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Resumo

Os liquidos i6nicos (ILs) tém atraido a atencdo da comunidade cientifica, em
diversas &reas. Estes sao geralmente definidos como sais organicos, em que o catido
organico tem um ponto de fuséo inferior a 100 °C, sendo muito deles liquidos a
temperatura ambiente. O estudo detalhado dos liquidos i6nicos ao nivel das suas
caracteristicas fisicas e quimicas surgiu do seu potencial como solvente “verde”,
porém, recentemente tem vindo a surgir um grande interesse no estudo das suas
propriedades biolégica; assim, uma terceira geracdo de ILs esta a surgir de
combinacBes que integram principios farmacéuticamente ativos (APIs), com vista a
producdo de novos ILs com potencial terapéutico. Neste ambito, o objetivo deste
trabalho € a sintese e estudo de liquidos i6nicos derivados de farmacos antimalaricos
basicos, a primaquina (PQ) e a cloroquina (CQ), cujas formas protonadas (cationicas)
sdo combinadas com diversos acidos, alguns dos quals igualmente interessantes do

ponto de vista terapéutico.

Para esta dissertacdo foram produzidos catorze sais organicos, dez derivados
da PQ e outros quatro derivados da CQ, por aplicacdo do método de neutralizacao.
Todos os compostos finais foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear
de protdo (*H-RMN) e de carbono-13 (**C-RMN), bem como por espectrometria de
massa com ionizagao por eletro-nebulizacéo e detecdo por armadinha de ibes (ESI-IT
MS), para confirmacdo das estrutura e da sua pureza. Os produtos pretendidos foram

sintetizados com éxito, com rendimentos bastante satisfatorios.

Estes sais ainda foram submetidos a caracterizacdo adicional centrada nas
suas propriedades biolégicas, em colaboracdo com grupos de investigacdo externos.
A maior parte dos compostos finais derivados da primaquina foram avaliados in vitro
gquanto a sua atividade bioldgica contra as formas do P. falciparium (3D7 e Dd2). Estas
andlises biologicas foram efetuadas para duas fases da infecdo: sanguinea e

gametocitos.

Palavras-chave: liquido i6nico; antimalaricos; primaquina; cloroquina; Plasmodium

falciparium
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Abstract

lonic liquids (ILs) have attracted the attention of the scientific community in
several areas. They are generally defined as organic salts, wherein the organic cation
has a melting point below 100 ° C, and many are liquids at room temperature. The
detailed study of ionic liquids, in terms of their physical and chemical characteristics,
came from their potential as “green” solvents, but recently great interest in the study of
their biological properties has emerged.; thus, a third generation of ionic liquids is
emerging from combinations that incorporate pharmaceutically active ingredients
(APIs), with the aim of producing new ILs with therapeutic potential. In this context, the
purpose of this work is the synthesis and study of ionic liquids derived of basic
antimalarial drugs, primaquina (PQ) and chloroquine (CQ), whose protonated forms
(cationic) are combined with various acids, some of them also interesting from a

therapeutic standpoint.

For this dissertation, fourteen organic salts were produced, ten of them derived
from PQ and the other four derived from CQ, by applying the neutralization method. All
final compounds were characterized by nuclear magnetic resonance of proton (*H-
NMR) and carbon-13 (**C-NMR) and by mass spectrometry (ESI-IT MS) to confirm
their structures and purity. The desired products were synthesized successfully, with

very satisfactory yields.

These salts also were subjected to further characterization focused on their
biological properties, in collaboration with external research groups. Most of the final
compounds derived from primaquine were evaluated in vitro for their biological activity
against P. falciparium forms (3D7 and Dd2). These biological analyses were carried out

for two stages of malarial infection: erythrocyte and gametocide.

Keywords: ionic liquid; antimalarial; primaquine; chloroquine; Plasmodium falciparium
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Os liquidos idnicos (ILs) sdo geralmente definidos como sais organicos, pois
possuem pelo menos um catido organico, sendo muitos deles liquidos a temperatura
ambiente 2 O termo “liquido i6nico” foi escolhido com precaucdo, com o propésito de
apresentar uma distingdo para a definicdo classica de sais fundidos (“molten salts” ou
apenas “melts”), em referéncia aos compostos idnicos com altos pontos de fusao, alta
viscosidade e meios bastante corrosivos, como por exemplo a criolite fundida. Em
contrapartida, os liquidos i6nicos a temperatura ambiente (Room Temperature lonic
Liquids — RTIL) exibem viscosidades baixas, sdo facilmente manuseados e muitos
deles fundem a temperaturas inferiores & da agua °. Estes compostos podem ser
conhecidos por nomes distintos, tais como solventes neotéricos, “designers solvents”,
ou até mesmo fluidos iénicos *. Os RTILs sdo constituidos integralmente por ides %>
®. A maioria dos liquidos iénicos é formada por catides organicos e anides inorganicos.
De modo a serem liquidos a temperatura ambiente, estes sais devem possuir catibes

preferivelmente assimétricos *.

Nos ultimos anos, os liquidos i6nicos — sais organicos tém estado na
vanguarda da ciéncia e da tecnologia mais promissora, atraindo um interesse
exponencial em vérias areas. A gama de ILs utilizados tem sido expandida nos ultimos
anos e um aumento significativo no ambito de ambas as propriedades fisicas e
quimicas destes sais, tem sido evidenciado ® 8. Na atualidade, o nimero de liquidos
iGnicos sintetizados é bastante elevado, ndo havendo um limite concreto para esse
valor. Por esse motivo, a literatura cientifica tem sido diariamente invadida por
publicagcfes relacionadas com esta area, demonstrando essa variedade de novos ILs e
de novas aplicacdes '. Desde ent&o, o nimero de publicacdes s6 tem propenséo a
aumentar, como vemos na Figura 1, envergando por outros dominios e diversas areas

da investigacao.
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Figura 1 — Publicagdes sobre “ionic liquid” (até 16 Setembro, 2015) por ano, determinadas pelo Web of Science.

Nos finais dos anos 90, a designagao “designer solvents” foi atribuida a estes
compostos ionicos, proveniente da possibilidade de sintetizar um liquido ibnico com
uma determinada propriedade necessaria, devido a simplicidade de moldagem da
concecdo deste. Além disso, a vasta variedade das propriedades fisico-quimicas

destes sais também contribuiu para esta denominacao.

Este tipo de compostos teve um grande impacto a nivel mundial por serem
considerados solventes “verdes”. No entanto o aumento do numero de liquidos iénicos
produzidos e o aumento do conhecimento sobre as propriedades destes compostos,
demonstrou que nem todos os ILs podem ser considerados solventes “verdes”. Isto

abriu uma nova area de aplicacdo para os ILs — area biologica.

O progresso desta temética conduziu ao desenvolvimento de liquidos ionicos
funcionais, designados por “task specific ionic liquids” (TSIL) *. Estes compostos foram
introduzidos por Davis Jr. e Forrester em 1999. Por intermédio destes compostos é
possivel alterar as propriedades de um liquido i6nico consoante os ides utilizados. Os
TSILs podem ser definidos como sendo ILs que incorporam um grupo funcional, que
esta covalentemente ligado ao anido ou ao catido (ou a ambos), fazendo parte da
estrutura iénica. Esta funcéo confere ao composto, na integra, propriedades adicionais
(quimicas, 6ticas, magnéticas, fisicas ou biolégicas), que podem ser empregues para
executar tarefas especificas %10 por conseguinte, na atualidade, o grande interesse

por estes compostos idnicos ndo é encarado como uma estranheza, nem como uma
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admiracdo, fascinando cada vez mais investigadores cientificos de uma ampla

variedade de dominios, especialmente na area da sintese organica.

As propriedades dos liquidos i6nicos sdo determinadas pela estrutura e
interacdo entre os ides, uma vez que € a assimetria estrutural entre o catido e o aniao
que lhes proporciona as suas propriedades Unicas. Uma das suas propriedades mais
peculiares é obviamente a capacidade de aperfeicoar/afinar as propriedades fisico-
gquimicas, através da escolha apropriada do par catido/anido para o composto iénico

pretendido " **.

As principais caracteristicas destes compostos sdo: elevada estabilidade
térmica e quimica, baixa volatilidade, inexisténcia de inflamabilidade, alta
condutividade i6nica e inigualavel capacidade de solubilizacdo com diversos
compostos organicos. A Tabela 2 apresenta uma comparacdo entre os solventes
organicos classicos e alguns liquidos ionicos.
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Tabela 1 - Comparac&o dos liquidos i6nicos com solventes organicos *2.

Propriedades

Namero de solventes
Aplicabilidade
Capacidade catalitica
Quiralidade

Presséo de vapor

Inflamabilidade

Solvatacéo

Possibilidade de afinar
as propriedades

Polaridade

Custo

Reciclabilidade
Viscosidade/cP
Densidade/gcm™

indice de refracéo

Solventes Orgéanicos

>1,000

Funcao Unica

Rara

Rara

Obedece a equacao de
Clausius-Clapeyron

Normalmente inflamavel

Fraca

Limitada gama de
solventes disponiveis

Conceitos de polaridade
convencionais aplicaveis

Normalmente barato

Imperativo verde

0,2-100

0,6-1,7

1,3-1,6

Liquidos I6nicos

>1,000,000

Multifuncao

Comum e sintonizavel

Comum e sintonizavel

Insignificante em
condi¢bes normais

Normalmente ndo
inflamavel

Forte

llimitada gama, “designer
solvents”

Conceito de polaridade
guestionavel

2-100 vezes o custo de
solventes orgéanicos

Imperativo econémico

22-40,000

0,8-3,3

1,5-2,2
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O dleo vermelho, obtido em meados do século XIX, produzido nas reacbes de
Friedel-Crafts € considerado o primeiro IL. Posteriormente este 6leo foi identificado

como o sal deheptacloroaluminato (Figura 2) **2.

No século XX foram aparecendo novos ILs, como os nitratos de alquilamonios.
Um desses exemplos € o nitrato de etilamonio. Este sal possui um ponto de fuséo
baixo, 12 °C, e foi considerado como sendo a primeiro IL & temperatura ambiente **
(Figura 2)

H
@ © ® O
R A12C17 NH3 NO3
H

@ (b)

Figura 2 — (a) A estrutura proposta para o sal intermediario nas reacdes de Friedel-Crafts. (b) Um exemplo de um

nitrato de alquilamonio simples (nitrato de etilamonio).

Desde entdo, esta area tem vindo sempre a progredir. No inicio da década de
1990, Wilkes e Zaworotka demonstraram que era possivel obter ILs a temperatura
ambiente, estaveis na presenca de agua ** ™ '®, A partir de ent&o os liquidos i6nicos

comecaram a ser alternativas aos solventes organicos classicos *’.

Atualmente, estes compostos tem vindo a ser utilizados nas mais diversas
areas. Os ILs tém sido utilizados com éxito em aplicacdes Uteis, como em sensores,
células solares, células fotoeléctricas de estado solido, baterias, fluidos térmicos,
lubrificantes, fluidos hidraulicos, ionogels, entre outros. Existem ainda potenciais
aplicacdes para a utilizacao de combinacdes entre propriedades quimicas e bioldgicas,

bem como o estudo de ILs energéticos e farmacéuticos *°.

A aplicagdo dos ILs na industria farmacéutica ndo se resume a sua utilizagao

como solventes, mas também a sua utilizacdo em sistemas de micro-emulsdes,
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podendo facilitar a dissolucéo dos farmacos que séo insolaveis ou fracamente solUveis

1,19 1, 2, 20, 21

em agua ou mesmo acoplados a farmaco

|22

Por meados de 2007, Hough at al. ““ prop6s que os liquidos i6nicos pudessem
ser agrupados em trés geracdes, consoante as suas propriedades e aplicacdes

(Figura 3).

Evolugio dos Liquidos Iénicos

Liguides ionicos funcicnalizados como novos materiais

Primeira Geracao

g.&: Liquidos idnicos baseados nas suas
PR » o propriedades fisicas

=W
<! 1980= (ILs de cloroaluminato)

v

Sequnda Geragao

Liguidos idnicos baseados nas suas S o
propriedades fisicas combinadas com as \— L \I-i'"?..nq
propriedades quimicas N=y

1990% (IL= estaveis ao ar e a humidade)

\

Terceira Geragao

Ligquidos idnicos baseados nas suas

o e~
4 uﬁ:ﬁ; propriedades bioldgicas combinadas com as
"~ -“ﬁ"“ g propriedades fisicas e quimicas
o

2000= (“Task Specific lonic Liguids")

Figura 3 — Evolugao cientifica dos liquidos i6nicos, desenvolvimento das geragdes e contextualizagéo histérica *.
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A primeira geracdo engloba os ILs com base nas suas propriedades fisicas,
como por exemplo a diminuicdo da pressao de vapor ou inexisténcia de volatilidade,
ou até a elevada estabilidade térmica. A segunda geracao de liquidos i6nicos junta as
propriedades fisicas com as quimicas destes compostos, atribuindo-lhe potencial para
a aplicacdo destes como materiais funcionais, materiais energéticos, lubrificantes e

agentes complexantes de ides metalicos ' .

Gracas as propriedades fisicas e
quimicas sintonizaveis destes compostos € possivel adulterar, pelo menos
potencialmente, as propriedades do catido e do anido do sal organico de forma
independente, permitindo assim a formacdo de novos materiais funcionais, mas

mantendo as caracteristicas desejadas para um liquido iénico.

A Ultima geracgédo de liquidos i6nicos, onde este trabalho se insere, € descrita
como aquela em que a atividade biolégica é a principal propriedade do liquido iénico,
mesmo sendo combinada com as propriedades fisico-quimicas. Estes compostos tém
sido sintetizados com atividade biol6gica por intermédio de ingredientes farmacéuticos
ativos (APIs) %722,

Os sais organicos com ingredientes farmacéuticos ativos nao apareceram
recentemente 2. Na Figura 4 podemos ver alguns exemplos de sais organicos ja

utilizados.

Br ‘

N
\ N
| o

N e / HO 0
| Cl /o
S—O
C16Ha3 N\ °
HO
(p.f. 77°C) 1981 (p.f. 85-86°C) 1978 (p.f. 87-88°C) 1951
Medicamento anti-séptico Medicamento antiarritmico Analgésico e medicamento

antipirético

Figura 4 — Alguns exemplos de sais farmacéuticos que podem ser classificados como sendo ILs-APIs ** .
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Os ILs farmacéuticamente ativos também podem proporcionar novas,
improvisadas e extraordindrias propriedades, tais como estabilidade, solubilidade
controlada, permeabilidade e distribuicdo do farmaco no organismo, quando
comparadas com as formas farmacéuticas soélidas. Além de que a aplicagdo de um
farmaco ativo sob a forma de um IL a temperatura ambiente, consegue prevenir alguns
problemas de polimorfismo, e assim drasticamente influencia a solubilidade de um

farmaco e consequentemente a dosagem deste %2 ?°,

Recentemente sintetizou-se ILs-APl a partir de ibuprofeno e naproxeno, assim

como antibiéticos beta-lactamicos % %%,

O estudo da toxicidade dos ILs demonstrou que eles poderiam ser utilizados como
antimicrobianos ?® #" 8, Os liquidos i6nicos tém sido testados contra a resisténcia de
multi-farmacos 2, mostrando uma proeminente eficiéncia de atividades contra varios
patdgenos microbianos. Deste modo, o estudo aprofundado dos ILs como ingredientes
farmacéuticos ativos, conduziu a investigacdo de vias alternativas e eficazes para o

tratamento de infeg6es e como material anti-séptico.

A malaria é uma doenga parasitaria também conhecida por paludismo,
impaludismo e maleita *. Independentemente de ser uma das doencas mais antigas
da humanidade, tendo em conta os inumeros trabalhos cientificos desenvolvidos
desde a Antiguidade e a aplicacdo de novas tecnologias e estratégias para o
tratamento e a prevencado da doenca, a malaria continua a ser um dos maiores

problemas de satde publica no Mundo 3,

Esta enfermidade € uma doenca infeciosa, causada por um parasita protozoario
do género Plasmodium. A malaria é geralmente transmitida aos mamiferos pela picada
de um mosquito infetado, do género Anopheles Fémea (Figura 5), dando inicio a
infecdo assim que 0s esporozoitos do Plasmodium entram no sistema através das

glandulas salivares, durante a hematografia *.
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Figura 5 - Anépheles Fémea, mosquito responsavel pela transmisséo da maléria.

Atualmente, o género Plasmodium contém uma variedade de espécies. No
entanto, s6 cinco espécies sao causadoras da malaria humana: P. vivax, P. malariae,
P. ovale, P. falciparum e P. knowlesi ** **, Entre estas espécies, o P. falciparum é o
mais mortal, sendo o responséavel pela maior percentagem de mortalidade associada
com esta enfermidade, cerca de 95%. Em contrapartida, as outras espécies
especialmente o Plasmodium vivax, originam doengas mais brandas, sendo raramente
fatais. O P. vivax é outra das espécies dominantes e consegue-se adaptar a condiges
climaticas menos favoraveis. Por consequéncia, os casos de malaria por P. vivax
tendem a reaparecer apds serem consideradas como doencgas curadas, ja que nas
células hepaticas, esta espécie pode permanecer adormecida, em estado de

hibernagéio *.

A maléria € uma doencga que atualmente afeta bilhdes de pessoas em todo o
Mundo. No entanto, esta ndo pode ser vista como uma enfermidade contemporanea. A
maléria tem estado com os humanos desde o inicio dos tempos, sendo considerada
como uma das doengas mais antigas do Mundo e usufruindo de um papel bastante

significativo na historia.

Diversos casos de malaria foram documentados ao longo dos séculos. O caso
mais antigo desta enfermidade apareceu em 1700 a.C. na China, onde era conhecido

11
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como “a mae das febres” *. A malaria foi identificada nestes escritos chineses, porque
estes descreviam a febre intermitente caracteristica da maléria. Atualmente a
artemisinina é um dos farmacos mais utilizados no combate & malaria. Este composto
era o principio ativo em diversas po¢Bes medicinais na China utilizado ha trinta
séculos atras ***°. A quinina foi o primeiro farmaco que ficou mundialmente conhecido
contra esta doenca sendo extraida da casca da arvore da quina *" *’. Depois destes
medicamentos, outros antimalaricos foram sintetizados ao longo do tempo, cada uma
deles tem uma indicagédo preferencial que depende de diversos fatores, tais como a
gravidade da doenca, a gestacao, o tipo de Plasmodium, a idade do paciente, entre

outros *°.

A luta contra a Malaria tem tido algumas boas noticias. Em 15 anos, oito paises
eliminaram a malaria e muitos outros conseguiram reduzir a transmissao para niveis
mais baixos. Em contrapartida e pela negativa, a luta contra esta doenca prolongou-se
ou abrandou-se em alguns lugares. O que tem acontecido € o aumento da resisténcia
dos parasitas aos medicamentos antimalaricos e a persisténcia dos mosquitos quanto
aos inseticidas. Estes sdo os principais fatores que contribuem para a possivel

deterioracéo dos bons resultados obtidos até entédo *,

O clima e a ecologia também sédo fatores muito importantes. A malaria € uma
enfermidade tropical e subtropical, que é extremamente sensivel ao clima, visto que o

mosquito Anopheles prefere as regides quentes, himidas e chuvosas *% .

A malaria é a segunda causa mais comum de morte relacionada com doencas
infeciosas no Mundo, depois da tuberculose *. Anualmente estima-se que cerca de
3,2 bilhbes de pessoas estdo em risco de contrair esta doencga, sendo a populacdo dos
paises subdesenvolvidos as mais vulneraveis **. Em 2013, a OMS conseguiu estimar,
pelas informacdes recebidas de 97 paises onde esta enfermidade era endérmica, que
3,3 bilhdes de pessoas correram o risco de serem afetadas e de desenvolverem esta

doenca, e que 1,2 bilhdes estavam em risco elevado (Figura 6) **.
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Figura 6 — Percentagem de populacdo em risco de contrairem malaria em 2013 *.
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Como ja tinhamos referido antes, uma das razdes pela qual a malaria continua

a ser um grande obstaculo para a humanidade é a resisténcia disseminada do parasita
aos medicamentos disponiveis. A outra razdo é o ciclo complexo “° do P. falciparium
gue se separa em diferentes fases, com etapas de desenvolvimento essenciais tanto

no mosquito como no hospedeiro vertebrado, como podemos ver na Figura 7.

O ciclo de transmissdo da malaria divide-se huma fase assexuada que ocorre
dentro do hospedeiro vertebrado (intermediario) e outra fase, a sexuada, que apesar

de se iniciar no humano, apenas é completada dentro do mosquito (hospedeiro
definitivo) *'.

A fase assexuada do ciclo, também designada por ciclo esquizogdnico, inicia-
se gquando uma fémea Anopheles infetada com o parasita da maléaria pica e inocula
esporozoitos para a corrente sanguinea (1), que se encontravam alojados nas
glandulas salivares (Figura 8). Aproximadamente uma hora depois da inocula¢do, os
esporozoitos migram para as células do parénquima do figado, os hepatdcitos *'.
Durante a fase da infe¢cdo hepatica, os esporozoitos percorrem diversos hepatdcitos
até invadirem um hepatdcito final (Figura 8) (2) “. Ali, durante um periodo de oito a
dez dias, os esporozoitos amadurecem e dividem-se por meioses sucessivas, dando
origem a milhares de merozoitos, que depois sdo libertados novamente para a

corrente sanguinea (3) *"*°.

Posteriormente, os merozoitos invadem os globulos
vermelhos (Figura 9). Desta maneira, um novo ciclo de multiplicacdo assexuada
(esquizogonia eritrocitica) comeca, gerando novos merozoitos. O tempo de
desenvolvimento e o nimero de merozoitos, depende das espécies de Plasmodium.
Apo6s a rutura da célula, os merozoitos sao libertados e rapidamente voltam a invadir
eritrocitos saudaveis (4). Este processo repete-se indefinidamente e é o responsavel
pela malaria, visto que quando cada eritrcito rebenta, mais merozoitos sédo libertados
para a corrente sanguinea, aumentando consideravelmente o parasitema e induzindo

a manifestacéo dos sintomas da enfermidade >* **.

A medida que a doenca progride, alguns desses merozoitos diferenciam-se em
gametocitos (femininos e masculinos), que apenas de desenvolvem se forem ingeridos
pelo mosquito durante a refeicdo sanguinea (5) *°. Deste modo inicia-se a fase
sexuada do ciclo de vida do parasita. Dentro do hospedeiro invertebrado, os
gametdcitos vao-se desenvolver em gametas, que por fertilizacdo formam ookinetes
(zigoto mével). Estes formam odcitos ao sairem do intestino dos mosquitos, que é
onde o0s esporozoitos sdo desenvolvidos (6). Quando maduros, 0S esporozoitos

migram para as glandulas salivares (7). Deste modo o mosquito ja pode transmitir a
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doenca para outro hospedeiro intermédio, iniciando novamente assim o ciclo de vida

do parasita *°.

Figura 8 — Esporozoitos. (a) Visualizacédo dos esporozoitos nas glandulas salivares. (b) Invaséo da uma célula hepatica
por um esporozoito. *’

Figura 9 - Imagens de microscopia de video em tempo real na invaséo de eritrocitos humanos por Plasmodium

knowlesi *.

A maior parte dos medicamentos antimalaricos tém como finalidade o combate
contra esta enfermidade na fase sanguinea. Deste modo é possivel interromper a
transmissdo da maléaria, impedindo a formacdo de gametdcitos e assim sendo, o
progresso da doenca. No entanto, ha maioria dos casos, ainda ndo se conhecem os

mecanismos de acdo especifica dos farmacos antimalaricos utilizados >* *°,
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Na atualidade, ja existem medicamentos antimalaricos que atuam em ambas

as fases do ciclo assexuado do Plasmodium. Os derivados da artemisina (ACTs) tém
sido os farmacos mais utilizados hoje em dia. A cloroquina (CQ), apesar da resisténcia
de certas estirpes a este farmaco, foi considerada um das maiores descobertas dentro
desta tematica. Ambos intervém na fase eritrocitica da maléaria. Em contrapartida, a

primaquina (PQ) apenas atua na fase hepatica do ciclo de vida do parasita.

Os medicamentos que intervém na etapa hepatica também sao eminentemente
importantes, visto que estes podem ser usados na quimioprofilaxia, de maneira a inibir
as manifestacdes clinicas da malaria *°. Anteriormente tinhamos mencionado que as
infecbes causadas por P. vivax e por P. ovale teriam de ter precau¢des mesmo apés
aparente recuperacdo da doenca. Nestas espécies, 0s hipnozoitos, uma quantidade
variada de esporozoitos que se desenvolvem em formas latentes nos hepatécitos
(Figura 10), permanecendo nas células hepaticas como que “adormecidas” por longos
periodos de tempo, causando posteriormente, recaidas da doenca. E exatamente por

este motivo que os farmacos, que atuam na fase hepatica, sdo cruciais para estas

: ~ 56, 57
infecOes .
* «—— Merozoite
Merozoites release
into the bloodstream
Sporozoite
= Schizont
e 7 days
— - T
> % =
Hepatocyte —— \
. —— Hypnozoite
> 28 days

Nucleus -

TRENDS in Parasitofogy

Figura 10 — As fases hepaticas do ciclo de vida dos parasitas da malaria °’.

A intensa implementacdo destes farmacos tem favorecido os parasitas da
malaria humana a desenvolverem mecanismos de resisténcia aos medicamentos

antimalaricos até agora descobertos. Hoje em dia, o rapido surgimento de resisténcias
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destes parasitas, particularmente do P. falciparium, tem sido um dos principais
contribuintes para o ressurgimento mundial da malaria nas Ultimas décadas,

prejudicando tanto a profilaxia, como a quimioterapia °® >°.

A artemisinina (Figura 11) e os seus derivados tém sido os medicamentos
antimalaricos de primeira-linha mais utilizados na atualidade, tendo sido concebidos
com a finalidade de melhorar a eficiéncia e dificultar o aparecimento de resisténcia.
Estes farmacos sdo muitas vezes utilizados para estirpes que jA sdo resistentes a
cloroquina. No entanto ja apareceram as primeiras resisténcias aos ACTs °* %, Por
conseguinte, a necessidade de descobrir novas solucdes terapéuticas para combater a
maléria aumentou, tornando-se cada vez mais urgente. Apesar do progresso na
evolugdo do parasita da maléria, a comunidade cientifica ndo desiste de encontrar
novos farmacos para enfrentar esta enfermidade, sendo ja uma motivacdo para a

resolucao deste infortanio.

CH,
H =

Figura 11 — Estrutura quimica da artemisinina.

Entre meados da Primeira Grande Guerra e o fim da Segunda Guerra Mundial
foram perscrutados uma elevada quantidade de potenciais farmacos antimalaricos, em
que 12 000 destes eram 8-aminoquinolinas (8AQs). A pamaquina (1) foi um dos
primeiros 8AQs a serem sintetizados e apesar do seu insucesso, este medicamento foi
o grande impulsionador para a concecdo de 8AQs mais seguras contra a malaria, tais
como a primaquina (PQ) (Figura 12, 2). Independentemente da existéncia de outros
8AQs antimaléricos, a PQ era o farmaco que demonstrava ter a maior eficiéncia para o

seu intento e os niveis mais baixos de toxicidade %% *3,
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Figura 12 — Estruturas quimicas da (1) pamaquina e da (2) primaquina.

Farmacos antimalaricos que atuam na fase hepatica do parasita sdo bastante
limitados, ainda que este seja um alvo excecionalmente interessante. A primaquina foi
especificamente desenvolvida para inibir esta fase e € o Unico farmaco, para uso
clinico, que consegue intervir contra a etapa hepatica de todas as espécies de
Plasmodium, incluindo os hipnozoitos do P. vivax e do P. ovale *° °® %2 Apesar de ser
uma fase clinicamente silenciosa, a completa inibicdo do desenvolvimento do parasita
nesta fase seria, uma mais-valia para a profilaxia e para o tratamento da malaria.
Apesar disso, infelizmente, a primaquina possui determinadas peculiaridades que
obrigam a uma aplicagdo clinica muito cautelosa deste farmaco. Para além da sua
baixa biodisponibilidade oral, a sua elevada hemotoxicidade também contribui para a
utilizacdo prudente da primaquina, particularmente em populacdes vulneraveis,
inclusivamente em mulheres gravidas, criancas e idosos % Além disso, Carson et al.
vieram a descobrir que a primaguina poderia causar graves anemias hemoliticas em
pacientes com deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Quatrocentos
milhGes de pessoas em todo o0 mundo tém um ou dois genes deficientes em G6PD,
sendo esta uma das patologias enzimaticas mais comuns e complicando ainda mais a
aplicacdo da PQ no tratamento da maléria, especialmente da P. vivax e da P. ovale,

limitando a sua utilizag&o na quimioprofilaxia ®* ®.

Apesar das limitagBes, a primaquina ainda é um farmaco antimalarico utilizado,
mas nao € adequado a ser administrado como Unica medicagéo para o tratamento da
doenca. Atualmente, a primaquina para maléria da espécie P. vivax, é aplicada em
trés frontes: para a cura radical dos pacientes com parasitemia confirmada, para a
profilaxia causal e para a profilaxia terminal. Em regies mundiais endémicas, a PQ €&

aplicada como gametocitocida, devido a sua capacidade de reducdo da transmissao
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da infecdo, em particular da malaria do P. falciparium. Além disso, este farmaco pode

s

ser usado em areas onde a cloroquina é resistente, quando combinada com

artemisininas > .

Considerado, no passado, como sendo um dos maiores “farmacos milagres”
descobertos, para combater a malaria, a cloroquina (CQ) (Figura 13) foi sintetizada em
1934 por Andersag ®" ®. A CQ foi declarada como sendo um dos mais afortunados e
importantes medicamentos alguma vez sintetizados contra uma enfermidade infeciosa.
Para além de ter sido um farmaco de baixo custo, facil de administrar, com poucos
efeitos adversos, também tinha uma elevada eficiéncia e seguranga mesmo em
grupos de risco mais vulneraveis, como gravidas e criancas. Naquela época, a CQ
desempenhou um papel crucial na erradicagdo da maléria. Contudo o uso abundante
deste farmaco levou ao declinio da eficiéncia do mesmo para a finalidade com que foi
sintetizado, comegando a surgir os primeiros relatos de resisténcia & CQ em casos de
malaria por P. falciparium e P. vivax, duas das espécies de parasitas da malaria, que

mais contribuem para os casos endémicos desta doenca *° ™.

L

X

P

Cl N

Figura 13 — Estrutura quimica da cloroquina (CQ).

Os primeiros casos de resisténcia por parte do P. falciparium foram detetados
no fim dos anos 50, manifestando-se na Colémbia e na fronteira entre o0 Camboja e a
Tailandia. A vertiginosa difusdo desta resisténcia espalhou-se pelo mundo, mas s6
atingiu o continente africano em 1977 " "', Acredita-se que o motivo por detras da
resisténcia dos parasitas da malaria a cloroquina deve-se a uma mutacdo no

Plasmodium falciparium Chloroquine Resistence Transporter (PfCRT), que causa uma
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reducdo na acumulacdo do farmaco no vacuolo digestivo (CV) do parasita, e assim
impossibilita a morte deste. O mecanismo de resisténcia da CQ é ainda incerto. Para
além do PfCRT também se acredita que os genes do pfmdrl (P. falciparium multidrug
resistente 1) estejam relacionados a esta resisténcia, possibilitando a modulagéo do

nivel de resisténcia da CQ > "®. Este acontecimento desditoso levou & procura de

novas solugdes terapéuticas para a malaria.

Recentemente, a GlaxoSmithKline (GSK), uma empresa farmacéutica britanica,
em colaboracdo com o Walter Reed Army Institute of Research nos EUA, desenvolveu
o primeiro candidato a vacina contra a malaria, o Mosquitex™, também conhecido pelo
seu nome cientifico RTS,S. A nova vacina foi concebida para prevenir a malaria
causada pelo Plasmodium falciparum, o parasita que mais predomina na Africa
Subsaariana. Os resultados nos ensaios clinicos sugerem que esta vacinacgao oferece
apenas protecdo parcial contra a malaria. Apesar do Mosquitex por si s6, ndo ser a
resposta definitiva para o combate a esta enfermidade, a sua aplicacdo em conjunto
com outras intervencdes disponiveis na atualidade, pode ser um contributo muito
significativo para controlar o impacto da malaria em criangas nas comunidades
africanas. ApoOs a aprovacédo da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), em Julho
cabe a OMS decidir se a utilizacdo desta nova vacina € recomendavel para os paises

africanos afetados por esta doenca e de que modo deve intervir ™ 7> 7677,

Um dos métodos mais comuns e mais simples para a concec¢do destes sais
organicos € a protonacdo de determinados materiais. No entanto, esta apenas pode
ser aplicada para uma quantidade limitada de sais. Por conseguinte é necessario a

utilizacdo de métodos mais complexos para estas sinteses ®.

Os ILs sdo constituidos por catiBes organicos e por anides organicos ou
inorganicos. Além disso, estes sais sao frequentemente formados a partir de i6es de
amonio, fosfonio e sulfonatos " . Globalmente existem dois métodos principais de
sintese de liquidos ionicos: metatese e neutralizacdo acido-base (Esquema 1). Existe
ainda um terceiro método, desenvolvido por Earle e Seddon ®'. Este terceiro método
tem a desvantagem de apenas se poder aplicar na sintese ILs com o catido imidazélio

e consiste na utilizagéo de carbenos de imidazole *°.
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©
R X RYe

® 0 —
R—N®—R + MY R—N®—R + M®X@

R M = grupo dos metais I ou Ag R

Y = anido diferente de X

® —
R—N®—R + H Ye R—N®—R + H®X@

R Y = anido diferente de X R

Esquema 1 — Procedimento geral para a sintese de ILs por reacdes de metatese e de neutralizagéo .

Na maioria dos casos, 0 catido pretendido encontra-se comercialmente
disponivel, geralmente como um sal de halogeneto "® ®2. Diversos halogenetos de
alquilaménio, comercialmente disponiveis no mercado, podem ser utilizados
prontamente em reacdes de metateses. Contudo, quando estes sais de halogeneto
ndo estao disponiveis, é necessario uma reagdo de quaternizagdo, em que um sal de
halogeneto orgéanico é formado através da alquilagdo de uma base por um haloalcano.
As reacles de quaternizagdo tém sido improvisadas, em consequéncia da utilizagédo
de outras técnicas, como o0 micro-ondas ou os ultrassons. S6 posteriormente a este
passo é que acontece a permuta anidnica, que pode suceder por metatese ou por

neutralizagéo " %,

O método mais convencional de sintese de ILs é a reacdo de metatese de um

sal de halogeneto com um sal alcalino adequado:

As reacgfes de metatese (Esquema 2) podem ser divididas em dois grupos:
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a) misciveis em agua - metatese por via de acidos livres ou de sais de metais
alcalinos ou de aménio

b) imisiciveis em agua - metatese de sais de prata %,

®_0 - 9 0 ®_0O
R X ® o R AT+ M X

M A

(ILs misiveis em H,O)

Y (ILS imisiveis em H,O)
Ag Grupo 1 NH,"

Y

Li K Na

Esquema 2 - Vias generalizadas de reagdes de metatese para a sintese de ILs %,

As reacdes de metateses sao muito utilizadas para a sintese de TSILs, ja que
estas sdo muito simples e bastante acessiveis de se preparar. No entanto, estas
reacOes também tém determinados inconvenientes. Apesar de se conseguir eliminar
sais inorganicos indesejaveis através de extracdo ou de precipitacdo seguida de

filtracdo

, a obtengcdo de liquidos io6nicos puros continua a ser um desafio. As
principais contaminacdes estdo relacionadas com os ifes de halogeneto que podem
ser um problema para esta via de sintese. Na presenca de agua ou de prata, podem

acontecer reacdes indesejaveis " %

. Outras desvantagens relativamente a estas
reacOes sdo a variedade limitada de sais metalicos comercialmente disponiveis e a
dificuldade em trabalhar com compostos bioativos, ja que muitos destes compostos

podem sofrer coordenac&o com metais de transicéo *°.

Para evitar as contaminacfGes e contornar as dificuldades que o método de
metétese tem, Ohno e Yoshizawa % propuseram outro método de sintese de liquidos

ibnicos — o método de neutralizacdo. Este método baseia-se na neutralizacdo de
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aminas terciarias e de &cidos organicos. Este procedimento é bastante simples e com
base em misturas equimolares € possivel obter-se sais, sem contaminacdo de
produtos secundarios " ®. Este método funciona muito bem com aminas terciarias,
com &cidos de halogeneto e com alguns &cidos orgéanicos. O Unico obstaculo para
esta via de sintese € quando os acidos sdo mais fracos do que acidos hidra-hélicos e
quando isso acontece, é necessario usar hidroxidos de catides quaternéarios. .
Mesmo assim, entre a via por metatese e a neutralizacdo &cido-base, esta ultima
demonstra mais beneficios do que a primeira, principalmente porque elimina as
complicacdes existentes na metatese. Esta foi uma das razdes pelo qual escolhemos
esta via de sintese para a realizacdo desta dissertacdo, apesar da possibilidade dos
acidos escolhidos para as sinteses ndo serem suficientemente fortes para
neutralizarem as bases utilizadas. Isto néo foi verificado, comprovando a mais-valia

desta metodologia.

Para além da metatese e da neutralizagdo, ainda podemos considerar mais um
método de sintese de ILs: a utilizagdo de carbenos de imidazole (Esquema 3) como
bases fortes para a formacdo de catides de imidazolio. Este método tem a
desvantagem de apenas se poder aplicar & sintese de liquidos i6nicos de imidazélio "
% No entanto este método permite formar ILs ou sais a partir de alcoois, como o
metanol e o propanol, do acido carbdnico, do acido acético e de &cidos sulfénicos de

alquilo8 sem a contaminacéo de ides de halogeneto ou de ides metalicos .

R,——N KOBu' R,—N _BX _ Re—N
N
\/ -

—N
®\\

Ri © R

X

Esquema 3 — Procedimento geral da sintese de ILs por intermédio de carbenos de imidazole *.
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Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de liquidos i6nicos
(ILs) baseados nos farmacos antimaléaricos primaquina e cloroquina, de maneira a
ajustar e melhorar as suas propriedades. Este trabalho vem na continuidade dos
trabalhos desenvolvidos pelo Professor Doutor Ricardo Jodo Vieira Ferraz (co-
orientador desta dissertacdo) na area de liquidos i6nicos/sais organicos baseados em
farmacos, da Escola Superior de Tecnologia da Saude do Instituto Politécnico do Porto
e da Professora Doutora Paula Alexandra de Carvalho Gomes (orientadora desta
dissertacéo) do Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da
Universidade do Porto e do Centro de Investigacdo em Quimica da mesma

Universidade, na area de farmacos antimalaricos.
Os objetivos especificos deste trabalho de Dissertagéo foram os seguintes:

a) Desenvolver uma metodologia de sintese de ILs baseados em
antimaléricos;

b) Sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural de uma nova familia de ILs
baseados na primaquina e na cloroquina;

c) Estudo das diferencas nas atividades biologicas entre alguns compostos
gue possuem uma ligacdo amida (C) e alguns compostos sintetizados (A, o

[PQ][ACI4] e o [PQ][ACI5]) que possuem uma ligagéo idnica.

A seleg¢do dos acidos carboxilicos utilizados teve por base, por um lado, a
escolha de anibes nado toxicos (4cido oleico e &acido tartarico). Por outro lado
pretendeu-se utilizar acidos carboxilicos derivados do acido cindmico. Com a escolha
dos anides cinamatos pretendeu-se avaliar o efeito da substituicio de uma ligagcao

amida por uma ligacao ionica.

De modo a atingir o propésito deste projeto procedeu-se a sintese dos sais
organicos pretendidos, utilizando catides antimalaricos (Primaquina [PQ] e Cloroquina

[CQ]) variando os anibes (Figura 14).
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Anides utilizados

OH O
HO
o®
O OH

©
[AT] e}
OH
7 a01°
O
@)k@
B2° R
(@)
(@]
%
[AA] © (e}
‘ XX OH
AP
R
[ACI 1-6?

R =H, p-CHj;, p-OH, p-O-CH3;, p.-CH(CHy;),, p-Cl

Figura 14 — Catides e anides utilizados nesta dissertacéo.
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Sendo assim e tendo como ponto de partida dois sais de bisfosfato dos
antimalaricos, previamente utilizados no grupo de investigacdo, a metodologia de

sintese foi delineada conforme se apresenta nos esquemas 4 e 5.

Apés a sintese, a purificacdo e a confirmagéo espectral que se tinha obtido os
sais organicos pretendidos, avaliou-se o potencial antimalarico de alguns ILs (na fase
sanguinea e na fase gametocida) de maneira a avaliar as diferencas nas propriedades
biol6gicas entre compostos com ligagdes amida e compostos com ligacao idnica.

= i =

|N 2| HO——P—oH Remocio do bisfosfato
Et;N em CH,Cl, (em metanol)

|N
)\/\OH/
NH, )\/\/NHZ
\o N \o H

H

Bisfosfato de Primaquina [PQ]
Neutralizaciao
R——COOH (em metanol)
| °
N R—COO
)\/\/@
NH3
\o N
H
A

[PQ][catidio]

Esquema 4 - Mecanismo reacional geral das sinteses dos ILs derivados da PQ.
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\/\/NK )\/\/ N
HN/ Remocao do bisfosfato HN
Et;N em CH,Cl,
EE— -
\ o) \
(em metanol)
2. HOo—P—o0H
P P
cl N/ OH cl N
Bisfosfato de Cloroquina [CQl

Neutralizacio
R— COOH (em metanol)

X o
R—COO
=
cl N
B
[CQ][catiao]

Esquema 5 - Mecanismo reacional geral das sinteses dos ILs baseados na CQ.
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Os reagentes e solventes, usados para as sinteses realizadas dentro do ambito
desta dissertacdo, foram das seguintes marcas: Sigma-Aldrich (diclorometano,
difosfato de primaquina, sal de difosfato de cloroquina), Acros Organics (acidos
cindmicos), VMR Internacional (metanol, trietilamina, acido oleico, acido tartarico, e o

acido acetilsalicilico).

Em todas as sinteses executadas, os solventes utilizados eram de qualidade pro-
andlise. Previamente a utilizacdo dos reagentes para sintese, era feita uma

ressonancia magnética nuclear de protao para validar a sua utilizacao.

Sempre que necessario 0s solventes eram eliminados por evaporacdo a
pressdo reduzida num evaporador rotativo Heidolph Laborota 4001 e posteriormente
secos, num periodo minimo de 12 horas, em alto vdcuo. Os espetros de RMN foram
adquiridos de solucdes de composto puro em dimestilsulféxido puro (DMSO-d6),
contendo tetrametilsilano (TMS) como padrédo interno, num espetrémetro Bruker
Avance Ill de 400 MHz existente no Centro de Materiais da Universidade do Porto
(CEMUP).

As analises de ESI-IT MS foram realizadas sobre solu¢des dos produtos puros
em metanol (LC-MS grade), num espectrémetro de massa LTQ Orbitrap XL (Thermo
Scientific Fischer, Bremen, Alemanha), controlado pelo LTQ Tune Plus 2.5.5 e pelo
2.1.0 Xcalibur. A voltagem do capilar de ionizag&o por electropulverizacdo (ESI) estava
ajustada para os 3.0 kV, a uma temperatura de 275°C.
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Z I
| 2. HO—T—OH
OH Et3N em CH,Cl,
\o )\/\/ )\/\/
1 [PQ]
Cy5Hp4N;05P Cy5Hy N;0
455,34 g/mol 259,35 g/mol

Esquema 6 - Remogéo do grupo bisfosfato do bisfosfato de primaquina.

A uma suspensao de bis-diidrogenofosfato de primaquina (1) em CH,Cl, seco
(15 mL/mmol de 1), adicionou-se Et;N (0,75 mL/mmol de 1), de forma a solubilizar o
sal de primaquina. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética e em banho de gelo,

ao abrigo da luz, durante cerca de 30 minutos.

Apés esse periodo, fez-se uma extracao liquido-liquido com 10mL de agua
destilada. Extraiu-se a fase organica, e evaporou-se o CH,Cl, num evaporador rotativo
e apbés secagem em ultra vacuo, obteve-se, no final, um éleo amarelo ([PQ]) com um

rendimento de 84%.

HN _ pa1 PQ3

CHj,
[PQ]

RMN H (DMSO-d6, 400 MHz): & 8,53 (dd, 1H, J = 4.2, 1,6 Hz, Q2), 8,07 (dd, 1H, J =
8.3, 1,6 Hz, Q4), 7.42 (dd, 1H, J = 8,2, 4,2 Hz, Q3), 6,47 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Q5), 6,25
(d, 1H, J = 2,5 Hz, Q7), 6,12 (d, 1H, J = 8,6 Hz, -NH-), 3,82 (s, 3H, -OCH,), 3,64-3,54
(m, 1H, PQ1), 2,54 (t, 2H, J = 6,8 Hz, PQ4), 1,71-11,32 (m, 4H, PQ1+PQ2), 1,21 (d,
3H, J = 6,3 Hz, -CHs).
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O, OH
(em MeOH)
[AA]
CoHgOy o 0
180,16 g/mol
S}
CHs o e}
Gola a Gola
(em MeOH) \’/
™~ )\/\/ )\/\/ NHa
(6]
[PQ] [PQ][AA]
CysHy N30 C4H39N305
259,35 g/mol 439,51 g/mol

Esquema 7 — Esquema de sintese do [PQ][AA].

A [PQ] (0,063 g; 0,24 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solucdo o acido acetilsalicilico (JAA]) (0,090 g; 0,21 mmol; 1 eq.
em 10 mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacgdo magnética, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacdo foi sempre controlado
(antes, a meio e no final da reagdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o

solvente a pressao reduzida e secou-se o produto final ([PQ][AA]) em ultra vacuo.

2-acetilsalicilato de 4-((6-metoxiguinolin-8-i)amino)pentan-1-aminio

Q3

Q2 O\KO
HN _ ra1 PQ3 ® CHs
PQ2 PQ4 NH,

CHs
[PQI[AA]
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n=87,4%
Aspeto: Oleo alaranjado

RMN H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4.1, 1,7 Hz, Q2), 8,07 (m, 1H, J =
8,3, 4,4, 1,6 Hz, Q4), 7,79 (dd, 1H, J = 7,7, 3,5 Hz, ArH), 7,85-7,70 (m, 3H, (ArH) 7,65-
7,61 (m, 1H, ArH) 7,43 (dd, 1H, Q3)), 6,48 (dd, 1H, J = 7,1, 2,5 Hz, Q5), 6,27 (dd, 1H, J
= 16,1, 2,5 Hz, Q7), 3,82 (s, 3H, CHa), 3,61 (m, 2H, PQ4), 2,24 (s, 3H, CH;COO0-),
1,73-1,49 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,24-1,16 (M, 3H CHb).

RMN **C (DMSO-d6, 100 MHz) & 171,9 (COO), 168,9 (COOMe), 161,3 (Q6), 159,0
(ArC), 144,6 (Q2), 144,2 (Q8), 135,2 (Q10), 134,8 (Q3), 134,5 (ArC), 130,2 (ArC),
129,6 (Q9), 122,1 (Q3), 118,8 (ArC), 116,9 (ArC), 96,1 (Q7), 91,6 (Q6), 55,0 (-OCHy),
47,0 (PQ1), 33,5 (PQ4), 26,0 (PQ3), 22,6 (PQ2), 20,2 (-CHs).

(EI") m/z calculado para CysH,,N3O*: 260,1757, obtido 260,1754.

(EI"ym/z calculado para CgH;0,4: 179,0350, obtido 177,1287.

OH (o]

[AT] HO
C,HeO% oH
150,09 g/mol
o OH (em MeOH)
OH (0]
Gota a G
ola a Gota O@
=4 = OH
|N (em MeOH) W |N o OH
)\/\/ )\/\/ N
NH; NH3
o N o N
H H
[PQ] [PQI[AT]
CisHyN;0 C1oHy7N304
259,35 g/mol 409,44 g/mol

Esquema 8 — Esquema de sintese do [PQ][AT].
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A [PQ] (0,062 g; 0,24 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solugéo o acido tartarico ([AT]) (0,037 g; 0,25 mmol; 1 eq. em 10
mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacédo foi sempre controlado (antes, a meio e
no final da reacdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o solvente a pressédo

reduzida e secou-se o produto final ([PQ][AT]) em ultra vacuo.

3-carboxi-2,3-di-hidroxipropanoato de 4-((6-metoxiguinolin-8-ilamino)pentan-1-

aminio

as OH 0

S)
@ o)
OH
HN _ rai PQ3 ® (0] OH
PQ2 PQ4 NH3
CHj
[PQ][AT]

n=93,7%

Aspeto: Oleo amarelo

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,54 (dd, 1H, J = 8,3, 1,6 Hz, Q2), 7,43 (dd, 1H, J
=8,2, 4,3 Hz, Q4), 6,49 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Q7), 6,29 (d, 1H, J = 2,4 Hz, Q5), 6,16 (d,
1H, J = 8,8 Hz, NH), 3,85 (s, 3H, -OCH5), 3,70-3,62 (m, 1H, PQ1), 3,17 (m, 2H, -CH-),
2,81 (t, 2H, J = 7,1 Hz, PQ4), 1,76-1,54 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,20 (d, 3H, J =, 6,4 Hz -
CHy).

RMN 3C (DMSO-d6, 100 MHz) & 159,0 (Q6), 144,6 (Q2, 144,3 (Q8), 134,8 (Q4), 134,6
(Q10), 129,6 (Q10), 122,1 (Q3), 96,3 (Q7), 9,7 (Q5), 71,3 (-CHOH), 55,0 (-CHOH),
48,5 (PQ1), 46,8 (PQ4), 32,8 (PQ2), 24,0 (PQ3), 20,2 (-CH).

(EI") m/z calculado para C;sH,,N3;O": 260,1757, obtido 260,1753.

(EI') m/z calculado para C4HsO4: 149,0092, obtido 149,0096.
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O
(em MeOH)
[AO]
CigH340, OH

282,47 g/mol 7 7

Gota a Gota [e)

|N (em MeOH) N 7 7 o
®
NH, )\/\/Nm
\o NJ\/\/ \O N
H H
[PQ] [PQ][AO]
CysHy N30 C33HssN305
259,35 g/mol 541,82 g/mol

Esquema 9 - Esquema de sintese do [PQ][AO].

A [PQ] (0,051 g; 0,20 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solucéo o acido oleico ([AQ]) (0,056 g; 0,20 mmol; 1 eq. em 10 mL
de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacéo foi sempre controlado (antes, a meio e
no final da reacdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o solvente a pressado

reduzida e secou-se o produto final ([PQ][AO]) em ultra vacuo.

Oleato de 4-((6-metoxiguinolin-8-ilamino)pentan-1-aminio

Q3

Q2

HN _ pai PQ3 ®
PQ2 PQ4 N H3

n = 100,0%

[PQI[AQC]
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Procedimento experimental

Aspeto: Oleo amarelo

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4,2, 1,6 Hz, Q2), 8,07 (dd, 1H, J =
8,3, 1,6 Hz, Q4), 7,42 (dd, 1H, J = 8,2, 4,2 Hz, Q3), 6,47 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Q5), 6,26
(d, 1H, J = 2,5 Hz, Q7), 6,13 (d, 1H, J = 8,7 Hz, -NH-), 5,37-5,27 (m, 2H, -CH=CH-),
3,82 (s, 3H), 3,67-3,57 (m, 1H, PQ1), 2,64 (t, 2H, J = 6,8 Hz, PQ4), 2,09 (t, 2H, J = 7,4
Hz —CH,-COO), 2,06-1,92 (m, 4H, -CH,-CH=), 1,72-1,40 (m, 6H), 1,34-1,18 (m, 23H),
0,85 (t, 3H, J = 6,9 Hz).

RMN C (DMSO-d6, 100 MHz) & 159,0 (Q6), 144,6 (Q8), 144,2 (Q2), 134, 8 (Q4),
134,5 (Q10), 129,6 (CH=CH-), 129,6 (CH=CH-), 122,1 (Q3), 96,1 (Q7), 91,6 (Q5), 55,0
(PQ1), 47,1 (PQ4), 33,2 (CH,-COO), 31,2 (PQ2), 29,1 (PQ3), 29,1 (-CH,-), 28,8 (-CH,-
), 28,8 (-CH,-), 28,7 (-CH,-), 28,6 (-CH,-), 28,6 (-CH,-), 28,5 (-CH,-), 26,6 (-CH,-), 26,5
(-CH,-), 25,0 (-CHy-), 22,1 (-CH,-), 20,2 (-CHs), 13,9 (-CHb).

(EI"Yym/z calculado para C;sH,N3;O": 260,1757, obtido 260,1753.

(EI"Ym/z calculado para Ci1gH330,": 281,2486, obtido 281,2491.

o)
[ACT] \ OH
CoHgOy (em MeOH)
148,16 g/mol o

Gota a Gota \ o
(@)
7 = |
|N (em MeOH) | N
)\/\/ J\/\/ﬁH
NH, 3
\O N \O N
H H
[PQ] [PQIIACI]
CisHy N30 C,4Hy9N30;5
259,35 g/mol 407,51 g/mol

Esquema 10 - Esquema de sintese do [PQ[ACI].

A [PQ] (0,051 g; 0,20 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-

se gota a gota uma solucdo o acido cinamico ([ACI]) (0,030 g; 0,20 mmol; 1 eq. em 10
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mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacéo foi sempre controlado (antes, a meio e
no final da reacdo). Apos cerca de 15 minutos, evaporou-se o solvente a pressao

reduzida e secou-se o produto final ([PQ][ACI]) em ultra vacuo.

Cinamato de 4-((6-metoxiquinolin-8-illamino)pentan-1-aminio

(e
Q3
\ OH
Q2
HN _ pa1 PQ3 ®
PQ2 PQ4 NH3
CHjy
[PQIJ[ACT]

n=95,0%
Aspeto: Oleo amarelo

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4,2, 1,6 Hz, Q2), 8,07 (dd, 1H, J =
8,3, 1,6 Hz), 7,56 (dd, 2H, J = 8,1, 1,4 Hz, (ArH)), 7,42 (dd, 1H, J = 8,2, 4,2 Hz, Q3),
7,39-7,29 (m, 5H, ArH e -CH=CH-), 6,48 (dd, 2H, J = 9,2, 6,7 Hz, Q7 e -CH=CH-), 6,28
(d, 1H, J = 2,5 Hz, Q5), 6,14 (d, 1H, J = 8,8 Hz, NH-), 3,82 (s, 3H, -OCHs), 3,69-3,59
(m, 1H, PQ1), 2,74 (t, 2H, J = 6,2 Hz, PQ4), 1,75-1,53 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,21 (d,
3H, J = 6,3 Hz, -CH).

RMN *C (DMSO-d6, 100 MHz) & 159,0 (Q6), 146,8 (-CH=CH-) 144,6 (Q2), 144,2
(Q8), 139,5 (Q10), 135,5 (Q4), 134,8 (ArC), 134,5 (ArC), 129,6 (Q9), 129,0 (ArC),
128,7 (ArC), 127,5 (ArC), 124,9 (-CH=CH-), 122,1 (ArC), 96,2 (Q7), 91,7 (Q5), 55,0
(PQ1), 47,0 (PQ4), 33,0 (PQ2), 25,3 (PQ3), 20,2 (-CHy).

(EI") m/z calculado para C;sH,,N3;O": 260,1757, obtido 260,1751.

(EI'ym/z calculado para CgH;0,: 147,0452, obtido 147,0456.
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(0]
[ACI2] \
CioH1007 \ OH
162,19 g/mol (em MeOH)
H3C/ 7
. (0]
L3
Gota a Gota \ [e)
(0)
= =

| | HsC

N (em MeOH) N

B —————
)\/\/ )\/\/C&)H
NH 3

~o N : ~ N

H H
[PQ] [PQI[ACI2]
CisHy N30 CysH31N305
259,35 g/mol 421,54 g/mol

Esquema 11 - Esquema de sintese do [PQ][ACI2].

A [PQ] (0,069 g; 0,27 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solugdo o &cido p-metilcindmico ([ACI2]) (0,044 g; 0,27 mmol; 1
eg. em 10 mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacdo foi sempre controlado
(antes, a meio e no final da reagdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o

solvente a presséo reduzida e secou-se o produto final ((PQ][ACI2]) em ultra vacuo.

4-metilcinamato de 4-((6-metoxiquinolin-8-illamino)pentan-1-aminio
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(@]
Q3
X OH
Q2
HN _ pPa1 PQ3 @
PQ2 PQ4 N H3
CH,
[PQI[ACI2]

n=921%
Aspeto: Oleo amarelo

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4,2, 1,6 Hz, Q2), 8,07 (dd, 1H, J =
8,3, 1,5 Hz, Q4), 7,49-7,40 (m, 4H, ArH e Q3), 7,31 (d, 1H, J = 15,9 Hz (-CH=CH-),
7,18 (d, 2H, J = 7,9 Hz), 6,44 (m, 2H, -CH=CH- e Q7), 6.27 (d, 1H, J = 2,5 Hz, Q5),
6.14 (d, 1H, J = 8,7 Hz, -NH-), 3,82 (s, 3H, -OCH.), 3,68-3.,8 (m, 1H, PQ1), 2,71 (t, 2H,
J = 6,2 Hz, PQ4), 2,30 (s, 3H, Ar-CHs), 1,74-1,52 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,21 (d, 3H, J =
6,3 Hz, -CHy).

RMN *C (DMSO-d6, 100 MHz) & 159,4 (Q6), 145,18 (-CH=CH-), 144,7 (Q2), 135,3
(Q4), 135.1 (ArC), 135.0 (ArC), 130,1 (Q9), 129,8 (ArC), 128,0 (ArC), 122,6 (ArC), 96,6
(Q7), 92,2 (Q5), 55,5 (PQ1), 47,5 (PQ4), 33,6 (PQ2), 21,4 (ArC), 20,7 (-CHa).

(EI"Yy m/z calculado para C;sH»,N3;O": 260,1757, obtido 260,1751.

(EINym/z calculado para C1,HO,: 161,0608, obtido 161,0610.
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0}
[ACI3] X
CyHgO4 OH
164,16 g/mol (em MeOH)
HO o
Gota a Gota \ S}
(¢
7 Z |
|N (em MeOH) N HO
)\/\/ )\/\/ﬁH
NH, 3
~ N o N
H H
[PQ] [PQI[ACI3]
CisHy N30 C,p4HyoN;0,
259,35 g/mol 423,51 g/mol

Esquema 12 - Esquema de sintese do [PQ][ACI3].

A [PQ] (0,051 g; 0,20 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solugéo o acido p-hidroxicinamico (JACI3]) (0,033 g; 0,20 mmol; 1
eg. em 10 mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacdo foi sempre controlado
(antes, a meio e no final da reagdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o
solvente a presséo reduzida e secou-se o produto final ([PQ][ACI3]) em ultra vacuo.

4-hidroxicinamato de 4-((6-metoxiguinolin-8-ilamino)pentan-1-aminio

PQ2 PQ4 NH 3

n=914% [PQI[ACI3]
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Aspeto: Oleo amarelo

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4,2, 1,6 Hz, Q2), 8,07 (dd, 1H, J =
8,3, 1,6 Hz, Q3), 7,45-7,38 (m, 3H, ArH, Q3), 7,31 (d, 1H, J = 15,9 Hz, -CH=CH-), 6,79-
6,75 (M, 2H, -CH=CH- e Q7), 6,47 (d, 1H, J = 2,5 Hz Q5), 6,26 (dd, 2H, J = 10,8, 9,2
Hz, ArH), 6,13 (d, 1H, J = 8,8 Hz, -NH-), 3,82 (s, 3H, -OCHj), 3,67-3.59 (m, 1H, PQ1),
2,71 (t, 2H, J = 6,7 Hz, PQ4), 1,72-1,52 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,21 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -
CHba).

RMN C (DMSO-d6, 100 MHz) & 169,8 (-COO), 159,6 (Q6), 159,5 (ArC), 145,1 (-
CH=CH-), 144,7 (Q2), 141,5, 135,3 (Q4), 135,0 (ArC), 130,1 (Q9), 129,8 (-CH=CH-),
126,4 (ArC), 122,6 (ArC), 120,9 (Q3), 116,2 (ArC), 96,6 (Q7), 92,2 (Q5), 55,6 (PQ1),
47,5 (PQ4), 33,6 (PQ2), 26,3 (PQ3), 20,7 (-CHs).

(EI"Yy m/z calculado para C;5sH,N3;O*: 260,1757, obtido 260,1750.

(EI"ym/z calculado para CgH;05": 163,0401, obtido 163,0409.

[ACH4]
CioH 1003 AN

178,19 g/mol OH

(em MeOH)

Gola a Gola

\ OH
Z =
Hs3C
|N (em MeOH) |N 3 \O
—_—
)\/\/ )\/\/Cﬁ)H
NH, 3
~o N ~o N
H H
[PQ] [PQ][ACI4]
CysHp N30 Cy5H3N304
259,35 g/mol 437,54 g/mol

Esquema 13 - Esquema de sintese do [PQ][ACI4].

A [PQ] (0,58 g; 0,22 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-se

gota a gota uma solucado o acido p-metoxicinamico ([ACI4]) (0,037 g; 0,21 mmol; 1 eq.
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em 10 mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacdo foi sempre controlado
(antes, a meio e no final da reacdo). Apdés cerca de 15 minutos, evaporou-se o

solvente a presséo reduzida e secou-se o produto final ((PQ][ACI4]) em ultra vacuo.

4-metoxicinamato de 4-((6-metoxiquinolin-8-i)Jamino)pentan-1-aminio

O
Q3
\ OH
Q2
H;C—O
HN _ pa1 PQ3 ®
PQ2 PQ4 NH3
CHjy
[PQ]I[ACI4]

n=2388,5%
Aspeto: Oleo amarelo

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4,2, 1,6 Hz, Q2), 8,07 (dd, 1H, J =
8,3, 1,6 Hz, Q4), 7,53 (d, 2H, J = 8,7 Hz, ArH), 7,42 (dd, 1H, J = 8,2, 4,2 Hz) (Q3), 7,34
(d, 1H, J = 15,9 Hz, -CH=CH-), 6,93 (d, 2H, J = 8,8 Hz, ArH), 6,47 (d, 1H, J = 2,4 Hz,
Q7), 6,33 (d, 1H, J = 15,9 Hz, Q5), 6,27 (d, 1H, J = 2,4 Hz, Q5), 6,13 (d, 6H, J = 8,7
Hz, -NH-), 3,82 (s, 3 H, -OCHs) 3,77 (s, 3 H, -OCHa), 3,68-3,57 (m, 2H, PQ1), 2,71 (t,
2H, J = 6,7 Hz, PQ4), 1,74-1,52 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,21 (d, 3H, J = 6,3 Hz, -CHb).

RMN C (DMSO-d6, 100 MHz) & 169,4 (-COO), 160,2 (Q6), 159,0 (-CH=CH-), 144,6
Q2), 144,2 (Q8), 140,1, 134,8 (Q4), 134,5 (Q10), 129,6 (-CH=CH-), 129,2 (ArC), 127,8
(ArC), 122,1 (Q3), 114,2 (ArC), 96,2 (Q7), 91,7 (Q5), 55,21 (-OCHs), 55,0 (-OCHy),
48,6 (PQ4), 47,0 (PQ3), 25,5 (PQ2), 20,2 (-CHs).

(EI"Yy m/z calculado para C;sH2,N3;O": 260,1757, obtido 260,1752.

(EI'y m/z calculado para CgH;03: 177,0557, obtido 177,0570.
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[ACI5]

CioH 140, OH
190,24 g/mol (em MeOH)
(0]
Gota a Gota \ OH
7z = |
|N (em MeOH) N
J\/\/ J\/\/ ﬁH
NH, 3
o N o N
H H
[PQ] [PQIIACIS]
CisHy N3O Cy7H;35N;504
259,35 g/mol 449,60 g/mol

Esquema 14 - Esquema de sintese do [PQ][ACI5].

A [PQ] (0,065 g; 0,25 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solucdo o &cido p-isopropilcindmico ([ACI5]) (0,038 g; 0,20 mmol;
1 eq. em 10 mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacdo foi sempre controlado
(antes, a meio e no final da reagdo). Apdés cerca de 15 minutos, evaporou-se o

solvente a pressao reduzida e secou-se o produto final ([PQ][ACI5]) em ultra vacuo.

4-isopropilcinamato de 4-((6-metoxiquinolin-8-ilamino)pentan-1-aminio
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Procedimento experimental

R °

HN _ ra1 PQ3 ®
PQ2 PQ4 NH3
CHs
[PQ][ACIS]

n=995%
Aspeto: Oleo amarelo

RMN *H (DMSO-d6, 100 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4,1, 1,5 Hz, Q3), 8.08 (dd, 1H, J =
8,3, 1,4 Hz, Q5), 7,52 (d, 2H, J = 8,2 Hz ArH), 7,45-7,36 (m, 2H, Q3 e -CH=CH-), 7,25
(d, 2H, J = 8,2 Hz, ArH), 6,45 (m, 2H, Q7 e -CH=CH-), 6,28 (d, 1H, J = 2,3 Hz, Q5),
6,14 (d, 1H, J = 8,8 Hz, -NH-), 3,82 (s, 3H, -OCH), 2,89 (m, 1H,-CH-), 2,71 (t, 2H, J =
6,7 Hz, PQ4), 1,76-1,46 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,20 (M, 9H, -CH).

RMN *C (DMSO-d6, 400 MHz) & 158,9 (Q8), 127,8 (ArC), 126,7 (ArC), 54,0 (-OCHb),
33,3 (CH), 23,7 (-CHa).

(EI"Yy m/z calculado para C;sH»N3;O": 260,1757, obtido 260,1756.

(EINym/z calculado para C;,H;30,: 189,0921, obtido 189,0927.
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o
[ACI6] \
CyH,ClO, OH
182,60 g/mol (em MeOH)
Cl o
Gota a Gota \ °
(0)
= = |
|N (em MeOH) 9 Cl
—_—
)\/\/ )\/\/ﬁH
NH, X

\O N \o \

H H
[PQI [PQI[ACI6]

CisHz N30 C,4HagCINSO5

259,35 g/mol 441,96 g/mol

Esquema 15 - Esquema de sintese do [PQ][ACI6].

A [PQ] (0,051 g; 0,20 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solucdo o acido p-clorocinamico ([ACI6]) (0,036 g; 0,20 mmol; 1
eg. em 10 mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacdo foi sempre controlado
(antes, a meio e no final da reagdo). Apdés cerca de 15 minutos, evaporou-se o

solvente a pressao reduzida e secou-se o produto final ([PQ][ACI6]) em ultra vacuo.

4-clorocinamato de 4-((6-metoxiguinolin-8-ilJamino)pentan-1-aminio

\ OH

Cl

HN  Pa1 PQ3 ®
PQ2 PQ4 NH3

[PQJ[ACI6]
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n=933%
Aspeto: Oleo amarelo

RMN *H (DMSO-d6, 100 MHz) & 8,53 (dd, 1H J = 4,2, 1,6 Hz, Q2), 8,07 (dd, 1H, J =
8,3, 1,5 Hz, Q4), 7,62 (d, 2H, J = 8,5 Hz, ArH), 7,42 (m, 3H, Q3 e ArH), 7,35 (d, 1H, J =
16,0 Hz, -CH=CH-), 6,52 (s, 1H), 6,48 (d, 2H, J = 2,9 Hz, Q7), 6,28 (d, 1H, J = 2,4 Hz,
Q5), 6,14 (d, 1H, J = 8,8 Hz -NH-), 3,82 (s, 3H), 3,64 (m, 1H,PQ1), 2,76 (t, 2H, J = 6,5
Hz, PQ4), 1,75-1,54 (m, 4H, PQ2 e PQ3), 1,18 (d, 3H, 6,4 Hz. —CH,).

RMN **C (DMSO0-d6, 100 MHz) & 168,9 (-COO0), 159,0 (Q6), 144,6 (-CH=CH-), 144,2
(Q8), 138,6 (Q10), 134,5 (Q4), 134,3 (ArC), 133,5 (ArC), 129,6 (-CH=CH-), 129,3
(ArC), 128,7 (ArC), 122,1 (Q3), 96,2 (Q7), 91,7 (Q5), 55,0 (-OCHs), 46,9 (PQ4), 33,0
(PQ2), 24,9 (PQ3), 20,2 (-CHa).

(EI"Yym/z calculado para C;sH,N3;O": 260,1757, obtido 260,1755.

(EI"ym/z calculado para CgHsCIO,: 181,0062, obtido 181,0081.

BZ] OH
C7HgO,
122,12 g/mol (em MeOH)

Gota a Gota

H H
[PQ] [PQI[BZ]
CisHy N30 CyHy7N;0;
259,35 g/mol 381,48 g/mol

Esquema 16 - Esquema de sintese do [PQ][BZ].
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A [PQ] (0,080 g; 0,31 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solugéo o &cido benzoico ([BZ]) (0,038 g; 0,31 mmol; 1 eq. em 10
mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacéo foi sempre controlado (antes, a meio e
no final da reacdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o solvente a pressédo

reduzida e secou-se o produto final ([PQ][BZ]) em ultra vacuo.

Benzoato de 4-((6-metoxiquinolin-8-illamino)pentan-1-aminio

©
COO

HN _ ra1 PQ3 ®
PQ2 PQ4 NH 3

[PQ][BZ]

n=987%
Aspeto: Oleo amarelo

RMN *H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,53 (dd, 1H, J = 4,2, 1,6 Hz, Q3), 8,07 (dd, 1H, J =
8,3, 1,5 Hz, Q5), 7,88 (dd, 2H, J = 8.2, 1.4 Hz, ArH), 7.37 (m, 5H, ArH, PQ4), 6,48 (d,
1H, J = 2,4 Hz, Q7), 6,26 (d, 1H, J = 2,4 Hz, Q5), 6,14 (d, 1H, J = 8,7 Hz, -NH-), 3,81
(s, 3H, -OCHy), 3,63 (m, 1H, PQ1), 2,79 (t, 2H, J = 6,6 Hz, PQ1), 1,64 (m, 4H, PQ2 e
PQ3), 1,19 (d, 3H, J = 5,6 Hz).

RMN *C (DMSO-d6, 100 MHz) & 169,1 (-COO), 159,0 (Q6), 144,6 (Q2), 144, 2 (Q8),
137,0 (ArC), 135,8 (Q4), 134,6 (ArC), 130,1 (ArC), 129,6 (Q9), 129,0 (ArC), 127,6
(ArC), 122,1 (Q3), 96,2 (Q7), 91,7 (Q5), 55,0 (PQ1), 46,9 (PQ4), 32,0 (PQ2), 24,7
(PQ3), 20,2 (-CHy).
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(EI"Yy m/z calculado para C;sH2,N3;O": 260,1757, obtido 260,1760.

(EI"ym/z calculado para C;Hs0,: 121,0295, obtido 121,0304.

)\/\/N )\/\/ N
HN HN
Et;N em CH,Cl,

—_—
\ o \
2.| Ho—P—o0H

/ | al N/

Cl N OH
2 [CQl
C;gH3,CIN;OgP, CgH,CINg
515,86 g/mol 319,87 g/mol

Esquema 17 - Remocé&o do grupo bisfosfato do bisfosfato de cloroquina.

A uma suspenséo de bis-diidrogenofosfato de cloroquina (2) em CH,CI, seco
(15 mL/mmol de 2), adicionou-se Et;N (0,75 mL/mmol de 2), de forma a solubilizar o
sal de cloroquina. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e em banho de gelo,

ao abrigo da luz, durante cerca de 30 minutos.

Apbés esse periodo, fez-se uma extracao liquido-liquido com 10mL de agua
destilada. Extraiu-se a fase organica, e evaporou-se o CH,Cl, num evaporador rotativo
e ap6s secagem em ultra vacuo, obteve-se, no final, um dleo incoloro ([CQ]) com um
rendimento de 97,1%.
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CQ3

CQ4

[CQ]

RMN *H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,36 (m, 2H, Q2 e Q5), 7.76 (d, 1H, J = 2,2 Hz, Q8),
7,42 (dd, 1H, J = 9,0, 2,3 Hz, Q6), 6,91 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Q3), 6,50 (d, 1H, J = 5,6 Hz,
-NH-), 3,72 (m, 1H, CQ1), 2,46-2,32 (m, 4H, -CH,-), 1,76-1,61 (m, 2H, CQ4), 1,58-1,39
(m, 4H, CQ2 e CQ3), 1,23 (d, 3H, J = 6,4 Hz, CHa).

[ACI6] A AN
CoH,CIO, ‘
182,60 g/mol

OH
(em MeOH)

F

C|/
HN w HN

N — X i
(em MeOH)
_ P X
N N Cl N
[CQl [CQIIACIS6]
CigHy6CIN; Cy7H33CLN30,
319,88 g/mol 502,48 g/mol

Esquema 18 — Esquema da reagéo de [CQ][ACI6].
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Procedimento experimental

A [CQ] (0,051 g; 0,16 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-se gota a
gota uma solugéo o &cido p-clorocindmico ([ACI6]) (0,029 g; 0,16 mmol; 1 eq. em 10
mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacédo foi sempre controlado (antes, a meio e
no final da reacdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o solvente a pressédo

reduzida e secou-se o produto final ([PQ][ACI6]) em ultra vacuo.

4-clorocinamato de 4-((7-cloroquinolin-4-ilamino)-N,N-dietilpentan-1-aminium

/

cl
[CQI[ACI6]

n=92,6%
Aspeto: Oleo transparente

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,39-8,33 (m, 2H, Q2 e Q5), 7,76 (d, 1H, J = 2,2 Hz,
Q8), 7,69 (d, 2H, J = 8,5 Hz, ArH), 7,45 (m, 4H, ArH, Q6), 6,92 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -
CH=CH-), 6,52 (m, 2H, -CH=CH-), 2,44 (m, 4H,-CH.-), 1,23 (d, 3H, J = 6,3 Hz, CHJ),
0,93 (t, 6H, J = 7,1 Hz).

RMN *C (DMSO-d6, 100 MHz) & 167,9 (-COO), 151,8 (Q2), 149,5 (Q4), 149,2 (Q10),
141,3, 134,3 (Q7), 133,6 (ArC), 133,3 (ArC), 129,7 (-CH=CH-), 128,9 (ArC), 127,4
(ArC), 124,4 (Q5), 123,8, 121,7 (Q6), 117,5 (Q9), 98,8 (Q3), 51,8 (CQ4), 47,5 (CQ1L),
46,1 (-CH,-), 33,2 (CQ2), 22,9 (-CH3), 19,8 (CQ3), 11,1 (-CHy).

(EI")y m/z calculado para C;gH»;CIN;": 320,1888, obtido 320,1888.



FCUP

Procedimento experimental

(EINY m/z calculado para CyHsCIO,: 181.0062, obtido 181,0068.

[ACI5]
Ci2H 140,
190.24 g/mol

AN — N
(em MeOH)
=
o N/ cl N
CQl [CQIIACIS]
CisH6CINg C30H0CIN;O,
319,88 g/mol 510,12 g/mol

Esquema 19 - Esquema de sintese do [CQ][ACI5].

Gota a Gota K
)\/\/NH
HN

A [CQ] (0,052 g; 0,16 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solucéo o acido p-isopropilcinamico ([ACI5]) (0,031 g; 0,16 mmaol;

1 eq. em 10 mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacdo foi sempre controlado

(antes, a meio e no final da reacdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o

solvente a pressao reduzida e secou-se o produto final ([PQ][ACI5]) em ultra vacuo.

4-isopropilcinamato de 4-((7-cloroquinolin-4-ilamino)-N,N-dietilpentan-1-

aminium
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CQ3

Z

cQ4

[CQ][ACI5]

n= 98,8 %
Aspeto: Oleo transparente

RMN *H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,39-8,34 (m, 2H, Q2 e Q5), 7,76 (d, 1H, J = 2,2 Hz,
Q8), 7,57 (d, 2H, J = 8,2 Hz, ArH), 7,51 (d, 1H, J = 160 Hz, -CH=CH-), 7,42 (m, 1H, J =
9,0, 2,3 Hz, Q6), 7,27 (d, 2H, J = 8,2 Hz, ArH), 6,91 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Q3), 6,50 (d,
1H, J = 5,7 Hz, -NH-), 6,45 (d, 1H, J = 16,0 Hz, -CH=CH-), 3,78-3,66 (m, 1H, CQ1),
2,90 (m, 1H, J = 13,8, 6,9 Hz), 2,49-2,38 (M, 4H, -CH,-), 1,75-1,64 (m, 2H, CQ4), 1,57-
1,42 (m, 4H, CQ2 e CQ3), 1,21 (d, 6H, J = 12,2, 6,6 Hz, -CHs), 0,92 (t, 6H, J = 7,1 Hz)

RMN **C (DMSO0-d6, 100 MHz) & 168,0 (-COO0), 151,8 (Q2), 150,6 (-CH=CH-), 149,5
(Q4), 149,2, 143,1 (ArC), 133,3 (Q7), 132,1 (ArC), 128,1 (-CH=CH-), 127,4 (ArC),
126,8 (ArC), 124,3, 123,8 (Q5), 119,2 (Q6), 117,5 (Q9), 98,8 (Q3), 51,9 (CQ4), 47,6
(CQ1), 46,1, 33,3 (CQ2), 23,6 (-CHa), 23,0 (-CH3), 19,8 (CQ3), 11,3 (-CH,).

(EI"Yy m/z calculado para C;gH,;CIN;": 320,1888, obtido 320,1888.

(EI"ym/z calculado para Ci,H130,: 189,0921, obtido 189,0931.
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(em MeOH) o
€110 N
C 1 8H3402 OH

282,47 g/mol 7 7

Gota a Gota

y J@@
(em MeOH)
Z W/_\MJ\

Cl N
[CQl [CQJ[AO]
C,gH6CIN; C36HgoCIN;0,
319,88 g/mol 602,35 g/mol

Esquema 20 - Esquema de sintese do [CQ][AQ].

A [CQ] (0,050 g; 0,16 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solucéo o acido oleico ([AQ]) (0,044 g; 0,16 mmol; 1 eq. em 10 mL
de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacéo foi sempre controlado (antes, a meio e
no final da reagdo). Apés cerca de 15 minutos, evaporou-se 0 solvente a pressao
reduzida e secou-se o produto final ([PQ][AO]) em ultra vacuo.

Oleato de 4-((7-cloroquinolin-4-i)amino)-N,N-dietilpentan-1-aminium

CcQ3

[CQI[AQC]
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n=952 %

Aspeto: Oleo transparente

FCUP 57

Procedimento experimental

RMN ‘H (DMSO-d6, 400 MHz) & 8,36 (m, 2H, J = 7,3, 1,6 Hz, Q2 e Q5), 7,76 (d, 1H, J
= 2,2 Hz, Q8), 7,42 (m, 1H, J = 9,0, 2,3 Hz, Q6), 6,91 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Q3), 6,50 (d,
1H, J = 5,7 Hz, -NH-), 5,38-5,26 (m, 2H, -CH=CH-), 3,77-3,66 (m, 1H, CQ1), 2,48-2,35
(M, 4H, -CH,), 2,16 (t, 2H, J = 7,4 Hz, -CH,-CO0’), 2,03-1,91 (m, 4H, -CH,-CH=), 1,74-
1,64 (m, 2H, CQ4), 1,58-1,40 (m, 4H, CQ2 e CQ3), 1,26 (d, 3H, J = 6,6 Hz, -CHy), 0,91

(t, 6H, J = 7,1 Hz), 0,85 (t, 3H, J = 6,8 Hz, -CH3)

RMN *C (DMSO-d6, 100 MHz) & 174,6 (-COO), 151,8 (Q2), 149,5 (Q4), 149,3, 133,3
(Q7), 129,6 (-CH=CH-), 129,6 (ArC), 127,4 (ArC), 124,4, 123,8 (Q5), 117,5 (Q9), 98,8
(Q3), 52,0 (CQ4), 47,6 (CQ1), 46,1 (-CH,-CH3), 33,8 (CQ2), 33,3 (CH,-COO-), 31,3,
29,1 (-CH,), 28,8 (-CH2-), 28,7 (-CH,), 28,6 (-CH,-), 28,7 (-CH,-), 28,5 (-CH.-), 26,6 (-
CH,-), 24,5 (-CH,-), 23,2 (-CH,-), 22,1 (-CHa), 19,8 (CQ3), 13,9 (-CHs), 11,4 (-CHs).

(EI") m/z calculado para C;gH,;CIN;": 320,1888, obtido 320,1889.

(EI"ym/z calculado para CigH330,": 281,2486, obtido 281,2496.

OH [¢]
[AT]
HO
C4HgOgq oH
150.09 g/mol
(em MeOH)
o (¢]
)\/\/ // I o
_—
(em MeOH)
/
Cl N
[CQl [CQI[AT]

CgH6CIN, Cy,H3,CIN;O¢
319.88 g/mol 469.96 g/mol

Esquema 21 — Esquema de sintese do [CQ][AT].

OH
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A [CQ] (0,051 g; 0,16 mmol; 1 eq.) dissolvida em 10 mL de MeOH, adicionou-
se gota a gota uma solugéo o acido tartarico ([AT]) (0,024 g; 0,16 mmol; 1 eq. em 10
mL de MeOH). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O pH da reacéo foi sempre controlado (antes, a meio e
no final da reacdo). Apds cerca de 15 minutos, evaporou-se o solvente a pressédo

reduzida e secou-se o produto final ([PQ][AT]) em ultra vacuo.

3-carboxi-2,3-di-hidroxipropanoato de 4-((7-cloroquinolin-4-il)amino)-N,N-

CcQ3 ,/

dietilpentan-1-aminium

0
\H/ OH

[CQI[AT]

n=983%
Aspeto: Oleo transparente

RMN H (DMSO0-d6, 400 MHz) & 8,42-8,34 (m, 2H, Q2 e Q5), 7,78 (d,12H, J = 2,2 Hz,
Q8), 7,45 (dd, 1H, J = 9,0, 2,1 Hz, Q6), 7,04 (d, 1H, J = 7,7 Hz, Q3), 6,54 (d, 1H, J =
5,7 Hz, -NH-), 3,97 (s, 2H), 3,83-3,71 (m, 1H, CQ1), 2,96-2,79 (m, 6H, -CH- € —CH,-
CHa), 2,08 (s, 1H), 1,79-1,49 (m, 10H, CQ4, CQ3 e —CHs), 1,24 (d, 2H, J = 6,3 Hz,
CQ,), 1,08 (t, 3H, J = 7,2 Hz, -CHs).

RMN C (DMSO0-d6, 10 MHz) & 174,2 (-CO0), 151,4 (Q2), 149,8 (Q4), 148,7, 133,6
(Q7), 127,0 (Q8), 124,4 (Q5), 124,0 (Q6), 117,4 (Q9), 98,9 (Q3), 71,6 (-CHOH), 50,9
(CQ4), 47,5 (CQ1), 46,0 (-CH,-), 32,6 (CQ2), 20,9 (-CHs), 19,8 (CQ3), 9,2 (-CHs).
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(EI"Yy m/z calculado para C;gH,;CIN;": 320,1888, obtido 320,1891.

(EI"ym/z calculado para C4Hs04: 149,0092, obtido 149,0100.

Apébs a sintese organica e como ja foi referido antes, outro dos objetivos
principais a ser alcancado nesta dissertacdo é a caracterizacdo dos compostos finais,

tanto por caracterizacdo estrutural, como por caracterizacdo bioldgica.

A caracterizagdo estrutural foi elaborada por intermédio de andlises de
ressonancia magnética nuclear (*H e **C) e de espectrometria de massa, por MS-ESI

Orbitrap, realizadas no Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).

Para além desta caracterizacdo, a maioria dos liquidos i6nicos derivados da
primaquina sintetizados foram avaliados quanto as suas atividades bioldgicas in vitro
contra a espécie P. falciparium, em duas fases do ciclo de vida do parasita no
hospedeiro vertebrado: sanguinea e gametocida. Estas avaliagbes foram realizadas
com colaboracdes externas, sendo elas, respetivamente, o Instituto de Higiene e
Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa com a Doutora Fatima Nogueira e
o Departamento de Ciéncia Farmacoldgica e Biomolecular da Universidade de Mildo

com a Doutora Silvia Parapini.
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Para a dissertacdo em que este projeto se insere, o catido desejado é a forma
catiénica de um farmaco antimalérico, a primaquina, que se encontra comercializada

sob a forma de sal de difosfato.

Para a obtencéo da base pretendida, tivemos que remover o grupo fosfato do
difosfato de PQ (Esquema 22), antes da aplicacdo do método de preparacdo destes

sais organicos.

o
= [ ~
| 2.| Ho—P—o0H |
| Et;N em CH,Cl, N
OH —_—
NH )\/\/NHz
. )\/\/ 2 \o N

N
(o) N

H
[PQ]

Bisfosfato de primaquina

Esquema 22 - Representacdo esquematica da remocgao do bisfosfato do sal.

Para esta etapa do projeto, o procedimento experimental foi executado de
acordo com o que foi descrito na sec¢do 3.2.1. do capitulo anterior. Como ja foi

referido, a remocao foi efetuada sempre que necessario.

O produto obtido apresentou-se como um Oleo amarelo e os dados de
Ressonéncia Magnética Nuclear de protdo (RMN-1H) estavam de acordo com dados
anteriormente publicados para 0 mesmo composto. Os rendimentos obtidos para as

diversas sinteses foram no geral satisfatérios (Tabela 2).
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Tabela 2 — Rendimentos obtidos a obteng&o da primaquina com o grupo NH; livre.

99,7
54,1
95,0
83,1
97,1
85,8 + 18,6

g b~ W N

Média dos rendimentos

=
R——COOH e
(em MeOH) R coo
(em MeOH) )\/\/
NH,
)\/\/ \o

[PQ] A
[PQ][catiao]

Esquema 23 — Representacao geral da sintese dos liquidos i6nicos derivados da primaquina.

A sintese dos liquidos ionicos estd descrita na seccdo 1.3.. Este método
mostrou-se simples e eficaz para derivados antimalaricos como a primaquina. Estando
de acordo com os resultados obtidos para outros compostos bioativos como a
preparacdo de liquidos idnicos baseados em aminoacidos ®, a sintese de ILs

resultantes da ampicilina ?, e de derivados da fluoroquinolona %

Tanto a primaquina, como os acidos utilizados nas sinteses eram solUveis em

metanol, evitando a utilizacdo de solventes halogenados.

Para estas sinteses, a base utilizada foi a primaquina. No caso do acido

carboxilico:

- Baseados em produtos naturais — acido oleico e tartarico
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- Baseados em farmacos — acido benzoico, acetilsalicilico e derivados do acido

cinamico.

Os acidos derivados do acido cindmico serviram para estudar os diferentes

efeitos que os substituintes poderiam causar, caso estivessem ligados a primaquina

por uma ligacéo covalente (ligacdo amida) ou por uma ligacao iénica.

A Tabela 3 mostra os rendimentos obtidos para estas sinteses.

[PQI[AA]

[PQI[AT]
[PQI[AC]
[PQI[ACI]
[PQI[ACI2]
[PQI[ACI3]
[PQI[ACI4]
[PQI[ACI5]
[PQI[ACI6]

[PQI[BZ]

439,51
409,44
541,82
407,51
421,54
423,51
437,54
449,59
441,96
381,48

Tabela 3 — Dados das sinteses dos compostos finais, ILs derivados da PQ.

0,0904
0,1018
0,1068
0,0822
0,1131
0,0851
0,0918
0,0893
0,0866
0,1171

87,4
93,7
100,0
95,0
92,1
91,4
88,5
99,5
93,3
98,7

A confirmagéo da obtencdo dos produtos finais foi obtida por espectroscopia de

RMN (*H e *3C) e espectrometria de massa (ESI-IT MS).

A titulo exemplificativo mostramos de seguida o0s espectros do composto

[PQI[ACI].
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s Chemical Formula: C,sH,,N;0"

45 Exact Mass: 260,1757

s Molecular Weight: 260,3605

m/z: 260.1757 (100.0%), 261.1791 (16.2%), 262.1824 (1.2%), 261.1728 (1.1%)
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Figura 15 — Espectro de massa ESI-IT MS (modo positivo) do composto [PQ][ACI].

128 05575
T

132 Q4676
T ™1

137 02450
|

141 7H309 14505119

147 04561

Chemical Formula: CoH,0,"
Exact Mass: 147,0452
Molecular Weight: 147,1535
m/z: 147.0452 (100.0%), 148.0485 (9.7%)
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Figura 16 - Espectro de massa ESI-IT MS (modo negativo) do composto [PQ][ACI].
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Como se pode ver na Figura 15, o pico que se encontra a m/z 260,0456
corresponde & massa exata do catido (260,1757 unidades de massa atomica (u.m.a.)).
Na Figura 16, o espectro de massa no modo negativo (anido do sal [PQ][ACI])
apresenta um pico a m/z = 147,0456, que é compativel com o anido do composto, em
gue a massa exata é de 147,0452 u.m.a.

Para além das andlises realizadas aos produtos finais, também se fez analises
de RMN 'H aos compostos de partida, & primaquina e aos acidos utilizados, para uma
melhor comparacao dos trés espetros (Figura 17).

PGINPQ2 | I

33

I l. I_,_l._h_____. A l\_._}h_._. e e /

PGINACT

22

PGING

i1

/

‘._ l l A.L._ S ¥ | AL.,,JJLJL,,QJI'-._JLL_ I,f'ff

T T T T e S S L B s s
125 115 0.5 95 90 B85 B0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 (ppm)

Figura 17 — Comparacao dos espetros de RMN *H: [PQ][ACI] (vermelho), 4cido cindmico (verde) e primaquina (azul).

Esta andlise permite uma melhor compreensdo das modificacdes que
aconteceram no espetro do [PQ][ACI], quando comparado com os outros dois. Na
Figura 17 (PGJNACI) consegue-se visualizar a existéncia de um pico acima dos 10

ppm que corresponde ao sinal do protdo acido. Como era de esperar este pico
desaparece ap0s a obtencao do sal.

O espectro de protdo dos produtos finais permite-nos confirmar a estrutura do

composto final, assim como a confirmacdo do seu grau de pureza.
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Figura 18 — Identificacdo dos picos no espectro de RMN 'H do [PQ][ACI] para confirmar a pureza do composto.

Para verificar a pureza dos compostos sintetizados foi necessario verificar a
propor¢cdo das integrais anido/catido. Quando a proporcao anido/catido ndo era 1 foi
necessario adicionar mais acido ou mais primaquina, consoante a diferenca das

propor¢des que tinhamos.

Pelo espetro de RMN apresentado (Figura 18), o sinal (a) corresponde a um
protdo do anel quinolinico, enquanto que o sinal (b) corresponde a dois protées do
anel aromatico do acido cindmico. Relativamente aos integrais, para o (a) temos um
integral igual a 1,00, enquanto que para o (b), o integral é aproximadamente 2,00. A
propor¢cao tem que ser de 1:1, o que é compativel com o que se consegue visualizar
no espectro do [PQ][ACI].

O espectro de RMN *H do [PQ][ACI] esta representado na integra na Figura
19. Para facilitar a identificacdo de alguns sinais, na Figura 20 esta apresentada uma

ampliacdo de uma das zonas do espectro do composto, no intervalo de 6,0 e 8,5 ppm.
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Figura 19 — Espetro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) do composto [PQ][ACI].
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Figura 21 — Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-d6) do composto [PQ][ACI].
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Na figura 21 estd representado o espectro de RMN *C do composto

[PQ][ACI], em que os sinais apresentam-se de acordo com o esperado. Analisando o

espetro visualizou-se os nove carbonos quinolinicos (b,c,d,ef,g,h,i,j) entre 91,71 e

161,11 ppm, assim como o carbono do carbonilico a 159,00 ppm. Os carbonos do anel

aromatico do anido (Ar) encontram-se por volta dos 122,11 a 139,51 ppm. Os

carbonos k,m,n,0 (Figura 21) estdo representados pelos picos entre 25,31 ppm e

55,00 ppm. Para finalizar, ainda temos o pico correspondente ao carbono metilo, que

pode ser identificado a 20,20 ppm.

A sintese do 2-acetilsalicilato de 4-((6-metoxiquinolin-8-ilo)amino)pentan-1-

aminio [PQ][AA] foi efetuada tal como proposto. No entanto, este composto ndo era
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tdo estavel como os restantes. O estudo da degradacdo da primaquina com o acido
acetilsalicilico foi monitorizado por RMN 'H ao longo do tempo. Preparou-se e
analisou-se o espectro no dia 1, no dia 3, no dia 7 e no dia 15 (Figura 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28).
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Figura 22 - Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) do composto [PQ][AA] (dia 1).
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Como se pode ver na figura 24, ja se consegue observar ligeiras diferencas ao

terceiro dia. A medida que o tempo passava, mais 0 composto se degradava, logo o

espectro ia sofrendo mais alteracbes Estas alteragcbes no espectro observam-se

principalmente entre 5,9 e 8,7 ppm (hidrélise do acetilsalicilato, formando o salicilato).

Porém nao foi apenas pelos espetros, mas a prépria cor do composto modificou-se,
passando do habitual amarelo para verde.

Esta degradacdo ndo era inesperada, Bica et al. ** j4 tinham descrito esta
degradacao no liquido idnico acetilsalicilato de lidocaina, que quando armazenado a
temperatura ambiente e ao abrigo do ar, lentamente degrada-se. Bica et al. chegaram
a conclusédo que 33 % do composto hidrolisa-se ao seu salicilato correspondente, no

periodo de uma semana.

Aos sais organicos sintetizados a partir da PQ no ambito deste trabalho foram
realizadas analises biologicas para duas fases da infecdo: sanguinea e gametocida.
Estes compostos foram avaliados in vitro para as suas atividades biol6gicas contra as
formas do P. falciparium. De seguida vamos analisar os resultados obtidos nestas

analises.

Como ja foi descrito na secdo 3.3., as analises biologicas da fase sanguinea
foram realizadas no Instituto de Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de

Lisboa, pela Doutora Fatima Nogueira.

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 4 — Resultados na fase sanguinea, in vitro para 8 ILs derivados da PQ sintetizados, contra o Plasmodium
falciparum estirpe 3D7 e o Dd2 (resistente a cloroquina).

Compostos Estrutura 3D7 @ Dd2 [P
IC50 (UM) IC50 (M)
. . | [c] [c]
Primaquina [PQ] Y 3,11 1,12
OH 3 [e]
[PQI[AT] “O\’H\H‘\Oe . 0,95 0,81
o] OH PQ
\/z\«vyk e 1,01 0,81
[PQI[AQ] T e ° S o
PQ
(POIIACI] NN 1,13 1,38
PG
AN o
[PQIIACIZ] M 0,94 1,40
e pQ°
AN ©
[PQI[ACI3] M 1,68 1,18
HO' PQ(-D
AN ©
[PQIACH] |, @/\)t 1,26 1,16
o PQ
N S)
[PQ][ACI5] o 3,40 1,08
PQ
NS
[PQI[ACI6] . 1,56 0,69
Cl PQ

[a] estripe de P. falciparium sensivel a cloroquina; [b] estripe de P. falciparium resistente a cloroquina; [c] valores de
literatura para a primaquina (doi:10.1016/j.ijmm.2013.07.005);
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Figura 29 — Resultados da analise biol6gica para os liquidos iénicos derivados da PQ sintetizados, com os valores de
ICso respetivos e contra o P. falciparum 3D7 e Dd2.

Como se pode observar na tabela 4 e na figura 29 os valores de ICs, para a
estirpe 3D7 (estirpe sensivel a cloroquina), sdo superiores aos valores da média de
ICs para a estirpe Dd2 (estirpe resistente a cloroquina), tal como esperado, ja que

Delves et al. &

recentemente descobriram que as estirpes sensiveis a cloroquina
(como as estirpes D6, NF54, 3D7) apresentam valores de ICsy mais elevados para a
primaquina e para outros 8-aminoquinolinas, do que para as estirpes resistentes

(como as estirpes W2, Dd2).

Comparou-se 0s resultados obtidos para estes novos compostos com o0s

8 para a primaquina, contra a estirpe 3D7 e a Dd2.

valores obtidos na literatura
Relativamente a estirpe 3D7 e com base nos resultados obtidos, podemos afirmar que
conseguimos reduzir em média os valores de ICs,, no geral, para cerca de 1/3 do I1Csg
para a primaquina (ICsp (3D7) = 3,11 pM). Quase todos os liquidos i6nicos derivados
da primaquina que foram submetidos a esta analise biolégica obtiveram uma média de
ICsq inferior a da primaquina. Sendo assim, o composto [PQ][AT] foi aquele com a
média de IC50 mais baixa (IC50 (3D7) = 0,95 uM), e em contrapartida, o [PQ][ACI5]
(ICso (3D7) = 3,40 pM) foi o Unico composto com uma media ligeiramente mais

elevada que a da primaquina.

Dos compostos sintetizados, aqueles com os melhores resultados para a
estirpe Dd2 foram o [PQ][AT] (ICs (Dd2) = 0,81 uM), o [PQ][AO] (ICs (Dd2) = 0,81
uM), o [PQ][ACI5] (ICsy (Dd2) = 1,08 uM) e o [PQ][ACI6] (ICs (Dd2) = 0,69 uM),

e
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guando comparados com o valor de literatura do ICsy para a primaquina (ICsq (Dd2) =
1,12 uM). Entre estes quatro resultados, o composto que baixou mais o valor de I1Cs
foi o [PQ][AC6], em que o seu valor de IC50 foi reduzido para quase metade do valor

de ICso da primaquina livre.

Podemos concluir assim que com os compostos analisados obtivemos valores
de ICsq comparaveis aos valores ja descritos na literatura contra a estirpe resistente a
cloroquina (Dd2) e baixamos o ICs, para a estirpe 3D7, 0 que demonstrou a mais-valia

desta inovadora gama de sais orgéanicos.

De maneira a complementar a caracterizacao biolégica para a fase sanguinea
da infecdo, os acidos carboxilicos utilizados em cada um dos compostos analisados
nesta fase, também foram avaliados quanto as suas atividades bioldgicas contra estas
estirpes do P. falciparium. Os resultados demonstraram, que os acidos carboxilicos de
partida ndo tinham atividade contra estas estirpes nesta fase, concluindo assim, que
os resultados das analises biolégicas aos liquidos i6nicos, ndo provém dos acidos

utilizados, mas das duas conjugacdes com a primaquina.

Com base no que ja foi descrito na seccao 3.3., as analises biolégicas na fase
dos gametocitos foram realizadas no Departamento de Ciéncia Farmacoldgica e

Biomolecular da Universidade de Mildo, pela Doutora Silvia Parapini.

Neste estudo, foi possivel comparar a atividade bioldgica de alguns compostos
sintetizados nesta dissertacao (com ligacdo iénica), com os compostos anteriormente
sintetizados no grupo investigacdo (com ligacéo covalente — ligacdo amida) *°. Estes
altimos compostos, as primacinas, foram sintetizados previamente, no decorrer de um
projeto de investigagdo no nosso grupo, que foi desenvolvido pela entdo aluna de

doutoramento Bianca Peréz.

Na Figura 30 podemos visualizar as primacinas utilizadas para esta analise.
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0 &cido p-isopropilcindmico.

Figura 30 — Primacinas, compostos derivados da primaquina acoplados com &cidos cinamicos, utilizados para
comparagéo, por andlise biolégica, com os liquidos i6nicos sintetizados respetivos.

Para esta andlise biolégica, os compostos analisados foram testados contra a
fase dos gametécitos do parasita humano, o P. falciparium. Os resultados obtidos
podem ser visualizados através da Tabela 5.
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Tabela 5 - Dados in vitro da atividade antimalarica contra a fase dos gametécitos no P. falciparium a partir de uma
linhagem transgénica 3D7.

Gametocitos

transgénicos da

Compostos Estrutura estirpe 3D7
ICs0 (M)
Primaquina [PQ] " 19,7+ 4,8
: (o]
AN ©
[PQI[ACI4] ® 184+29
HsC P
~o Q
o
~ 3
[PQ][ACI5] ® 10,1+2,5
PQ
[e]
\ (g
[PQI[ACI6] ® >20,0
PQ
Cl
e 7
\N | o
115 [
BPI-115 ey J\/\O\ 16,5 + 4,4
CHs 0/CH3
we 7
\N | [o}
BPI-112 1@ s J\/\Q\f >20,0

[a] Primacinas referidas na Figura 30.

A Figura 31 apresenta os resultados em forma de gréafico de barras.

80



FCUP | 81
Resultados e discussao

20,0000 -+
18,0000 -
16,0000 -
14,0000 -
5 12,0000 -
10,0000 -

Ic50/},lmol

3D7 transgenic
8,0000 - gametocytes

6,0000 -
4,0000 -
2,0000 -

0,0000 T T T T T 1
PQ PQACI4 PQACIS PQACI6 BPI-115 BPI-112

Compostos analisados

Figura 31 - ICso dos compostos analisados contra a fase dos gametécitos no P. falciparium 3D7

P. falciparium a partir de uma linhagem transgénica 3D7.

Pela analise da Tabela 5 e da Figura 31 concluimos que os resultados obtidos
mostram que, no geral, 0s nossos compostos tém melhor atividade biolégica que o
resultado da primaquina e que pelo menos um dos sais organicos sintetizados neste
projeto conseguiu baixar significativamente a sua atividade gametocida, quando
comparado com a primaquina. Dos trés liquidos iénicos derivados da primaquina, que
foram analisados para esta fase da infegéo, o [PQ][ACI5] (ICso (3D7) = 10,1 uM % 2,5)
foi o que obteve o resultado mais baixo relativamente ao farmaco (ICs, (3D7) = 19,7
UM £ 4,8). Em contrapartida, o [PQ][ACI6] foi o composto que obteve menor atividade

de inibicdo do que a primaquina livre, com um ICso superior a 20,0 pM.

Com base na Tabela 5, conseguimos observar as diferengas entre os valores
de ICs, para a fase gametocida, de dois dos liquidos idnicos sintetizados derivados da
primaquina e de duas primacinas correspondentes. Por intermédio destes valores,
pretendemos estabelecer uma comparagdo entre 0S NOSSOS compostos com uma
ligag&o idnica e as primacinas com uma ligacdo amida, de modo a concluir qual destas

ligagBes beneficia a atividade bioldgica.

A partir dos compostos de partida utilizados compardmos o resultado do
[PQ][ACI4] com o resultado do BPI-115 e o resultado do [PQ][ACI5] com o resultado
do BPI-112. Assim sendo, podemos concluir que apenas o [PQ][ACI5] (ICs (3D7) =
10,1 uM =+ 2,5) demonstrou ter uma melhor atividade bioldgica que o BPI-112 (ICsg

(3D7) = >20,0 pM), mostrando que uma ligacdo i6nica entre o &acido p-
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isopropilcindmico e a primaquina beneficia a atividade do composto. No entanto, o
mesmo ndo se pode concluir do ICs, obtido para o composto [PQ][ACI4] (ICs, (3D7) =
18,4 uyM £ 2)9), que revelou um valor inferior de atividade biologica, quando
comparado com o valor para o composto com uma ligagdo amida entre a primaquina e
0 acido p-metoxicinamico, o BPI-115 (ICs, (3D7) = 16,5 uM % 4,4).

)\/\/ N HNJ\/\/ "
HN
Et;N em CH,Cl,

—_—
\ o) \
2.| HO—P—OH
=
Cl N/ éH c N
2 [CQ]

Esquema 24 — Representacdo esquematica da remocgao do bisfosfato do sal.

Tal como aconteceu para a primaquina, primeiro tivemos que remover 0 grupo

fosfato da cloroquina.

O produto obtido apresentou-se na forma de um O6leo e os dados de
Ressonancia Magnética Nuclear de protdo (RMN 'H) estavam de acordo com o
esperado. O rendimento obtido foi de 97,4%. Assim como na remog¢do anterior, a
estrutura quimica do produto obtido foi confirmada através da analise por RMN *H. Os

dados espectroscopicos estéo descritos na Parte Experimental desta dissertagédo.
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Esquema 25 — Representacao geral da sintese de liquidos idnicos derivados da cloroquina.

Tal como esperado as reagBes decorreram sem problemas. Foi possivel obter

ILs da cloroquina utilizando o método desenvolvido para a primaquina.

Para a sintese destes liquidos i6nicos, a base utilizada foi sempre a cloroquina.
Neste caso optou-se por escolher 4 dos 10 acidos carboxilicos utilizados: o &cido
tartarico, o 4cido oleico, o acido p-isopropilcindmico e o acido p-clorocinédmico. Os ILs

da primaqguina com estes acidos tiveram o valor mais baixo de ICs, na fase sanguinea.

A Tabela 6 apresenta os rendimentos obtidos para cada uma das sinteses

efetuadas.
Tabela 6 — Dados das sinteses dos compostos finais, ILs derivados da CQ.
CQAT 469,96 0,0734 98,3
CQAO 602,34 0,0898 95,2
CQACI5 510,11 0,0811 98,8
CQACI6 502,48 0,0739 92,6

A confirmacéo da obtencéo dos produtos finais foi obtida por espectroscopia de
RMN (*H e *C) e espectrometria de massa (ESI-IT MS). A andlise espectral foi feita de

maneira semelhante & dos compostos derivados da primaquina.
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Este trabalho pretendia desenvolver um método que possibilitasse a sintese de

liquidos i6nicos baseados nos antimaléricos primaquina e cloroquina.

O método mostrou ser eficaz, tendo sido produzidos catorze liquidos ionicos,
apresentando valores de rendimento acima dos 90%, para a grande maioria deles.
Sendo assim, pode-se afirmar que o método de neutralizacdo foi a metodologia mais
indicada para estas sinteses, ndo havendo nenhuma complicacdo durante a sua

execucao e favorecendo os resultados desejados.

Dos catorze compostos sintetizados, apenas o 2-acetilsalicilato de 4-((6-
metoxiquinolin-8-ilo)amino)pentan-1-aminio ([PQ][AA]) era instavel, como ja tinha sido

referido por Bica et. al. .

Alguns dos liquidos iénicos derivados da primaquina foram avaliados in vitro
para as suas atividades de inibicdo contra as formas do P. falciparium, para a estirpe
3D7 e para a estirpe Dd2, em duas fases da infecdo: sanguinea e gametocida. Todas
as analises bioldgicas revelaram resultados interessantes. Para a fase sanguinea, em
comparagdo com as atividades de inibicdo da primaquina, os compostos sintetizados
com melhores atividades para ambas as estirpes foram o [PQ][AT], o [PQ][AO] e o
[PQ][ACIE]. Além disso, apesar do composto [PQ][ACI5] ter um valor de ICs, mais
elevado para a estirpe 3D7, este obteve um dos melhores valores contra a Dd2,
estirpe resistente a cloroquina. Relativamente aos resultados obtidos para a fase dos
gametécitos, 0 composto que registou menor valor de 1Cs, foi 0 [PQ][ACI5], apesar do
resultado para o [PQ][ACI4] também ndo ser desfavoravel. Assim sendo, no geral
alguns liquidos i6nicos sintetizados nesta dissertacéo, tém uma atividade mais elevada

do que a prépria primaquina.

No que concerne a comparagao entre os resultados para a atividade biologica
na fase gametocida para dois liquidos i6nicos sintetizados e duas primacinas, ambas
com 0s acidos p-isopropilcindmico e p-metoxicinamico como compostos de partida,
podemos concluir que apenas o composto [PQ][ACI5] mostrou ter melhor atividade
biol6gica do que o composto BPI-112. Portanto, ndo é possivel concluir que no geral
uma ligacdo ionica da primaquina com o acido cindmico ou um dos seus derivados

mostra melhor atividade, que uma ligacdo amida entre estes dois compostos.
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Concluséo e perspetivas futuras

Para finalizar, quanto a conclusdo do trabalho, podemos concluir que os
objetivos principais do projeto proposto para esta dissertacdo foram alcancados de
uma forma eficaz na obtengéo dos liquidos ionicos pretendidos, ndo s6 em termos da

sua qualidade, mas também em termos da sua rentabilidade.

Relativamente as perspetivas futuras, inicialmente pretende-se analisar 0s
resultados que futuramente vamos receber para a caracterizacdo de alguns liquidos
iGnicos derivados da primaquina numa terceira fase da infeccao do parasita humano, a
fase hepatica. Estas andlises serdo feitas por colaboradores externos. Além disso, a
evolucéo deste projeto também visa estudar as analises fisico-quimicas, para alguns
liquidos ionicos derivados da primaquina, que ja foram iniciadas por coloboradores da
Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto. Estas ultimas analises englobam o
estudo do efeito destes liquidos idnicos nas membranas de modelo lipidico.

Em relacdo aos liquidos ionicos derivados da cloroquina, também se pretende
efetuar um estudo da caracterizacdo bioldgica destes compostos, para as diferentes
fases da infecdo do parasita. Ainda relativamente a estes derivados, tenciona-se fazer
um estudo comparativo entre 0s compostos sintetizados e 0s mesmos compostos com

ligagbes amidas.
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