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RESUMO

No desenvolvimento de farmacos um dos principais desafios corresponde a
criagcdo de formulagdes estdveis que consigam alcangar o alvo terapéutico in vivo. Além
da formulacdo de novos farmacos, o encapsulamento dos ja existentes em contentores
moleculares representa uma das estratégias utilizadas para otimizar a resposta
terapéutica e minimizar os efeitos adversos. Alguns sistemas macrociclicos tém sido
explorados como contentores moleculares, evidenciando capacidade para encapsular
agentes terapéuticos através de interacdes ndo covalentes. Os cucurbiturilos, de
abreviatura CB[n], surgiram recentemente como uma nova classe de contentores
moleculares capazes de encapsular uma grande variedade de moléculas, incluindo
corantes fluorescentes, fdrmacos e moléculas bioldgicas.

A malaria é uma doenca infeciosa causada por parasitas do género
Plasmodium, transmitidos ao ser humano através da picada de mosquitos fémea do
género Anopheles, afetando principalmente dreas tropicais e sub-tropicais. Sao
conhecidas 5 espécies de Plasmodium que infetam o ser humano, sendo P. vivax e P.
falciparum responsaveis pela quase totalidade dos casos de malaria, a nivel mundial.
Dados da OMS indicam que, em 2020, o nimero total de casos de malaria rondava 241
milhdes e o nUmero de mortes por malaria foi de ca. 627.000, um aumento de ca.
69.000 mortes em relagdo ao ano anterior. Este facto é atribuido, essencialmente, ao
desenvolvimento de resisténcias pelo parasita aos farmacos antimalaricos em uso,
incluindo as terapéuticas de primeira linha baseadas em artemisinina.

Assim, é urgente o desenvolvimento de terapéuticas com propriedades
farmacoldgicas melhoradas, nomeadamente com eficacia contra estirpes de P.
falciparum resistentes. Posto isto, a presente dissertacdo aborda o potencial dos
cucurbiturilos para o encapsulamento de endoperdxidos com atividade antimalarica.
Na primeira parte apresenta-se uma revisdo bibliografica sobre a utilizacdo de
cucurbiturilos na encapsulacdo de farmacos. Na segunda parte descreve-se o trabalho
experimental realizado, versando a sintese de um endoperéxido com propriedades
antimaldricas e a sua encapsulagdo em CB[7], incluindo resultados preliminares de

estudos in vitro da atividade antiplasmodial.

Palavras-chave: Cucurbiturilos; Contentores moleculares; Encapsulamento;

Malaria; Endoperdxidos; Trioxolanos.






ABSTRACT

During the development of drugs, one of the main challenges corresponds to
the creation of stable formulations that can reach the therapeutic target in vivo. In
addition to the formulation of new drugs, the encapsulation of existing ones in
molecular containers represents one of the strategies used to optimize therapeutic
response and minimize adverse effects. Some macrocyclic systems have been
exploited as molecular containers, showing ability to encapsulate therapeutic agents
through non-covalent interactions. Cucurbiturils, abbreviated as CB[n], recently
emerged as a new class of molecular containers capable of encapsulating a wide
variety of guest molecules, including fluorescent dyes, drugs, and biological molecules.

Malaria is an infectious disease caused by Plasmodium parasites and
transmitted to humans through the bites of infected female Anopheles mosquitoes,
mainly affecting tropical and sub-tropical areas. There are 5 species of Plasmodium
that can infect humans, being P. vivax and P. falciparum responsible for almost all
cases of malaria worldwide. According to WHO, in 2020, there were 241 million cases
of malaria and the estimated number of malaria deaths stood at 627.000, an increase
of 69.000 deaths compared to the previous year. This fact is essentially attributed to
the development of resistance by the Plasmodium parasites to the antimalarial drugs
in use, including first-line treatment based on artemisinin combination therapies.

Therefore, the development of therapeutics with improved pharmacological
properties that are effective against resistant P. falciparum strains is crucial. As such,
the present dissertation addresses the potential of cucurbiturils for the encapsulation
of endoperoxides with antimalarial activity. The first part of this dissertation offers a
bibliographic review on the use of cucurbiturils in drug encapsulation, and the second
part describes the experimental work undertaken towards approaching the
encapsulation of an endoperoxide with antimalarial properties in CB[7]. Preliminary

data on in vitro antiplasmodial activity is provided.

Keywords: Cucurbiturils; Molecular containers, Encapsulation; Malaria;

Endoperoxides; Trioxolanes.
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a sintese mecanoquimica e AG512: mistura fisica entre AS4 € CB[7]. cccvveeeeieeeeciieeeecieeeeciieen, 1
Grafico IV-4 — Espetros de Raman obtidos, sendo AG504: composto formado apds a sintese

mecanoquimica e AG512: mistura fisica entre AS4 € CB[7]...ccccciieeeciiieeeeiiee et 55
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1. CONTENTORES MOLECULARES

1.1. A Quimica Supramolecular

A designacdao “Quimica Supramolecular” foi introduzida em 1969 por Jehn-
Marie Lehn, com o objetivo de identificar a vertente da Quimica que compreende a
“quimica das relagGes intermoleculares”, também descrita como a “quimica além da
molécula”. (1) Para Lehn, uma supermolécula pode ser definida como uma entidade
complexa criada por associagdo de duas ou mais moléculas unidas por forgas
intermoleculares. (2)

Pela sua transversalidade e abrangéncia, a quimica supramolecular implantou-
se como uma area multidisciplinar onde se cruzam outras areas classicas da Quimica,
tais como a quimica organica e a quimica inorganica, importantes para a sintese dos
precursores que irdo formar a supermolécula, a quimica fisica, relevante para o estudo
das propriedades dos sistemas supramoleculares, e a quimica computacional, para
compreender e prever o comportamento supramolecular. (3)

A quimica supramolecular divide-se em duas categorias, a quimica hospedeiro-
hospede (“host-guest”) e a automontagem (“self-assembly”), que divergem
essencialmente no tamanho das moléculas envolvidas na ligacdo e na forma da
supermolécula.

No caso da automontagem, ambas as moléculas apresentam tamanhos
semelhantes, formando-se um equilibrio entre as duas espécies que produz um
agregado. (Figura I-1) (3) A formacdo de cristais moleculares, de bicamadas lipidicas,
da dupla hélice dos acidos nucleicos e a associagao de um substrato ao seu recetor sao

alguns exemplos destes agregados. (4)
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Figura I-1 — Esquema ilustrativo do processo de automontagem (“self-assembly”).
Adaptado de (3).



Pelo contrdrio, no caso da quimica hospedeiro-hdspede existe uma molécula
que é significativamente maior e que ira envolver a outra, sendo assim designada por
hospedeiro (“host”), enquanto a molécula menor, envolvida pelo hospedeiro, é
denominada por hdspede (“guest”). (Figura 1-2) (3) Neste caso, os hospedeiros
possuem uma cavidade interna na qual o hdspede é incorporado, formando um
complexo de inclusdo. As duas espécies permanecem ligadas por forgas
intermoleculares, tais como interacdes de van der Waals, ligacdes por pontes de
hidrogénio e/ou interagdes idnicas. Para aplicagGes em sistemas de transporte e
entrega de farmacos é importante que as interacbes permitam a dissociacdo do
complexo, em condigdes fisioldgicas, no local de acdo. (5) Contentores moleculares,
tais como éteres em coroa, ciclodextrinas, cucurbiturilos, calixarenos e pilararenos, sdo
alguns dos hospedeiros moleculares mais estudados na quimica supramolecular “host-

guest”. (6)
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Figura I-2 — Esquema ilustrativo de como ocorre a formagao de complexos hospedeiro-
hdspede (“host-guest”). Adaptado de (3).

Estes contentores moleculares apresentam uma diversidade de aplicac¢des,
entre as quais se destaca a sua capacidade de entrega de farmacos no local de acdo, e
de atuar como catalisadores, em sintese quimica. (7,8) A cicloadicdo dipolar azida-
acetileno foi a primeira reacao descrita que se realizou dentro da cavidade do CBI[6],
tendo sido reportada uma acelera¢do em 5,5%10%vezes, comparada com o processo
nado catalizado. (9) Estes contentores permitem modificar a reatividade quimica dos
respetivos hdospedes, melhorar a solubilidade de varias substancias, conferir protecao
contra a degradacdao por microrganismos ou outros fatores ambientais, melhorar a

fluorescéncia de corantes, entre muitas outras aplicagées. (10-13)



1.2. Aplicabilidade da quimica hospedeiro-hdspede na administracao de
farmacos

No desenvolvimento de novos farmacos, um dos principais desafios
corresponde a criacdo de formulacdes estaveis das espécies farmacologicamente
ativas e que consigam alcangar o alvo terapéutico in vivo de forma rédpida e
quantitativa, com o minimo de efeitos adversos. (14,15) Varios estudos demonstram
que um dos principais obstaculos no desenvolvimento de novos farmacos advém da
baixa biodisponibilidade destes. Varios fatores podem afetar a biodisponibilidade,
nomeadamente a solubilidade, a estabilidade (in vivo e in vitro), a capacidade para
atravessar as membranas, a toxicidade, a distribuicdo, o metabolismo, entre outros.
(16) O encapsulamento de farmacos em contentores moleculares é uma das
estratégias que podem ser utilizadas para otimizar a biodisponibilidade. (14,17)

Uma das familias de moléculas mais amplamente utilizadas na formulacdo de
agentes terapéuticos sdo as ciclodextrinas (CDs). Porém, as CDs apresentam algumas
limitagbes em relagdo ao seu uso em condigdes clinicas, nomeadamente
nefrotoxicidade, especialmente pronunciada quando n3ao sdao metabolizadas, pelo que
o seu uso é limitado as formas de libertacdo oral e tdpica. Além disso, as CDs
apresentam uma baixa afinidade de ligagdo para a maioria dos hdspedes, requerendo
concentragdes elevadas de CDs para formar uma quantidade suficiente de complexos
“host-guest”. (15) Além das ciclodextrinas, os calixarenos e os pilararenos também tém
sido amplamente estudados no desenvolvimento de complexos hospedeiro-héspede
com inumeros farmacos. (18,19)

Mais recentemente, os cucurbiturilos surgiram como uma nova geracao de
contentores com grande potencial para serem aplicados em medicina, como veiculos

de farmacos. (14,15)

1.3. Cucurbiturilos

Os cucurbiturilos (CBs), de abreviatura CB[n], sdo macromoléculas ciclicas
constituidas por n unidades de glicolurilo ligados por 2n unidades de metileno,
formando dois portais hidrofilicos e uma cavidade hidrofdbica interna que permite
formar complexos de inclusdo. (14,17) Estes contentores moleculares foram

desenvolvidos em 1905 por Behrend e colaboradores. A sua sintese baseou-se na
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condensagdao de glicolurilo e formaldeido em HCl concentrado, obtendo-se uma
substancia cristalina por recristalizagdao do produto com H,SO4 concentrado. (8,20) O
grupo de Behrend demonstrou a capacidade dos CBs para formar complexos com uma
variedade de espécies quimicas, nomeadamente por reacdo com KMnOa, AgNOs,
H2PtCls, NaAuCls, vermelho congo e azul de metileno. (20,21)

Apesar de o potencial dos CBs ter sido demonstrado por Behrend em 1905, foi
em 1981 que a estrutura dos compostos veio a ser caracterizada, por Mock e
colaboradores, como sendo constituida por um contentor com 6 unidades de
glicolurilo unidas por 12 pontes de metileno, tratando-se, portanto, do CB[6] (Figura I-
3). Esta estrutura foi designada por “cucurbiturilo” devido a sua semelhanca com uma
abdbora, que pertence a familia botanica Cucurbitaceae. (8,10,20) Posteriormente, os
trabalhos de Kim e Day, conduziram a modificacdo das condi¢cdes iniciais da reacdo de
Behrend e colaboradores, tornando possivel o isolamento e caracterizacdo de novo
cucurbiturilos com 5, 7, 8 ou até 10 unidades de glicolurilo, designados pelas

abreviaturas CB[5], CB[7], CB[8] e CB[10], respetivamente. (Figura I-3) (10)

CB[5]

Figura I-3 — Modelos estruturais dos cucurbiturilos CB[5] — CB[8]. Adaptado de (10).

Estes cucurbiturilos apresentam semelhangas entre si, diferindo,
principalmente, no nimero de unidades de glicolurilo e pontes de metileno que os
compdem e, consequentemente, no tamanho da cavidade hidrofdbica, mas
apresentando a mesma altura. A Tabela |-1 apresenta os principais parametros
estruturais dos cucurbiturilos. De referir que, em comparag¢ao com outros hospedeiros,

os CBs apresentam uma estrutura muito rigida. (8,22)



Tabela I-1 — Parametros estruturais dos cucurbiturilos. Adaptado de (8).

Diametro externo (A) 13,1 14,4 16,0 17,5 20,0

Didmetro da cavidade interna (A) 4,4 5,8 7,3 8,8 11,7

Diametro do portal (A) 2,4 3,9 5,4 6,9 10,0

Altura (A) 9,1 9,1 9,1 9,1 9,1
1.3.1. Propriedades quimicas dos Cucurbiturilos

Uma das principais caracteristicas destes contentores moleculares é a
hidrofobicidade da cavidade interna, devido a auséncia de grupos funcionais e pares
de eletrdoes apontando para o interior e a elevada densidade eletrénica nos portais,
devido a presenca de grupos carbonilo, garantindo a funcionalidade dos CBs como
recetores de catiGes. (Figura 1-4) (8) A natureza apolar da cavidade associada a
polaridade dos portais confere aos cucurbiturilos um elevado momento quadrupolar,
coerente com o eixo principal de simetria dos CBs, e que permite a formacdo de

interacGes eletrostaticas com moléculas héspedes dipolares e quadrupolares. (22)

keal/mol
!25.0

CB[5] CB[6] CB[7] CB[8]

Figura I-4 — Mapa com o potencial eletrostatico dos cucurbiturilos CB[5] — CB[8], com
as regides a vermelho representando potenciais eletrostaticos negativos, e as regides a
azul potenciais positivos. Adaptado de (23).

Importa referir que, nos CBs, os portais s3o aproximadamente 2A mais estreitos
que a prépria cavidade, o que pode resultar em barreiras para a associagdo e
dissociacdo de hdspedes, devido a elevada densidade eletrénica, favorecendo, porém,
a ligacdo “host-guest”. (20,22) Tendo em conta estas caracteristicas dos CBs, ndo é de
estranhar que espécies catidnicas com uma regido hidrofdbica apresentem constantes
de ligacdo elevadas com estes hospedeiros moleculares. Exemplos destes hdspedes
para CB[6], CB[7] e CB[8] incluem cadaverina, metil viologénio e a adamantalmina,

respetivamente. (Figura I-5) (10)
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Figura I-5 — Representagao da estrutura quimica da cadaverina (1), metil viologénio (2)
e adamantilamina (3), héspedes estabelecidos para CB[6], CB[7] e CB[8],
respetivamente.

(3)

De forma a compreender a ligacdo que se estabelece entre os cucurbiturilos e
os seus héspedes, é fundamental a compreensdao do microambiente fisico da cavidade
interna. Quando ocorre a encapsulacdo de uma molécula no ambiente interno dos
CBs, observam-se geralmente alteracGes nos seus espetros de absorcao, fluorescéncia
e RMN, indicativas da ocorréncia de alteracbes no ambiente eletrénico e/ou
magnético circundante devido as interacGes estabelecidas. (8) A natureza destas
ligagcdes é semelhante a das interagdes ndo covalentes que os farmacos estabelecem
nas suas ligacbes aos recetores bioldgicos, incluindo intera¢des hidrofébicas, ligacdes
por pontes de hidrogénio e interacdes ido-dipolo e dipolo-dipolo. (17)

Dependendo do tamanho da cavidade interna do cucurbiturilo, este pode
acomodar tamanhos especificos da molécula hdspede. O CB[5], devido ao seu
tamanho mais reduzido, é mais adequado para o encapsulamento de gases, enquanto
o CB[6] é capaz de “hospedar” cadeias alquilicas, o CB[7] acomoda compostos
aromaticos de baixo peso molecular e o CB[8] consegue fazer complexos de inclusao
com mais de uma molécula. (8,10) Ou seja, é requisito a existéncia de
complementaridade entre o tamanho do hdspede e o volume do sitio de ligacdo. Esta
pode ser avaliada através do coeficiente de empacotamento (packing coefficient, PC),
um indicador da qualidade de ajuste dos complexos de inclusdo proposto por Rebek e
Mecozzi, aplicado aos CBs por Nau e colaboradores, que traduz a razdo entre o
tamanho do hdspede e o volume da cavidade do hospedeiro. As melhores afinidades
de ligacdo hospedeiro-hdspede sdo geralmente associadas a um PC de 55%, enquanto
valores superiores ou inferiores sdo associados a afinidades mais baixas. (8,24) No caso
dos cucurbiturilos, Nau e colaboradores chegaram a um valor de coeficiente de

empacotamento otimo de 55+9%. (22) Por exemplo, segundo este valor de PC a



cavidade interna dos cucurbiturilos tem a capacidade de hospedar entre 2 (CB[5]) e 22
(CB[10]) moléculas de agua chamadas dguas de “alta energia”. A agua foi a primeira
molécula cujo encapsulamento em cucurbiturilos foi demonstrado. (8,24)

Ao contrario do que acontece normalmente em ambiente aquoso, em que
existe uma competicao da agua por ligacdes de hidrogénio e a solvatacdo das espécies
carregadas, ocorrendo uma queda da afinidade hospedeiro-hdéspede, quando
comparada com solventes organicos, nos cucurbiturilos tal ndo acontece. A saida das
moléculas de agua de “alta energia”, presentes na cavidade interna dos CBs em meio
aquoso, proporciona um ganho entrdpico e entdlpico, fornecendo, assim, a forca
motriz para a complexacdao dos hospedeiros nestes contentores moleculares em agua,
o que permite formar complexos de alta afinidade de ligagao. (10)

Uma das potenciais limitagdes da familia CB a ser considerada é a sua
relativamente baixa solubilidade em agua. Os CB[5] e CB[7] possuem solubilidades
mais altas, em comparag¢do com os CB[6] e CB[8]. Esta diferenca pode ser racionalizada
através das interagcdes CH:--O estabelecidas entre as unidades do cucurbiturilo no
estado sélido, mais eficientes para os CB[n] de nimero par (n = 6 e 8) devido a
orientacdo dos seus anéis. Contudo, a solubilidade pode ser melhorada através da
adicdo de 4cidos, que irdo protonar os portais do CB, ou de sais (catides), que
estabelecem ligagGes com os portais carbonilo. (20,22) A solubilidade aquosa dos
cucurbiturilos pode também ser aumentada pela forma¢ao de complexos “host-guest”
ou, em alternancia, o cucurbiturilo pode aumentar a solubilidade do farmaco,
diminuindo a possibilidade de farmacos hidrofébicos sofrerem agregacdo em meio
aquoso. (17,19)

A presenca de elevadas concentragdes de sal e acidos nos principais fluidos do
corpo humano (plasma sanguineo, saliva, fluidos gastricos, intestinais e nasais),
permite a solubilizacdo dos cucurbiturilos e dos seus complexos “host-guest” nestes
liquidos organicos até concentracgdOes terapéuticas. De salientar, porém, que os catides
existentes nos fluidos corporais podem ligar-se aos portais dos cucurbiturilos, afetando
a libertacdo dos farmacos ou a forca de encapsulamento dos mesmos. Este efeito é
mais acentuado no caso de moléculas pequenas, que podem ser totalmente
encapsuladas na cavidade hidrofébica do CB, uma vez que os catibes podem atuar

como barreiras a libertacdo do hdspede. (19)



Relativamente a toxicidade dos cucurbiturilos, varios estudos indicam que estes
contentores sao consideravelmente inertes tanto in vitro, como in vivo, em dosagens
até 250 mg/kg em condicdes de administragdo intravenosa lenta. (25-28) Foi também
estabelecido que a mistura de CB[7]/CB[8] na proporc¢do de 1:1 apresenta uma dose
maxima tolerada superior a 600 mg/kg quando administrada oralmente, sendo
superior a 300 mg/kg tanto para CB[7] como para CB[8], se for excluida a possibilidade

muito improvavel duma interacdo entre os dois héspedes. (26)

1.3.2. Aplicabilidade farmacoldgica dos cucurbiturilos

Devido a todas as suas propriedades quimicas anteriormente descritas, ndo é
de admirar que o potencial dos cucurbiturilos para serem utilizados com fins
terapéuticos seja alvo de inumeros estudos, sendo possivel encapsular dentro destes
contentores uma grande variedade de moléculas, incluindo corantes fluorescentes,
farmacos e moléculas bioldgicas. A encapsulacdo destas moléculas nos cucurbiturilos
afeta as suas propriedades em diferentes graus, podendo, por exemplo, melhorar a
intensidade e duracdo da fluorescéncia nos corantes fluorescentes e assim facilitar o
desenvolvimento de biossensores com maior sensibilidade para um diagnéstico mais
preciso da doenca. (29) Como exemplo, a encapsulacgdo do corante
carboxitetrametilrodamina em CB[7] permite aumentar a duracdo da fluorescéncia,
possibilitando o seu uso em microscopia de alta resolucdo. (30)

A encapsulagdao em cucurbiturilos permite também aumentar a solubilidade e
estabilidade dos farmacos e proporcionar uma libertagdo controlada do medicamento,
facilitando o tratamento de doengas como o cancro ou disturbios cerebrais. (29) Entre
os varios cucurbiturilos existentes, aquele que recebeu maior atengcdo como hdspede
de diversas moléculas foi o CB[7], devido a sua maior solubilidade em agua e a grande
variedade de moléculas com as quais forma complexos hospedeiro-hdspede. Em
contrapartida, o CB[8] pode ser util para a encapsulacdo simultdnea de varias
moléculas hdspede. (17)

Varios estudos demonstram que estes contentores formam complexos com
uma ampla gama de moléculas farmacologicamente ativas, tais como o albendazol
(vermicida), a prilocaina (anestésico local), a glibenclamida (antidiabético), o atenolol
(antihipertensor), o paracetamol (analgésico), a cisplatina (antineopldsico), entre

outros (Figura 1-6). (19)
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Figura I-6 — Exemplos de farmacos encapsulados pelos cucurbiturilos.

Como a administracdo oral é sempre a via de administracdo preferencial, é
importante que as substancias ativas sejam sollveis nos fluidos gastrointestinais de
forma a serem absorvidas pelas células epiteliais para poderem exercer a sua acao
farmacoldgica. A encapsulacdao de farmacos pouco solliveis nos CBs permite aumentar
a sua solubilidade e, consequentemente, a biodisponibilidade em meio fisiolégico.
(19,29) Como exemplo, a solubilidade do albendazol aumenta entre 300 e 400 vezes
apos a encapsulacdo em CB[6] ou CB[7], a pH 3, e cerca de 2000 vezes a pH 6.6,
quando a mistura é preparada a pH 3, com posterior aumento do pH. Outros
homodlogos dos cucurbiturilos e dos seus derivados aciclicos também promoveram ao
aumento da solubilidade desta molécula. (14,31)

Além da baixa solubilidade de alguns farmacos, a variacdo da estabilidade com
o pH, a foto-estabilidade e a suscetibilidade a degradacdo em reagdes redox podem
trazer varios desafios na producdo, armazenamento e uso de certos medicamentos. O
encapsulamento destes farmacos nos CBs protege-os do meio externo, melhorando a
sua estabilidade. (19) Como exemplo, a encapsulacdo de pilocarpina em CB[7]
aumenta o tempo de armazenamento desta, através da protecdo do grupo lactona,

inibindo a hidrélise do farmaco. (14,19) Adicionalmente, constatou-se que a
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encapsulacdo de glibenclamida, memantina, atenolol e paracetamol em CB é benéfica,
por inibir as alteracdes na morfologia cristalina destes farmacos durante o
armazenamento. (19)

Por outro lado, no caso de farmacos anticancerigenos a base de platina, que
contém agentes labeis removidos quando estes entram na corrente sanguinea e/ou na
célula, tornando o farmaco toéxico, os CBs sdo utilizados como agentes que fornecem
estabilidade quimica. (19,29) Além disso, os nucledfilos disponiveis, associados, por
exemplo, a proteinas e peptideos contendo grupos tiol (como a glutationa), podem
promover reacdes de substituicdo, deslocando os grupos labeis dos farmacos a base de
platina, o que pode torna-los inativos. Como tal, o encapsulamento total ou parcial da
substéancia ativa dentro da cavidade de um cucurbiturilo fornece protecdo estérea ao
farmaco contra ataques nucleofilicos. Estudos demonstraram que a encapsulagao inibe
até 9 vezes a reacdo dos farmacos com guanosina e cisteina, sem afetar
significativamente a citotoxicidade. Foi também demonstrado que a encapsulagdo da
cisplatina em CB[7] diminui a gravidade dos efeitos adversos e aumenta a
biodisponibilidade aquando da administracao por via oral, permitindo que a cisplatina
exerca o seu efeito farmacoldgico através da administracdo por via oral, uma via de
administracdo que antes era tida como interdita, dada a natureza quimica da
substéancia. (19)

Além de impedirem a metabolizacdo indesejada dos farmacos, os cucurbiturilos
também exibem capacidade para capturar e desativar toxinas. Foi demonstrado em
2015, por Bardelang e Wang, que tanto o precursor MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina) como a neurotoxina MPP+ (1-metil-4-fenilpiridina) (Figura 1-7),
indutora da doenca de Parkinson, podem ser encapsulados em CB[7], reduzindo a
neurodegeneracao causada pela conversio do MPTP em MPP* operada pela
monoamina oxidase B (MAO-B). O mecanismo de acdo do CB[7] é possivelmente triplo:
1) a encapsulacdo de MPTP em CB[7] pode impedir ou retardar a passagem do MPTP
através da barreira hematoencefalica; 2) caso o complexo cruze esta barreira, o CB[7]
consegue protegé-lo da oxidacdo pela MAO-B; 3) mesmo que ocorra a formacdo do
MPP*, o CB[7] pode servir como recetor sintético da neurotoxina, limitando o seu
transporte para a mitocondria, onde a mesma desencadeia a formacdo de espécies

reativas de oxigénio, indutoras da apoptose da célula. (32)
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Figura I-7 — Estrutura quimica do MPTP e do seu metabdlito téxico MPP*.

Foi recentemente reportado um estudo sobre a encapsulacdo em CB[7] de
quinina (Qn) (Figura 1-10), um farmaco antimaldrico com fraca solubilidade em &agua.
Os estudos revelaram que a quinina forma complexos de inclusdo de 1:1, na sua forma
neutra (Qn), e de 1:2 (uma molécula de quinina é encapsulada em 2 CB[7]), na sua
forma monoprotonada (QnH*) e diprotonada (QnH2%*), tal como é representado na
Figura I-8, observando-se uma alteracdo na fluorescéncia e nos valores de pKa. (33,34)
Estes estudos pioneiros constituem um ponto de partida para a realizacdo de novas
pesquisas, sendo importante avaliar a biodisponibilidade da quinina aquando da

encapsulacdo em cucurbiturilos.

Figura I-8 — Representacdo do modo de ligacdo do CB[7] a quinina diprotonada
(QnH,2*), com os dtomos de azoto protonados representados a azul.
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2. MALARIA

A maldria é uma doenca infeciosa causada por parasitas do género
Plasmodium, transmitidos ao ser humano através da picada de mosquitos fémea do
género Anopheles, afetando principalmente dreas tropicais e sub-tropicais. Existem 5
espécies de parasitas que podem infetar o ser humano: Plasmodium falciparum;
Plasmodium vivax; Plasmodium ovale; Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi.
(35) De entre estas, o P. vivax e P. falciparum sao responsaveis pela quase totalidade
dos casos de malaria no mundo, sendo que o P. falciparum conduz a morbilidade mais
grave e a grande maioria dos casos de mortalidade, sendo o mais prevalente no
continente africano, enquanto o P. vivax é mais prevalente em paises fora da Africa
Subsariana, nomeadamente na América Latina e Asia. (36,37)

Os primeiros sintomas de maldaria surgem geralmente entre 10 a 15 dias apods a
picada e incluem febre, arrepios, suores, dores de cabeca, dores no corpo, nduseas,
vomitos e mal-estar geral. Por estes sintomas se assemelharem a uma constipacdo ou
gripe comum, o diagndstico de malaria pode ser complicado, principalmente em paises
onde os casos de malaria ndo sdo frequentes. Nestes casos, o tratamento tardio da
maldria provocada por P. falciparum pode progredir para doenga grave e morte, num
periodo de ca. 24 horas. Em contrapartida, nos paises onde a malaria é endémica os
residentes acabam por associar estes sintomas com malaria, recorrendo ao tratamento
especifico sem procurar confirmacdo diagndstica por parte de um profissional de
saude. (36,38)

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que em 2020 o
numero total de casos de malaria rondava 241 milhdes, enquanto o niumero de mortes
nesse mesmo ano foi de ca. 627.000, representando um aumento de ca. 69.000
mortes em relacdo ao ano anterior (2019). E de referir que uma fatia deste aumento
foi atribuida a perturbacdes nos servicos nacionais de saude durante a pandemia de
COVID-19. (36,39) Alguns grupos populacionais, tais como bebés, criancas menores de
5 anos, mulheres gravidas, individuos portadores de SIDA e outros
imunocomprometidos, que se desloquem para areas em que a maldria é endémica,

comportam maior risco de contrair o parasita e desenvolver doenca grave. (36)
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2.1. Fisiopatologia da malaria

A fisiopatologia da malaria implica a infe¢do ciclica de humanos e mosquitos
fémea do género Anopheles, tal como ilustrado na Figura I-9. O ciclo de vida deste
parasita pode ser dividido em 3 ciclos distintos, um deles ocorrendo no hospedeiro
invertebrado (mosquito), o ciclo esporogénico (C), e os restantes 2 no hospedeiro
humano: o ciclo eritrocitario (B), que se desenvolve no interior dos eritrdcitos; e o ciclo

exo-eritrocitario (A), que ocorre no figado. (40)

Malaria No ser humano (figado)

(Plasmodium spp.) Hepatdcito ™k

No mosquito Anopheles
Rutura do (1] A

@ oocisto

Hepatadcito
infetado

Mosquito

-\ alimenta-se Ciclo Exo Eritrocitério
AN (injeta esporozoitos)
(11} Docisto/ A

() Rutura do_esquizonte

L3}

Esquizonte

< b
\ (o]
\*§te 0ty
e e d

Ciclo Esporogénico " No ser humano (sangue)

\L il
- Trofozoito

@ Oocineto (8] { imaturo
Mosquito P

alimenta-se
Macrogametécito (ingere gametdcitos)

& . A
. * a Trofozoito
Microgameta entra \.o‘.‘ ‘ maduro

no macrogameta € t
¥ Pfalciparum . CL

Rutura do\ ‘ /
L XS [}
Microgametécito ? ’ z esquizonte we'e A &
exflagelado ic [ Esquuonte
9 % . Gametocntos A

P.vivax
A Estagio de diagndstico Povale
P.malariae

PR . - N L .
Estagio infeccioso e “;;‘-."w‘@-" Gametocito

A

Figura I-9 — Representagdo esquematica do ciclo de vida do parasita Plasmodium, no
vetor (mosquito) e no hospedeiro (ser humano). Adaptado de (40).

infecdo do hospedeiro humano ocorre quando a fémea do mosquito
Anopheles infetada transmite os esporozoitos durante uma refeicdo sanguinea (1). Ao
entrarem na corrente sanguinea, estes esporozoitos alcancam o figado do hospedeiro
e infetam os hepatdcitos (2), onde sofrem multiplicacdo assexuada (esquizogonia exo-
eritrocitaria) e se diferenciam em esquizontes (3). Esta fase é assintomatica. A rotura
destes esquizontes liberta entre 10.000 e 30.000 merozoitos (5) na corrente
sanguinea, que invadem os eritrocitos (6), iniciando-se o ciclo eritrocitario,

sintomatico. E importante notar que o P. vivax e o P. ovale possuem um estagio
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dormente, denominado de hipnozoito, que pode permanecer no figado por semanas
ou até anos sem ser detetado, antes do desenvolvimento de sintomas causados por
recaidas da malaria. (40,41)

Dentro dos eritrocitos, os merozoitos sofrem esquizogonia eritrocitaria,
formando os trofozoitos em estagio de anel, que amadurecem em esquizontes. Estes
esquizontes rompem-se (6), libertando mais merozoitos na corrente sanguinea que
infetam novos glébulos vermelhos, mantendo-se assim o ciclo eritrocitario. E neste
ciclo que ocorre a lise dos eritrocitos, com libertacdo de moléculas bioativas do
parasita na circulacdo, surgindo a patogénese e sintomatologia caracteristicas da
doenca. Concomitantemente com este ciclo eritrocitdrio, uma pequena porcao dos
trofozoitos imaturos diferencia-se por reproducdo sexuada em estagios eritrocitarios
sexuais (gametdcitos) masculinos (microgametécitos) e femininos (macrogametdcitos)
(7). (40,41)

Quando o mosquito realiza uma refeicdo de sangue de um hospedeiro infetado,
ingere os gametdcitos presentes na corrente sanguinea (8). No intestino médio do
mosquito, os macrogametdécitos maduros diferenciam-se em macrogametas e os
microgametdcitos exflagelam, formando oito microgametas modveis haploides. Estes
microgametas movem-se rapidamente e penetram nos macrogametas, formando um
zigoto (9). Em algumas horas os zigotos tornam-se moveis e alongados, formando os
oocinetos (10). Estes invadem as células epiteliais do intestino médio do mosquito,
onde se transformam em oocistos (11) que se multiplicam por reproducdo assexuada,
desencadeando a rotura destes e a libertacdo dos esporozoitos na hemocele (12). Os
esporozoitos moveis invadem o epitélio da glandula salivar, permitindo que numa
proxima picada de um hospedeiro saudavel, o mosquito injete a saliva anticoagulante

com os esporozoitos, iniciando assim um novo ciclo. (40,41)

2.2. Controlo da doenga

O controlo da maldria assenta em diversas medidas que visam a prevencdo da
infecdo em areas com alta transmissdo da doenca, baseando-se sobretudo no controlo
eficaz de vetores e no uso de quimioterapias preventivas. O controlo dos vetores
transmissores da malaria baseia-se no uso de redes mosquiteiras impregnadas com
inseticida e na pulverizacdo residual interna, mediante a aplicacdo de um inseticida em

potenciais superficies de repouso de mosquitos do género Anopheles. (42)
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Por seu lado, as quimioterapias preventivas envolvem o uso de farmacos
antimaldricos com o objetivo de, apds a infecdao do hospedeiro humano, prevenir a
evolugcao da doenga. As quimioterapias preventivas sao muitas vezes empregues em
doses subterapéuticas, em pessoas ndo imunes que viajam para areas endémicas da
malaria. (42)

Outra medida que também pode ser aplicada em areas endémicas corresponde
a gestdo da fonte larval, através da manipulacdo de corpos de agua, evitando o
desenvolvimento das larvas dos mosquitos e, consequentemente, de mosquitos
adultos. Repelentes tépicos, roupas tratadas com inseticidas e repelentes espaciais
também fazem parte das medidas que permitem controlar o desenvolvimento de
maldria. Pode-se ainda recorrer a algumas modificacdes na habitacdo que impecam a
entrada de mosquitos, diminuindo a exposi¢ao ao vetor. (42)

Recentemente foi aprovada pela OMS a primeira vacina contra a maldria, a
vacina RTS,S/AS01, de nome comercial Mosquirix. Esta vacina é atualmente
administrada a criangas entre as 6 semanas e os 17 meses, em dareas endémicas de
maldria causada por P. falciparum, para conferir alguma protecdo contra a infecdo

causada por esta espécie do parasita. (43)

2.3. Terapéuticas atuais

As terapéuticas atuais para a maldria agregam um arsenal terapéutico com
diversos grupos de farmacos cujo objetivo principal é garantir a elimina¢do rapida e
eficaz do parasita da corrente sanguinea, uma vez que é na fase eritrocitaria que surge
a sintomatologia da doenca. (44,45) O tratamento da fase de infecdo aguda é
necessario para infecdes causadas por todas as espécies de parasita da maldria. No
caso de infecBes causadas por P. vivax e P. ovale é também necessaria uma profilaxia
terminal, com um farmaco ativo contra hipnozoitos, com o intuito de evitar uma
recidiva da infecdo. (44)

O tratamento da maldria é considerado eficaz quando reduz a transmissdo da
infecdo e previne o surgimento de resisténcia aos farmacos antimalaricos. A OMS
mantém uma lista de medicamentos usados como tratamento de primeira linha em
paises onde a malaria é considerada endémica. (45) Estes medicamentos serdo

apresentados em seguida.
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2.3.1. Antimalaricos de base quinolinica

Os antimaldricos de base quinolinica sao frequentemente usados na profilaxia e
tratamento da malaria. (46) A primeira molécula desta classe de farmacos foi a quinina
(Figura 1-10), um alcaloide natural isolado da casca das arvores do género Chinchona.
(47) A partir desta foi possivel desenvolver novas estruturas de quinolinas sintéticas,
estruturalmente mais simples, tais como a cloroquina, a primaquina, a mepacrina e a
mefloquina (Figura I-10). (48) Estes farmacos atuam como agentes esquizonticidas
sanguineos, concentrando-se nos vacuolos alimentares do parasita, onde inibem a
conversdao do heme livre, tdxico para o parasita, em hemozoina, envenenando assim o
parasita. (49,50) A primaquina, porém, atua nos estagios hepaticos do parasita, sendo
ativa contra os hipnozoitos de P. vivax e P. ovale. E assim usada em conjunto com
outros farmacos, de forma a evitar o evitar ressurgimento da doenga em caso de

infecBes por estas espécies de parasitas. (49)
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Figura I-10 — Representacdo da estrutura quimica da quinina e de outros farmacos
antimaldricos de base quinolinica.

Esta classe de farmacos tem sido a base de tratamento da malaria por varias
décadas, nomeadamente devido as suas vantagens, incluindo disponibilidade,
toxicidade controlada para o hospedeiro, facilidade de utilizagao, custo controlado e

uma sintese eficaz de alguns dos farmacos. (51) Porém, o desenvolvimento de
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resisténcias, principalmente por estirpes de P. falciparum, estimulou a procura de
novos antimalaricos. (48) Nao obstante, a cloroquina continua a ser usada em primeira
linha para o tratamento da maldria ndo complicada, essencialmente quando nao é

causada por P. falciparum. (49)

2.3.2. Antagonistas dos folatos

Os antagonistas dos folatos sdao geralmente usados em regimes de combinagao
para o tratamento e prevencdo da malaria, atuando sinergicamente na inibicdo de
enzimas envolvidas na sintese de folatos, essenciais para a sintese do 4cido
desoxirribonucleico (ADN) do parasita. (44,49) Esta classe inclui dois grupos de
antifolatos: os que inibem a enzima dihidrofolato redutase, pertencentes a familia das
diaminopiridinas e biguanidinas, tais como a pirimetamina, o proguanil e o
cloroproguanil; os que inibem a dihidropteroato sintetase, dos quais sdo exemplo
algumas sulfonamidas e sulfonas, como a sulfadoxina, o sulfaleno e a dapsona. (Figura
[-11). (52) Os antagonistas dos folatos exibem atividade contra as formas eritrocitarias
do parasita, sendo que o proguanil também possui atividade contra as formas

hepaticas. (49)
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Figura I-11 — Representagdo da estrutura quimica de alguns farmacos antagonistas dos
folatos usados contra a malaria.

2.3.3. Antibidticos

Alguns antibidticos, como a tetraciclina, a doxiciclina e a clindamicina (Figura I-
12), possuem atividade antimalarica ao inibirem a sintese de proteinas no apicoplasto,

um organelo semelhante a alguns ancestrais procariéticos. (44) Os antibidticos ndo sdo
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usados em monoterapia, uma vez que possuem uma agdo antimalarica relativamente
lenta. (49) Sdo por isso combinados com outros antimalaricos de a¢do rapida, como,

por exemplo, a quinina. (44)
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Tetraciclina Doxiciclina Clindamicina
Figura I-12 — Representagao da estrutura quimica de alguns antibidticos usados na

terapéutica da maldria.

2.3.4. Artemisinina e os seus analogos

A artemisinina (Figura [-13), um produto natural extraido da planta Artemisia
annua, é uma lactona sesquiterpénica que atua de modo rdpido e eficaz como
esquizonticida sanguineo no tratamento da fase aguda da malaria, incluindo malaria
resistente a cloroquina. (50) Visando aumentar a solubilidade e aprimorar a eficacia
antimaldrica, foram preparados derivados semissintéticos deste farmaco, sendo os
mais importantes o artesunato, o arteméter e a dihidroartemisinina (Figura I-13). (49)
Estes medicamentos possuem uma ligacao peréxido, incorporada numa estrutura de
trioxano (Figura I-13), essencial para a sua atividade antimalarica. A ligacdo perdxido é
o farmacdéforo presente em todos os endoperdxidos relacionados com a artemisinina,
geralmente referenciados por artemisininas (ARTs). (53) Estudos sobre os mecanismos
de bioativacdo e acdo desta classe de farmacos revelaram que a atividade antimalarica
das ARTs advém da clivagem da ligacdo perodxido catalisada pelo catido ferro do grupo
heme, presente no vacuolo do parasita. O processo quimico resulta na formacdo de
radicais livres centrados em carbono que alquilam macromoléculas de Plasmodium spp
e heme livre. (54)

O artesunato, administrado por via intravenosa, é usado como terapéutica de
primeira linha para o tratamento da malaria grave. A administracdo por via retal é
adequada para estabilizar pacientes gravemente doentes em dareas remotas de paises

endémicos, antes do transporte para as unidades de saude. Em virtude da curta semi-
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vida desta classe de farmacos, a terapéutica intravenosa com artesunato deve ser
combinada com a administra¢dao oral de um antiplasmodial de agdao mais longa. Estes
regimes terapéuticos, designados por ACT (Artemisinin-based Combination Therapy),
sdo apoiados pela OMS, e a sua aplicacdo resultou na diminuicdo acentuada do

numero de mortes por malaria, testemunhada nas ultimas 2 décadas. (44)

1,2,4-Trioxano

Artemisinina

ONa

Artesunato de sédio Arteméter Dihidroartemisinina
Figura I-13 — Representacdo da estrutura quimica da artemisina, com o farmacéforo
representado a vermelho, e de alguns dos seus derivados semissintéticos.
2.3.5. Endoperdxidos sintéticos
Desde a sua descoberta, a artemisinina e os seus derivados foram amplamente
utilizados no tratamento da malaria. Porém, em 2008 foi pela primeira vez reportado o
surgimento de espécies de parasitas resistentes a esta classe de fdrmacos na provincia
da Pailin, no oeste de Camboja (55), espalhando-se posteriormente as estirpes de P.
falciparum resistentes ao longo de toda a sub-regido do Grande Mekong, que
atingiram o Vietname, Laos, Tailandia e Myanmar. (56) Dai em diante foram detetadas
e descritas evidéncias de faléncia terapéutica dos derivados de artemisinina na China,
na fronteira com Myanmar (57), na india oriental (58) e, mais recentemente, em
Africa. (59) Além disso, o facto de a artemisinina ser extraida de uma planta, a sua
obtencdo por extracdo e a producdo dos seus derivados semissintéticos envolvem um

processo longo e bastante caro. (60) Estas circunstancias impulsionaram o
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desenvolvimento de novos antimaldricos do tipo endoperdxido, mas de origem
sintética, que se revelaram igualmente eficazes contra os parasitas da malaria,
especialmente contra estirpes resistentes aos analogos da artemisinina, sendo
também mais seguros e baratos. (61,62) Desde entdo foram descritas varias classes de
endoperodxidos sintéticos, com diferentes farmacoéforos, nomeadamente 1,2-dioxanos
(1), 1,2,4-trioxanos (2), 1,2,4-trioxolanos (3) e 1,2,4,5-tetraoxanos (4). A figura 1-14
apresenta moléculas desta classe com atividade antimaldrica demonstrada e que
compara muito favoravelmente com a dos farmacos derivados de artemisinina. De
entre estas classes de endoperdxidos sintéticos, os 1,2,4-trioxolanos e os 1,2,4,5-
tetraoxanos tém sido amplamente estudados, encontrando-se algumas moléculas

destas classes em fases avangadas de desenvolvimento como antimalaricos. (62)
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Figura I-14 — Representagao das estruturas quimicas de alguns endoperdxidos

RKA182 (4)

sintéticos, com os respetivos farmacéforos assinalados a vermelho.

O trioxolano 0Z277, posteriormente denominado de arterolano (Figura I-14), é
um composto antimaldrico sintético desenvolvido por Vennerstrom e colaboradores
gue avancou para testes clinicos. (63,64) A atividade antimaldrica deste composto
advém do anel 1,2,4-trioxolano e a eficacia é semelhante a combinacdo de arteméter

com lumefantrina, comercializada com a designacdo de COARTEM e usada no
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tratamento da malaria. O 0Z277, ou arterolano, revelou atividade contra todos os
estagios eritrocitarios de P. falciparum. (61,64) Porém, em ensaios clinicos de fase Il,
em monoterapia, mostrou baixa atividade, devido a diminuicdo da exposi¢ao
sanguinea (tempo de semi-vida no plasma). (64) Para mitigar esta limitacdo foi
desenvolvida uma combinacdo de arterolano com piperaquina, o que permitiu atingir
niveis sanguineos mais elevados, em grande parte devido ao facto de a piperaquina
atuar como inibidor do CYP3A4, retardando o metabolismo do arterolano. (62) Esta
combinag¢dao, com a dose fixa de 150 mg de maleato de arterolano e 750 mg de
piperaquina e com a designa¢ao comercial de Synriam, foi aprovada para o tratamento
da maldria na India e em alguns paises africanos. (65,66) Foi posteriormente
desenvolvido o artefenomel (0Z439) (Figura I-15), um trioxolano com tempo de semi-

vida superior ao do arterolano que se encontra atualmente em estudos de fase lll. (65)
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Figura I-15 — Representagdo da estrutura quimica do artefenomel.

Enquanto o grupo de Vennerstrom se focou no desenvolvimento de
endoperodxidos baseados no farmacoéforo 1,2,4-trioxolano, o grupo de O’Neill dedicou-
se a producdo de endoperdxidos sintéticos contendo o farmacéforo 1,2,4,5-
tetraoxano. (62) Foi desenvolvida uma biblioteca com mais de 150 tetraoxanos, da
qual foi selecionado o RKA182 (Figura I-14), um composto contendo uma cadeia lateral
polar e metabolicamente estdvel, conferindo-lhe boa solubilidade em 4dagua e
biodisponibilidade, bem como um tempo de semi-vida relativamente longo. (65,67)
Porém, o seu desenvolvimento pré-clinico foi interrompido devido ao facto de o seu
perfil farmacocinético ndo permitir o uso terapéutico em dose Unica. (62,65) Mais
recentemente, O’Neill e colaboradores, desenvolveram o E209 (Figura I-16), um novo
candidato antimalarico contendo o 1,2,4,5-tetraoxano como farmacéforo que
apresenta propriedade farmacodinamicas e farmacocinéticas compativeis com o seu

uso terapéutico em dose Unica. (68)
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Figura I-16 — Representacdo da estrutura quimica do composto E209.

2.4. Perspetivas futuras no tratamento da maldaria

Desde a sua génese e lancamento, em 1999, a Fundacdo Medicines for Malaria
Venture tem estado na vanguarda da descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos antimalaricos. Com este objetivo, foram estabelecidos alguns requisitos para
avaliagdo do potencial para desenvolvimento de compostos, selecionados com o
objetivo de serem usados como novos antimaldricos. Os requisitos foram explicitados
através de um conjunto de questdes, nomeadamente: (I) o composto apresenta um
mecanismo de acdo diferente, ndo demonstrando resisténcia cruzada com os
medicamentos existentes?; (ll) o composto tem potencial para uso terapéutico em
dose Unica?; (lll) o composto é ativo contra todos os estagios eritrocitarios, que
causam os sintomas da doenca e também apresenta atividade gametocida, eliminando
0os gametdcitos responsdveis pela transmissdo?; (IV) o composto apresenta acao
quimioprotetora, prevenindo a infecao?; (V) o composto elimina os hipnozoitos de P.
vivax presentes no figado, prevenindo a reinfecdo?. (69)

A descoberta de novos medicamentos com atividade antimalarica pode seguir
os métodos tradicionais, através da descoberta de novos compostos. (69) Nesse
sentido, os compostos com farmacéforos 1,2,4-trioxolanos e 1,2,4,5-tetraoxanos sao
considerados promissores para a formulacdo de um novo farmaco que preencha os
requisitos mencionados anteriormente. (65) Além deste método, mais tradicional,
existem outras abordagens que podem permitir a descoberta de novas solu¢des para o
tratamento da maldria, nomeadamente a exploracdo de novas combinacdes de
farmacos antimalaricos atualmente em uso. Em alternativa, pode ser estudado o uso
de medicamentos que, atualmente, sejam utilizados com outros fins terapéuticos,
sendo este método vantajoso, uma vez que o0s compostos provavelmente ja
demonstraram boas propriedades bioldgicas e perfil toxicoldgico adequado para a sua
utilizacdo. Alguns exemplos de farmacos que estdo a ser estudados com vista a sua

aplicacdo no tratamento de maldria sdo apresentados na Figura I-17. (69)
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Figura I-17 — Representacdo das estruturas quimicas de alguns medicamentos,
atualmente utilizados com outros fins terapéuticos, que também demonstraram
atividade antimaldrica.

O azul de metileno (1) é um corante sollvel em dgua, atualmente utilizado para
o tratamento de meta-hemoglobinémia adquirida e hereditaria. Este composto foi
efetivamente o primeiro antimaldrico sintético, utilizado amplamente em finais do
século XIX e inicios do século XX. (70) Os ultimos ensaios clinicos com o azul de
metileno sdo de fase Il e remontam a 2017, altura em que foi testado em combinacao
tripla com artesunato e amodiaquina. Os resultados demonstraram alguns beneficios
do uso deste farmaco ao invés da primaquina, nomeadamente uma menor prevaléncia
de gametdcitos de P. falciparum. (69-71) A fosmidomicina (2) é um antibidtico cuja
atividade antimaldrica tem sido avaliada em diversos estudos, em monoterapia ou em
combinacdao com clindamicina ou artesunato. No ultimo ensaio clinico, datado de
2014, foi usada em combinacdo com a piperaquina, demonstrando esta combinacao
uma elevada eficdcia, com rapida eliminacdo da massa parasitdria. (72,73) A
rosiglitazona (3) é um farmaco da classe dos antidiabéticos, recentemente avaliada
como antimalarico, em monoterapia, num estudo que decorreu entre 2016 e 2021 e
cujos resultados ainda ndo foram publicados. (69,74) Por fim, o imatinib (4), um
inibidor de cinases tirosinicas utilizado no tratamento de alguns tipos de leucemia,
completou em 2019 um ensaio clinico de fase Il numa combinacdo tripla com
dihidroartemisinina e piperaquina. (69,75) Esta combinacdo apresentou varias
vantagens, entre as quais um declinio significativamente acelerado na densidade
parasitaria, com a maioria dos doentes apresentando uma parasitémia nula apds 3 dias
de tratamento. (76)
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Com o recente aumento no numero de casos de malaria (39) e com o
surgimento de parasitas multirresistentes aos farmacos atualmente empregues no
tratamento da doenca (47,55-58), é cada vez mais premente o desenvolvimento de
novas formulagdes farmacéuticas que garantam atividade antimaldrica melhorada.
Uma abordagem alternativa para o desenvolvimento destas novas formula¢cbes pode
envolver a inclusdo dos farmacos antimaldricos com recipientes moleculares, como,
por exemplo, em cucurbiturilos. (34) Uma analise da literatura revela que apenas foi
demonstrada a encapsulacdo da quinina na cavidade do CB[7] (33,34), ndo existindo
nenhum estudo de encapsulagdo de outros fdrmacos com atividade antimalarica na
cavidade destes contentores moleculares. Esta pode ser uma drea de estudo
promissora no contexto da quimioterapia antimaldrica, explorando ou ampliando as
formas de administracao de endoperdxidos sintéticos.

A presente dissertacdo aborda o potencial dos cucurbiturilos para o
encapsulamento de endoperdxidos com atividade antimaldrica. Nesse sentido, foi
sintetizado um endoperdxido com farmacéforo 1,2,4-trioxolano, denominado na
literatura como NAC89 (Figura Il-1). (77) Este composto foi inicialmente sintetizado por
Vennerstrom e colaboradores, em 2004, em conjunto com o arterolano,
demonstrando excelente atividade antimaldrica e boa biodisponibilidade oral em
ratos. (63) Posteriormente, em 2016, foi avaliado contra as formas do estagio
eritrocitario em P. falciparum resistente a cloroquina e mefloquina, em conjunto com
os compostos LC50 e LDC67 (Figura 1I-1), tendo-se observado, no estudo in vitro,
excelente atividade antimaldrica dos trés compostos (na escala nanomolar), muito
semelhante a demonstrada pela artemisina e dihidroartemisinina. Em testes de
citotoxicidade contra as células hepaticas HepG2-A16 de mamiferos, os compostos
apresentaram citotoxicidades muito baixas. Porém, aquando da testagem da atividade
antimaldrica in vivo, em murganhos, o NAC89 evidenciou uma reacdo cutanea no sitio
de administracdao que nao foi visivel com nenhum dos outros compostos estudados.

(77).
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Figura Il-1 — Representacdo das estruturas quimicas dos trioxolanos NAC89, LC50 e
LDC67, cuja atividade antimalarica foi avaliada.

Apds a sintese do trioxolano NAC89, no presente trabalho denominado de AS4,
foi avaliada a sua encapsulacdo no contentor molecular CB[7], com o intuito de
melhorar a respetiva farmacocinética. Para comprovar a encapsulagao recorreu-se a
avaliagdo dos espetros obtidos em analises por ressonancia magnética nuclear (RMN) e
por cromatografia em fase liquida acoplada a espetrometria de massa (liquid
chromatography—mass spectrometry, LC-MS). Foram realizados estudos adicionais,
recorrendo a andlise de espetros de refletancia total atenuada no infravermelho com
transformada de Fourier (attenuated total reflectance - fourier transform infrared,
ATR-FTIR), a andlise por difracdo de raios X, método de pds, (powder x-ray diffraction,
PXRD) e por espetroscopia de Raman. Estudos in vitro foram realizados em linhas
celulares 3D7-GFP de P. falciparum sensiveis a cloroquina e mefloquina, obtendo-se os

valores da concentragdo inibitéria média (ICso).
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IIl. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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1. REAGENTES E SOLVENTES

Todos os reagentes e solventes empregues neste trabalho possuiam um grau
de pureza elevado, adequado para aplicagdes de sintese, tendo sido utilizados sem
qualquer purificacdo adicional. De modo geral, os reagentes e solventes foram
utilizados tal como comercialmente fornecidos. Ndo obstante, um dos solventes
usados, tetrahidrofurano (THF), foi submetido a secagem com pequenas limalhas de
sédio, com benzofenona como indicador, seguindo os procedimentos descritos na
literatura. (78)

O CB[7], utilizado na encapsulacdo do trioxolano sintetizado, foi facultado pelo
professor André Lopes, tendo este sido obtido por sintese quimica, através da reacao

de condensagao de glicolurilo com formaldeido, em meio acido. (79)

2. MATERIAIS

Para a realiza¢do da cromatografia em camada fina (thin layer chromatography,
TLC) recorreu-se a placas de TLC de silica gel sobre aluminio, contendo o indicador
fluorescente F254, com um tamanho de 20X20 cm, que foram cortadas em tamanhos
menores, adequados para a execucao da cromatografia.

Por seu lado, a cromatografia em coluna foi realizada usando silica gel 60, com

particulas de tamanho compreendido entre 0,04 e 0,063 mm.

3. METODOS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

A caracterizacdo do CB[7] e do composto AS4, bem como dos compostos
intermédios AS1, AS2 e AS3, foi efetuada com recurso a espetroscopia de RMN de
protdo e de carbono-13 e por espetroscopia de massa para o composto final AS4. O
estudo do encapsulamento do trioxolano em CB[7] foi realizado com recurso a
diversos métodos, nomeadamente espetroscopia de RMN, LC-MS, espetroscopia de
ATR-FTIR, PXRD e espetroscopia de Raman.

Os espetros de RMN e LC-MS foram registados recorrendo aos servicos
analiticos do Centro de Ciéncias do Mar (CCMar). As analises por espetroscopia de
ATR-FTIR, PXRD e espetroscopia de Raman foram realizadas recorrendo aos servicos
analiticos do CICECO - Instituto de Materiais de Aveiro. Nestes casos, para a

encapsulacdo do composto AS4 em CB[7] recorreu-se a sintese mecanoquimica, na
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qual uma mistura de pds das substancias foi moida manualmente num almofariz de
granito, durante 90 minutos. Foram recolhidas fragcdes desta mistura apés 15, 30, 45,
60, 75 e 90 minutos de moagem, para uma andlise adicional por ATR-FTIR.
Adicionalmente, foram realizados estudos in vitro no Instituto de Higiene e
Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa, em linhas celulares 3D7-GFP de P.
falciparum sensiveis a cloroquina e a mefloquina. Os valores de ICso foram
determinados através do software GraphPad Prism 5, usando a cloroquina e a

dihidroartemisinina como farmacos antimalaricos de controlo.

3.1. Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espetroscopia de RMN é uma das ferramentas mais robustas disponiveis para
a determinacdo da estrutura molecular de compostos organicos. A técnica é usada
para o estudo de uma ampla variedade de nucleos, incluindo *H, 3C, **N, °F e 3'P,
sendo os espetros de RMN de protdo (*H) e de carbono-13 (*3C) os mais comummente
empregues em quimica organica, pelo facto de os elementos H e C serem os mais
abundantes na maioria dos compostos organicos. (80)

Esta técnica baseia-se no facto de um ndcleo com um ndmero atémico ou de
massa impares apresentar um spin nuclear que é alterado quando a amostra é
submetida a um campo magnético externo. O nucleo, ao ser irradiado com fotdes de
radiofrequéncia, gira, alinhando-se contra ou a favor do campo magnético externo
(Figura 1ll-1), sendo a diferenca de energia entre estes dois estados detetada pelo
espetrofotémetro de RMN, permitindo registar um grafico de absor¢ao em fung¢ado do

campo magnético aplicado. (80)

Bo Bo
A
Campo i i
magnético ( Vi { )
externo V U
aplicado
Y
Nulceo alinhado Nulceo alinhado
a favor do campo contra o campo
magnético externo magnético externo

Figura IlI-1 — Representagdo da alteragao do spin nuclear de uma amostra quando esta
¢é colocada sob a influéncia de um campo magnético externo (By). Adaptado de (80).
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De uma forma geral, o espetrofotémetro de RMN compreende quatro partes
principais (Figura 1lI-2): um magneto estavel, com um controlador sensivel que produz
0 campo magnético; um transmissor de radiofrequéncia (RF), que emite uma
frequéncia precisa; um detetor, que mede a quantidade de RF absorvida pela amostra;
e um conversor de sinal analdgico para digital, que produz o espetro de absorc¢do (no
eixo do Y) em funcdo do campo magnético aplicado (no eixo do X). (80)

Tubo com amostra

~

Transmissor

— de RF

iman
Detetor

o

Espetro

Absorc¢ao f|
~

—> B

vvvvl

Controlador

do iman
| Campo magnético aplicado (Bo)

Figura lllI-2 — Diagrama representativo das componentes de um espetrofotémetro de
RMN. Adaptado de (80).

No espetro obtido, os valores mais altos de campo magnético localizam-se a
direita (campo superior) e os valores mais baixo a esquerda (campo inferior). Desta
forma, as absorcdes de protdes mais blindados irdo aparecer no campo superior do
espetro enquanto as de protdes mais desprotegidos aparecem no campo inferior.
Além disso, protGes que sdo quimicamente equivalentes irdo exibir o mesmo desvio
guimico, sendo a area dos sinais diretamente proporcional ao nimero de hidrogénios
que contribuem para o sinal. (80)

No trabalho realizado no ambito desta dissertacdo, os espetros de RMN de
protdo (*H-RMN) e de carbono-13 (*3C-RMN) foram registados utilizando um sistema
JEOL de 500 MHz equipado com uma sonda Royal HFX, em solugdo, usando solventes
deuterados, tal como descrito em cada procedimento experimental. Os deslocamentos
guimicos destes espetros sdo descritos em partes por milhdo (ppm) a partir do padrao
interno utilizado, o tetrametilsilano no caso de solventes organicos ou a partir do sinal

residual do protdo (*H) para a dgua deuterada.
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3.2. Cromatografia em fase liquida acoplada a espetrometria de massa (LC-
MS)
A espetrometria de massa é uma técnica capaz de fornecer o peso molecular,

através da massa do ido molecular, e outras informagdes relevantes, tais como o
padrao de fragmentagdo, que, combinadas, fornecem dados que ajudam a elucidar a
estrutura molecular do composto em andlise. Nesta técnica, o composto é ionizado em
vacuo, sendo os iGes separados e obtida a razdo massa/carga para cada um deles. O
registo tem em conta a abundancia de ides de cada massa, obtendo-se o espetro de
massa, onde as massas sdo representadas no eixo do X e o nimero relativo de ides
para cada massa no eixo do Y. (80)

De forma a ser possivel a andlise por espetrometria de massa de uma mistura
complexa é acoplada uma técnica de separacdao ao espetrémetro de massa. Uma
destas técnicas corresponde a cromatografia liquida, capaz de separar compostos de
uma amostra baseando-se na interagao destes com as fases mdvel e estaciondria. Apds
a separacao cromatografica, os compostos sdo eluidos na coluna, dessolvatados na
fase gasosa e ionizados, sendo depois introduzidos no espetrometro de massa. A
cromatografia liquida é uma técnica de separacdo geralmente utilizada para a
separacdo de moléculas de maior peso molecular e ndo volateis. (81,82)

No trabalho realizado no ambito desta dissertacao, as analises por LC-MS foram
conduzidas num sistema de espetrometria de massa hibrido (Orbitrap Elite) com
elevado poder de resolucdo (até 240,000 FWHM e MSn, n até 10), acoplado a um
Thermo Scientific Ultimate 3000 UHPLC.

3.3. Espetroscopia de refletancia total atenuada no infravermelho com

transformada de Fourier (ATR-FTIR)

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica utilizada para a obtencdo de um espetro de infravermelho, de absorcdo ou
emissdo, de uma substancia no estado sélido, liquido ou gasoso. O termo advém do
facto de ser necessario recorrer-se a transformada de Fourier, um processo
matemadtico que permite converter os dados obtidos num espetro. (83)

Os espetrémetros de infravermelho com transformada de Fourier recorrem a
um interferometro de Michelson para o registo dos espetros. Este incorpora, tal como

representado na Figura 1ll-3, uma fonte de luz continua, um espelho estacionario na

32



parte superior, um espelho mével a direita, um divisor de feixe e um detetor. O
principal componente deste aparelho é o divisor de feixe, permitindo que uma fracdo
da luz que incide sobre ele passe através do mesmo e outra fracao seja refletida.
Assim, o feixe incidente divide-se em dois feixes que se movem pelo espago ao longo
de diferentes caminhos e recombinam-se no detetor para formar um padrao de
interferéncia. (84) Além disso, o movimento do espelho mdvel origina diferentes
comprimentos de onda que passam pela amostra, sendo medidos e convertidos,
através do processo de transformada de Fourier, num espetro. (83)

Espelho estacionario

-~ A

— - . - -

~ f/ B

N\ - >

Fonte de luz Divisor de feixe A’'Y VB Espelho mével

i ]

Detetor

Figura IlI-3 — Diagrama do interferdmetro de Michelson. Adaptado de (84).

A metodologia de amostragem mais amplamente utilizada para a espetroscopia
FTIR corresponde a refletancia total atenuada (attenuated total reflectance, ATR). Na
amostragem ATR, a luz infravermelha (IR) percorre um cristal com alto indice de
refracdo, sendo refletida uma ou mais vezes na interface entre o cristal e a amostra até
chegar ao detetor FTIR. Durante esta reflexdao, uma parte da luz IR é absorvida pela
amostra, resultando numa atenuacao seletiva da radiagdo nos comprimentos de onda
absorvidos pela amostra. (83,85)

No trabalho realizado no ambito desta dissertacdo, a medicdo dos espetros de
ATR-FTIR foi efetuada utilizando um acessdrio Specac Golden Gate Mk Il ATR com uma

placa superior de diamante e lentes de focagem KRS-5 (resolucdo 4 cm-1, 256 scans).
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3.4. Difracdo de raios X, método de p6s (PXRD)

A PXRD é uma técnica comummente utilizada para o estudo das caracteristicas
da estrutura cristalina e determinacdao da mineralogia de sedimentos de granulagao
mais fina. (86) A andlise de uma amostra por PXRD fornece diversas informagdes
importantes complementares a varios métodos microscépicos e espetroscopicos, tais
como a identificacdo de fase, da pureza da amostra, do tamanho do cristalito e, em
alguns casos, da morfologia. (87)

O difratdmetro de raios X incorpora uma fonte de radiacdo monocromatica, um
porta amostra, um detetor de raios X e um sistema que permite variar o angulo 6
(Figura 1ll-4). Os raios X incidem na amostra num angulo 6, enquanto o detetor |é a
intensidade dos raios X num angulo de 26, sendo o angulo de incidéncia aumentado ao
longo do tempo. Quando os raios X incidem na amostra, sdao difratados num padrao
caracteristico da estrutura do po, formando um grafico de difracdo que regista a

intensidade da radiacdo em funcdo do angulo do detetor, 26. (88)

oy

- -

Fonte de Detetor de
raios X _F raios X

o

Figura IlI-4 — Diagrama de um difratdmetro de raios X. Adaptado de (88).

No trabalho realizado no ambito desta dissertacdo, os dados de PXRD foram
recolhidos a temperatura ambiente, usando o difratémetro Empyrean da PANalytical
equipado com um detetor PIXcellD ajustado a 240 mm da amostra. Foi usada a
radiacdo X de Cu-Kal,2 (A1 = 1,540598 A; A2 = 1,544426 A), filtrada com uma folha de
niquel, juntamente com um suporte de amostra de transmissdo padrdo. As condi¢Oes
de funcionamento do tubo de raios X foram de 45 kV e 40 mA. Os dados da
intensidade foram recolhidos em modo continuo a aproximadamente 3,0—70° na faixa
angular de 26. As amostras foram scaneadas/digitalizadas em etapas de 0,02° com um

tempo de contagem de 50s por etapa.
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3.5. Espetroscopia de Raman

A espetroscopia de Raman é uma técnica comummente empregue em quimica
para o estudo das estruturas vibracionais de moléculas, em conjunto com a
espetroscopia de infravermelhos, sendo baseada na polarizabilidade molecular
induzida, apds a interacdo da molécula com a luz do /aser. (83)

Esta técnica utiliza um feixe de luz monocromatica que ao interagir com a
molécula é espalhada por ela, formando-se um feixe de luz com a mesma energia ou
com energia diferente do feixe incidente. Durante esse processo de espalhamento, a
molécula é temporariamente elevada a um nivel de energia mais elevado, designado
por “estado virtual de energia”. Apds a luz ser espalhada a molécula poderd retornar
ao nivel de energia original, o que confere a luz espalhada e a luz incidente o0 mesmo
comprimento de onda, sendo este processo conhecido como “dispersdo de Rayleigh”
(Figura 11I-5). Em outros casos, a molécula poderd sofrer uma mudanga nos niveis
vibracionais e rotacionais durante o processo de espalhamento. Esta mudanca confere
energias diferentes a luz espalhada e a luz incidente, sendo esta diferenga compativel
com a energia envolvida na transicao vibracional e correspondendo a comprimentos

de onda ligeiramente diferentes. Este fendmeno é designado de espalhamento de

Raman. (83)
Estado \
virtual de g
energia
Estados de
energia
vibracional
— 4
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Figura IlI-5 — llustracdo do tipo de transicOes energéticas que ocorrem na “dispersao
de Rayleigh” e no espalhamento de Raman. Adaptado de (83).
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Por outras palavras, o efeito de Raman é resultado de fotdes sendo
“capturados” momentaneamente pelas moléculas da amostra e posteriormente
cedidos, causando um pequeno incremento ou decréscimo de energia, através de
mudancas nas energias vibracionais e rotacionais moleculares. Este tipo de
espalhamento, denominado de inelastico, pode ser subdividido em dois tipos:
espalhamento Stokes e anti-Stokes. A principal diferenca entre eles é que no
espalhamento Stokes as moléculas recebem a energia no seu estado fundamental e no
espalhamento anti-Stokes a molécula encontra-se num estado excitado de energia.
(Figura 111-5). (83)

No trabalho realizado no ambito desta dissertacdo, os espetros de Raman
foram registados utilizando um espetrémetro Bruker MultiRAM equipado com um

laser Nd-YAG com um comprimento de onda de excita¢ao de 1064 nm.

4. PROCESSO DE SINTESE DO TRIOXOLANO NAC89/AS4

A preparac¢ao do composto AS4 seguiu o esquema reacional apresentado na

Figura Ill-6 e detalhado em seguida.

_CH
L e g O
C|-|3

2 (AS1)

O,O O’O
OH N
(0]
3 (AS2) 4 (AS3)

Reagentes e condicdes:
a) Piridina, CH30ONH,, CH30OH, TA, 48h

O’O
><:>_\ b) 4-Oxociclohexanocarboxilato de etilo, O3 DCM/Pentano
— o NH, TsOH '

c) 1. LiAlH4 Et,0, 0°C; 2. H,0, 0°C
d) Ftalimida,Ph3P, DIAD, THF, 0°C-TA, 24h

5 (AS4)
e) 1. NoHy Ho0, MeOH/CHCI5; 2. TSOH. EtOAC

Figura IlI-6 — Esquema reacional ilustrativo do processo de sintese do composto AS4.
Na presente dissertagao, continuou-se a sintese iniciada por uma estudante de
doutoramento do laboratério OrgMedChem/CCMar, partindo do composto 2 (AS1)
fornecido.
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4.1. Purificagdo do composto AS1

O composto 2 (AS1) encontrava-se contaminado com adamantanona, pelo que
foi necessario proceder a uma separacdo dos compostos através de uma
cromatografia em coluna. O eluente utilizado foi uma mistura de acetona e hexano na
proporgdo de 2/8, sendo o mesmo eluente usado nas andlises por TLC para confirmar a
separagdo dos compostos.

ApOds a realizagao da cromatografia, foi possivel obter-se aproximadamente 14
g de composto AS1 isolado, tendo a sua estrutura sido comprovada pelos espetros de
RMN, apresentados nas Figuras VII-1 e VII-2 dos anexos. Estes dados espetrais estdo de
acordo com os reportados na literatura. (77) *H RMN (500 MHz, CDCls-d) § 4.13 (dq, J =
9.4, 7.1 Hz, 2H), 2.40 — 2.26 (m, 1H), 2.00 — 1.66 (m, 22H), 1.25 (dt, J = 8.3, 7.1 Hz, 3H).
13C{*H} RMN (126 MHz, CDCls-d) 6 175.05, 111.60, 108.04, 60.49, 41.52, 36.85, 36.44,
34.94, 34.89, 34.85, 34.83, 34.06, 33.66, 33.44, 33.29, 33.23, 31.59, 27.18, 26.93,
26.53, 26.31, 26.13. De notar que surgem sinais duplicados no espetro de RMN de
carbono-13, devido a presenca de desordem no anel de trioxolano, que origina 2

confédrmeros relativamente estdveis e populados. (89,90)

4.2. Sintese do composto AS2

A figura llI-7 esquematiza o processo de reducdo da funcdo éster presente no

composto AS1 a fungdo alcool presente no composto AS2.

o-© © 1. LiAIH, o-O
Et,0, 0°C
o) o) > O
AS1

\ 2. H,0, 0°C OH

CH,
AS2

Figura IlI-7 — Esquema representativo da reagdo de conversao do composto AS1 no
composto AS2.

Para a obtencdo do composto AS2, dissolveu-se 4 g do composto AS1 (11,89
mmol) em 60 mL de éter dietilico seco, adicionando-se esta solu¢do a uma suspensao
de 0,85 g de tetrahidroaluminato de litio (35,67 mmol) em 10 mL de éter dietilico seco,
a 0°C. Esta mistura reacional foi mantida sob agitagdo a esta temperatura por
aproximadamente 30 minutos, confirmando o final da reagao através de uma analise
por TLC, usando como eluente uma mistura de acetona e hexano na proporc¢do de 2/8.
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A mistura obtida foi adicionada agua gelada, gota a gota, até n3o se visualizar a
libertacdo de bolhas (resultantes da formacdo de H, por destruicdo do excesso de
agente redutor). De seguida, adicionou-se HClI 2M até a mistura ficar com um pH acido,
para libertagdo do alcool.

Depois deste procedimento, é possivel verificar a formacgdo de 2 fases, a fase
aquosa e a fase organica, na qual se encontra o produto pretendido. Esta fase foi
separada através de 3 extra¢des sucessivas com éter dietilico. Por fim, a mistura foi
filtrada e a solugdo concentrada por evaporacgao a pressao reduzida, originando 3,14 g
do produto na forma de um liquido viscoso.

O procedimento anteriormente descrito foi adaptado do processo de sintese
reportado por Kwiatkowski et al. (91), com ligeiras modificacdes. O composto desejado
foi obtido com um rendimento de 89%, estando os dados espetrais, apresentados nas
Figuras VII-3 e VII-4 dos anexos, de acordo com os reportados na literatura. (77) *H
RMN (500 MHz, CDCl3-d) 6 3.49 (dd, J = 26.1, 6.5 Hz, 2H), 2.12 — 1.65 (m, 21H), 1.58 -
1.15 (m, 5H); 3C{*H} RMN (126 MHz, CDCls-d) 6 111.28, 108.86, 67.61, 38.79, 36.73,
36.45, 36.31, 34.85, 34.74, 34.73, 34.68, 33.74, 33.54, 33.15, 30.96, 26.83, 26.80,
26.56, 26.41, 26.39. De notar que surgem sinais duplicados no espetro de RMN de
carbono-13, devidos a desordem no anel de trioxolano, que origina 2 conférmeros

relativamente estaveis e populados. (89,90)
4.3. Sintese do composto AS3

A figura llI-8 esquematiza o processo de conversdo do composto AS2 no

composto AS3.
0]
o-©
_0 HN
o) (0]
OH > 0
PhsP, DIAD,
AS2 THF, 0°-TA, 24 hr AS3

Figura I111-8 — Esquema representativo da reagdo de conversao do composto AS2 no
composto AS3.

Iniciou-se o processo pela dissolucdo de 3,04 g do composto AS2 (10,31 mmol)
em ca. 100 mL de THF seco, sendo a mistura colocada num banho de gelo. Quando a

solugdo ja se encontrava a 0°C, adicionaram-se 3,49 g de trifenilfosfina (13,30 mmol) e
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1,96 g de ftalamida (13,30 mmol). Apds a dissolucdo completa de todos os compostos
adicionados, acrescentou-se lentamente 2,64 g de DIAD (13,40 mmol), tendo a reacdo
sido protegida da luz e agitada a temperatura ambiente por aproximadamente 22
horas. O procedimento foi conduzido em condi¢Ges anidras. A reac¢do foi controlada
por TLC, usando como eluente uma mistura de acetona e hexano, na propor¢ao de
3/7. Apds a conclusdo da reacdo, adicionou-se agua gelada a mistura reacional e
extraiu-se o composto AS3 com diclorometano (3x 30 mL). Aos extratos organicos
combinados adicionou-se sulfato de magnésio anidro. Apds filtragao, a fase organica
foi evaporada até a secura sob pressdo reduzida. Por fim, o produto foi purificado por
cromatografia em coluna, usando como eluente uma mistura de acetona e hexano, na
propor¢do de 4/6, obtendo-se 3,12 g do produto desejado na forma de um sdlido
branco.

O procedimento anteriormente descrito foi adaptado do processo de sintese
relatado por Sen et al. (92), com ligeiras modificagcdes. O composto desejado foi obtido
com um rendimento de 71%. Os dados espetrais de caraterizacdo do produto sdo
apresentados nas Figuras VII-5 e VII-6 dos anexos e estdo de acordo com os reportados
na literatura. (77) *H RMN (500 MHz, CDClz-d) § 7.84 (dt, J = 5.4, 3.3 Hz, 2H), 7.71 (dt, J
= 5.6, 3.1 Hz, 2H), 3.58 (dd, J = 20.9, 7.2 Hz, 2H), 2.09 — 1.96 (m, 1H), 1.94 — 1.64 (m,
18H), 1.57 — 1.22 (m, 4H); 3C{*H} RMN (126 MHz, CDCl3-d) 6 168.68, 134.10, 134.06,
132.08, 123.37, 111.45, 108.61, 43.17, 36.87, 36.42, 35.71, 34.97, 34.86, 34.82, 33.68,
33.48, 27.90, 27.70, 26.96, 26.93, 26.54. De notar que surgem sinais duplicados no
espetro de RMN de carbono-13, devidos a desordem no anel de trioxolano, que origina

2 conférmeros relativamente estaveis e populados. (89,90)
4.4. Sintese do composto AS4

A figura llI-9 esquematiza o processo de conversdo do composto AS3 no

composto AS4.
.0
o 0o 1. NoHy-Ho0 o .
@ N MeOH/CHCI; NHa s
O 2. TSOH. EtOAG 0" o
AS3 AsS4 (TSOH)

Figura I11-9 — Esquema representativo da reagdo de conversao do composto AS3 no
composto AS4.
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Dissolveram-se 3 g do composto AS3 (7,08 mmol) em 100 mL de uma mistura
de cloroférmio e metanol na proporcdo de 7/3, a qual se adicionou ca. 4,1 mL de
monohidrato de hidrazina. Esta mistura reacional permaneceu em agitacdo, num
banho a 60°C, durante aproximadamente 12 horas, apds as quais foi arrefecida até a
temperatura ambiente, com posterior filtracdo e evaporagao do filtrado sob pressao
reduzida. Obteve-se um dleo amarelo, que foi dissolvido em 18 mL de acetato de etilo
e ao qual foi adicionado ca. 1,83 g de TsOH (10,63 mmol; em excesso). O precipitado
resultante foi filtrado e evaporado a secura, sob pressao reduzida, obtendo-se 2,65 g
do produto desejado na forma de um pé branco.

O procedimento anteriormente descrito foi adaptado do processo de sintese
reportado por Lobo et al. (77), com ligeiras modificacdes. O rendimento da reacdo de
sintese do composto desejado foi de 80%, estando os dados espetrais de
caracterizagao do produto obtido, apresentados nas Figuras VII-7 e VII-8 dos anexos,
de acordo com os reportados na literatura. (77) *H RMN (500 MHz, DMSO-dg) 6 7.67 (s,
3H), 7.45 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.09 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 2.64 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 2.25 (s, 3H),
1.88 — 1.56 (m, 21H), 1.07 (dd, J = 13.4, 9.8 Hz, 2H); 3C{*H} RMN (126 MHz, DMSO-ds)
6 145.99, 138.33, 128.66, 126.02, 111.16, 108.67, 43.99, 36.59, 36.25, 34.77, 34.22,
33.37,27.46, 26.73, 26.32, 21.32.

5. RECRISTALIZAGAO DO CB[7]

CB[7] (7,3 g), previamente preparado por sintese quimica no laboratdrio do
professor André Lopes, foi dissolvido em dgua. Esta mistura permaneceu em agitacao,
com algumas gotas de HCI, até a dissolugao total do cucurbiturilo. Posteriormente, foi
adicionada acetona, numa propor¢do 1/1 em relagdo a agua, até a precipitacdo do
CB[7], o qual foi subsequentemente filtrado, originando 5,09 g do produto na forma de
um po branco.

O espetro de RMN obtido, representado na figura IlI-10, encontra-se de acordo
com o reportado na literatura. (21,34,93) Neste espetro é possivel visualizar trés
conjuntos de sinais, sendo o singuleto a 5,50 ppm correspondente aos protdes
localizados na posicdo equatorial (H¢). Ja nas pontes de metileno, o protdo exociclico
(HP) integra um dupleto a 4,20 ppm e o prot3o endociclico (H?) corresponde ao dupleto

a5,76 ppm.
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Figura 111-10 — Espetro *H-RMN do CB[7] em D,0-d;.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. CARACTERIZACAO DO COMPOSTO AS4 E DO CB[7]

1.1. Anélise do espetro de correlagdo 3C-'H (HSQC)
Com recurso ao espetro de correlacdo 3C-H (heteronuclear single quantum
correlation, HSQC) do composto AS4 (Figura VII-9 dos anexos) elaborou-se a Tabela IV-
1 com as correlagdes existentes entre os protdes do composto AS4 e os dtomos de

carbono aos quais estes se encontram diretamente ligados. (94)

Tabela IV-1 — Correla¢des encontradas entre os espetros RMN de 'H e de 3C (HSQC)
do composto AS4 (em DMSO-de).

7.08

O/O 2.64 _ 126.02 C)\\S/C)H
108.(6)7 :\7-'9_5;2 \b
7.08

138.33

225 744 o602
21.25 128.66
1H, & (ppm) 13¢, 6 (ppm) + HSQC

1.07 27.55
1.61 33.18, 36.51
1.64 34.69
1.67 27.55
1.69 27.38, 34.69
1.71 26.38
1.72 34.69
1.75 26.72
1.78 33.36
1.83 34.69
1.87 36.59
2.25 21.25
2.64 43.99

- 108.67

- 111.16
7.08 128.66
7.45 126.02
7.67 -

- 138.33

- 145.99
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Na figura presente nesta tabela é mostrada a atribuicdo dos sinais observados
na tabela (indicando os desvios quimicos correspondentes). Ndo obstante, com
excecdo dos sinais de 3C dos carbonos quaternérios, ndo foi possivel atribuir-se os
sinais para os grupos adamantilo e ciclohexilo, pelo facto de estes sinais aparecem

como um multipleto no espetro, ndo sendo possivel a sua atribuicdo precisa.

1.2 Andlise dos espetros de correlagdo *H-'H (COSY)

Com recurso aos espetros de correlacdo *H-'H (correlation spectroscopy, COSY)
do trioxolano AS4 e do CB[7] (Figuras VII-10 e VII-11 dos anexos, respetivamente)
elaborou-se a Tabela IV-2, onde é possivel observar-se as correlacdes existentes entre
os protdes ou grupos de protdes adjacentes. (94)

No caso do trioxolano AS4, os sinais 2.38, 7.33 e 7.66 ppm sdo pertencentes ao
acido p-toluenossulfénico (TsOH), utilizado para precipitar o trioxolano sob a forma de
sal. Estes encontram-se atribuidos na figura presente na tabela. Os restantes sinais sdao
pertencentes ao trioxolano AS4, sendo o sinal a 2.85 ppm correspondente ao CH; que
se encontra ligado ao NH; e os sinais entre 1.19 e 2.01 ppm correspondentes aos
protées dos grupos adamantilo e ciclohexilo.

Ja para os sinais presentes no CB[7], é de notar uma correlagdo existente entre
os protdes exociclico e endociclico do cucurbiturilo. Por sua vez, o protdo localizado na

posicao equatorial do CB[7] ndo apresenta qualquer correlagao.

Tabela IV-2 — Correlagdes encontradas nos espetros COSY do trioxolano AS4 e do CB[7]

(em D20-d3).
As4 CB[7]
2.38
7.33 _ -
(@]
O/O><:>_\2_85 7.66 )]\
7.33 i e
@) NH, 0 N ] | HC
766 o//S\/ JER ] a0
— :COSY OH g H7
B O 576 420[7
'H, 6 (ppm) COSY, 'H, & (ppm) 'H, & (ppm) COSY, 'H, & (ppm)
1.19 1.82 4.20 5.76
1.20 1.73, 1.80, 1.99 5.50 -
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1.24 1.82 5.76 4.20

1.26 1.80
1.69 1.74, 1.80, 1.83
1.72 1.82
1.73 1.20, 2.01
1.74 1.69, 1.87, 1.99, 2.85
1.78 1.82,1.99,2.01

1.20, 1.26, 1.69, 1.99,
1.80

2.01

1.82 1.19,1.24,1.72,1.78
1.83 1.69
1.87 1.74
1.99 1.20,1.74, 1.80
2.01 1.73,1.78, 1.80
2.38 -
2.85 1.74
7.33 7.66
7.66 7.33

1.3. Analise do espetro de massa do composto AS4

O espetro de massa do trioxolano AS4 (Figura IV-1) revela um sinal com razdo
massa/carga 294, compativel com o ido molecular [AS4]*. Neste espetro, é possivel
verificar uma maior abundancia relativa do fragmento com uma razdo massa/carga de
276, compativel com a perda de uma molécula de d4gua pelo trioxolano.
Adicionalmente, observa-se um sinal a 128, compativel com um dos fragmentos
provenientes da clivagem da ligacdo perdxido do trioxolano (Figura IV-2), que pode
resultar do facto da ligacdo perdxido do anel 1,2,4-trioxolano ser relativamente Iabil.
Esta clivagem origina dois fragmentos, um com m/z de 128/129 e outro com m/z de
166/167, aparecendo ambos os sinais no espetro de massa do composto AS4. A
fragmentacao observada esta de acordo com o padrdo de fotofragmentacdo em matriz

criogénica de um trioxolano analogo, descrito na literatura. (95)
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Figura IV-1 — Espetro de massa do composto AS4.
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Figura IV-2 — Esquema da clivagem da ligagao perdxido do composto AS4, com os
respetivos valores de m/z dos compostos resultantes.

2. ESTUDO DA ENCAPSULACAO DO TRIOXOLANO EM
CB[7]
2.1. Andlise dos espetros de RMN

Uma mistura do composto AS4 com CB[7] em dgua deuterada foi caracterizada
por RMN, obtendo-se o espetro de *H-RMN apresentado na Figura VII-12 dos anexos.

Comparando o espetro obtido com os espetros dos compostos isolados (Figura IV-3) é
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possivel verificar a existéncia de alteragdes nos desvios quimicos, tanto do composto
AS4 como do cucurbiturilo, sendo esta observacdo indicativa da existéncia de

interacdo quimica entre estes dois compostos.

TN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4

5
f1 (ppm)

Figura IV-3 — Espetros *H-RMN do a) CB[7], b) composto AS4 e c) mistura destes
dois compostos em D,0-d,.

Com o intuito de visualizar melhor estas alteracdes, procedeu-se a uma
ampliacdo deste espetro para a regido onde ocorrem (entre 0.2 a 3.6 ppm e entre 3.6 a
6.6 ppm), estando estas ampliacdes apresentada nas Figuras IV-4 e IV-5.

Analisando a Figura V-4 verifica-se um deslocamento para valores de campo
magnético mais altos dos sinais correspondentes aos protdes do grupo adamantilo.
Este desvio para um campo magnético mais alto é indicativo de encapsulamento deste
grupo no interior da cavidade do CB[7], pelo facto de esta proporcionar uma
blindagem magnética aos protdes do hdspede incluido. (96) Em contraste, o sinal
correspondente ao CH; ligado ao grupo amina sofreu um ligeiro desvio quimico para
valores de campo magnético mais baixos, indicativo da sua localizacdo fora da

cavidade hidrofdbica e perto dos portais carbonilicos do cucurbiturilo. (31)
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Figura IV-4 — Ampliacdo dos espetros de *H-RMN do a) composto AS4 e b) mistura
deste composto com o CB[7], sendo possivel observar os desvios nos sinais devidos a
ressonancias de protdes do composto AS4 apds interagao com o CB[7].
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Figura IV-5 — Ampliacdo dos espetros de *H-RMN do a) CB[7] e b) mistura deste com o
trioxolano AS4, onde é possivel observar os desvios nos sinais devidos a ressonancias

de protGes do CB[7] apds este interagir com o AS4.

T T T T T T T
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Por seu lado, nos espetros da Figura IV-5 verifica-se um ligeiro desvio quimico
para valores de campo magnético mais altos dos sinais correspondentes ao protao
localizado na posi¢cdo equatorial (HS) e ao protdo exociclico (H°) do CB[7]. Existe
também um desdobramento dos sinais relativos aos protdes exociclico (H°) e
endociclico (H?), anteriormente dupletos, sendo que este desdobramento
corresponderd a um dupleto de dupletos. Todas estas alteragGes sugerem que existe
algum tipo de interagdo, tanto endociclica como exociclica entre o trioxolano e o
cucurbiturilo, um indicio da existéncia de interagdo com o exterior do CB[7]. (97)

Adicionalmente, com recurso ao espetro COSY da mistura do trioxolano AS4
com o CB[7], apresentado na Figura VII-13 dos anexos, elaborou-se a Tabela IV-3, na
qual é possivel observar as correlagdes existentes entre os protdes ou grupos de
protdes adjacentes. Na imagem presente nesta tabela fez-se a atribuicao dos sinais aos
respetivos protoes, sendo a regido entre 0.87 e 1.31 ppm correspondente aos protdes
do grupo adamantilo, que sofreram um desvio para a direita, enquanto os sinais entre
1.80 e 2.01 ppm correspondem aos protdes do grupo ciclohexilo. Fazendo uma
comparacdo destes valores com os valores obtidos na Tabela IV-2 para os compostos
isolados, é possivel verificar as mesmas alteracdes nos espetros destes dois

compostos, ja anteriormente explicadas.

Tabela IV-3 — Correlagdes encontradas nos espetros COSY da mistura do trioxolano
AS4 com o CB[7] (em D20-d3).

O
O/O 2.94 \N)LN/\\
G XxHCI
O NH2 ) E 'XH20
- : COSY g
B O 5.77 4.12 7
'H, & (ppm) COSY, 'H, & (ppm)
0.87 0.92,1.18
0.92 0.87,1.02,1.31
1.02 0.92,1.28,1.30,1.31

49



1.18 0.87

1.23 1.83, 1.86

1.27 1.83

1.28 1.02,2.01

1.30 1.02

1.31 0.92,1.02, 1.80, 1.86
1.80 1.31,1.99, 2.01, 2.94
1.83 1.23,1.27

1.86 1.23,1.31,1.99, 2.01
1.99 1.80, 1.86

2.01 1.28, 1.80, 1.86
2.94 1.80

4.15 5.77

5.44 -

5.77 4.15

7.33 7.66

7.66 7.33

2.2. Andlise do espetro de massa obtidos por LC-MS

O espetro de massa do complexo AS4-CB[7] encontra-se representado na
Figura IV-6. Neste é possivel verificar uma maior abundancia relativa da espécie com
uma razdo massa/carga (m/z) de 656.8, compativel com a formag¢do de um complexo
de duas cargas entre o CB[7], o fragmento com m/z 128 proveniente da clivagem da
ligacdo peroxido do trioxolano AS4, e um catido de Na* (Figura IV-7) Esta reacdo de
clivagem podera ser resultado do processo de ionizagdo empregue em espetrometria
de massa. Por sua vez, o sinal com um m/z 739.9 é compativel com a formacdo de um
complexo de duas cargas entre o CB[7], o ido molecular do trioxolano AS4 e um catido
de Na* (Figura IV-8) No espetro é ainda possivel visualizar o sinal com um m/z 294.5,

correspondente ao idao molecular [AS4]*.
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Figura IV-6 — Espetro de massa do composto AS4 com o CB[7].
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Figura IV-7 — Representacgdo esquematica do complexo de duas cargas formado entre
o CB[7], o fragmento com m/z 128 proveniente da clivagem da ligacdo perdxido do
trioxolano AS4 e o catido de Na+.
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Figura IV-8 — Representacdo esquematica do complexo de duas cargas formado entre
o CB[7], o iao molecular do trioxolano AS4 e o catido de Na*.
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2.3. Andlise dos espetros de ATR-FTIR

Nos Graficos IV-1 e IV-2 apresentam-se os espetros obtidos por espetroscopia
de ATR-FTIR, estando os espetros relativos ao CB[7] de acordo com os reportados na
literatura. (21,98) Nestes espetros foram usadas as abreviaturas AG504, para designar
os espetros do composto formado apds a sintese mecanoquimica, e AG512, para
designar os espetros da mistura fisica entre AS4 e CB[7], ndo sendo percetivel, no caso
da mistura fisica qualquer interacdo entre os compostos. Observam-se, contudo,
alteragGes no espetro a medida que ocorre a sintese mecanoquimica, sugerindo existir
uma interacdo entre os dois compostos. Evidéncias destas alteracdes surgem nas
regides espectrais assinaladas nos graficos (entre os nimeros de onda 2750 e 3050 cm~

11650 e 1800 cm™, 980 e 1150 cm™ e entre 530 e 720 cm™).

2933, 2914, 2857 cm™!

2937,2927, 2861 cm?

——CBJ[7]
AS4
¥ ——AG504_15 min
S ——AGS504_30 min
ffé" ——AG504_45 min
§ ——AG504_1h min
=

——AG504_1h15m
——AG504_1h30m
—AG512

4000 3500 3000 2500 2000
Ndmero de onde (cm™)

Grafico IV-1 — Espetros de ATR-FTIR obtidos entre os numeros de onda 2000 e 4000
cm™, sendo AG504: composto formado apds a sintese mecanoquimica e AG512:
mistura fisica entre AS4 e CB[7].
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Gréfico IV-2 — Espetros de ATR-FTIR obtido entre os numeros de onda 350 e 2000 cm'?,
sendo AG504: composto formado apds a sintese mecanoquimica e AG512: mistura

fisica entre AS4 e CB[7].

Nestes espetros verifica-se que a mistura fisica (amostra AG512) apresenta
sinais a 2933, 2914 e 2857 cm™, pertencentes as bandas de estiramento v (C-H) do
trioxolano AS4 (Figura IV-9), enquanto na amostra AG504, analisada apés 90 minutos
de moagem (amostra AG504_1h30m), as bandas apresentam desvios relativamente a
estes valores, surgindo a 2937, 2927 e a 2861 cm™. Adicionalmente, na amostra
AG504_1h30m a banda de estiramento v (C=0) do CB[7] (1721 cm-!) (Figura 1V-10)
também apresenta um desvio de 5 cm-1 relativamente ao espetro do CB[7] isolado
(que aparece a 1716 cm™). Estes dados permitem deduzir que exista interacdo entre o

composto AS4 e o cucurbiturilo.
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Figura IV-9 — Representacdo a azul das
ligagcdes C-H do trioxolano AS4 que dao
origem as bandas de estiramento na regido
entre 2750 e 3050 cm™

Figura IV-10 — Representacdo a azul das
ligagdes C=0 do CB[7] que ddo origem a
banda de estiramento na regido entre 1650
e 1800 cm™

2.4. Andlise dos padroes obtidos por PXRD

A analise por PXRD permitiu obter os padrdes apresentados no Grafico V-3,

estando os padrdes obtidos para o CB[7] de acordo com os reportados na literatura.

(21,79)

—CB[7] AS4 ——AG504_1h30m ——AG512

Intensidade (a.u.)

25 35 45
26 (%)

Grafico IV-3 — Espetros obtidos apds analise por PXRD, sendo AG504: composto
formado apés a sintese mecanoquimica e AG512: mistura fisica entre AS4 e CB[7].

Neste grafico é de notar a existéncia de uma grande diferenca entre os padroes
obtidos para a mistura fisica (amostra AG512) e os obtidos para a amostra apds a

sintese mecanoquimica (amostra AG504 1h30m). O padrdo PXRD da amostra



AG504_1h30m exibe um pequeno numero de reflexdes na faixa estudada, ndao sendo
possivel retirar informacgdo estrutural do complexo entre o CB[7] e o AS4. Este tipo de
reflexdo difusa deve-se, provavelmente, a uma perda de cristalinidade dos pés apés o
processo de sintese mecanoquimica. N3o obstante, a auséncia de reflexdes do
composto AS4 ndo incluido e do CB[7] puro indicam a existéncia de algum tipo de

interacao entre o composto organico e o CB[7].

2.5. Andlise dos espetros de Raman

Foram obtidos os espetros de Raman presentes no Grafico IV-4, estando o
espetro do CB[7] de acordo com o reportado na literatura. (21,99) No gréfico
apresentado abaixo é possivel verificar que as bandas atribuidas ao héspede da
amostra AG504_1h30m apresentam pequenos deslocamentos de ca. 7 cm™ em relacdo
ao espetro do composto AS4 puro (destacados no grafico com um tracejado
vermelho). Adicionalmente, a banda do carbonilo do hospedeiro aparece a 1757 cm™
(destacada no grafico com um tracejado azul) na amostra AG504_1h30m, o que reflete
um deslocamento de 16 cm™ em relacdo a mesma banda do CB[7] puro (1741 cm™?).
Estes deslocamentos indicam a existéncia de algum tipo de interagcdao entre o

trioxolano e o cucurbiturilo.
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Grafico IV-4 — Espetros de Raman obtidos, sendo AG504: composto formado apds a
sintese mecanoquimica e AG512: mistura fisica entre AS4 e CB[7].
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3. PROPOSTA PARA O MODO DE ENCAPSULAMENTO
DO COMPOSTO AS4 EM CB[7]

Com base nas informagbes obtidas através das técnicas espetroscépicas
elaborou-se uma proposta do modo de ligagdo do composto AS4 com o CB[7],
apresentada na Figura IV-11. A analise dos resultados por reacdo mecanoquimica
permitiu constatar a existéncia de interacdo entre o composto organico com o CB[7],
nao sendo, no entanto, conclusiva quanto ao tipo de interagdo existente. Porém, a
andlise dos resultados em soluc¢3o, quer por LC-MS que por *H-RMN, demonstram de
forma mais clara a possivel existéncia de um complexo de inclusdo em que o grupo
adamantilo se encontra encapsulado dentro da cavidade hidrofébica do CB[7] e o
grupo amina interage com os portais carbonilicos de outra molécula de cucurbiturilo.
Como a cavidade hidrofdbica deste CB[7] se encontra livre, permite que exista a
encapsulacdo de outra molécula de trioxolano na sua cavidade, podendo dar origem a
uma estrutura em cadeia que intercala trioxolano encapsulado e contentor, formando

um complexo de AS4:CB[7] na proporgao de 1:1.

Figura IV-11 — Proposta para o modo de encapsulamento do composto AS4 em CB[7].

N3o obstante, as duvidas existentes quanto ao tipo de complexo formado
poderiam ser elucidadas se tivesse sido possivel obter-se cristais com o intuito de se
conseguir a estrutura raio X do complexo. Porém, devido a instabilidade do trioxolano

AS4 em 4gua (Figura VII-14 dos anexos), isto ndo foi possivel.
4. AVALIACAO DA ATIVIDADE IN VITRO DO COMPLEXO
AS4-CB[7]

Com o objetivo de obter informacdo preliminar sobre o potencial antimalarico
do complexo AS4-CB[7] (amostra AG521) foi solicitada uma avaliacdo in vitro da

atividade antiplasmodial desta amostra, comparando-a com os valores obtidos para o
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trioxolano AS4 e para o contentor CB[7], testados nas mesmas condi¢Oes. A analise
baseou-se na suscetibilidade demonstrada pela linhagem 3D7-GFP de Plasmodium
falciparum aos compostos testados. A linhagem 3D7-GFP é sensivel aos farmacos
cloroquina e mefloquina, pelo que no estudo realizado foi testada a cloroquina (CQ)
como antimalarico de controlo e, adicionalmente, a dihidroartemisinina (DHA), um
farmaco antimaldrico da classe dos endoperdxidos cuja atividade podera ser tomada
como termo de comparacdo na avaliacdo da atividade do trioxolano AS4. Na Tabela IV-
4 encontram-se os valores de ICso obtidos para as moléculas AS4 e CB[7] puro, bem
como para a amostra AG521, obtida por sintese mecanoquimica, e para a

dihidroartemisinina (DHA) e cloroquina (CQ).

Tabela IV-4 — Atividades obtidas contra as linhas celulares 3D7-GFP de P. falciparum
sensiveis a cloroquina e a mefloquina.

Composto 1Cs0 (NM)
CB[7] 440,7 + 17,3
AS[4] 2,5+1,2

AG521 18,2+1,2
DHA 4,1+0,1
cQ 21,3+0,5

A andlise dos valores de ICso apresentados na tabela IV-4, revela que a
interacdo do trioxolano AS4 com o CB[7] apenas afetou ligeiramente a atividade
antimaldrica demonstrada pelo trioxolano. Por outro lado, os valores de ICso obtidos
para a amostra AG512 sdo semelhantes aos obtidos para a CQ e apenas sensivelmente
mais baixos que os exibidos pelo derivado de artemisinina DHA, um farmaco da classe
dos endoperéxidos, tal como o composto AS4. Todos os compostos testados (DHA, CQ,
AS4 e a amostra AG51) exibiram valores de ICsp na escala nanomolar baixa. De
salientar que a atividade antimalarica exibida pelo composto AS4 nestes estudos,
medida através do valor de ICsp, estd de acordo com resultados obtidos por outros
investigadores, em estudos anteriores realizados com o mesmo composto. (63,77)

Os estudos experimentais aqui reportados foram realizados no Grupo de
Malaria do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, no ambito de uma colaboragao do

grupo OrgMedChem/CCMar com esta instituicdo.
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V. CONCLUSAO E PERSPETIVAS
FUTURAS
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No mundo atual, é cada vez mais urgente a procura de solugdes mais viaveis
para o combate das mais variadas doengas. Além da formulagao de novos farmacos, o
encapsulamento dos ja existentes em contentores moleculares, com o intuito de
melhorar a biodisponibilidade e servir de veiculo de entrega no local de agdo, tem
vindo a ser alvo de vdérios estudos cientificos. (14) Nesse sentido, os cucurbiturilos,
devido as propriedades quimicas e estruturais promissoras que possuem, apresentam
um grande potencial para aplicagdo em medicina como veiculo de transporte e
entrega de farmacos, permitindo aumentar a solubilidade e a estabilidade de diversos
farmacos. (29)

Dado que as terapéuticas atualmente existentes para a malaria tém vindo a
perder eficacia, devido sobretudo ao surgimento de parasitas multirresistentes, é cada
vez mais urgente o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas melhoradas com
atividade antimaldrica contra linhas de parasitas multirresistentes. (34) Nesta
dissertacdo optou-se por uma abordagem que envolve a encapsulacio de um
endoperoxido sintético com atividade antimaldrica comprovada (77), em CB[7], com o
intuito de melhorar propriedades farmacolégicas, incluindo o perfil de toxicidade.

Desta forma, a sintese do endoperdxido com farmacéforo 1,2,4-trioxolano
(composto AS4) foi o ponto de partida para o presente trabalho de investigacdo. Apds
a sintese do trioxolano procedeu-se a encapsulagdo mecanoquimica deste no
contentor molecular CB[7] e posterior caraterizacdo do material resultante com
recurso a diversas técnicas, entre as quais LC-MS e espetroscopias de RMN, ATR-FTIR,
PXRD e Raman.

A sintese do composto AS4 foi realizada seguindo procedimentos descritos na
literatura, com ligeiras modificagdes. Os estudos de caraterizacdo do material AG512,
obtido por sintese mecanoquimica a partir do endoperdxido sintético AS4 e do CB[7],
foram conduzidos recorrendo a espetroscopias de RMN, LC-MS, ATR-FTIR, PXRD e
Raman. Os resultados indicam que existiu a formacdo de um complexo entre o
endoperodxido sintético e o CB[7]. Com base nos dados espetrais obtidos, propds-se a
composicao de um complexo na proporcdo de 1:1, em que a cavidade hidrofébica do
cucurbiturilo acomoda o grupo adamantilo do trioxolano, interagindo, em simultaneo,

com o grupo amina de outra molécula de trioxolano.
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Os estudos in vitro conduzidos em linhas celulares 3D7-GFP de P. falciparum
sensiveis a cloroquina e mefloquina comprovaram ndo existir perda significativa de
atividade do trioxolano apds a interacdo deste com o CB[7]. Desta forma, como
perspetivas futuras, a condugdo de estudos in vitro em linhas celulares humanas de
forma a determinar a citotoxicidade do complexo deve ser considerada. Estudos
posteriores in vivo em murganhos também podem ser ponderados, dependendo dos
resultados obtidos para os estudos anteriores, com o intuito de avaliar se a
encapsulagdo do trioxolano AS4 em CB[7] diminuiu a toxicidade cutanea
anteriormente revelada pelo composto puro.

Adicionalmente e tendo em conta a baixa estabilidade demonstrada pelo
trioxolano em dgua, que impediu a formacdo de cristais para o composto de inclusao,
era de considerar experimentar a encapsulacdo em CB[7] de um composto com
farmacéforo 1,2,4,5-tetraoxano, tido como quimicamente mais estdvel. Foi
comprovado que compostos com esta estrutura possuem uma maior estabilidade da
ligacdo perdxido, o que poderia resultar em melhores resultados de encapsulagdo.

(100)
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Figura VII-1 — Espetro 'H-RMN do composto AS1 em CDCls-d.
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