produto formado que contém vérias aminas (uma delas terciéria), fez-
se essa comparagdo que, posteriormente foi confirmada através do célculo do

rendimento apresentado na Tabela 3.

N
HNJ\%V
o
=
cl N

Mg = 399,21 u.m.a.

o

. . ONG
Cl N
H

M, = 259,04 u.m.a.

@)
A/
(@]
/

Mg = 277,01 u.m.a.
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Figura 35. Espetros de ESI-IT MS da sintese da QN: A — com Et3N, B — sem base, C — com DMAP e D — com DBU.

Uma vez que o tolueno (solvente inicialmente usado) ndo dissolve por completo o
composto de partida, o que também pode afetar o rendimento da reacéo, a segunda
alteracdo realizada foi o tipo de solvente usado. A escolha de um solvente alternativo
teve dois principais aspetos em consideracdo: o seu ponto de ebulicdo (pe) e, acima de
tudo a solubilidade do composto no mesmo. De entre um grupo de solventes escolhidos
com elevados pe — DMF, ACN e dioxano (Figura 36) — o dioxano foi, comparativamente
com o tolueno, o que melhor dissolveu 0 composto (apesar dessa dissolucdo também

nao ser completa). De seguida, aumentou-se também a temperatura da reacao de 100
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°C para 120 °C de forma a favorecer ainda mais a colisdo entre as moléculas e,
consequentemente, a reacdo entre elas. Desta forma, verificou-se um aumento do
rendimento de 45,3 para 50,1 %.

3
L HTNT —C=N
' I
Tolueno E Dimetilformamida Acetonitrilo
Pe = 110,6 °C | pe = 152 °C pe =101,1°C pe =81,3°C

Figura 36. Solventes escolhidos como alternativa ao tolueno.

ApoOs todas as tentativas de otimizagéo efetuadas, as melhores condi¢cbes obtidas
para a sintese da QN foram as da tentativa 5 (Tabela 3) e, por isso, foram essas as
condigBes reproduzidas para o composto de interesse, tal como descrito no seguinte

esqguema:

"

J{(\/'\L
" 3
J‘*’QN/ , EsN

Cl HN
‘ N ‘ ONY HoN ‘ N ‘ ONG
/ i /
Cl N Dioxano Cl N

NO,

NO,

5 8

Esquema 32. Sintese do composto 8.

Ao contrario do teoricamente esperado, isto é, do favorecimento da reacdo quando
presente o grupo nitroilo, observou-se a formacao de muitos produtos secundarios que
dificultaram a obtencdo do composto numa pureza aceitavel e possivel de quantificar,
dai, o rendimento apresentado na Tabela 4 ser uma estimativa do maior rendimento
possivel, caso toda a mistura reacional obtida apos a tentativa de purificacdo fosse o
composto 8. Tal resultado pressupde que realmente a presenca do grupo nitroilo na
posicéo 4 ativa o anel, mas em contrapartida, torna-o muito reativo, levando também a
producdo de muitos produtos secundarios.®®

Ainda assim, mais algumas alteracdes foram realizadas a nivel do tempo (Tabela 4),
mas o “rendimento” ndo variou linearmente ndo sendo possivel retirar qualquer tipo de

conclusao.
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Tabela 4. Tentativas de otimizacéo para a sintese do composto 8.

Método
Base | Solvente T/°C t/h n'%
Tentativas
6 EtsN Dioxano 120 24 < 44,2
7 EtsN Dioxano 120 48 <11,1
8 EtsN Dioxano 120 72 <204

Perante estes resultados, o método foi descartado e procuraram-se novas
alternativas de sintese. A melhor alternativa encontrada para a sintese do composto 8
foi uma adaptacdo de um artigo publicado por Marc O. Anderson e colaboradores,* de

acordo com o seguinte esquema:

« N
cl OH HNJ\M/ ~
3
O \ oL 1. @ , Cs,CO3; DMSO p.a. O \ N
— > —
Cl N K Cl N

2. * N~
N02 HoN 3

NO,

Esquema 33. Sintese do composto 8 via intermediério fendlico.

Este método difere do anterior na medida em que, neste caso, € em primeiro lugar
formado um intermediario fendlico in situ que é mais reativo que o composto inicial uma
vez que o ido fenolato € um melhor grupo de saida que o cloro devido a sua estabilizagédo
por ressonancia. Além disso, novos cuidados experimentais foram tidos em conta: a
reacdo foi realizada em atmosfera inerte e na presenca de filtros moleculares
previamente ativados por calor para evitar a presenca de dgua no meio reacional que
havia induzido a formag&o do produto secundario acridona.

Assim, ao composto 5 dissolvido em dimetilsulféxido (DMSQO) adicionou-se fenol e
Cs.COs3 seguido de N,N-dietilpentano-1,4-diamina. Finda a reacao, e apés remoc¢ao dos
filtros moleculares por filtracdo e tratamento por extracées liquido-liquido, confirmou-se
gue a reacdo nao formou tantos produtos secundarios, comparativamente com o
primeiro método descrito e, por isso, a purificagdo do composto por cromatografia em
coluna de gel de SiO; ocorreu eficientemente. Contudo, observou-se alguma retencao
do composto na coluna que pode estar associado a interacdes deste com a silica uma
vez que esta apresenta caracter acido, induzindo assim a protonacdo do composto.

Adicionalmente, depois da purificagdo observou-se também uma diminuigdo do fator de
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retencdo (Rf) do composto que indica que realmente essa protonacdo devera ter
ocorrido.

Conforme se ilustra na Tabela 5, o produto desejado (6leo vermelho) foi obtido com
rendimentos razoaveis de aproximadamente 50 %. Estes resultados estdo de acordo
com resultados reportados na literatura utilizando acridinas e cadeias
aminoalquilaminicas semelhantes.* Contudo ainda ha aspetos a melhorar,
nomeadamente na purificagéo, uma vez que o facto de o composto ter ficado retido na
coluna cromatografica induz a perda inevitavel do mesmo diminuindo assim o
rendimento obtido. A purificagdo utilizando RP-MPLC é uma forma de evitar este
problema, mas uma solu¢cdo mais pratica e econdmica e que ja foi reportada para
compostos semelhantes,® passa pela purificacdo utilizando NHsOH juntamente com o
eluente utilizado (neste caso, DCM/MeOH) numa proporcdo estudada que ndo elua
demasiado rapidamente o composto e que ndo se torne demasiado basica para
dissolver a silica.®® Estes sistemas de eluentes aumentam o pH de modo a que o
composto permaneca como base livre eluindo mais facilmente na coluna.
Adicionalmente, a utilizagdo de uma base também "desativa” a silica porque 0 amoniaco
interage com os grupos silanol na silica e evita que estes interajam com o composto de

interesse.

Tabela 5. Resultados obtidos para a sintese do composto 8 (MM = 444,96 g.mol?, 6leo vermelho).

Repeticdes | Mobiida/ g | N/ % | Repeticdes | Mobtida/ g | N/ % | Pureza/ %
1 0,0717 50,6 11 0,0712 50,0
2 0,0700 50,1 12 0,0696 50,5
3 0,2678 *96,0 13 0,0718 51,1
4 0,0911 | **33,2 14 0,0687 49,9
5 0,0936 | **32,9 15 0,0610 42,6
6 0,0802 58,0 16 0,0595 42,8 91,1913
7 0,0698 49,6 17 0,0586 43,1
8 0,0713 50,7 18 0,0590 42,6
9 0,0692 50,2 19 0,0844 54,4
10 0,0697 49,2 - - -

* Continha DMSO, o n ndo é verdadeiro. ** Remogdo do DMSO por liofilizagdo.

E de salientar que o elevado nimero de repeticdes apresentado na Tabela 5 esta
relacionado com a utilizacdo de DMSO como solvente, o que impede o aumento de
escala da sintese uma vez que a sua remo¢do completa ndo € possivel através de
extracdes liquido-liquido nem através de evaporacao a pressao reduzida. O facto de no
final o composto de interesse ainda conter DMSO induz a adi¢cdo de mais duas etapas

de tratamento: liofilizac&o para retirar por completo o solvente e consequente extracao
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para o obter novamente o composto em forma de amina livre. Estas solucbes
encontradas e testadas (Tabela 5 — repeticdo 4 e 5) diminuem drasticamente o
rendimento visto que inevitavelmente existem sempre perdas quanto maior for o nimero
de passos a realizar para a obtencdo do composto final. Dito isto, o ideal é realizar a
sintese partindo de, no maximo, =100 mg. Ainda assim, num futuro préximo, a escolha

de outro solvente similar mais facil de eliminar, serd um importante fator a testar.

A andlise estrutural do composto obtido foi realizada por ESI-IT MS e H-RMN e a

avaliagdo da sua pureza foi realizada por HPLC (Anexo 5).

No espetro de ESI-IT MS em modo positivo apresentado na Figura 37, é visivel
apenas o pico-base a m/z = 445,47 correspondente ao i&o quasi-molecular ([M+H]*) do
produto esperado, cuja Me € 444,19 u.m.a.. O subsequente estudo de fragmentacéo do
ido [M+H]* evidenciou a perda da amina terciaria di-substituida da cadeia
aminoalquilaminica introduzida (m/z = 372,21), e a perda total da mesma cadeia com
consequente rearranjo estrutural (m/z = 289,11).

PG-MF-PO-purod_180319113830 #2 RT: 0,05 AV:1 NL: 280E7  serssmas somusms o o av-s 1

T + p ES| FU” ms [50,00-2000,00] AE ;;;DE’S\Fu\\nvsgﬁufﬂ)o@odﬁo00[120‘00—200(
445,47

100
90 m: o
e Coo™
80 Cl N
H
ma NO,

70

{1215 44426
| 24424] i

1400 1600 1800 2000

372,53
ey 585,53 78520 926,73

)ﬂ | 70253 ’ ’ 111347 1215,00 1356,47 1453,87 1752,67 1987,07
lﬂll‘u b TN S 3|l‘b ‘.l“ﬂ i ot bl 4 fwatys W

f pelbnpdenpmdbi il
200 400 600 800 1000 1200
m/z

142,53

a
o

L T T T Do T T T T
g

o

b b b e bty ‘
1400 1600 1800 2000

Figura 37. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 8 e, no canto superior direito, o espetro de
massa (ESI-IT MS em modo positivo) correspondente a sua fragmentacéo.

Pela andlise do espetro de *H-RMN apresentado na Figura 38 (com ampliacéo da
zona aromatica e alifatica na Figura 39 e Figura 40, respetivamente), confirma-se a
teoria proposta anteriormente relativa a protonacado do composto durante a purificagéo,
devido a presenca de um pico a 4,09 ppm correspondente ao protdo da amina terciéria
protonada (amoénio) da cadeia aminoalquilaminica. Adicionalmente, confirma-se a

presenca (i) dos protdes caracteristicos do nucleo da acridina (Ha, Hb, Hc, Hd e He),
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(i) dos protdes correspondentes ao grupo metoxilo e (iv) dos protdes da cadeia
aminoalquilaminica (Hf, Hg, Hh, Hi, Hj, Hk, Hm, HI e Hn), confirmando assim a correta
introducdo da mesma.
As atribuices das multiplicidades e constantes de acoplamento associadas a cada
sinal identificado no espetro de *H-RMN encontram-se descritas com detalhe na Parte

Experimental.
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Figura 38. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 8.
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Figura 39. Espetro de 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 8 no intervalo 3.95 a 8.35 ppm.
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Figura 40. Espetro de 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 8 no intervalo 0.50 a 2.40 ppm.

3.3.2. Sintese de 4-amino-9-([4-(dietilamino)-1-metilbutillamino)-2-
metoxiacridina (9)
O passo sintético seguinte corresponde a reducdo do grupo nitroilo da posigéo 4 do

nacleo da acridina. Tendo em conta os resultados obtidos na Rota A (em 3.2.1.), 0
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método de reducéo escolhido foi o descrito por John P. Scovill,*® utilizando SnCl, em

HCI, conforme descrito no seguinte esquema:

4 4
HNJQM/NV HNJ\*V);NV

° 1. SnCl,; HCI (aq)

O - OO
Cl N/ 2. NH3 a25% (aq) Cl N/

NO, NH,

Esquema 34. Sintese do composto 9.

Tanto o procedimento como o tratamento foram iguais aos descritos ha Rota A (em
3.2.1.3)).

Por CCF, verificou-se que a reacao foi completa sem a formagéo de muitos produtos
secundarios. Apesar de serem poucas as impurezas resultantes da reagéo, prosseguiu-
se para a purificagdo do composto. No entanto, este composto, devido & presenca de
varias aminas na sua estrutura quimica, apresenta um R; extremamente baixo, que
dificulta a sua purificacdo por cromatografia em coluna de gel de SiO.. Desta forma as
alternativas encontradas para ultrapassar este obstaculo foram (i) a realizacao de uma
“flash chromatography” ou (ii) a precipitagdo das impurezas em Et,0.

Em primeiro lugar, testou-se a purificacéo por “flash chromatography” realizada numa
seringa de plastico com gel de SiO2, sob pressdo reduzida, como apresentado na
montagem da Figura 41, por ser a forma mais eficaz de purificagdo. Apesar de ser
igualmente utilizado gel de SiOz, o facto de o seu volume ser significativamente mais
pequeno torna mais rapida a passagem do composto pelo gel de SiO,. Contudo, mesmo
com a utilizacdo de MeOH como eluente, grande parte do composto ficou retido na SiOo,
muito provavelmente devido a acidez da mesma que promove a protonacao das aminas.
Além disso, outra limitacdo do método esteve relacionada com a separacdo das
impurezas com um R; semelhante ao do composto, que se tornou complicada devido a

pequena quantidade de SiO, utilizada.
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Figura 41. Montagem de uma “flash chromatography” como forma de purificagéo.

Perante estes resultados, prosseguiu-se para a segunda opc¢ao de purificacdo. Neste
caso, a mistura reacional foi tratada com Et;O, verificando-se que a maior parte das
impurezas precipitaram, tendo sido, posteriormente removidas por filtracdo a presséo
reduzida. Este método de purificacdo além de ser mais pratico revelou-se mais eficiente
na medida em que, comparativamente com o método anterior, evitou perdas de
composto e, consequentemente, um aumento do rendimento (Tabela 6 — repetigéo 1).

Desta forma, o composto 9 obtido sob a forma de éleo amarelo, foi sintetizado com
resultados muito satisfatérios uma vez que se obtiveram bons rendimentos (75,9 — 85,2

%), da mesma ordem de grandeza dos obtidos na Rota A, e elevados graus de pureza
(Tabela 6).

Tabela 6. Resultados obtidos para a sintese do composto 9 (MM = 414,98 g.mol?, 6leo amarelo).

Repeticdes | Mobtida/ g | N/ % | Repeticdes | Movida/ g | N/ % | Pureza/ %
1 0,0832 | 75,9* 6 0,1002 80,9
2 0,0440 83,7 7 0,0334 81,5
3 0,1020 83,6 8 0,0996 84,2 96,8-97,1
4 0,1370 82,1 9 0,2073 85,2
5 0,0995 79,3 10 0,0769 83,9

* Obtengdo do composto utilizando “flash chromatography” como método de purificagdo.

A andlise estrutural do composto obtido foi realizada por ESI-IT MS e H-RMN e a
avaliacdo da sua pureza foi realizada por HPLC (Anexo 6).

No espetro de ESI-IT MS em modo positivo apresentado na Figura 42, é visivel o
pico-base a m/z = 415,40 correspondente ao ido quasi-molecular ([M+H]*) do produto
esperado, cuja Me € 414,98 u.m.a.. Observa-se também a presenca de um pico
minoritario a m/z = 208,53 correspondente ao ido molecular [M+2H]*? que é possivel
devido as duas aminas faceis de ionizar presentes na estrutura da molécula-alvo. O

subsequente estudo de fragmentacdo do ido [M+H]* evidenciou os fragmentos
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caracteristicos destas 9-aminoacridinas: a perda da amina terciaria di-substituida da
cadeia aminoalquilaminica introduzida (m/z = 342,20), e a perda total da mesma cadeia

com consequente rearranjo estrutural (m/z = 259,20).
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Figura 42. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 9 e, no canto superior direito, o espetro de
massa (ESI-IT MS em modo positivo) correspondente a sua fragmentacgéo.

Pela andlise do espetro de *H-RMN apresentado na Figura 43 (com ampliacéo da
zona aromatica e alifatica na Figura 44 e Figura 45, respetivamente), confirma-se
novamente a protonacdo do composto, devido a presenga de um pico a 4,00 ppm
correspondente ao protdo da amina terciaria protonada (amoénio) da cadeia
aminoalquilaminica. Adicionalmente, na zona aromatica confirma-se a presenca (i) dos
protdes caracteristicos do nucleo da acridina (Ha, Hb, Hc, Hd e He), (ii) do protédo
pertencente & amina ligada ao anel da acridina na posicao 9 e, por ultimo (iii) dos dois
protdes correspondentes & amina aromatica da posi¢ao 4, confirmando assim a correta
reducdo do grupo nitroilo ao grupo amino. No que diz respeito a zona alifatica do
espetro, confirma-se a presenca dos picos correspondentes aos protbes da cadeia
lateral da posicdo 9 (Hf, Hg, Hh, Hi, Hj, Hk, Hm, HI, Hn) e (ii) dos protbes
correspondentes ao grupo metoxilo. As atribuigdes das multiplicidades e constantes de
acoplamento associadas a cada sinal identificado no espetro de *H-RMN encontram-se

descritas com detalhe na Parte Experimental.
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Figura 45. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO) do composto 9 no intervalo 0.65 a 2.40 ppm.

3.3.3. Sintese de 6-cloro-9-([4-(dietilamino)-1-metilbutilJamino)-4-[(n-

ftalimidoalquil)amino]-2-metoxiacridina (10)

As condicdes utilizadas para a N-alquilagdo do grupo amino primario (na posigéo 4
do nucleo da acridina) com N-(n-bromoalquil)ftalimida tiveram por base a otimizagéo
realizada na Rota A (em 3.2.2.). Apesar de nesse caso o rendimento ter sido bastante
baixo (= 10%), esperava-se que este aumentasse significativamente devido a presenca
da cadeia aminoalquilaminica na posicao 9 do nucleo da acridina ao invés do cloro.
Assim sendo, o0 esquema geral que descreve a sintese do composto 10a (6-cloro-9-([4-
(dietilamino)-1-metilbutillJamino)-4-[(4-ftalimidobutil)amino]-2-metoxiacridina) € o

seguinte:

N N
HNJ\F’Q ~ ~
_ +
Cl N

Ho

9 N-(4-bromobutil)ftalimida 10a

Esquema 35. Sintese do composto 10a.
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O procedimento e o tratamento da reacdo foram iguais ao descrito na rota A (em
3.2.2)).

A analise por ESI-IT MS antes da purificacdo indicou ndo s6 que a reagdo nao foi
completa como também a formacéo, além produto de interesse 10a (mono-alquilado),
do produto di-alquilado (Figura 46 - C). Apesar de, por espetroscopia de massa, nao
ser possivel identificar qual a estrutura do composto di-alquilado formado (Figura 46 -
A ou B), supbe-se que o produto apresente a estrutura quimica B, isto €, que a
alquilacdo tenha também ocorrido na amina da posi¢cao 9 por na N-alquilacdo na Rota
A (3.2.2.) ndo se ter observado a formacdo do composto di-alquilado.

Podendo este ser um fator influenciavel no rendimento, para obviar a situacado, a
proporgéo dos reagentes foi alterada de 1:3 para 1:1,1 (9: N-(4-bromobutil)ftalimida) e,
como previsto, verificou-se a auséncia do pico relativo ao composto di-alquilado (Figura
46 — D).

* N :
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Cl N , Cl N

5 Ft 5 O Ft
M, = 816,38 u.m.a.
oo 61646 C o 1573 D
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Figura 46. A, B — estruturas quimicas possiveis do composto di-alquilado. C, D - Espetros de massas (ESI-IT MS
em modo positivo) antes da purificagdo do composto 10a utilizando na sintese uma proporgéo dos reagentes de
1:3. e 1:1,1 (composto 9: N-(4-bromobutil)ftalimida), respetivamente. (P2 — produto di-alquilado; RP — reagente
de partida; Ft — grupo ftalimida).

Resolvida esta questdo, ambas as misturas reacionais foram purificadas por
cromatografia em coluna de gel de SiO,. Contrariamente ao esperado, o valor do
rendimento desceu drasticamente de 26,1% para 9,10%, quando alterada a propor¢ao
dos reagentes para 1:1,1. Posto isto, apesar da formac¢édo do produto di-alquilado, o

método adotado foi o da proporcdo dos reagentes original (1:3). Tendo em conta 0s
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resultados obtidos que estdo sumariados na Tabela 7, observa-se (com excecdo da
repeticdo 1) que os rendimentos foram superiores aos obtidos na rota sintética A (n=10
%). Deste modo, confirma-se mais uma vez a hip6tese colocada anteriormente
relativamente a influéncia do atomo de cloro na posicédo 9. Contudo, este passo ainda
estda em processo de otimizacdo e novas metodologias irdo ser testadas,
nomeadamente a utilizacdo de um agente alquilante com triflato como grupo de saida
ao invés do brometo,* visto os bons resultados obtidos com a sua utilizacdo no passo
i) da sintese (3.1.2.). Uma outra opc¢do podera ser a utilizacdo de bases inorganicas

como o Cs,CO; que favorecem a mono-alquilagdo.t®

Tabela 7. Resultados obtidos na sintese do composto 10a (MM = 616,20 g.mol%, 6leo amarelo).

Repeticdes | Mobvidza/g | n/ % | Pureza/%

0,0078 9,10*
0,0138 26,1
0,0244 26,5 | 86,8-87,2
0,0437 29,6
5 0,0821 26,7

* Rendimento obtido quando utilizada a proporgdo dos reagentes de 1:1,1.

AIWIN|F

A andlise estrutural do composto obtido sob a forma de 6leo amarelo e a andlise da
sua pureza foi realizada por ESI-MS e *H-RMN e por HPLC (Anexo 7), respetivamente.

No espetro de ESI-IT MS em modo positivo apresentado na Figura 47, é visivel um
pico-base a m/z = 616,60 correspondente ao ido quasi-molecular ([M+H]*) do produto
esperado, cuja M. é 615,30 u.m.a.. O subsequente estudo de fragmentacdo do ido
[M+H]* evidenciou a perda da amina terciaria da cadeia aminoalquilaminica introduzida
(m/z = 543,28), e a perda total da mesma cadeia com consequente rearranjo estrutural
(m/z = 460,12).

76



FCuUP
Resultados e Discussdo

PG-MF-196P_180516084450 #2 RT: 0,05 AV:1 NL: 589E7 POMEL06P 180516004450 18 T 039 A L N 5586
T: + p ESIFullms [50,00-2000,00] s Geo1s
100~ 616,60 o
o0 oL
* MeH]T i
4326 N

®
o

o
e HN A~~~
N
2]
20] o

o
052 ggg77 ||, |sa0s
.

~
o

o2}
o

200 a00 500 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
w

IN] w N a
=] o o o

[N
o

543,60

30993 475,33" 648,47 942,80 1038,00

Lhas b

et b bl Dbl g pp ety et

200 400 600 800 1000 1200
miz

1126‘&47 1421,33 1541,40 1674,73  1850,60
o .

o

142,27
e .‘J.‘im‘n b oo bt l‘mal‘u‘.\l‘ T— e n

LAdad audas Lot ltad Manss Madd Raaad Mans Mot Mass Mot Masd st iiass
1400 1600 1800 2000

Figura 47. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 10a e, no canto superior direito, o espetro de
massa (ESI-IT MS em modo positivo) correspondente a sua fragmentacgéo.

Pela andlise do espetro de *H-RMN apresentado na Figura 48 (com ampliacéo da
Zona aromatica e alifatica na Figura 49 e Figura 50, respetivamente), confirma-se
novamente a protonacdo do composto, devido a presenga de um pico a 3,95 ppm
correspondente ao protdo da amina terciaria protonada (amonio) da cadeia lateral da
posicdo 9. Adicionalmente, confirma-se a presenca (i) dos protdes caracteristicos do
anel da acridina (Ha, Hb, Hc, Hd e He), (ii) dos protdes pertencentes as aminas ligadas
ao nucleo da acridina na posicdo 9 e na posicao 4, (iii) dos protdes dos anel do grupo
ftalimida bem como (iv) dos protdes da cadeia lateral da posicédo 4 (Ho, Hp, Hq, Hr),
confirmando assim a introducdo da cadeia pretendida. Adicionalmente, confirma-se
também a presenca dos picos correspondentes aos protdes (ii) do grupo metoxilo e (ii)
da cadeia lateral da posi¢céo 9 (Hf, Hg, Hh, Hi, Hj, Hk, Hm, HI e Hn).

As atribuicbes das multiplicidades e constantes de acoplamento associadas a cada
sinal identificado no espetro de *H-RMN encontram-se descritas com detalhe na Parte

Experimental.
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Figura 50. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 10a no intervalo 0.80 a 3.70 ppm.

Todos os resultados apresentados nesta sec¢ao dizem respeito a sintese da acridina
substituida em C4 com uma cadeia aminoalquilaminica de quatro carbonos (10a).
Adicionalmente, com as condi¢cfes de reacao otimizadas, um outro analogo com uma
cadeia lateral de seis carbonos também foi sintetizado (10b, Figura 51). O espetro de
ESI-IT MS do composto em questdo encontra-se no Anexo 8.
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Figura 51. Estrutura quimica do analogo 10b.
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3.3.4. Sintese de 4-(n-aminoalquil)amino-6-cloro-9-([4-(dietilamino)-1-

metilbutillamino)-2-metoxiacridina (11)

O ultimo passo reacional desta rota sintética diz respeito a formacéo do composto
11a, por reacao de 10a com hidrazina, de modo a se obter o grupo amino primario livre
na cadeia alquilica do produto final. Este passo corresponde ao segundo passo da
sintese de Gabriel e foi primeiramente realizado mediante uma adaptacdo de R. Nguyen

e colaboradores,!! conforme descrito no esquema seguinte:

% N (
HNJ\M/ ~ J{M/NV
X O\ HN 3
NH,NH5.H,O N O\
7
Cl N

=
o o THF
7 ONH,
O 3
10a

11a

Esquema 36. Sintese do composto 11a.

A sintese de Gabriel, comummente utilizada para a sintese de aminas primarias,
envolve duas principais etapas: (i) a sintese de ftalimidas N-substituidas e (ii) a sintese

de aminas primarias (Esquema 37).102

o)
o) o)
© OH
©® R-X HCl ® Cl
NK — N-R + KX —> H3N—-R * OH
0 o) o)
2 NaOH
NH,NH, \ O ®
HN-R O@Na
O Na
o)
o)
NH o HN-R
NH
o)

Esquema 37. Esquema geral da sintese de Gabiriel.

O primeiro passo da sintese consiste na reagéo entre a ftalimida de potassio com o
halogeneto de alquilo, utilizando acetona como solvente, conforme descrito na literatura

(Esquema 37 — passo (i)).1% Este passo foi inicialmente concretizado em laboratério,
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mas apesar da sintese ser relativamente simples e eficaz, com o objetivo de economizar
tempo, as N-alquilftalimidas foram adquiridas comercialmente. Por essa razao, esta
parte ndo sera discutida neste relatorio.

A formag&o da amina primaria pode ser realizada por hidrolise catalisada por acido
ou base ou, em alternativa, por hidrazindlise (Esquema 37 — passo (ii)). Esta ultima
opcao é uma variante da sintese de Gabriel e é designada por procedimento de Ing-
Manske, onde é utilizada hidrazina (NH,NH,).104-10%

Na hidrolise &cida é geralmente utilizado HCI, embora também possam ser utilizados
outros acidos fortes como HBr ou H>SO.. Por norma, a mistura reacional € aquecida
sendo que em alguns casos € mesmo necessario o uso de elevadas temperaturas (até
200 °C). Embora a hidrélise béasica possa ser realizada com NaOH, o procedimento
utiizando NH;NH, é atualmente o método de eleicdo, uma vez que a clivagem é
realizada sob condi¢cdes mais suaves, permitindo a preservagdo de muitos grupos
funcionais, incluindo aqueles sensiveis a hidrolise. Adicionalmente, o produto
secundario formado, o sal de hidrazina, é faciimente separado da amina.l®? Existem
também outros métodos alternativos que envolvem o uso de metilamina,®® NaBH4/2-
propanol seguido de acido acético,!’ etc.. Este tipo de reacdes segue um mecanismo
de adicdo-eliminacdo, caracteristico dos acidos carboxilicos e seus derivados, como
apresentado no Esquema 38. A reagdo inicia-se com o ataque nucleofilico da hidrazina
ao carbono de um dos grupos carbonilo da ftalimida e consequente formacdo de um
intermediario tetraédrico (adigdo) que depois por regeneracdo da dupla C=0 quebra a
ligacdo C-N (eliminacdo). De seguida, ap0s desprotonagdo, ocorre novamente ataque
nucleofilico intramolecular da amina primaria presente sob outro grupo carbonilo dando
origem a um intermediario tetraédrico que posteriormente elimina o amideto substituido.
Este ultimo, por sua vez, como € uma base muito forte, capta prontamente um protao
da ftalhidrazida protonada, originando o produto pretendido, a amina livre, e a
ftalhidrazida como produto secundario.
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Esquema 38. Mecanismo geral da formacao da amina livre utilizando HN,NH,.

Assim sendo, no presente trabalho, tal como descrito na literatura,°* o composto 10a,
dissolvido em THF, foi colocado a reagir com NH2NH2.H.O, a temperatura ambiente,
durante 4h. A reacéo foi seguida por CCF e, durante esse periodo, ndo se observou
nenhuma alterac@o. Por essa razdo, colocou-se a mistura reacional em refluxo a 60 °C
e, passado 24 horas, quer por CCF, quer por ESI-IT MS, comprovou-se a formagéo do
composto de interesse. Assim, conclui-se que o aquecimento é um fator importante para
a reacao ocorrer com sucesso. Contudo, tendo em conta os bons resultados obtidos em
3.2.2. relativamente & utilizagcdo do MW, esta reacédo foi também testada em MW nas
mesmas condi¢cbes (THF e NH2NHz) apenas aumentando a temperatura para 100 °C
gue, tal como referido, revelou ser um fator importante. No entanto, a reacdo nao
ocorreu devido ao THF ndo ser um bom solvente para utilizar no MW,* tendo sido
posteriormente substituido por EtOH (conforme descrito no Esquema 39). O EtOH foi
eleito por ser, ndo s6 um excelente solvente para utilizar em MW, mas, principalmente,

por ser muito usado neste tipo de rea¢des com hidrazina.’®: 102
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N SN
NH,NH,.H,0, EtOH
cl NT

Esquema 39. Sintese do composto 11a.

Por ESI-IT MS verificou-se que, apos 30 minutos no MW, o produto formado comecou
a ser hidrolisado, dando origem ao composto sem a cadeia aminoalquilaminica da
posi¢céo 9 do nucleo, com m/z = 330,60 (Figura 52).
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Figura 52. Espetros de massa (ESI-IT MS em modo positivo) da mistura reacional ap6s 30 minutos no MW.

Ap0s o tratamento da mistura reacional, que consistiu, em ambos os casos (método
convencional e método via MW) em extracdes liquido-liquido, prosseguiu-se para a
purificacdo, que ndo pbdde ser realizada pelo método convencional, isto €, por
cromatografia de adsor¢cdo em gel de SiO,, devido ao composto ser muito polar,
consequéncia dos grupos amino presentes na sua estrutura. Como alternativa, foi
realizada uma purificagdo em coluna de fase reversa (SiO, modificada com C18), com
uma eluicdo de 15% ACN em H,O (0,05% TFA). A silica C18 contém igualmente, como
a SiO, comum, os grupos Si-O, mas estes estdo ligados covalentemente a cadeias

apolares de 18 carbonos. Desta forma, a fase estacionéria torna-se apolar e, por essa
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razao, 0s compostos polares, como € o0 caso, nao ficam retidos na coluna e sdo os
primeiros a serem eluidos.
A andlise do composto impuro por LC-MS e por HPLC permitiu a escolha do eluente
a utilizar na purificacéo e, apds essa escolha, a coluna foi preparada da mesma forma
que uma coluna convencional, tal como apresentado na Figura 53. Depois de isoladas
e combinadas as fracbes contendo o composto puro, procedeu-se a uma extracao
liquido-liquido utilizando uma solugéo aquosa bésica com o objetivo de obter novamente
0 composto sob a forma de amina livre (uma vez que o eluente utilizado continha H>O
com 0,05% de TFA).

Figura 53. Montagem da pequena coluna de SiO, C18.

Assim sendo, na Tabela 8 estdo sumariados os resultados obtidos para as duas
tentativas de sintese efetuadas. Conclui-se que a sintese da 4,9-
diaminoalquilaminoacridina 11a apresentada sob a forma de um 6leo amarelo, que era
o principal objetivo deste trabalho de dissertacéo, foi realizada com sucesso, com um
rendimento de 18,5% ou 9,92%, dependendo do método de sintese utilizado ter sido o
método convencional ou via MW, respetivamente. Apesar disso, o rendimento obtido foi
bastante baixo comparativamente com os rendimentos descritos na literatura para
compostos semelhantes’™® e, por essa razdo este passo reacional ainda esta em
processo de otimizacao. Tendo em conta os resultados obtidos, conclui-se que a sintese
do composto ndo deve ser realizada via MW devido aos produtos secundarios formados,
incluindo um analogo do composto 11a sem a cadeia lateral na posi¢do 9 do nucleo. A
solucao passara, em primeiro lugar, por repetir o método descrito com THF e NH2NH; a
60 °C, uma vez que durante a sintese existiu um percalco induzindo a perda de
composto, e por essa razao espera-se um aumento significativo do rendimento na

proxima repeticdo. Caso os resultados ndo sejam promissores, outras alternativas de
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sintese utilizando, por exemplo, metilamina'® ou NaBH./2-propanol seguido de acido

acético,'” serdo abordadas.

Tabela 8. Resultados obtidos na sintese do composto 11a (MM = 486,10 g.mol?, 6leo amarelo).

Método Mobtida/ § | N/ % | Purezal/%

Convencional 0,0078 18,5
Microondas 0,0138 9,90

94,6 - 96,9

Para finalizar, a analise estrutural do composto obtido (11a) e a analise da sua pureza
foi realizada por ESI-MS e *H-RMN e por HPLC, respetivamente, conforme apresentado

a seguir.

No espetro de ESI-IT MS em modo positivo apresentado na Figura 54, é visivel um
pico-base a m/z = 486,80 correspondente ao ido quasi-molecular ([M+H]") do produto
esperado, cuja M. é 485,29 u.m.a.. Adicionalmente, observa-se um pico minoritario a
m/z = 244,53 correspondente ao ido [M+2H]?*. O subsequente estudo de fragmentacgdo
do ido [M+H]" evidenciou a perda da amina terciaria da cadeia aminoalquilaminica da
posicéo 9 do nucleo da acridina (m/z = 413,27) e a perda total dessa mesma cadeia com

consequente rearranjo estrutural (m/z = 330,07).
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Figura 54. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 11a e, no canto superior direito, o espetro de
massa (ESI-IT MS em modo positivo) correspondente a sua fragmentacéao.

Pela andlise do espetro de *H-RMN apresentado na Figura 55, confirma-se a sintese
do composto de interesse apesar do espetro estar com interferéncia de solventes e

possiveis impurezas do material utilizado. Na zona aromatica do espetro (Figura 56)
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confirma-se a presenca dos protdes caracteristicos do anel da acridina (Ha, Hb, Hc, Hd
e He) e a auséncia dos protdes caracteristicos do anel da ftalimida confirmando assim
a remocdao deste grupo. Uma vez que o espetro foi realizado em metanol deuterado ndo
se observam os picos relativos as aminas existentes. No que diz respeito a zona alifatica
do espetro (Figura 57), confirma-se a presenca dos picos correspondentes aos protdes
(i) do grupo metoxilo, (ii) da cadeia lateral da posicéo 9 (Hf, Hg, Hh, Hi, Hj, Hk, Hm, HI

e Hn) e (ii) da cadeia lateral da posicao 4 (Ho, Hp, Hq, Hr).

As atribuices das multiplicidades e constantes de acoplamento associadas a cada
sinal identificado no espetro de *H-RMN encontram-se descritas com detalhe na Parte

Experimental.
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Figura 55. Espetro de *H-RMN (600 MHz, CD;0OD-d4) do composto 11a.
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Na Figura 58 esta apresentado o cromatograma obtido para o composto em questao
(11a), confirmando-se, deste modo, a eficiéncia da purificacdo alternativa utilizada
(silica modificada com C18) visto que se obteve o composto de interesse com uma

pureza elevada de 96,9%.
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Figura 58. Cromatograma obtido para o composto 11a, com uma eluicdo em gradiente de 1-100% ACN em agua (0,05%
TFA) numa coluna RP-18E (5 um), ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detegao ao A = 290 nm.

Adicionalmente, ap0s otimizacdo das condigbes experimentais, o analogo 11b
(Figura 59), que contém a cadeia de 6 carbonos na posigéo 4 do nucleo da acridina em
vez da cadeia de 4 carbonos, também ja foi sintetizado, encontrando-se os dados
referentes & sua caracterizac¢é@o por ESI-IT MS bem como a avaliagdo da sua pureza por
HPLC no Anexo 9.

Figura 59. Estrutura quimica do analogo 11b.
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3.4. Ensaios bioldgicos
3.4.1. Atividade antimalarica na fase sanguinea
No ambito deste trabalho, além da sintese dos derivados 4,9-diaminoacridinas, um
dos objetivos principais era a avalia¢ao in vitro da atividade antimalarica dos compostos
finais (11a e 11b, Figura 60), bem como dos intermediarios de sintese (8-10a, Figura
60).

§ N
. N l O\
/
Cl N

R

8, R= NO,

_ HoN
11a,R \M3/\NH2

9, R = NH2

0 _ HoN
H,N 1b.R= 20 N,
2
10a,R = \M?’/\N
0

Figura 60. Estrutura dos compostos (8-11b) enviados para ensaios biol4gicos.

Assim sendo, os compostos foram avaliados in vitro contra estirpes do P. falciparum
(sensiveis e resistentes a CQ) na fase sanguinea, em colabora¢éo com o grupo do Dr.
Xavier Fernandez-Busquets do Instituto de Bioengenharia da Catalunha, Barcelona,
Espanha.

A parasitemia das culturas de células foi verificada por citometria de fluxo, apés a
coloracao dos parasitas com SYTO 11 (coloracdo de acido nucleico verde fluorescente)
e 42 horas de incubagéo (5% CO; a 37°C), conforme descrito na referéncia 108. E, de
seguida, a analise estatistica dos resultados foi realizada usando o programa GraphPad
Prism, verséo 5.0 para Windows (one-way ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni.
As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Os resultados obtidos
até ao momento contra uma estirpe sensivel & CQ (3D7) encontram-se apresentados

na seguinte tabela.
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Tabela 9. Resultados de ICs, contra uma estirpe sensivel a CQ (3D7) para os compostos 8-11b e farmacos de

referéncia.
|Cso / nM
Composto R

Pf 3D7

8 NO- 282,9

9 NH 447 .2

(@]
HoN
10a W% 516,7
(e}

11b NN 265,4

QN® - 100

CQl®] - 21,0

[a] Valores retirados da referéncia 109; [b] Valores retirados da referéncia 50.

Conforme descrito na Tabela 9, observa-se que todos os compostos apresentaram
atividade antimalarica in vitro na gama sub-micromolar (265,4 nM < ICso < 516,7 nM), o
que, por si so, ja € um resultado bastante animador. De todos, o composto 11b foi o
mais potente, apesar de, tal como 0s outros, ndo ser mais ativo que os farmacos de
referéncia QN (ICso = 100 nM) e PQ (ICso = 21,0 nM). Assim, conclui-se que a introducao
da cadeia aminoalquilaminica na posi¢ao 4 do nucleo da acridina ndo induz a perda de
atividade na fase sanguinea.

Embora o composto final tenha sido o mais ativo, todos o0s seus percursores também
apresentaram atividade, tendo o composto 8 (que contém o grupo nitroilo na posicéo 4
do ndcleo da acridina) exibido uma atividade bastante préxima do 11b. Em
contrapartida, observou-se a perda de atividade quando o composto apresenta uma
amina primaria nessa mesma posicdo (composto 9), assim como quando essa amina
primaria se encontra protegida pelo grupo ftalimida (10a).

Contudo, estes compostos encontram-se ainda em fase de avaliagdo contra uma
estirpe resistente a CQ (W2) e espera-se que estes apresentem atividade antimalarica

in vitro na fase sanguinea melhor que a CQ.

Adicionalmente, os compostos estdo atualmente em avaliagdo contra os gametocitos
do parasita, no grupo da Dra. Fatima Nogueira do Instituto de Higiene e Medicina

Tropical da Universidade Nova de Lisboa.
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3.4.2. Atividade antimalarica na fase hepética

Paralelamente, também foi realizada a avaliacdo dos compostos in vitro contra
formas hepaticas de P. berghei, em colaboracdo com o grupo de investigacao do Dr.
Miguel Prudéncio do IMM da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.

A percentagem de inibicdo da infecdo causada pelo parasita foi quantificada
utilizando o ensaio Luciferase (ensaio de luminescéncia), cuja metodologia utilizada pelo
grupo de investigagao se encontra explicada detalhadamente na referéncia 50. De uma
forma geral, apés a realizacao da lise celular dos hepatécitos, a enzima luciferase, que
€ expressa no P. berghei, reage com substratos adicionados (lucoferina) ao lisado das
células, resultando na emissdo de uma quantidade de luz que é proporcional a taxa de
parasitemia no lisado. Neste caso, o corante AlamarBlue é utilizado para avaliar a
confluéncia das células antes da lise celular.

Até ao momento apenas dois compostos (10a e 11b) foram avaliados contra formas

hepaticas do parasita P. falciparum, conforme apresentado na figura seguinte.
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Figura 61. Gréafico com os resultados preliminares de atividade antimalarica dos compostos 10a (MF-203) e 11b (MF-
222) (A), e da referéncia PQ (B) na fase hepatica do parasita.

Resultados preliminares, apresentados na Figura 61, demonstraram que O0s
compostos 10a e 11b a concentragdo de 1 uM nao exibem praticamente atividade
antimalarica, uma vez que a infecdo causada pelo parasita no hospedeiro é apenas

diminuida em aproximadamente 19% e 12%, respetivamente. Em contrapartida, a
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concentracao de 10 yM ambos os compostos demostram capacidade de reduzir em
aproximadamente 96-97% a infecdo causada pelo parasita. Capacidade essa que é
ligeiramente melhor que o composto de referéncia nesta fase, PQ (inibicdo em 84% para
a mesma concentracdo, Figura 61). Estes resultados acabam por ser bastante
interessantes na medida em que a QN é desprovida de atividade antimalérica na fase
hepatica da doenca. Deste modo, conclui-se que a introdu¢éo da cadeia em questdo na
posicao 4 confere aos compostos atividade nessa fase da doenca.

Apesar dos resultados preliminares de atividade antimaléarica serem animadores,
quando avaliados em células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2)
apresentaram elevada citotoxicidade, maior que a referéncia (Figura 61, PQ: ICso= 3,35
MM). Porém, é de notar que a citotoxicidade foi avaliada em células HepG2 que sao
células antitumorais do figado, o que indica que estes compostos possam ser potenciais
antitumorais. Tal facto ndo foi uma surpresa uma vez que estes compostos apresentam
um nucleo de acridina, farmacoforo conhecido por intercalar com o ADN e,

consequentemente, conferir aos compostos propriedades antitumorais.

3.4.3. Atividade antitumoral

Com base nos resultados de citotoxicidade obtidos em células HepG2 (seccéo 3.4.2.)
e em resultados reportados na literatura que evidenciam o potencial antitumoral do
farmacéforo acridina,!'® estes compostos (9-11a) foram também avaliados in vitro em
linhagens celulares de carcinoma gastrico (MKN-28) e colorretal (Caco-2), e quanto a

sua citotoxicidade em fibroblastos do prepucio humano (HFF-1).

A avaliacao da viabilidade metabdlica foi realizada utilizando o ensaio MTT. O ensaio
de MTT é um ensaio colorimétrico baseado na avaliagdo da atividade metabdlica celular
que determina a viabilidade celular. O MTT (Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]), de coloragdo amarela, entra nas células e é metabolizado ao nivel
mitocondrial, onde é reduzido por oxidorredutases dependentes de NADPH, gerando
um produto insoluvel, o formazan ((E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan), de
cor purpura. Os cristais de formazan sé@o depois solubilizados com um solvente organico
(geralmente DMSO), e a absorvancia € medida a aproximadamente 570 nm utilizando

um leitor de placas (Esquema 40).
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Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio] (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan

Esquema 40. Esquema da reagéo redox de conversdo do MTT em formazan que ocorre dentro das células viaveis.

Assim sendo, como a reducdo do MTT so pode ocorrer em células metabolicamente
ativas, o nivel de atividade é uma medida da viabilidade celular. A formacdo de cor
(parpura) e a intensidade da mesma é diretamente proporcional a viabilidade celular e,
portanto, uma diminuicdo da absorvancia sugere efeito citotoxico do composto testado
pela diminuigdo das células metabolicamente ativas, incapazes de reduzir o MTT.

Este ensaio foi realizado em colabora¢cdo com o grupo de investigagédo do Dr. Nuno
Mateus pertencente ao QUINOA-LAQV (https://www.foodphenolab.com/), de acordo
com o método desenvolvido pelo mesmo grupo, cuja metodologia utilizada se encontra
jA bem estabelecida.’! De uma forma geral, para a realizacdo deste ensaio, apés a
incubacéo das células com os compostos durante 48 horas, retirou-se o meio dos pogos
da placa de 96 pocos e estes foram lavados com tampdo fosfato salino (PBS).
Posteriormente, adicionaram-se 100 pyL de solu¢do MTT a cada pogo (0,45 mg/ml) e
incubou-se a placa numa atmosfera controlada (5% CO, a 37°C) durante 1 a 2 horas.
Os cristais que se formaram foram dissolvidos em DMSO e procedeu-se a leitura da
densidade 6tica a 570 nm, apés incubacdo por 10 minutos. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada usando o programa GraphPad Prism, verséo 5.0 para Windows
(one-way ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni. As diferengas foram consideradas
significativas quando p < 0,05. Os resultados obtidos no ensaio de MTT estéo

sumariados na Tabela 10.
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Tabela 10. Actividade antiproliferativa in vitro, expressa como ICsy (média + erro padrdo de duas experiéncias
independentes com quatro repeti¢cdes para cada concentragéo, n = 8), dos compostos 8-11a contra linhagens celulares
de MKN-28, Caco-2 e HFF-1.

ICso / UM Sibl

Composto R

HFF-1 Caco-2 MKN-28
8 NO, 14,05+ 0,26 4,43+051 2,93+015 3,17
9 NH, 16,02+ 0,49 549+026 6,19+004 2,59
(@]
H,N

10a W% 18,46+ 0,20 7,28+0,46 659+001 254

(@)
11a NS 13,64+0,65 10,01+052 470+061 1,36
QN[ . 10,59+ 0,73 237+0,02 246+011 4,30

[a] Valores retirados da referéncia 51. [b] indice de seletividade (SI): razdo entre citotoxicidade em HFF-1 /
citotoxicidade em linhagens tumorais, usando o valor de ICs, determinado para 0 composto menos potente.

As guatro acridinas sintetizadas apresentaram atividade antiproliferativa moderada
contra as duas linhagens tumorais, com atividade ligeiramente melhor para MKN-28
(ICs0 = 2,93 - 6,59 uM) do que para Caco-2 (ICso = 4,43 - 10,01 pM). De todos os
compostos, o composto 8 foi 0 que que exibiu melhor atividade antitumoral (ICso = 2,93
MM e 4,43 uM para MKN-28 e Caco-2, respetivamente; Tabela 10). Estes resultados ja
eram, de certo modo, expectaveis visto que resultados de estrutura-atividade reportados
na literatura sobre analogos de acridina indicam que o grupo nitroilo na sua estrutura
concede uma boa atividade antitumoral e que esta depende da sua posi¢éo no anel da
acridina.!** No entanto, a atividade deste composto ndo se apresentou superior ao
farmaco de referéncia QN (MKN-28: ICso = 2,46 uM; Caco-2: ICso = 2,37 uM).%!

Posto isto, de modo a avaliar a seletividade dos compostos para as células
antitumorais em relagéo as células normais, a sua citotoxicidade foi avaliada em células
HFF-1. O indice de seletividade (Sl) apresentado também na Tabela 10 resulta do
guociente entre os valores de citotoxicidade obtido nas células HFF-1 sob os valores
obtidos em células antitumorais do composto menos potente. Perante os resultados,
conclui-se que os compostos sao bastante citotéxicos em células normais e, apesar de
exibirem uma menor citotoxiciddade que a referéncia QN (ICso= 10,59 uM),>* tém indices
de seletividade bastante baixos (Sl < 5).112

Contudo, com base em resultados obtidos pelo grupo de investigacdo (ainda ndo

publicados) para analogos ndo contendo a cadeia lateral na posicao 9, conclui-se que a
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citotoxicidade advém da presenca dessa cadeia, uma vez que esses outros compostos
apresentam um valor de ICso contra HFF-1 muito superior. Por essa raz&o, de modo a
preservar a atividade antitumoral e antimalarica in vitro (e, se possivel melhora-la) e
diminuir a citotoxicidade, modificacdes estruturais ao nivel da cadeia na posicdo 9

poderdo alcancar resultados mais promissores.

Em suma, os compostos demonstraram possuir atividade antimalarica in vitro multi-
alvo (exibiram atividade antimaléarica em duas fases distintas do ciclo de vida do
parasita), preservando assim a atividade dos compostos que lhe deram origem, que era
o principal objetivo aquando do desenho racional para sintese destes derivados.
Adicionalmente, ainda demonstraram atividade antitumoral in vitro em diferentes
linhagens celulares. Assim sendo, apesar de serem necessarias alteracdes estruturais
dos compostos para melhorar as propriedades biolégicas, os resultados obtidos foram

acima de tudo bastantes animadores.
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Em retrospetiva, € possivel assumir que todos o0s objetivos do trabalho propostos no
ambito desta Dissertacdo, centrados na sintese, purificacdo, caracterizacao e avaliacdo
in vitro de derivados de 4,9-diaminoacridinas, foram atingidos com sucesso.

Resumidamente, como primeira escolha foi desenvolvida uma rota sintética,
denominada ao longo do trabalho por Rota A, que consistiu na introducdo em primeiro
lugar da cadeia lateral na posicdo 4 do ndcleo da acridina substituido. Esta rota foi
interrompida no passo reacional de introducéo dessa mesma cadeia, por questdes de
baixo rendimento (=10%). Rendimentos estes que poder&o estar associados com a
instabilidade causada pelo cloro na posicao 9 do nucleo da acridina levando a formacao
de bastantes produtos secundarios. Como alternativa, foi desenvolvida a Rota B que
difere da rota A na introducdo em primeiro lugar da cadeia lateral na posi¢éo 9 do nucleo
da acridina. Assim, esta rota permitiu a obtencdo dos compostos-alvo 11a e 11b com
sucesso, tendo estes sido isolados com elevados graus de pureza (=96%) e
caracterizados através de técnicas correntes de analise organica estrutural (ESI-IT MS
e RMN). Os rendimentos das reagfes foram, de uma forma geral, razoaveis a bons (n =
54,4-100%), & excecdo dos obtidos nos dois Ultimos passos reacionais (passos Xi) e
Xii)) correspondentes, respetivamente, a N-alquilacdo na posicdo 4 do nulcleo da
acridina (n=30%) e formacao da correspondente amina livre (n=19%). Com o objetivo de
que a sintese destes derivados seja, de um modo geral, mais rapida, simples e eficiente
para, caso seja de interesse, a efetuar em larga escala (aplicavel a nivel industrial), a
evolucdo deste projeto passara eventualmente por desenvolver uma rota sintética
alternativa, na qual poderéo ser testados os procedimentos seguintes:

e Sintese do nucleo da acridina (passo Vv)) utilizando a mesma metodologia, mas
sob condi¢cdes de MW, conforme descrito na referéncia 113 (1,5 minutos; 100 °C). Este
procedimento é mais facil e leva a uma reducéo substancial do tempo de reacéo.

e Com base nos excelentes resultados obtidos no passo ii), realizar a N-alquilacao
na posi¢ao 4 do nucleo da acridina (passo xi)) utilizando como grupo de saida da cadeia
alquilante um grupo triflato em vez de um halogeneto.

o Repetir o Ultimo passo da sintese (passo xii)) otimizando questdes de tempo e

temperatura que se comprovaram ser essenciais.

Relativamente aos ensaios antimalaricos in vitro da fase sanguinea para 0s
compostos 8-11b, o composto 11b, em conjunto com o composto 8, foram os que

apresentaram melhores atividades, na gama nanomolar, contra uma estirpe sensivel a

99



FCUP
Concluséo e perspetivas futuras
CQ (3D7) embora os resultados ndo tenham sido melhores que para os compostos de
referéncia, QN e CQ. No entanto, é previsivel que os derivados 8 e 11b exibam melhores
atividades que a CQ quando avaliados contra a estirpe resistente a mesma (W2), cujos
ensaios estao neste momento a decorrer. Por outro lado, nos ensaios in vitro contra
formas hepéticas de P. berghei, os compostos 10 e 11b demonstraram possuir atividade
antiparasitaria semelhante a atividade da PQ, mas revelaram também serem muito
citotoxicos quando testados contra células HepG2. E de referir que a avaliacdo da
atividade antimalérica dos compostos sintetizados contra gametocitos de P. falciparum
ainda estd a decorrer. Ainda assim, é possivel concluir que estes compostos
apresentaram para ja atividade antimalarica dual, isto €, em duas fases distintas do ciclo
de vida do parasita, que era um dos principais objetivos pretendidos aquando do
desenho racional destes derivados.

Relativamente a avaliacdo da atividade antitumoral in vitro dos derivados, realizada
no seguimento da citotoxicidade observada para os compostos, o derivado 8 apresentou
a maior atividade antitumoral in vitro para ambas as linhagens testadas (MKN-28 e
Caco-2), no entanto, demonstrando também uma elevada citotoxicidade em células
HFF-1. Com base em resultados (ainda ndo publicados) do grupo de investigacéao,
correspondendo a atividade para compostos analogos que apenas apresentam a cadeia
na posicao 4 (52,3 < ICso < 114 uM contra HFF-1), sabe-se que a citotoxicidade dos
compostos 8-11a se deve a presenca da cadeia lateral na posi¢cdo 9 do nucleo da
acridina substituido. Pelas razfes referidas, de modo a preservar/melhorar a atividade
antitumoral e antimalarica e diminuir a citotoxicidade, o passo seguinte devera consistir
num estudo de estrutura-atividade modificando a natureza e/ou comprimento da cadeia
na posicdo 9. Neste contexto, a introducdo na posicdo 9 de uma cadeia (N-[N-(p-
fluoro)cinamoil]laminobutil)amino podera ser uma boa escolha, uma vez que estudos in
vitro antimalaricos e antitumorais de analogos da QN apresentando essa cadeia na
posicdo 9, revelaram ter baixa citotoxicidade (ICso = 68,46 uM contra HFF-1).°!
Adicionalmente a baixa citotoxicidade, esta cadeia fornece, por si s0, atividade
antimalarica na fase hepatica,* fator que também é de interesse melhorar nos derivados

estudados na presente dissertacao.
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5.1. Aspetos gerais

Todos os procedimentos descritos neste capitulo dizem respeito Unica e
exclusivamente ao procedimento otimizado ou em que se obtiveram os melhores

resultados.

Os reagentes comerciais e solventes utilizados no ambito deste trabalho foram
adquiridos na Sigma-Aldrich [fenol, Pd(OAc)2, NH2NH,, N* N*-dietilpentano-1,4-diamina
e N-(n-Bromoalquil)ftalimida], na FluoroChem (Tf,O, Cs,COs3 e rac-BINAP), na Fluka
(CHsl e SnCly), na VWR International (EtsN, HCI concentrado, HPLC gradient grade, ou
LC-MS grade, conforme a aplicacdo, e solventes da marca Merck, de qualidade p.a.,
como DMSO), na Merck (POCIls), na LabChem e na Fischer Chemical (restantes
solventes) ou na CortecNet (solventes deuterados).

Ao longo do trabalho utilizou-se a técnica de CCF para avaliar a evolucao da reacao
ou mesmo a homogeneidade cromatogréafica do produto final. Para tal, utilizaram-se
placas de aluminio recobertas com gel de silica 60 F2s4 da Merck (VWR International),
sendo os cromatogramas revelados por irradiagcdo com luz ultra-violeta (254 nm e 365
nm) utilizando uma lampada Viber Lourmat (CN-6).

Apo6s uma primeira etapa de extragdo liquido-liquido sobre a mistura reacional, a
purificacdo dos compostos finais 2-3, 5-8 e 10 foi realizada através de cromatografia
liquida de adsor¢&o em coluna de gel de silica 60 A (particulas de 35-70 ym), da SDS.

Apo6s uma primeira etapa de extragéo liquido-liquido sobre a mistura reacional, a
purificacdo dos compostos finais 11 e 11b foi realizada através de cromatografia liquida
de adsorcao em coluna de gel de silica do tipo octadecil-silano Vydac® 218TP, da Grace
Vydac. As colunas foram preparadas usando-se suspensdes do gel de silica no eluente
a utilizar. Os diferentes eluentes utilizados, quer na purificacdo, quer em CCF,

apresentam-se devidamente identificados em cada caso.

Os solventes foram eliminados sob pressédo reduzida num evaporador rotativo

modelo BUCHI no Departamento de Quimica e Bioquimica da FCUP.

A sintese dos compostos 7 e 10 foram realizadas no Microondas modelo Discovery
SP.
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Os filtros moleculares utilizados, com diametro 4A, foram ativados através da sua
colocacdo numa mufla modelo Furnace 62700, durante 24h a 200 °C e, de seguida,

arrefecidos em atmosfera inerte.

Todos os intervalos de rendimentos apresentados referem-se aos compostos finais

obtidos apdés purificacédo.

Para o arrefecimento de reacdes a -20 °C, aplicaram-se banhos de gelo e sal numa
proporgéo de 3 para 1, respetivamente.

As analises de ESI-IT MS foram realizadas através da dissolu¢cao dos compostos em
metanol (LC-MS grade), num equipamento Finningan Surveyor LCQ DECA XP MAX, no
Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do

Porto.

Os espetros de RMN foram adquiridos de solugbes de composto puro em diferentes
solventes deuterados, contendo tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno, num
espetrometro Bruker Avance Il de 400 MHz ou 600 MHz (*H-RMN), conforme o caso,

existente no Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).

A pureza dos compostos foi avaliada por HPLC, num equipamento Merck-Hitachi
LaChrom Elite dotado de bomba quaternaria, injetor automatico termostatizado por
efeito Peltier e detetor de diodos. Usou-se uma coluna de fase reversa (octadecilsilano)
Purospher star RP-C18 de 125 x 4.0 mm e 5 ym (didmetro de particula). Foi realizada
uma eluicdo com gradiente de 1 a 100% de ACN em &gua milipore contendo 0,05% de
acido trifluoroacético (TFA). A eluicao decorreu a um fluxo de 1 mL/min e a detecéo foi

realizada a 290 nm. As amostras foram preparadas em acetonitrilo.

Os dados referentes aos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protédo
encontram-se apresentados do seguinte modo: 'H-RMN (intensidade do campo
magnético, em MHz, e solvente deuterado utilizado): &n (desvio-quimico em ppm),
multiplicidade do sinal (s: singleto, sl: singuleto largo, d: dupleto, t: tripleto, q: quarteto,
dd: duplo dupleto, m: multipleto), constante de acoplamento (J, em Hertz), n° de protbes

correspondentes ao sinal e localizagédo do protdo na molécula.
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5.2. Partel

5.2.1. Sintese de 4-cloro-2-hidroxibenzoato de metilo (1)

o) o)
/Kj‘\OH Cs,CO3 CHl /@5‘\0/
Cl OH DMF Cl OH
acido 4-cloro-2-hidroxibenzéico 1
172,56 g.mol" 186,59 g.mol"

Num baldo de fundo redondo colocou-se o &cido 4-cloro-2-hidroxibenzéico e
dissolveu-se em DMF. Seguidamente, adicionou-se Cs,COs3 (0,5 eq) que néo dissolveu
na totalidade e, alguns minutos depois, adicionou-se, lentamente, o CHsl (5 eq). A
mistura reacional ficou a reagir a temperatura ambiente durante 1 hora e 30 minutos.
ApOs esse periodo, adicionou-se agua desionizada e deixou-se sob agitacdo mais
alguns minutos.

O produto final foi extraido utilizando uma mistura de Et,O e acetato de etilo (ACOEY)
(2:1) (3x 50mL). A fase orgéanica resultante foi lavada com uma solugéo aquosa saturada
de NaHCOs (2x 50 mL) e de NaCl (1x 50mL), seca com Na,SO4 anidro e, apos filtragédo
por gravidade, levada a secura usando um evaporador rotativo, a pressao reduzida.

O liquido incolor obtido apresentou a pureza necessaria, confirmada por CCF e RMN,
para a continuagdo da sintese, ndo tendo sido necessario nenhum método de
purificacdo. Os dados espetrais e analiticos obtidos para 0 composto apresentam-se em

seguida.

o Liquido incolor volatil (n = 100%)

o R:: 0,76 em Hex/AcOEt 10:1 (v/v)
H-RMN: &4 ppm (400 MHz; CD3OD-d4): 3,94 (s; 3H; -COOCHj3); 6,89
o OH

(dd; 3=8,6 Hz; J = 2,1 Hz; 1H; Hb); 6,96 (d; J = 2,0 Hz; 1H; Hc); 7,78
(d; 3 = 8,4 Hz; 1H; Ha).
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5.2.2. Sintese de 4-cloro-2-(trifluorometanossulfoniloxi)benzoato de metilo (2)

0 0
b b
/(:f}\o Tf,0, Et3N /(:ﬁ‘\o
—_—
Cl OH DCM of OTf
1 2
186,59 g.mol™" 318,65 g.mol™”

Num baldo de fundo redondo, o reagente 1 foi dissolvido em DCM sob atmosfera
inerte e colocado hum banho de gelo e sal a -20 °C. Posto isto, adicionou-se ao meio
reacional EtsN (2 eq) e deixou-se a saturar em atmosfera inerte durante mais alguns
minutos. De seguida, colocou-se um funil de adi¢&o, purgou-se novamente com argon,
e adicionou-se consecutivamente DCM, Tf,O (1,5 eq) e DCM. Por fim, esta solugéo foi
adicionada gota a gota ao baldo que continha o composto 1.

No final da adi¢cdo, a mistura reacional ficou em agitacdo magnética a -20 °C durante
aproximadamente 30 minutos. No final desse periodo e, apds a mistura reacional atingir
a temperatura ambiente, realizaram-se extragfes liquido-liquido com Et,O e a fase
organica foi sucessivamente lavada com uma solucdo aquosa de HCI 1M (3x 50mL) e
uma solucdo aquosa saturada de NaCl (1x 50mL) e, posteriormente, seca com Na>SO4
anidro, filtrada por gravidade e evaporada até a secura usando um evaporador rotativo,
a pressao reduzida.

O composto foi purificado por cromatografia de adsor¢cdo em coluna de gel de SiOy,
usando como eluente Hex/AcOEt (10:1). No final, obteve-se um liquido incolor que foi
subsequentemente caracterizado por 'H-RMN e ESI-IT MS, comprovando ser o
composto de interesse. Os dados espetrais e analiticos obtidos para o composto

apresentam-se em seguida.

0 Liquido incolor (n = 60,5-61,5%)

o~ Ri: 0,59 em Hex/ACOEt 10:1 (vIv)
o o IH-RMN: &4 ppm (400 MHz; CDsOD-ds): 3,94 (s; 3H; -COOCHs);

o=s|3=o 7,52 (d; J = 2,0 Hz; 1H; Hc); 7,62 (dd; J = 8,5 Hz; J = 2,0 Hz; 1H;
|

CF3 Hb); 8,08 (d; J = 8,5 Hz; 1H; Ha).
CoHsCIF30sS: 317,96 u.m.a.; m/z [M+Na]* = 340,95.

106



FCUP
Procedimento experimental

5.2.3. Sintese de 4-cloro-2-[(4-metoxi-2-nitrofenil)amino]benzoato de metilo (3)

0 000\(\?’
_ O Cs,COj; rac-BINAP, C O
o) Pd(OAc),
. .
cl OTf HoN Tolueno cl ﬂ
N02 NOZ
2 4-metoxi-2-nitroanilina 3
318,65 g.mol™ 336,73 g.mol’

Num baldo de fundo redondo dissolveu-se o composto 2 em tolueno e deixou-se
saturar em atmosfera de argon. Seguidamente, adicionou-se Cs,COs; (1,4eq), rac-
BINAP (0,08eq) e Pd(OACc): (0,05eq) e deixou-se em agitacdo magnética sob atmosfera
de argon durante alguns minutos até os reagentes, a excec¢do do Cs,COs, solubilizarem
completamente.

Posto isto, adicionou-se 4-metoxi-2-nitroanilina (1,2eq) e deixou-se a reagir em
refluxo durante 5h a 120 °C. Passado esse periodo e, apds a mistura reacional atingir a
temperatura ambiente, adicionou-se DCM, observando-se a formacéo de um precipitado
roxo que foi posteriormente eliminado por filtragdo por gravidade. De seguida, foram
realizadas extragdes liquido-liquido com uma solug&o aquosa saturada de NaHCO3 (2x
50mL) e de NaCl (1x 50mL), e a fase organica resultante foi seca com Na,SO, anidro e,
apos filtracdo por gravidade, levada a secura usando um evaporador rotativo, a pressao
reduzida.

O composto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de SiO, utilizando
DCM/Hex (3:1) como eluente. No final, obteve-se um sélido cor-de-laranja que foi
subsequentemente caracterizado por H-RMN e ESI-IT MS, comprovando ser o
composto de interesse. Apresentam-se em seguida os dados espetrais e analiticos

obtidos para o composto 3.

Solido cor-de-laranja (n = 45,5 — 46,2%)

oo
c© 0. R 0,46 em DCM/Hex 3:1 (v/v)
CI/@NQ/ !H-RMN: &y ppm (400 MHz; DMSO-ds): 3,85 (s; 3H, -OCHj3);
H  No, 3,88 (s: 3H: -COOCHs); 6,98 (dd; J = 8,6 Hz; J = 2,0 Hz; 1H:

Ha); 7,20 (d; J = 2,0 Hz; 1H; Hb); 7,36 (dd; J = 9,1 Hz; J = 3,0 Hz; 1H; Hd); 7,61 (d; J =
3,0 Hz; 1H; Hc); 7,64 (d; J = 9,1 Hz; 1H; He); 7,92 (d; J = 8,6 Hz; 1H; Hf); 10,48 (sl; 1H;
-NH-).

C15H13CIN20s: 336,05 u.m.a.; m/z [M+H]* = 337,07.
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5.2.4. Sintese de &cido 4-cloro-2-[(4-metoxi-2-nitrofenil)amino]benzdico (4)

o A
o© 1. Ba(OH),.8H,0 o0
of N cl N
H  NO, H  NO,
3 4
336,73 g.mol™’ 322,70 g.mol’

Num baldo de fundo redondo, dissolveu-se o composto 3 em MeOH e, de seguida,
adicionou-se Ba(OH)..8H,O (1,5eq). A mistura reacional ficou a reagir sob refluxo
durante 2 horas, tendo-se observado a formag&o de um precipitado muito denso cor-de-
vinho. Passado esse periodo, transferiu-se a mistura reacional para um gobelé em
banho de gelo e neutralizou-se a mesma com uma solu¢cdo aquosa de HCl 1M
verificando-se a alteragé@o da cor do precipitado cor-de-vinho para cor-de-laranja. Para
garantir a homogeneidade da mistura, esta foi colocada em agitagdo magnética durante
alguns minutos. O produto final foi extraido com AcOEt (3x 50mL) e a fase orgéanica
resultante foi lavada com uma solucéo aquosa saturada de NaCl (1x 50mL), seca com
Na,SO4 anidro e, apés filtracdo por gravidade, levada a secura usando um evaporador
rotativo, a pressao reduzida obtendo-se, desta forma, um sélido vermelho identificado
como o composto pretendido 4. Os dados espetrais e analiticos obtidos para o composto

em questdo apresentam-se em seguida.

ot Solido vermelho (n = 100%)
c© o
/@ > Ry 0,02 em DCM/Hex 2:1 (VIv)
Cl N 'H-RMN: &4 ppm (400 MHz; DMSO-d¢): 3,85 (s; 3H, -
H  No, OCHjy); 6,94 (dd; J = 8,5 Hz; J = 2,0 Hz; 1H; Ha); 7,16 (d; J

= 2,0 Hz; 1H; Hb); 7,35 (dd; J = 9,1 Hz; J = 3,1 Hz; 1H; Hd); 7,60 (d; J = 3,0 Hz; 1H; Hc);
7,66 (d; J =9,1 Hz; 1H; He); 7,92 (d; J = 8,5 Hz; 1H; Hf); 10,72 (sl; 1H; -NH-);
C14H11CIN20s: 322,04 u.m.a.; m/z [M-H]" = 321,00.

108



FCUP
Procedimento experimental

5.2.5. Sintese de 6,9-dicloro-2-metoxi-4-nitroacridina (5)

GOO\)\ o) i o)
L == I
—_—
cl N/Q/ Cl NT
H  NO, NO,
4 5
322,70 g.mol™’ 323,13 g.mol™’

Colocou-se o composto 4 num baldo de fundo redondo e, de seguida, adicionou-se
POCI; (33,7 eq). A mistura reacional ficou em refluxo a 120 °C com agitacdo magnética
durante 2 horas e 30 minutos.

Apbs o periodo referido, a mistura reacional foi vertida para um matraz contendo um
cocktail previamente preparado com 39 g de gelo, 12 mL de DCM e 15 mL de NH3z a 25
% e, o baldo da reagédo foi lavado com outro cocktail com a mesma composi¢do. No
final, adicionou-se 50 mL de DCM e deixou-se a mistura em agitacdo durante
aproximadamente 15 minutos.

Seguidamente, procedeu-se a extracao liquido-liquido com DCM (3x 50mL). A fase
organica resultante foi lavada com uma solucdo aquosa saturada de NaCl, seca com
Na,SO, anidro e, apés filtracdo por gravidade, levada a secura usando um evaporador
rotativo, a pressao reduzida.

O solido laranja obtido foi incorporado na SiO- e posteriormente purificado em coluna
de gel de SiO, utilizando DCM/Hex (2:1) como eluente. No final, obteve-se um soélido
cor-de-laranja que foi subsequentemente caracterizado por H-RMN e ESI-IT MS,
comprovando ser o composto de interesse. Os dados espetrais e analiticos obtidos para

0 composto 5 apresentam-se em seguida.

Cl Solido cor-de-laranja (n = 78,6 — 79,4%)
AN O\ R: 0,58 em DCM/Hex 2:1 (V/v)
Cl O N/ H-RMN: &1 ppm (400 MHz; DMSO-ds): 4,09 (s; 3H; -OCHj3);
NO, 7,78 (d; J = 2,6 Hz; 1H; Ha); 7,87 (dd; J=2,1 Hz; J =9,3
Hz; 1H; Hd); 8,26 (d; J = 1,7 Hz; 1H; Hc); 8,39 (d; J = 2,6 Hz; 1H; Hb); 8,45 (d; J = 9,3

Hz; 1H; He).
C14HsCI2N203: 321,99 u.m.a.; m/z [M+H]" = 323,17.
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5.3. Parte Il - Rota A

5.3.1. Sintese de 6,9-dicloro-2-metoxiacridin-4-amino (6)

Cl
1. SnCly; HCI (aq)

cl
o0oh - OO
Cl NT 2.NH;a25% (aq) ¢ N7
NH,

NO,
5 6
323,13 g.mol™” 293,15 g.mol™”

Num baldo de fundo redondo mergulhado em gelo, dissolveu-se 5 em HCI
concentrado (minimo possivel) e adicionou-se gota a gota uma solugéo de 3 eq de SnCl,
em 2mL de HCI. De seguida, agueceu-se a mistura reacional em banho maria até os 40
°C. Quando atingida essa temperatura, deixou-se a reagir durante 30 minutos.
Finalizada a reacao, diluiu-se o contetdo do baldo com agua desionizada e transferiu-
se 0 mesmo para um gobelé. Posto isto, a mistura reacional foi basificada com uma
solucdo aquosa de NHs a 25%, tendo-se verificado a alteragdo da cor da mistura de
vermelho para laranja e a consequente formagéo de um precipitado dessa cor.

Como tratamento, realizaram-se extragfes liquido-liquido com DCM (3x 50mL) e
posteriormente lavou-se a fase orgéanica resultante com uma solucdo saturada de NacCl
(1x 50mL), secou-se com Na,SO, anidro, e apés filtracdo por gravidade, esta foi levada
a secura no evaporador rotativo a pressao reduzida.

O composto foi purificado por cromatografia de adsorcdo em coluna de gel de SiO;
utiizando DCM como eluente. No final, obteve-se um sélido cor-de-laranja que foi
subsequentemente caracterizado por *H-RMN e ESI-IT MS, como sendo o composto de
interesse. Os dados espetrais e analiticos obtidos para 0 composto 6 apresentam-se

em seguida.

Sdlido cor-de-laranja (n = 69,3 — 76,8%)

Cl
AN O R: 0,73 em DCM
- O N/ 'H-RMN: &+ ppm (400 MHz; DMSO-de): 3,92 (s; 3H; -OCHs);
NH,

6,42 (sl; 2H; -NHy); 6,60 (d, J= 2,4 Hz; 1H; Ha); 6,73 (d, J=
2,4 Hz; 1H, Hb); 7,71 (dd, J= 2,0 Hz, J= 9,4 Hz; 1H; Hd); 8,17 (d, J= 1,6 Hz; 1H, Hc);
8,29 (d, J=9,2 Hz; 1H; He);
C14H10CI2N20: 292,02 u.m.a.; m/z [M+H]* = 293,33.
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5.3.2. Sintese de 6,9-dicloro-4-[(4-ftalimidobutil)amino]-2-metoxiacridina (7)

c
N o~ AcONa EtOH N
. \(\4/\
N/

HN
TN

6 N-(4-bromobutil)ftalimida 7
293,15 g.mol™’ 494,37 g.mol™’ O

Num reator de 30 mL dissolveu-se o composto 6 no minimo possivel de EtOH (5 mL)
e, de seguida, adicionou-se N-(4-bromobutil)ftalimida (3 eq) e AcONa (3 eq). Colocou-
se o reator no aparelho de ultrassons durante aproximadamente 30 segundos para
garantir a homogeneidade da solucédo e, seguidamente, colocou-se a mistura reacional
no microondas durante 2,5h, a 120 °C, com presséo e poténcia de 100 psi e 100 W,
respetivamente. No final desse periodo, a mistura reacional estava com um tom
acastanhado, ligeiramente mais escuro que inicialmente.

De seguida, evaporou-se o EtOH a pressao reduzida, dissolveu-se a mistura em
DCM e procedeu-se a extragfes liquido-liquido. A fase orgénica foi lavada com uma
solucdo aquosa saturada de NaHCO3 (3x 50mL) e NaCl (1x 50mL), seca com Na;SOa4
anidro e, apos filtragéo por gravidade, levada a secura através usando um evaporador
rotativo, a pressao reduzida.

O composto foi purificado em coluna de gel de SiO; utilizando DCM/Hex (3:1) como
eluente. No final, obteve-se um Oleo amarelo torrado que foi subsequentemente
caracterizado por *H-RMN e ESI-IT MS. Os dados espetrais e analiticos obtidos para o

composto 7 apresentam-se em seguida.

cl Oleo amarelo torrado (n = 9,32 — 10,1 %)
O X N Rf: 0,48 em DCM/Hex 3:1 (v/v)
ol N o IH-RMN: 34 ppm (400 MHz; DMSO-de): 1,74
HN A~~~y (m; 4H; Hg, Hh); 3,37 (m; 2H; Hf); 3,65 (t; J =
6,4 Hz; 2H; Hi); 3,92 (s; 3H; -OCHs3); 6,31 (d,
o)

J= 2,4 Hz; 1H; Ha); 6,67 (d, J= 2,4 Hz; 1H,
Hb); 6,93 (t; J = 6,0 Hz; -NH-); 7,73 (dd, J= 2,1 Hz, J= 9,2 Hz; 1H; Hd); 7,80 (s; 4H; Hj,
Hk, HI; Hm): 8,19 (d, J= 2,1 Hz; 1H, Hc); 8,31 (d, J= 9,2 Hz; 1H; He);
C26H21Cl2N303: 493,10 u.m.a.; m/z [M+H]" = 494,47,
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5.4. Parte Il — Rota B
5.4.1. Sintese de 6-cloro-9-([4-(dietilamino)-1-metilbutillJamino)-4-nitro-2-

metoxiacridina (8)

* N
cl OH HNJ\M/ ~
O \ SN 1. @ , Cs,C0O3; DMSO p.a. O \ SN
= > =
cl N d cl N
NO,

2. J\ZXNJ
HoN

3

5 8
323,13 g.mol™ 444,96 g.mol”’

Sob atmosfera inerte, num baldo de fundo redondo contendo filtros moleculares
previamente ativados por agdo do calor, dissolveu-se o composto 5 em DMSO p.a.
Posto isto, adicionou-se o fenol (15 eq) e o Cs;COs (1 eq). A mistura reacional foi
deixada em refluxo, durante 2 horas com agitagdo magnética a 100 °C. Passado esse
periodo, adicionou-se ao meio reacional N! N!-dietilpentano-1,4-diamina (4 eq) e
deixou-se em agitacdo nas mesmas condicdes referidas anteriormente durante 4 horas.

No final, apos a reagéo atingir a temperatura ambiente, os filtros moleculares foram
removidos por filtragdo a vacuo e, de seguida, procedeu-se a extracdo liquido-liquido
utilizando, por esta ordem, uma solu¢cdo aquosa de NaOH 2M (1x 50mL), solucéo
aguosa de CH3;COOH (3x 50mL) a 10% e solucdo aquosa de NHz a 25% (3x 50mL). A
fase organica obtida foi seca com NaSO4 anidro, filtrada por gravidade e
consequentemente levada a secura através de evaporacao por presséao reduzida.

O composto obtido foi purificado por cromatografia em coluna de gel de SiO;
utilizando DCM/MeOH (4:1) como eluente. No final, obteve-se um éleo vermelho que foi
subsequentemente caracterizado por H-RMN, ESI-IT MS e HPLC, como sendo o
composto de interesse. Os dados espetrais e analiticos obtidos para o composto 8

apresentam-se em seguida.

Oleo vermelho (n = 42,6 — 54,4%)
J*\/\/ ( Rs: 0,45 em DCM/MeOH 4:1 (v/v); 0,16 em DCM/MeOH
HN 4:1 (v/v) quando a amina terciaria esta protonada
O \ o IH-RMN: 84 ppm (400 MHz; DMSO-de): 0,74 (t, J= 7,1
cl Hz; 6H; HI, Hn); 1,22 (m; 2H; Hi); 1,31 (m; 1H; Hg); 1,44
(d, J = 6,4 Hz; 3H; Hf); 1,61 (m; 1H; Hh); 1,76 (m, 1H,
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Hh); 2,15 (m, 6H; Hj, Hk, Hm); 3,98 (s, 3H, Hp); 4,09 (m; 1H; -NH*-); 6,87 (d; J = 9,76
Hz; 1H; -NHCH(CHs)-); 7,43 (dd, J= 9,3 Hz; J= 2,2 Hz; 1H; Hd); 7,85 (d, J = 2,2 Hz; 1H;
Hc); 7,86 (d, J = 2,6 Hz; 1H; Ha); 8,05 (d, J = 2,6 Hz; 1H; Hb); 8,32 (d, J = 9,32 Hz; 1H;
He)
HPLC-DAD: tg= 11,913 min (% é&rea = 91,34 %)
C23H30CIN4O3*: 444,19 u.m.a.; m/z [M+H]* = 445,47; m/z [M+2H]*2 = 223,38.
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5.4.2. Sintese de 4-amino-9-([4-(dietilamino)-1-metilbutillJamino)-2-

metoxiacridina (9)

1. SnCly; HCI (aq)

o - o
Cl N 2.NH;a25% (aq) N7

444,96 g.mol™” 414,98 g.mol’

Num baldo de fundo redondo mergulhado em gelo, dissolveu-se 8 em 5mL de HCI
concentrado e adicionou-se SnCl; (3 eq). De seguida, aqueceu-se a mistura reacional
em banho maria até os 40 °C. Quando atingida essa temperatura, deixou-se a reagir
durante 30 minutos. Finalizada a reacdo, adicionou-se agua desionizada para diluir o
conteudo do baldo e transferiu-se 0 mesmo para um gobelé. Posto isto, a mistura
reacional foi basificada com uma solucdo aquosa de NHs a 25%, tendo-se verificado
uma alteracdo da cor da mistura de laranja para amarelo e a consequente formagéo de
um precipitado dessa cor.

Como tratamento, realizaram-se extra¢des liquido-liquido com DCM (3x 50mL) e
posteriormente lavou-se a fase organica com uma solucéo saturada de NaCl (1x 50mL),
secou-se a mesma com Na,SO. anidro, e apds filtracdo por gravidade, levou-se a
secura no evaporador rotativo a pressao reduzida. O composto obtido foi dissolvido em
Et,O, tendo as impurezas precipitado e sido removidas por filtragdo a vacuo. No final,
obteve-se um 6leo amarelo que foi subsequentemente caracterizado por *H-RMN, ESI-
IT MS e HPLC, como sendo o composto de interesse. Os dados espetrais e analiticos

obtidos para 0 composto 9 apresentam-se em seguida.

Oleo amarelo (n = 75,1 — 85,2 %)

J\/VNG Rr: 0,13 em DCM/MeOH 4:1 (viv)
N
HN ®

o !H-RMN: &4 ppm (400 MHz; DMSO-dg): 0,77 (; J=7,1

O \ > Hz; 6H; HI, Hn); 1,23 (m; 2H; Hi); 1,31 (d; J = 6,4 Hz;

Cl Nid 3H; Hf); 1,38 (m; 1H; Hh); 1,55 (m; 1H; Hh); 1,71 (m;
NA, 1H: Hg): 2,17 (t; J = 7,9 Hz; 2H: Hj); 2,24 (q; J = 7,1 Hz;

4H; Hk, Hm); 3,85 (s; 3H; -OCHs); 3,95 (m; 1H; -NH*-); 5,98 (d; J = 10,2 Hz; 1H; -
NHCH(CHs)-); 6,05 (s; 2H; -NH>); 6,49 (d; J = 2,4 Hz; 1H; Ha); 6,79 (d; J = 2,5 Hz; 1H;
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Hb); 7,34 (dd; J = 9,2 Hz; J = 2,2 Hz; 1H; Hd); 7,91 (d; J = 2,2 Hz; 1H; Hc); 8,26 (d; J =
9,3 Hz; 1H; He).
HPLC-DAD: tr= 11,487 min (% area = 97,069 %)
C23H32CIN,O*: 414,22 u.m.a.; m/z [M+H*] = 415,40; m/z [M+2H]"? = 208,47.
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5.4.3. Sintese de 6-cloro-9-([4-(dietilamino)-1-metilbutil]amino)-4-[(n-

ftalimidoalquil)amino]-2-metoxiacridina (10)

N J\r
HNJ\M; ~ HN
N 0 N 0
O O \M/\ AcONa, EIOH Q O
N
= =
N Cl N
NH»

9 N-(4-Bromobutil)ftalimida (n=3)

414,98 g.mol”! ou O
& N-(6-Bromohexil)ftalimida (n=5)
10 (10a, n=3; 10b, n=5)

10a = 616,20 g.mol"’
10b = 644,26 g.mol"’

Num reator de 30 mL dissolveu-se o composto 9 no minimo possivel de EtOH e, de
seguida, adicionou-se N-(n-bromoalquil)ftalimida (3 eq) e AcONa (3 eq). Colocou-se
o reator no aparelho de ultrassons durante aproximadamente 30 segundos para garantir
a homogeneidade da solucdo e, seguidamente, colocou-se a mistura reacional no
microondas durante 2,5h, a 120 °C, com pressao e poténcia de 100 psi e 100 W,
respetivamente. No final desse periodo, a mistura reacional apresentava um tom
acastanhado, ligeiramente mais escuro que inicialmente.

De seguida, evaporou-se o EtOH a pressao reduzida, dissolveu-se a mistura
resultante em DCM e procedeu-se a extragdes liquido-liquido com uma solugéo aquosa
de NaHCOs saturado. A fase orgéanica foi lavada com uma solucdo aquosa saturada de
NaHCOs, seca com Na,SO4 anidro e, apos filtragdo por gravidade, levada a secura no
evaporador rotativo a presséao reduzida.

Os compostos foram purificados em coluna de gel de SiO; utilizando DCM/MeOH
(8:1) como eluente. No final, estes foram caracterizados por *H-RMN, ESI-IT MS e
HPLC. Os dados espetrais e analiticos obtidos para cada composto apresentam-se em
seguida.
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Composto 10a:

Oleo amarelo torrado (n = 26,1 — 29,6%)
R¢: 0,46 em DCM/MeOH 8:1 (v/v)
H-RMN: &4 ppm (400 MHz; DMSO-ds): 1,03

0]
O \ > (t; J = 7,0 Hz; 6H; HI, H); 1,25 (m; 1H; Hg);
Z
Cl N

[ 1,32 (d; J = 6,2 Hz; 3H; Hf); 1,68 (m; 8H; Hp,
HN\/\/\N Ha, Hh, Hi); 2,84 (m; 6H; Hk, Hm, Hj); 3,28 (m;
o 2H: Ho): 3,65 (t: J = 6,3 Hz; 2H: Hr); 3,87 (s;

3H; -OCHj3); 3,95 (m, 1H; -NH*-); 6,04 (d; J =
10,2 Hz; 1H; -NHCH(CHs)-); 6,21 (d; J = 1,6 Hz; 1H; Ha); 6,66 (t; J = 5,6; 1H; -NH(CH>).-
); 6,74 (d; J = 1,4 Hz; 1H; Hb); 7,38 (dd; J = 9,2 Hz; J = 2,0 Hz; 1H; Hd); 7,84 (m; 4H;
Hs, Ht, Hu, Hv); 7,93 (d; J = 1,9 Hz; 1H; Hc); 8,28 (d; J = 9,2 Hz; 1H, He).
HPLC-DAD: tr= 15,347 min (% éarea = 87,182 %)
C3sH42CINsOs: 615,30 u.m.a.; m/z [M+H*] = 616,60; m/z [M+2H]*2= 308,93.

Composto 10b:

( Oleo amarelo torrado (n = 30,2%)

J*\/\/NH Rs: 0,47 em DCM/MeOH 8:1 (v/v)
HN o v~

C37H47CINsOs*: 643,33 u.m.a.;, m/z

N SN
O O [M+H"] = 644,60; m/z [M+2H]"?= 323,33,
=
Cl N

o
HN o~
N
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5.4.4. Sintese de 4-(n-aminoalquil)amino-6-cloro-9-([4-(dietilamino)-1-

metilbutillamino)-2-metoxiacridina (11)

* N (
HNJ\M/ ~ J&/)/Nv
N O\ HN 3
NH,NH, N O\
=
Cl N

z —_—
O THF
HN
TN o
‘(v)n/\NHz
o

10 (10a, n=3; 10b, n=5) 11 (11a, n=3; 11b, n=5)
10a = 616,20 g.mol’ 11a = 486,10 g.mol™”
10b = 644,26 g.mol™ 11b = 514,16 g.mol™”

Num baldo de fundo redondo, dissolveu-se o composto 10 em THF, adicionou-se
NH2NH2.H20 (40eq) e colocou-se em agitacdo magnética a 60 °C durante 24h. No final
desse periodo, foram realizadas extrag6es liquido-liquido com DCM. A fase orgéanica
resultante foi lavada com uma solu¢do aquosa saturada de NaHCOs; (3x 50mL) e de
NaCl (1x 50mL), seca com Na,SO. anidro e, apos filtracdo por gravidade, levada a
secura no evaporador rotativo a pressao reduzida.

Por fim, os compostos foram purificados em coluna de gel de SiO»-C18 utilizando
uma eluicdo de 20% (1l1a) ou 15% (11b) ACN em H,O (0,05% TFA). No final, estes
foram caracterizados por *H-RMN, ESI-IT MS e HPLC. Os dados espetrais e analiticos

obtidos para cada composto apresentam-se em seguida.

Composto 11a:

Oleo amarelo (n = 18,5 %)

* R¢: 0,02 em MeOH
HNJ\/\/NV

Q o H-RMN: 81 ppm (600 MHz; CDsOD-d4): 0,88 (m; 9H;
O O HI, Hn, Hf); 1,28 (m; 8H; Hp, Hq, Hh, Hi); 2,14 (m; 1H,
cl N7 Hg); 2,34 (m; 6H; Hk, Hm, Hj); 2,88 (m; 2H; Hr); 3,37
"N ™"SNH, (e 2H: Ho): 6,29 (d: J = 2.3 Hz: 1H: Hb): 6,74 (d: J =
2,4 Hz; 1H; Ha); 7,33 (dd; J = 9,2 Hz; J = 2,2 Hz; 1H; Hd); 7,95 (d; J = 2,1 Hz; 1H; Hc);
8,20 (d; J = 9,2 Hz; 1H; He).
HPLC-DAD: tr= 10,480 min (% é&rea = 96,934 %)
C27H40CINsO: 485,29 u.m.a.; m/z [M+H]* = 486,80; m/z [M+2H]?>'= 244,53.
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Composto 11b:

Oleo amarelo (n = 19,0%)

J\/\/N( R¢: 0,03 em MeOH
HN ~

HPLC-DAD: tr= 11,140 min (% area = 95,480

N SN
%)
=
Cl N

C2H44CINsO: 513,22 u.m.a.; m/z [|\/|+H]+ =
AN A~
NHz  514,93; m/z [M+2H]?*'= 258,53.
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Anexo 1. Caracterizacéo estrutural do composto 1 (ESI-IT MS e *H-RMN):
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Figura 62. Espetro de *H-RMN (400 MHz, CD3;0D-d,) do composto 1.
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Figura 63. Espetro de 'H-RMN (400 MHz, CDs0D-d,) do composto 1 no intervalo 6.80 a 7.90 ppm.
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Anexo 2. Caracterizacéo estrutural do composto 2 (ESI-IT MS e 'H-RMN):
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Figura 64. Espetros de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 2.
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Figura 65. Espetro de *H-RMN (400 MHz, CD3;0D-d,) do composto 2.
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Figura 68. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 3.
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Anexo 3. Caracterizacéo estrutural do composto 3 (ESI-IT MS e 'H-RMN):
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Figura 69. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 3 no intervalo 6.70 a 10.9 ppm.
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Anexo 4. Caracterizacéo estrutural do composto 4 (ESI-IT MS e 'H-RMN):
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Figura 70. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo negativo) do composto 4.
R P P i
=1 QAVVVOMMMM =G G R Q
7 RN L A T o408
6E+08
m (1 r ‘
\‘\ | [
I F5E+08
r4E+08
oo
CI O r4E+08
~
r4E+08
Cl N
H F3E+08
NO,
r2E+08
~2E+08
r2E+08
r1E+08
[ |
| - 5E+07
| i M 1] |
I Fo
BN &
§5289 ]
cococo Ll -5E+07
13.5 12.5 11.5 10.5 9.5 9.0 85 8.0 7.55 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 0.0
ppm

Figura 71. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 4.
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Figura 72. Espetro de *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) do composto 4 no intervalo 6.70 a 10.9 ppm.
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Anexo 5. Cromatograma relativo a pureza do composto 8:
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Figura 73. Cromatograma obtido para o composto 8, com uma eluicdo em gradiente de 1-100% ACN em agua (0,05%
TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detegéo ao A = 290 nm.

Anexo 6. Cromatograma relativo a pureza do composto 9:
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Figura 74. Cromatograma obtido para o composto 9, com uma eluicdo em gradiente de 1-100% ACN em éagua (0,05%
TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detegdo ao A = 290 nm.



Anexo 7. Cromatograma relativo a pureza do composto 10a:
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Figura 75. Cromatograma obtido para o composto 10a, com uma elui¢cdo em gradiente de 1-100% ACN em agua (0,05%
TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detegéo ao A = 290 nm.
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Anexo 8. Caracterizacéo estrutural do composto 10b (ESI-IT MS):
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Figura 76. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 10b.
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Anexo 9. Caracterizacao estrutural do composto 11b (ESI-IT MS) e cromatograma

relativo a sua pureza:
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Figura 78. Cromatograma obtido para o composto 11b, com uma elui¢do em gradiente de 1-100% ACN em agua (0,05%
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Figura 77. Espetro de massa (ESI-IT MS em modo positivo) do composto 11b.
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TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detegdo ao A = 290 nm.
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