\&/ .A
FICLOIDEVIDASS
DOPARASITAS

)

Sara Patricia Castelo Branco Moreira Dias

Sintese de farmacos hibridos antimalaricos.
Uma nova estratégia terapéutica envolvendo esteroides

Dissertagao de Mestrado em Quimica Farmacutica Industrial, orientada pela Professora Doutora Maria Luisa Campedo
Fernandes Vaz Sa e Melo e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Janeiro 2015

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Sara Patricia Castelo Branco Moreira Dias

Sintese de farmacos hibridos antimalaricos.
Uma nova estratégia teraputica envolvendo esteroides

Dissertagao de Mestrado em Quimica Farmacutica Industrial, orientada pela Professora Doutora Maria Luisa
Campedo Fernandes Vaz Sa e Melo e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Janeiro 2015

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Sintese de farmacos hibridos antimaldricos.
Uma nova estratégia terapéutica envolvendo esteroides.

Sintese de farmacos hibridos antimalaricos. Uma nova estratégia terapéutica envolvendo esteroides

Dissertagao de Mestrado em Quimica Farmacéutica Industrial, orientada pela
Professora Doutora Maria Luisa Campeao Fernandes Vaz Sa e Melo e apresentada
a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

Fevereiro 2015



Sintese de farmacos hibridos antimaldricos.
Uma nova estratégia terapéutica envolvendo esteroides.

Dissertagao apresentada a Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra para obtencao grau de
Mestre em Quimica Farmacéutica Industrial, sob
orientacao cientifica da Professora Doutora Maria
Luisa Sa e Melo, no Laboratério de Quimica Farma-
céutica da Faculdade de Farmacia da Universidade

de Coimbra.

Sara Patricia Castelo Branco Moreira Dias



Sintese de farmacos hibridos antimaldricos.
Uma nova estratégia terapéutica envolvendo esteroides.

Agradecimentos

Este trabalho foi possivel gragas ao apoio, orientagao e isentivo que tive durantes estes ulti-
mos dois anos de diversas pessoas que me ajudaram nesta etapa da minha vida e a quem

quero agradecer.

A Professora Doutora Maria Luisa Si e Melo agradeco a oportunidade que me proporcionou
em ter aceitado ser minha orientadora, neste projeto atrativo. Obrigada por todo o apoio e
confianga que depositou em mim e pelo esclarecimento de dividas e dos resultados que

foram surgindo durante este projeto. Também pela revisao do presente trabalho.

Ao Professor Doutor Jorge Salvador agradego o acompanhamento e apoio que deu ao longo

de todo o mestrado.

Ao professor Doutor Alcino Leitao e a professora Doutora Maria Manuel Silva pelo apoio

que me deram sempre que necessitei de ajuda.
Quero também aproveitar para agradecer as minhas colegas de laboratorio a Sandra, a Sofia,
a Vanessa, a Salete e a Carolina pelo carinho com que me receberam, pelo apoio que me

deram e a oportunidade de aprender com elas ao deste Ultimos meses.

A D. Graca Santiago e a D. Anabela Pinto toda a amizade, simpatia e apoio prestado sempre

que precisava.

A minha familia pais, irmaos (Tiago, Claudia, Rita e Miguel) pelo incentivo para lutar e triun-

far pelos meus sonhos e objetivos.

Ao Fabian pelo carinho, apoio e compreensao que me deu ao longo destes ultimos anos.

Aos meus amigos que estiveram junto de mim ao longo desta caminhada.

Obrigada a todos que me ajudaram a alcangar mais este triunfo na minha vida.



Sintese de farmacos hibridos antimaldricos.
Uma nova estratégia terapéutica envolvendo esteroides.

Resumo

A malaria ou paludismo é um dos problemas de saude publica com mais importancia em
todo o mundo. Em 201 | causou a morte a 655.000 pessoas das quais a maioria atingiu crian-
¢as com menos de 5 anos. Apesar de as estatistas indicarem que esta doenga esta controla-
da, nos ultimos anos temos vindo a assistir a um aumento de resisténcia aos farmacos utili-
zados no combate a este flagelo. Dai surge a necessidade de criar novas estratégias que aju-

dem a erradicar esta doenca.

Uma das novas apostas que tém sido estudas, envolve esteroides, como por exemplo os
acidos biliares. No presente estudo usamos derivados do colestano, nomeadamente os
oxiesterois. Estes podem resultar da auto-oxidagao ou por reagdes enzimaticas do coleste-
rol. Os oxiesterois desempenham varias fungoes importantes em ligacdo com o colesterol e
de acordo com o volume deste que podem originar imunossupressao, aterosclerose, apop-

tose, necrose, inflamacao e no desenvolvimento de calculos biliares.

Neste trabalho é feito um resumo sobre a historia da malaria, caraterizagao do parasita,
terapéutica utilizada, fatores que condicionam a erradicagao da malaria, caracterizagao dos

oxiesterois e suas fungoes e caracterizagao de farmacos hibridos.

Durante este trabalho sao exploradas diferentes reagoes com vista a sintese de farmacos
hibridos antimaldricos que possuem um nucleo esteroide e um grupo 1,2,4,5-tetraoxano
nomeadamente Sa-colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano e 5a-colestano-1,2,4,5-
tetraoxa-etilciclohexanocarboxilato e a sua caraterizagao por espectroscopia de resso-

nancia magnética nuclear.

Também foi efetuada a sintese em quatro passos do intermediario 5 a-hidroxi-6pB-
metoxicolestan-3-ona necessario a preparagio dos compostos: Sa-Hidroxi,6p-
metoxicolestanona-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano e 5a-Hidroxi,6 -

metoxicolestanona-1,2,4,5-teraoxa-etilciclohexanocarboxilato.

Numa analise exploratéria também foram realizadas reagoes de preparagao de hibridos,
quer no derivado do di-hidroperéxido, quer da molécula hibrida final usando o triflato de

bismuto.
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Abstrat

Malaria or paludism is one of the most important health problems worldwide. In 201 |
caused the death of 655,000 people, most of them in children under 5 years. Although the
static indicates that disease is controlled in recent years we have seen an increase of resis-
tance to drugs used to fight this calamity. Hence the need for new strategies to help eradi-

cate this disease.

One of the new approaches studied steroid, bile acids. In the present study colestane deriva-
tives will be used, namely oxysterols. These may result from auto-oxidation of cholesterol
or them enzymatic reactions. The oxysterols perform various important functions in con-
nection with cholesterol and according to its volume can lead to immunosuppression, ather-

osclerosis, apoptosis, necrosis, inflammation and the development of gallstones.

In this thesis, a summary about the history of malaria, the parasite characterization, the ther-
apy used, factors that regulate the eradication of malaria, characterization of oxysterols and

their functions and characterization of hybrid drugs, is presented.

During this work the synthesis of hybrid antimalarial drugs that have a steroid nucleus and a
[,2,4,5-tetraoxane group including 5a-colestan-1,2,4,5-tetraoxa-adamantane and 5a-
tetraoxane-1,2,4,5-cholestane-etylciclohexanocarboxilate and their characterization

by nuclear magnetic resonance spectroscopy.

The synthesis of intermediate 5a-hydroxy-6B-methoxycholestan-3-one required for prepara-
tion of the compounds: 5,6-oxygenated cholestane 1,2,4,5-tetraoxacyclohexane and

5,6-oxygenated cholestane-1,2,4,5-tetraoxaadamantane.

An exploratory analysis was also performed using reactions with bismuth triflate to prepare

the hybrids molecules.
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Objetivo

Dada a problematica da resisténcia dos farmacos no controlo e irradicagao a malaria o pre-
sente trabalho tem como objetivo principal a sintese de farmacos hibridos antimalaricos com
nucleo esteroide com uma porgao 1,2,4,5-tetraoxoano e com ciclohexanonas a adamanta-

nona e a etil-4-oxociclohexanocarxilato, bem como a sua caraterizagao.

O objetivo Ultimo sera a avaliagao biologica de hibridos preparados.
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Introducao
I.l1 - Breve Historia da Malaria

Os primeiros relatos sobre a malaria surgiram nos anos 4000 ao 2700 aC., na China, onde

os escritos antigos se referem a sintomas agora comumente associadas a malaria.

Os primeiros sintomas da malaria comegaram a ser descritos em textos antigos, por médi-
cos chineses. Os diferentes sintomas caracteristicos da malaria foram descritos em 2700 aC
no Nei Ching, O Canone de Medicina, que foi editado pelo imperador Huang Ti. Na Grécia
por volta do século IV aC, a malaria foi reconhecida e causou o declinio de muita da popula-
¢ao da cidade - estado. Hipocrates observou os principais sintomas. Na era de Péricles, a
nivel literario houve varias referéncias a malaria e ao despovoamento das zonas rurais por
esse motivo. No Susruta, um tratado médico em sanscrito, os sintomas da febre da malaria
foram descritos e atribuidos a picada de certos insetos. Na China, no século Il dC, artemisia
annua, foi descrita num tratado médico que continha 52 remédios, encontrado no Mawang-
dui Tomb. Nos Estados Unidos, esta planta é conhecida como absinto anual ou doce. No
ano 340 dC, as propriedades antifebris de ginghao foram descritas, pela primeira vez, por Ge

Hong da Dinastia Yin Médio. [I]

No século XVII, quando os missionarios jesuitas espanhdis chegaram ao Novo Mundo, estes
aprenderam com as tribos indigenas Indianas a utilizar a casca de ginghao no tratamento de
febres. Foi com esta casca, chamada de quinina, que a condessa de Chinchon, esposa do
vice-rei do Peru, curou a sua febre. Depois deste acontecimento as arvores receberam o
nome de Cinchona. O medicamento feito a partir da casca é agora conhecido como o anti-
malarico, quinina. Em 1880 Charles Louis Alphonse Laveran, um cirurgiao que estava ao ser-
vico do exército francés, em Constantine, na Argélia, foi o primeiro a notar parasitas ao ana-

lisar o sangue de um doente que sofria de malaria.

O ingrediente ativo de ginghao, conhecido como artemisina, foi isolado por cientistas chine-
ses em 1971. Derivados deste extrato, conhecidos coletivamente como artemisina, sao hoje

muito potentes e eficazes, especialmente em combinagao com outros medicamentos (ATC).

O tratamento precoce da malaria foi inicialmente desenvolvido na China a partir da planta
Qinghaosu, que contém o principio ativo artemisina, que ainda hoje é usado em medicamen-

tos antimalaricos. [2-3]
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Controlo: elevada
B contribuicio nas mortes O Eliminagdo da malaria (pré-
eliminagao ou eliminagao

globais

C Contr?Io: baixa con- O Livres de maléria (prevengao)
tribuicio na mortes

globais

Figura |- Distribuicio da malaria no mundo e as diferentes fases no controlo, preven-
¢do e eliminacdo da malaria.(Adaptada) [4]

1.2 - Epidemiologia da Malaria

A malaria ou paludismo é, segundo a Organizagao Mundial de Satide (OMS), um problema de
salde publica e uma das principais causas de morte a nivel mundial. Em 2010 houve cerca de
219 milhoes de casos de malaria que provocaram 660.000 mortes. Cerca de 80 % dos casos
e 90 % das mortes ocorrem em Africa, enquanto os restantes ocorrem, principalmente, no

Sudeste da Asia e nas Regides do Mediterraneo Oriental. [5]

1.2.1 - O Parasita

Esta epidemiologia é uma doenga infeciosa transmitida pela picada da fémea do mosquito

Anopheles, infetado pelo agente Plasmodium. Atualmente siao cinco as espécies transmissoras
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da maldria ao ser humano: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plas-

modium malariae e Plasmodium knowlesi. [2]

De acordo com a espécie P. falciparum, P. ovale, P.vivax, e por P. malarie que infeta o hospe-

deiro, a malaria pode apresentar varios tipos de infegoes. [6]

Das espécies anteriormente referidas a espécie mais letal é o Plasmodium falciparum com
especial incidéncia em Africa. A infecio por P. falciparum é a mais severa, sendo esta espécie
a principal causadora de mortalidade e morbilidade. Em adultos, causa danos em varios
orgaos incluindo faléncia renal, e em criangas causa debilidade fisica e/ou psicologica, defi-
ciéncia respiratoria e anemia [7]. A forma mais grave da doenga é a malaria cerebral, que

afeta, principalmente, as criangas causa entorpecimento, coma e morte. [8]

O P. falciparum pode levar a estados de malaria graves por se multiplicar rapidamente no
sangue, e por causar graves perdas de sangue que levam a anemia. Além disso, os parasitas
infetados podem obstruir pequenos vasos sanguineos, o que quando ocorre no cérebro

conduz a malaria cerebral e ter consequéncias fatais.

O P. vivax, é encontrado, principalmente, na Asia, América Latina, e em algumas partes da
Africa. Devido a densidade da populagio, na Asia, esta espécie é provavelmente a mais pre-
valente do parasita da malaria humana. O parasita P. vivax tem uma incrivel capacidade de
permanecer dormente no figado do seu hospedeiro numa forma conhecida como a hipno-
zoita. Os hipnozoitos podem tornar se ativos e invadir o sangue varios meses ou anos apos a
picada do mosquito infetante, conduzindo a recaidas, isto é, ao reaparecimento dos sintomas

da malaria que aparentemente estava curada.

P. ovale é encontrado, principalmente, em Africa (especialmente na Africa Ocidental) e nas
ilhas do Pacifico Ocidental. E biolégica e morfologicamente muito semelhante ao P. vivax. No
entanto, diferentemente do P. vivax, ele pode infetar pessoas que sao negativas para o grupo
sanguineo Duffy, que é o caso de muitos habitantes da Africa subsariana (a maioria dos afri-
canos nao tém o antigénio do grupo sanguineo Duffy que é expresso na superficie dos eri-
trocitos, um recetor necessario para a invasao de P. vivax nessas células), o que explica a
maior prevaléncia de P. ovale na maior parte do continente Africano.

P.malariae, encontrado em todo o mundo, é a Unica espécie do parasita da malaria humana
4
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que tem um ciclo quaternario (malaria quarta), por ter picos de febre de 72 em 72 horas. As
espécies referidas anteriormente tém um ciclo terciario, (malaria ter¢a) de 48 em 48 horas
apresentam picos de febre. Se nao for tratada, a P.malariae provoca uma infecao de longa
duragao, croénica, que em alguns casos pode durar uma vida. Em alguns pacientes cronica-

mente infetados o P.malariae pode causar complicagoes graves, como a sindrome nefrotica.

P.knowlesi é encontrada em todo o Sudeste da Asia como um patogénico natural de macacos
de cauda longa e rabo-de- porco. Foi recentemente mostrado ser uma causa significativa da
maldria zoonotica nessa regiao, particularmente na Malasia. P.knowlesi tem um ciclo de repli-
cagao de 24 horas e por isso pode progredir rapidamente a partir de uma simples infegao

para uma infegao grave tendo sido relatados casos fatais. [1,9-10]

1.2.2 - Ciclo de Vida do Plasmodium

O ciclo de vida do Plasmodium é complexo, uma vez que ocorre em duas fases: a fase sexua-
da num hospedeiro invertebrado (hospedeiro definitivo) e a assexuada que decorre num
hospedeiro vertebrado (hospedeiro intermediario) em duas etapas: uma exo e outra intra-
eritrocitaria (Figura 2). Na malaria humana, o hospedeiro do mosquito fémea do género
Anopheles torna-se definitivo. Nos humanos, o parasita cresce e multiplica-se: primeiro nas
células do figado e depois passa para os eritrocitos do sangue. No sangue os descendentes

dos parasitas crescem dentro das células destruindo-as para depois invadirem outras células.

E na etapa da corrente sanguinea que os parasitas causam os sintomas de malaria. Quando
certos tipos de parasitas do sangue ("gametodcitos") sio captados por um mosquito Anopheles
fémea durante a ingestao de sangue, eles comeg¢am outro ciclo diferente de crescimento e
de multiplicacao do mosquito. Oito a dez dias depois surgem como esporozoitos nas glandu-
las salivares dos mosquitos. Quando o mosquito fémea pica outro humano, os esporozoitos
sao injetados e comega outro ciclo de infegao noutro humano. Assim, o mosquito atua
como vetor da doenga de um ser humano para outro. De forma diferente do hospedeiro

humano, o vetor mosquito nao sofre a presenca de parasitas.
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Figura 2 - Ciclo de vida do parasita. (Adaptado do CDC)

O ciclo de vida do parasita da malaria envolve dois hospedeiros: durante a picada o mosqui-
to fémea Anopheles infetado com maldria inocula esporozoitos no hospedeiro humano (I);
apos a picada, os esporozoitos infetam as células do figado (2) e transformam-se em esqui-
zontes (3), rompem as células e libertam os merozoitos (4). Apos esta propagagao inicial no
figado (esquizogonia exo- eritrocitica A), os parasitas sofrem multiplicacio assexuada nos
eritrocitos (esquizogonia eritrocitica B). Os merozoitos sao libertados na corrente sanguinea
e infetam as células vermelhas do sangue (5). Os trofozoitos maduros que se encontram na
fase de anel evoluem em esquizontes, que se rompem libertando os merozoitos (6). Alguns
destes parasitas vao-se diferenciar em fases eritrocitarias sexuais: os gametocitos (7). Os

parasitas na fase do sangue sao responsaveis pelas manifestagoes clinicas da doenga.

Os gametocitos, do sexo masculino, microgametocitos, e do sexo feminino, macrogametoci-

tos, sao ingeridos pelo mosquito Anopheles durante a ingestao de sangue (8).
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A multiplicagao dos parasitas no mosquito é conhecido como o ciclo do esporogoénio (C).
Os gametocitos que se encontram no interior do estomago do mosquito libertam-se dos
globulos vermelhos originando os gametas masculinos e femininos. Os microgametas pene-
tram as macrogametas gerando os zigotos (9). Os zigotos, por sua vez, tornam-se moveis e
alongados (oocinetos) (10), invadindo a parede do intestino médio do mosquito onde se
desenvolvem em oocistos (I 1). Os oocistos crescem, rompem e libertam os esporozoitos
(12), que fazem o seu caminho para as glandulas salivares do mosquito. A inoculagao dos

esporozoitos (1) em um novo hospedeiro humano perpetua o ciclo de vida da malaria. [1,5]

1.3 - Manifestacoes Clinicas e Fatores que Influenciam a Resposta Clinica

As manifestagoes clinicas podem ser variadas de acordo com o tipo da infegao.
A malaria pode comecar com sintomas de gripe. Na fase inicial, a infecao por P. falciparum é
semelhante a infecao por P. vivax, P. malariae e P. ovale. Pode nao se ter sintomas ou os sin-

tomas serem menos graves, quando se é parcialmente imune a malaria. [11]

O tempo a partir da infegao inicial da malaria até que os sintomas aparegam (periodo de

incubagao) varia normalmente entre:

*

9 a 14 dias para o P.falciparum

*

|2 a 18 dias para P.vivax e P.ovale

*

I8 a 40 dias para P.malariae

*

Il a 12 dias para P.knowlesi

Em regioes onde a maldria esta presente, as pessoas que ficam infetadas podem muitas vezes
ter a doenga, mas poucas tém os sintomas ou nenhuns. Além disso, como os sintomas da
malaria sao severos podendo variar de acordo com o estado geral de saide da pessoa; a
existéncia ou nao do bago; e do tipo de parasita da malaria. Quanto aos sintomas iniciais sao
idénticos aos de outras infegoes causadas por bactérias, virus ou parasitas. Estes podem
incluir: febre, calafrios, dor de cabega, suores, fadiga, nauseas e vomitos. Outros sintomas
comuns da malaria incluem: tosse seca (nao produtiva), dores musculares ou de costas, ou
ambos e aumento do bago. Em casos raros, a malaria pode levar a dificuldades de funciona-
mento do cérebro ou da medula espinal, a convulsdes ou perda de consciéncia. [12]

O diagnostico da malaria é geralmente realizado pela andlise microscopica do sangue, onde

sob condigoes otimas, esta é capaz de detetar 20-50 parasitas por pL de sangue. [13]
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A resposta clinica a infecao provocada pela malaria depende de fatores relacionados com o para-

sita, com o hospedeiro e de fatores sdcio-geograficos. (Tabela I) [14]

v" Resisténcia ao medicamento v" Imunidade v" Mudangas climaticas

v Espécies v' Estado de saude v"  Intensidade de transmissiao

v" Populagio v" Resposta inflamatéria v' Acessibilidade ao tratamento
v' Capacidade de multiplicagio v' Idade v Fatores culturais e econémicos
v" Formagao de roseta v Genética

v" Antigenicidade v' Gravidez

v

Seletividade dos eritrocitos

Tabela |- Fatores de que depende a infecao provocada pela malaria.
(Adaptada: Weatherall et al. (2002))

1.4 - Tratamento

Os farmacos antimalaricos sao utilizados para prevencao e tratamento da malaria, sendo que
a maioria tem como alvo terapéutico a etapa eritrocitaria do ciclo de vida do parasita que
corresponde ao periodo sintomatico. A artemisina e seus derivados sao dos farmacos mais
utilizados no tratamento de primeira linha contra a malaria (WHO, 2013) em terapias com-

binadas (ATC). [14-15]

Artemisinina (I, Esquema 2) e seus derivados (2-4) tém um rapido inicio de agao, mas sao
metabolizadas rapidamente (humana ,,, ~ | h), e, portanto, sio combinadas com drogas
lentas para matar parasitas residuais. Drogas parceiras tipicas incluem lumefantrina (5,
humanos ,,,, = 3-4 dias) e piperaquina (6, humanos t,,, = 8-16 dias). A combinagao mais
popular consiste em comprimidos contendo arteméter (3, 20 mg) e lumefantrina (5, 120
mg), vendido como Coartem ™ (Novartis). Em 2011, a Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMA) aprovou a combinagao de dihidroartemisinina (2) e piperaquina (6) que é tomado
uma vez por dia durante 3 dias (Eurartesim ™, Sigma- Tau). Este tratamento tem superado
a sulfadoxina-pirimetamina anteriormente recomendado (7 /8, Fansidar ™, Roche), que por
sua vez substituiu a cloroquina (9). O artesunato parenteral (4) é a droga utilizada para as

situagoes mais graves da malaria. [5]
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Figura 3 - Padrao atual de tratamento (derivados de artemisinina, combinado
com lumefantrina ou piperaquina) e terapias de primeira linha (sulfadoxina-

pirimetamina e cloroquina). (Adaptada Biamonte, 2013)

Nas fases de infegao do figado, a primaquina (10, figura 4) é o Unico farmaco aprovado para
eliminar hipnozoitos. Tal como para o tratamento profilatico, a atovaquona- proguanil
(1'1/12) (Malarone, GlaxoSmithKline) é geralmente preferido, por ser bem tolerado, mas é
caro. O proguanil € um pro-farmaco, em que o cicloguanil (13) é o metabolito ativo. Para as
etapas de transmissao, a primaquina (10) é o Unico farmaco, registado, ativo contra os

gametodcitos maduros. [5]
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Figura 4 - Farmacos preferidos para a eliminacdao de hipnozoitos (primaquina),
combinacdo preferida para a profilaxia (atovaquone-proguanilo), e o metabolito

ativo da proguanilo (cicloguanil). (Adaptada Biamonte, 2013).

1.5 - Problematica da Resisténcia aos Farmacos

Diversos fatores tém contribuido para o desenvolvimento e propagaciao da resisténcia aos
farmacos no combate a malaria. Segundo, Wongsreichanali em 2002, sao varios os fatores
como: a interagao do uso padronizado dos farmacos, as caracteristicas do uso proprio do

medicamento, a interacao hospedeiro humano, as caracteristicas do parasita e os fatores

vetor ambiente (tabela 2). [16]
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Tempo de semivida
Dose
Nao especifico

Farmacocinética
Resisténcia cruzada

Imunidade do hospedeiro

Manutengao de parasitémias
Residuais

Mutagoes

Nivel de transmissao

Afinidade vetor-parasita

Resisténcia a farmacos que tém um tempo de
semivida mais curto
Uso de farmacos em quantidades sub tera-
péuticas e administragao em massa.
Uso de farmacos sem diagnostico laborato-
rial ou com outras indicagoes terapéuticas
Formulas com baixa biodisponibilidade

Farmacos antimalaricos com antibacterianos

Quando existe uma certa imunidade a mala-
ria, pode existir cura apesar do facto de
haver resisténcia. Um grave problema com
os refugiados que permitem a introdugao da
malaria resistente.

Faléncia do protocolo terapéutico nao dete-
tada

Mecanismos moleculares de resisténcia aos
antimalaricos
Risco aumentado de desenvolvimento de
resisténcia tanto ocorrem em zonas de baixa
como de elevada transmissao
Proliferagao de parasitas resistentes

Tabela 2 - Fatores determinantes na resisténcia dos farmacos antimalaricos.

(Adaptada de Wongsreichanali, em 2002)

A perda de eficacia clinica da cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina, considerados os farma-

cos de primeira linha pertencentes a classes diferentes estao na base da mdltipla resisténcia

aos antimaldricos, o que esta a tornar-se um problema emergente, como € possivel visualizar

através da figura 5 nos paises onde se verifica a presenga da malaria. [16]
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Figura 5 - Areas de multirresisténcia do P.falciparum a cloroquina e pirimetami-

na - sulfadoxina. Adaptado de (Wongsrichanalai et al, 2002)
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1.6 - Esteroides

Os esteroides sao um grupo de lipidos que abrangem um vasto leque de compostos naturais
estruturalmente relacionados com importantes fungoes in vivo.

A nivel quimico os esteroides possuem uma estrutura tetraciclica, com trés anéis hexagonais
(A, B e C) e um anel pentagonal (D) num total de |17 carbonos. InUmeros esteroides naturais
surgem por modificagoes que ocorrem em R, R, e na cadeia lateral R;, também por diferen-
tes substituicoes nucleares, grau de insaturacao e de diferencas de configuragao do nucleo.

Figura 6A. Na Figura 6B encontra-se representado o colestano. [17]

27
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Figura 6A - Representacdo da Estrutura de Anéis do Esteroide. 6B - Representa-
¢ao da Estrutura do Colestano.

Devido a fusao dos anéis, os esteroides sao moléculas estruturalmente rigidas e por isso
podem formar estruturas tridimensionais diferentes, de acordo com o tipo de fusio em
simultaneo com diferentes pontos quirais.

Muitos dos esteroides biologicamente ativos apresentam uma insaturagcao no C4 como € o
caso na testosterona, progesterona e aldosterona e em C5-6 como é o caso no colesterol e
pregnenolona.

Nos ultimos anos os esteroides tem disputado grande interesse devido as suas potencialida-

des como antimalaricos.

1.6.1 - Oxiesterois

Os oxiesterois sao compostos constituidos por 27 atomos de carbono que resultam da auto

oxidagao ou oxidagao enzimatica do colesterol. [18-19] O colesterol é o componente pre-
13
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sente em maior quantidade nas células eucaridticas e constituido por trés regides: uma
cadeia lateral hidrocarbonada no Cl7, uma regiao de quatro anéis ciclohexanos (A,B,C) e
um ciclopentano (D) fundidos originando um ciclopentanoperidrofenatreno com uma insatu-
ragao em C5-6 e um grupo hidroxilo no C3. A oxidagao pode ocorrer tanto na cadeia late-
ral como na estrutura dos anéis, segundo Vejux, em 2008. A presenca da ligagao dupla no
anel B entre os carbonos 5,6 pode servir de alvo para o ataque de radicais livres, e por isso,
as posicoes 4,5,6 e 7 sao sitios sensiveis para a autoxidagao. Quando ocorre a auto-oxidagao
no anel B este torna-se um otimo lider para a formagao do 7-B hidroxicolesterol e do 7-
cetocolesterol, os quais constituem bons marcadores na auto-oxidagao, do 5,6B-

epoxicolesterol ou do 5a, 6a- epoxicolesterol e do colestano-38,5a,7B-triol. [20]

Os oxiesterois desempenham diferentes fungoes consoante a via que seguem. A homeostase
do colesterol, a neurogénese, a prenilagao ou lipidagao de proteinas e do sistema imune sao
algumas dessas fungoes. Estes também podem estar associados as doengas neurodegenerati-
vas, importante para a neurogénese no desenvolvimento do cérebro e de doengas inflamato-
rias. [20] Outra das fun¢oes conhecidas destes compostos é servirem como intermediarios
na biossintese das hormonas esteroides e dos acidos biliares. O conhecimento basico dos
oxiesterois tém contribuido para uma melhor compreensao das patologias associadas e con-

duzir a novos tratamentos e novos farmacos. [21]

As novas possibilidades para o combate a resisténcia do tratamento da malaria surgiu com o
sucesso e a utilidade que os antimalaricos peroxidicos da classe 1,2,4-trioxaciclohexano ou
trioxanos, como a artemisina e seus derivados apresentaram. Os 1,2,4,5- tetraoxanos sao
uma classe de compostos com atividade semelhante a dos antimalaricos derivados de arte-
misinina e estao a ser investigados devido a sua importante atividade antimalarica. [22]

Diversos estudos com sinteses de tetraoxanos abriram novos horizontes na preparagao con-
trolada destes tipos de compostos antimalaricos. Os [,2,4,5-tetraoxanos sao considerados
como as estruturas mais simples dos endoperoxidos e por isso a sua sintese pode ser feita
através de cetonas ciclicas. [23-24]. Segundo os estudos das equipas de Marti, O’Neil e Kim
[25-27] nos seus estudos, tanto os tetraoxanos assimétricos como os simétricos tém sido
sintetizados. A funcionalizagao, tanto por simples dissubstituicao dos grupos R, bem como a

inclusao de funcionalidades espiro mais complicadas, levou a centenas de potenciais candida-
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tos que mostram a atividade contra o P. falciparum de Malaria. Este tipo de moléculas tam-

bém tem apresentado baixos niveis de citotoxidade.

1.7 - Moléculas Hibridas

Desenhar farmacos hibridos, por ligagao covalente de dois grupos quimicos diferentes com
varios efeitos, € uma nova estratégia comum em busca de novos tratamentos para a malaria.
Nos ultimos anos, varias moléculas hibridas, estruturalmente diferentes, foram relatadas para
a atividade antimalarica, baseadas no conceito de moléculas hibridas com um duplo modo de

acao, como novos antimalaricos chamados de trioxaquinas. Figura 7 [29]
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Figura 7- Estrutura de uma Trioxaquina.

(Adaptada de:Shiniha et al, 2010 [29])

Pela abordagem racional na concegao de medicamentos, as moléculas hibridas emergem
como uma ferramenta benéfica contra as doengas infeciosas, especialmente contra aquelas
que sao resistentes ou por possuirem resisténcia a multiplas drogas (MDR) [30].
Considerando as diferentes abordagens referentes ao seu desenvolvimento as moléculas
hibridas, sao definidas como uma entidade quimica com dois ou mais do que dois dominios
estruturais que atuam sobre as mesmas ou diferentes fungdes biologicas ou em alvos dife-
rentes através de modos de agao diferente. A atividade dupla da molécula hibrida indica que

atua como dois farmacéforos distintos dentro do sistema biolégico. [29,62-66]
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1.7.1 - Classificacio das Moléculas Hibridas

De acordo com o tipo de ligagao que estabelecem os dois farmacoféros, as moléculas hibri-

das podem ser classificadas da seguinte forma (figura 8):

A. Hibridos conjugados - moléculas em que ambos os farmacéforos sao unidos através
de um ligante metabolicamente estavel, que nao é parte de um dos farmacoforos

individuais. [30-31]

B. Hibridos conjugados clivaveis - moléculas ligadas através de um ligante concebido
para ser metabolizado no interior do sistema bioldgico para libertar as duas unidades

farmacoféricas que interagem de forma independente com alvos diferentes. [32]

C. Hibridos fundidos - moléculas em que o tamanho do ligante é diminuto ou removido

de tal modo que a estrutura dos farmacoforos ficam em contacto. [33]

D. Hibridos combinados - tém as suas estruturas fundidas, aproveitando o farmacoéforo
comum nas estruturas dos compostos de partida, o que da origem a moléculas

menores e mais simples. [33-34]

ligacdo metabolica estavel

- O~

ligante
(a)

ligagdo netabolica clivada
N

Fi-

+
ligante .

(c)

X
@ farmacoforo comum
s
X @
(d)
Figura 8 - Diferentes hibridacdes: a) Hibrido conjugado, b) Hibrido conjugado

clivavél, c) Hibrido fundido d) Mistura hibrida. (Adaptada de:Shiniha et al, 2010 [29])
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1.7.2 - Hibridos Antimalaricos

Nos ultimos anos o desenvolvimento de moléculas hibridas tem disputado interesse devido a
eficacia e baixa toxidade que reportam. Outro fator é o baixo risco de interagao com outros

farmacos. [35]

Uma carateristica comum na maioria dos hibridos antimalaricos é a presenga de um anel

endoperodxidos que lhe confere a atividade antimalarica. [36-38,67-72]
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Sintese de farmacos hibridos antimaldricos.
Uma nova estratégia terapéutica envolvendo esteroides.

2.1- Preparacao dos intermediarios para a sintese de hibridos antimalaricos. Sin-
tese de oxiesterois

2.1.1- Sintese da 5a-hidroxi-6B-metoxicolestan-3-ona (5)

A sintese deste intermediario envolveu quatro reagdes: epoxidacao (2), abertura do epdxido

(3a+3b), hidrolise (4) e oxidagao de Jones (5).

Esquema | - Sintese do intermediario 5a-hidroxi-63-metoxicolestan-3ona.

Condigoes das reagoes: a) MMPP, CH,CN, 36 min, t.r,; b) Bi (OTf;), MeOH, t.a,1h45, FCC
(éter de petroleo / acetato de etilo 15:1); c) EtOH, CH,Cl,, NaOH (10%), t.a.2h; d) acetona

seca, reagente de Jones, metanol.
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A reacao de epoxidagao do acetato de colesterol conduziu a formagao do composto acetato
5,6 epoxicolestan-3-il (2). Na sintese deste intermediario é utilizado o monoperoxiftalato de
magnésio hexahidratado (MMPP) como agente oxidante, por ser relativamente estavel bara-
to e comercialmente viavel, numa suspensao de acetonitrilo a temperatura de refluxo (t.r.)
[39-40]. Ao produto desta reagao foi feita a abertura do epoxido (2), onde foi usado como
catalisador o triflato de bismuto Bi(OTf); obtendo-se dois isomeros que foram separados
por uma coluna de cromatografia rapida utilizando como solventes de extragao (éter de
petréleo /acetato de etilo). No composto (3a) obtido foi realizada uma hidrolise alcalina
com uma solugao de hidréxido de sodio (NaOH) a 10% em etanol (EtOH) ediclorometano
(CH,CI,). O composto (3b) foi sujeito a cristalizagao em etanol e determinado o seu ponto
de fusio. Apos a hidrélise do composto (3a) obteve-se o composto (4) que foi sujeito a
oxidagao de Jones pelo reagente de Jones tendo como resultado a formagao do intermedia-
rio 5a-hidroxi-6B-metoxicolestan-3-ona (5). O composto (4) foi dissolvido em acetona seca
de seguida é adicionado o reagente Jones. Este tipo de oxidagoes sao realizadas a temperatu-
ra de 0°C devido a ser uma reagao exotérmica. Esta reagao é caracterizada pelas mudangas
de cor devido aos diferentes estados de oxidagao do cromio. O composto (5) foi obtido

apos extragao com éter dietilico. (Esquema 1)

Anadlise espectroscopica do composto (3b)

Para composto 3b no espectro de protao é, visivel o sinal de um singuleto a 2.02 ppm cor-
respondente ao 3B-CH;OCO e a 3.21 ppm o sinal do 5a-OCH; Outro sinal bem visivel é
observado a 3.88 ppm que corresponde ao 6a-H que no composto 3a aparece a 2.94 ppm.

Outra caracteristica também visivel a existéncia de um triplo tripleto a 4.87 ppm do 3a-H.
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Figura 9 - Espectro de 'H RMN do composto 3b.

Na analise dos espectros de carbono e Dept 135 é possivel identificar a 170.98 ppm o sinal

correspondente ao (CH,COO) e a 78.79 ppm o sinal correspondente ao carbono (C5).

170.98

7879
—~71.20
7007
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Figura 10 - Espectro de *C RMN do composto 3b.
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Figura | 1- Espectro Dept 135 com '’C em RMN do composto 3b.

Anadlise espetroscépica do composto 5

Todas as reagoes acima descritas foram controladas por TLC sendo que o composto 5 é
mais polar que o acetato de colesterol (compostol). Foi também realizada a analise elemen-

tar que comprovou que ser o composto (5).

Na andlise do espectro de protio do composto (5) é visivel a 2.92 ppm a existéncia de um

tripleto correspondente 6-a-H e a 3.27 ppm um singleto correspondente ao 6-3-OCH,.
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Figura 12 - Espetro de protio do composto 5a-hidroxi-6p3-metoxicolestan-3-ona

(5)-
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2.2 - Sintese dos Compostos Hibridos 1,2,4,5-tetraoxanos

A ligacao endoperdxido na artemisinina e os seus derivados tem sido identificada como um
farmacoforo essencial das atividades antimalaricas destas moléculas, e isto conduziu a subse-
quente interesse no desenvolvimento de uma variedade de moléculas contendo peroéxido,
em particular, 1,2,4,5-tetraoxanos e |,2,4-trioxanos.Este tipo de compostos podem poten-
cialmente contornar os problemas associados a biodisponibilidade e altos custos associados

com a artemisina e seus derivados. [27-30,42-45]

o o

o o CH,

Figura 13 - Adamantanona (6) e etil-4-oxociclohexanocarboxilato (7).

Neste trabalho para a sintese de compostos com anéis tetraoxanos sao usadas cicloalcano-
nas, a adamantanona (6) ou o etil-4-oxociclohexanocarboxilato (7) em conjunto com dois

esteroides a 5a -colestan-3-ona (8) ou a 5a- hidroxi-6pB-metoxicolestan-3-ona (5).

A adamantanona tem sido um composto muito utilizado que segundo O Neill et al. em 2010
concluiram que a inclusio de um grupo adamantano num sistema de diespiro-1,2,4,5-
tetraoxano pode gerar moléculas com melhor atividade antimalarica. A formagao deste tipo

de compostos ocorre em duas fases conforme se pode ver no esquema 2.

0
oo w0 /NP
S R R R'
1. H,0, ( 30%) CH,COOH, 2. Re,0, CH,CI, o—d
CH,Cl, CH,CN O—OH
R

Esquema 2 - Mecanismo de Formacao dos Tetraoxanos Assimétricos.

(Adaptada: tetraxoanes as antimalarials:harnessing the endoperoxides).
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Numa primeira etapa ocorre a formagao de um di-hidroperéxido por adicao de peroxido
de hidrogénio a 30% (H,0,), acido acético glacial (CH;COOH) e acetonitrilo (CH,CN) a

uma cetona.

Numa segunda etapa ao di-hidroperédxido formado vai se adicionar um segundo composto
carbonilico, uma segunda cetona ou um aldeido. Nesta reagao ¢ utilizado o 6xido de rénio
VIl (Re,O;) que segundo os estudos de Ghorai e Dussault em 2008 [45], concluiram que,
Re,O, em CH,CI, oferece um catalisador eficaz para a condensagao de grupos carbonilo

com |, I-di-hidroperéxidos para formar 1,2,4,5-Tetraoxanos.

2.2.1 - Sintese de hibridos 1,2,4,5-tetraoxanos com adamantanona

2.2.1.1- 5a-Colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano (com formacao prévia do di-
hidroperoéxido da 5a-colestan-3-ona)

Nesta reacao o di-hidroperdxido é preparado na 5a -colestan-3-ona (8) comercialmente
disponivel. Inicialmente a 5a -colestan-3-ona foi dissolvida numa mistura de CH,Cl,: CH,CN.
De seguida foi adicionado a 0°C o acido acético glacial. Por fim foi adicionado o peroxido de
hidrogénio e deixou-se a reagao decorrer durante 45h54 min a t.a. sobre agitagao. Esta rea-
¢ao foi parada por adicao de CH,Cl,, H,O, e agua destilada. A fase organica foi extraida,
lavada e evaporada, tendo-se obtido o di-hidroperéxido (9), ao qual foi adicionada a ada-
mantanona (6) e CH,Cl, seco e de seguida o Re,O,. Deixou-se a reagao decorrer durante
Ih sobre atmosfera inerte. Ao final deste tempo a reagao foi parada, filtrada num “plug” de
silica para remogao do rénio e evaporada. Por fim o produto foi purificado por uma FCC
com éter de petréleo / acetato de etilo tendo-se obtido o composto 5a-colestano-1,2,4,5-

tetraoxa-adamantano (10).
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Y

OOH

Esquema 3 - Sintese do 5a-colestano-1,2,4,5- tetraoxa-adamantano.

Condigoes das reagoes a: 5a-colestan-3-ona em CH,Cl,, CH,;CN, CH,COOH e H,0, (30%)
a t.a. b: adamantanona (6), CH,Cl, seco e Re,O, em atm azoto

Analise espetroscopica do composto (10)

A anidlise do espetro de protio ('H) revelou a existéncia de esteroide. A existéncia de pro-
toes singletos é visivel neste espectro, um a 0.64 ppm correspondente ao |8-C e outro sin-
gleto a 0.8 correspondente ao 19-C e, a existéncia de trés dubletos dois a 0.85 e 0.87 ppm
com um J=6.5Hz, referentes aos carbonos 26-CH, e 27 CH, J= 6.7Hz e 0.89 ppm referente
ao 21- CH; com um J=6.6Hz.
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Figura 14 - Espetro de protao do 5a-colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano. (10)

Anadlise do espectro de carbono e Dept 135 do composto (10)
Neste espectro € visivel a presenga do sinal relativo ao 19-C a |11.56 ppm no lado direito.

Também foi possivel a identificagdo dos carbonos quaternarios OO-C3-OO a 108.55 ppm e

OO-CI’-O0 a 110.44 ppm que vem confirmar a presenca do grupo tetraoxano.
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2.2.1.2 - Sa-hidroxi,6B-metoxicolestan-3-ona-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano
(com formacdo prévia do  di-hidroperéxido da  5a-hidroxi,6pB-

metoxicolestanona)

Nesta reagao optou-se por fazer o di-hidroperoxido no intermediario 5a-hidroxi-683-
metoxicolestan-3-ona (5), por ter sido um reagao anteriormente estudada e produzir
bons rendimentos.

O intermediario 5a-hidroxi-6B-metoxicolestan-3-ona (5) foi dissolvido numa mistura de
CH,CI,:CH,CN a t.a., de seguida foi adicionado acido acético glacial a temperatura de 0°C
e posteriormente foi adicionado H,O, (30%) com adi¢oes diarias de H,O, e deixou-se a
reagao decorrer durante uma semana. Apos este tempo a reagao foi parada e realizou-se
o work-up descrito anteriormente. Ao di-hidroperoxido (11) formado foi adicionado a
adamantanona (6) e CH,Cl, seco e de seguida o Re,O,. A reagao foi mantida em atmosfe-
ra inerte durante 2 horas. Ao final deste tempo foi adicionado mais CH,Cl, seco e a solu-
cao foi filtrada através “plug” de silica e evaporada. Posteriormente foi realizado uma FCC

com éter de petroleo acetato de etilo para isolamento do produto obtido (12).
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c8HI7

Esquema 4 - Sintese do 5a-Hidroxi,63-metoxicolestan-3-ona-1,2,4,5-tetraoxa-
adamantano. (12)

Condigoes das reagoes: a) 5a-hidroxi-6B-metoxicolestan-3-ona (5) em CH,Cl,, CH,CN,

CH,COOH e H,0,a t.a.; b) adamantanona (6), CH,Cl, seco e Re,O, em atm azoto.

A analise espetro de protao revelou que ocorreu reversibilidade da reagao havendo forma-

¢ao do composto (5).
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2.2.2 - Hibridos com etil-4-oxociclohexanocarboxilato

2.2.2.1- 5a-colestano-1,2,4,5-tetraoxa-etilciclohexanocarboxilato (com formacao
prévia do di-hidroperoxido da 5a-colestan-3-ona)

Tal como na reagdao com adamantanona a sintese deste composto comega pela formagao do
di-hidroperoxido na 5a-colestan-3-ona. Comegou por se dissolver a 5a-colestan-3-ona (8)
numa mistura de CH,Cl:CH,CN a t.a., de seguida foi adicionado acido acético glacial a tem-
peratura de 0°C e posteriormente foi adicionado H,O, (30%) com adi¢oes diarias de H,0O, e
deixou-se a reagao decorrer durante uma semana. A reagao foi parada por adi¢ao de H,0O,
(30%) e H,O destilada. Realizou-se um work-up seguido de evaporagao para retirar o excesso
de CH,CI, para obtengao do di-hidroperoxido. De seguida, ao di-hidroperdxido adicionou-
se o etil-4-oxociclohexanicarboxilto (7), o CH,Cl, seco e se seguida o Re,O, e deixou-se a
reagao decorrer em atmosfera inerte durante 2 horas. Apos este tempo foi realizada uma
filtracao num “plug” de silica. Posteriormente foi feita uma FCC com éter de petroleo: aceta-

to de etilo para obtengao do produto purificado (13).

Esquema 5 - 5a-Colestano-1,2,4,5-tetraoxa-etilciclohexanocarboxilato. (13)

Condigoes das reagoes: a) 5-a-colestan-3-ona em CH,Cl,, CH,CN, CH,COOH e H,0,a ta.

b) etil-4-oxociclohexanocarboxilato, CH,Cl, seco e Re,O, em atm azoto.
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Analise espetroscopica do composto (13)

No espectro de protao do composto (13) é possivel verificar semelhangas com o espectro
de protio do composto colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantonona dos 0.64 ppm até aos
1.20 ppm, onde a 1.24 ppm ocorre a primeira alteragao na qual se verifica a existéncia de um
tripleto e a outra alteragao que se verifica é a existéncia de um quarteto a 4.1 | ppm. Estes
dois sinais dizem respeito ao grupo CH,CH,OO0C. A posigao do C-19 também sofre altera-
¢ao quando comparado com o espectro de protao da 5-a-colestan-3-ona que passa da posi-

¢ao 1.00 ppm para a posigao 0.81ppm (anexo V).
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Figura 17 - Espetro de protio do composto 5a-colestano-1,2,4,5-tetraoxa-
etilciclohexanocarboxilato. (13)
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Analise do espectro de carbono e Dept 135 do composto (13)

No espectro de carbono é possivel ver que ocorreu formagao de um tetraoxanos entre os
dois compostos, o etil 4-oxociclohexanocarboxilato e a 5 a-colestan-3-ona de vido ao apa-
recimento de dois sinais a 107.47 e108.93ppm que dizem respeito aos carbonos quaterna-
rios OO-C3-0O0 e OO-C|’-O0.

Outra ligagao que tambem é possivel visualisar facilmente € a ligacao dupla entre C=0, a
174.76 ppm que nao sofreu alteracao de posicao quando comparamos com o espectro de

carbono do etil-4-oxociclohexanocarboxilato (anexo ).
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Figura 18 - Espetro de carbono do 5a-colestano-1,2,4,5-tetraxona-etilciclo-
hexanocarboxilato. (13)
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Figura 19 - Espectro de ""C e Dept 135 do composto 5a-colestano-1,2,4,5-

tetraxona-etilciclohexanocarboxilato. (13)
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2.2.2.2- 5a-Hidroxi,6-metoxicolestan-3-ona-1,2,4,5-teraoxa-etilciclohexano-
carboxilato

Na sintese deste composto optou-se por se fazer a formagao do di-hidroperéxido no etil 4-
oxociclohexanonacarboxilato por ter apresentado melhores resultados em estudos anterio-
res.

O etil 4-oxociclohexanonacarboxilato (7) foi dissolvido em CH,CN a t.a.. De seguida num
banho a 0°C adicionou-se o acido acético glacial e por fim o H,O,. A reagao foi deixada a
t.a. durante 6 h 30m com pequenas adi¢coes a cada hora ao final desse tempo a reagao foi
parada por adicao de CH, Cl,, H,O, e H,O. Posteriormente foi realizado um work-up descri-
to anteriormente. Ao di-hidroperédxido (14) adicionou-se o intermediario (5) que foram
dissolvido em CH, Cl, seco seguido de adicao de Re,O, em atmosfera inerte. A reagao foi
praticamente instantanea. Apos este tempo foi adicionado mais CH,Cl, seco seguido de uma
filtracao num “plug” de silica. Posteriormente foi feita uma FCC com éter de petroleo: aceta-

to de etilo para obtengao do produto purificado (15).

o
a
HscAo)@:O e
7

Esquema 6 - Sintese do 5a-Hidroxi,63-metoxicolestan-3-ona-1,2,4,5-teraoxa-
etilciclohexanocarboxilato

Condigdes das reagdes: a) etil-4-oxociclohexanocarboxilato em CH,CN, CH,COOH e H,0,a

t.a.,, b) intermediario 5, CH,Cl, seco e Re,O, em atm de azoto.

Devido aos baixos rendimentos desta reagao nao foi possivel proceder a andlise espetrosco-

pica do produto final da reagao.
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2.3 - Novas abordagens para a sintese dos hibridos com possivel atividade anti-
malarica usando como catalisador triflato de bismuto

As reagoes descritas anteriormente apresentaram baixos rendimentos e, por isso, houve
necessidade de explorar novas reagoes para a sintese destes compostos. Este tipo de rea-
¢oes foram estudadas por Koneni e pela sua equipa em 2012 [46], que utilizaram como cata-
lisador Bi (Ill) por apresentar baixa toxidade, ser facilmente disponivel, de facil manuseamen-
to e amigo do ambiente [47]. A maioria dos compostos de Bi (Ill) tém provado a sua utilida-
de como catalisadores para uma variedade de reagdes quimicas. [25,54-58] Os realizados
por Sashidara et al. em 2012 [46], verificaram que as reagoes em que era utilizado o triflato
de bismuto, 5 mol %, apresentavam bons rendimentos e decorriam em intervalos de tempo
mais curtos. [52-54] Para além do catalisador também estudaram o efeito do solvente onde
concluiram que o melhor solvente para este tipo de catalisador era a mistura
CH,CN/CH,CI, (1:1). Estudaram também as reagoes com 1,2,4,5-tetraoxanos onde tanto os
tetraoxanos assimétricos como os simétricos apresentaram bons resultados. Uma das rea-
¢oes que estudaram foi com a adamantanona e por apresentar bons rendimentos [59] deci-

diu-se estudar esta reagao e da adamantanona di-hidroperéxido com a 5a-colestan-3-ona.

2.3.1 - 5a-colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano

Nesta reagao optou-se por iniciar a reagao com a adamantanona para a formagao do di-
hidroperoxido. A adamantanona (6) foi diluida numa mistura CH,;CN/CH,CI, (1:1), H,O,
(30%) (4mmol) e foi utilizado como catalisador o triflato de bismuto e deixou-se a reacao se
decorrer a temperatura ambiente. A reagao foi monitorizada por TLC utilizando com eluen-
te o cloroférmio e metanol. Apos a reacao se estar completa foi concentrada e realizou-se o
work-up com DCM.

Ao di-hidroperdxido (16) obtido foi adicionado a 5a-colestan-3-ona (8) e dissolvidos numa
mistura CH;CN/CH,CI, (I:l) e deixou-se a reagao decorrer durante uma semana de seguida
foi realizado um novo work-up, e concentrou-se sobre vacuo.

Aparentemente ocorreu formagao do produto desejado por comparagao com uma amostra

padrao em TLC'’s realizadas pelos processos anteriores.
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10

Esquema 7 - Sintese do 5a- colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano. (10)

Condigoes das reagoes: a) adamantanona, Bi(OTf);, H,O, CH,;CN:CH,Cl, t.a. reagao b) 5 a
colestan-3-ona, di-hidroperoxido CH,CN:CH,CI,, Bi(OTf),

Nesta reagao nao houve oportunidade da purificagdo do produto obtido devido a otimizagao

das condigoes da reagao, pois este tipo de reagoes nunca tinham sido realizadas com molé-

culas como a 5-a-colestan-3-ona.
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Conclusoées

A sintese de compostos hibridos torna-se um desafio aliciante na procura de novas estraté-

gias para a sua obtengao.

Ao longo deste trabalho tive oportunidade de contatar com esta realidade através da sintese

deste tipo de compostos.

Estes de trabalhos tornam-se cada vez mais importantes para a criagdo de novos farmacos
no combate a este tipo de epidemiologias e a resisténcia que doengas como a malaria ganha-
ram devido ao uso incorreto das terapéuticas atuais e as proprias mutagoes / alteragoes que

o parasita sofre.

Nas reagoes que envolveram a 5a-colestanona com o catalisador Re,O, obtiveram-se os
hibridos pretendidos, 5a-colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano e 5a-colestano-1,2,4,5-
tetraoxa-etilciclohexanocarboxilato, como se comprova pela analise dos espectros de RMN
de " C estes confirmaram a formagio da ligagdo 1,2,4,5-tetraoxana, isto é, OO-C3-O0 e
OO-CI’-O0. No entanto torna-se necessario otimizar as condi¢oes da reagao para que o
rendimento deste tipo de reagoes aumente. O mesmo é necessario quando estas reagoes

sofrem um aumento de escala.

Neste trabalho foram preparados os compostos 5a hidroxi-6p metoxicolestan-3-ona (5), 5a
colestano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano e 5a-colestano-1,2,4,5-tetraxona-etilciclohexano-

carboxilato.

Como os rendimentos das reagoes de preparagao dos hibridos com o Re,O, foram baixos
optou- se por experimentar novas metodologias, usando o Bi(OTf), como catalisador por
estarem reportados melhores rendimentos [46] e por ser um catalisador economicamente
mais vantajoso e menos poluente para o ambiente. Verificamos que na formagao do di-

hidroperoxido nao houve grandes perdas de produto.

No futuro, as reagoes com Bi (OTf), serao uma vantagem dado que reagoes com este tipo
de catalisador em moléculas mais simples sao rapidas e obtiveram-se melhores resultados
por isso deve-se apostar otimizando as condi¢oes das reagdes para moléculas mais comple-

xas e com peso moleculares maiores, como é caso da 5a-colestan-3-ona.
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A escolha da adamantanona e da 5a-colestan-3-ona nas reagoes com o Bi(OTf), deveu-se ao
facto de serem reagentes se facil acesso pois nao necessitam de serem preparados no labo-
ratorio o que nao acontece com o intermedidrio 5a-hidroxi-6B metoxicolestan-3-ona (5)

em que a sua sintese é demorada.

Na sintese deste novos farmacos devemos garantir uma quimica o mais limpa possivel, isto &,
que lese o menos possivel o ambiente, procurando usar quimicos menos téxicos, que pos-

sam ser reciclados para novas utilizagoes.
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4.1 - Equipamentos utlizados

Os espectros 'H RMN, 3C RMN e DEPT 135 RMN - foram realizados num espectrometro de
400 MHz Bruker Avance lIl.

Os pontos de fusao foram determinados no aparelho para pontos fusdo Buchi-540.

As analises elementares foram realizadas no analisador elementar Carlo Erba

| 108/cromatografia de combustao.

As amostras foram concentradas, evaporadas e secas num Rotavapor® R-215 da Biichi.

4.2 - Reagentes utilizados na preparacao dos compostos

Os reagentes utilizados que se encontravam disponiveis comercialmente foram fornecidos
pelos fabricantes. Acetato de colesterol (C,, H,s O,), 5a-colestan-3ona, acetato de 4-oxo-
ciclohexanocarboxilato, adamantanona, 6xido de rénio (VIl) (Re,O,), iodeto de cobre (Cul),
triflato de bismuto (Bi (OTf),;), monoperoxiftalato de magnésio hexa-hidratado (MMPP),
solugao de peroxido de hidrogénio a 30%, cloroférmio deuterado e trietilamina foram

adquiridos a Sigma-Aldrich.

A silicica gel ultra pura de 40-60pm, 60A para as FCC foi adquirida a Acros Organics.

O éter dietilico ((C,H;),0), metanol (MeOH), acetona ((CH,) ,CO) e etanol (EtOH), foram
obtidos a partir de VWR Co.

O acetonitrilo (CH;CN), diclorometano (CH,Cl,), hidréxido de sédio (NaHO), de Celite®
545 e TLC silica gel 60 F,., foram obtidos a partir de MERK Co.

O acido acético glacial (C,H,O,) e o acetato de etilo foram adquiridos a Fisher Chemical.

As solucdes aquosas de Na,SO, (10%), NaHCO, (sat), HCI (5%), NaOH (10%), NaCl (10%)

foram preparadas no laboratério de acordo com os protocolos certificados.
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O reagente de Jones (25 g de oxido de cromio (CrO;) diluido em 25 mL/75 mL de acido
sulfarico H, SO, /H,0O) assim como a solugao de revelagio de placas de cromatografia p-
anisaldeido (2.5 ml de p-anisaldeido, 93 ml de etanol , 3.5 ml de acido sulfarico H,SO, e Iml
de acido acético(C,H,O,) efetuada no gelo com agitagao) e a solugao de revelagao de este-
roides ( 95 ml de etanol e 5ml de acido sulflrico) foram preparados no laboratério de acor-

do com protocolos de certificados.
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4.3 - Sintese do intermediario

Sintese do acetato 5,6-epoxicolestan-3B-ilo (2)

A 1500 mg de acetato de colesterol (1), adicionou-se o CH;CN, sobre agitacao e a tempera-
tura ambiente. Depois de este se encontrar dissolvido adicionou-se o MMPP. Deixou-se a
reagdo decorrer a temperatura de refluxo 81°C durante 20 min. Apos a reagao terminar,
deixou-se arrefecer, foi filtrada e concentrada sobre vacuo. O residuo branco foi diluido
com éter dietilico e lavado com Na,SO; (10%sol.aq.) e com NaHCO; (sol. aq. sat) e H,O. A
fase etérea foi seca com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) foi filtrada e evaporada, obtendo-

se um composto branco (2, 1431,3 mg, 91,99%).

Sintese do acetato 5a-hidroxi-6B3- metoxicolestan-3B-ilo (3a) e acetato do 6a-hidroxi-5B-

metoxicolestan-3-B-ilo (3b)

A 1431,3mg do acetato 5,6-epoxicolestan-3-ilo (2) foram adicionados 16.39 mg de triflato de
bismuto (Bi (OTf;)) e 71.46 mL de metanol (MeOH) e deixou-se a mistura reacional sobre
agitacao durante 3 horas, a qual foi parada por adigao de 3 gotas de trietilamina e duas espa-
tulas de silica. O produto obtido foi filtrado e evaporado. Por Ultimo procedeu-se a uma
FCC utilizando como eluente 15:1 (éter de petrdleo: acetato de etilo) 15:1 obtendo-se um
produto branco depois de seco (3a, 863.8 mg e 56,29%). De seguida obteve-se da FCC com

o eluente 13:] acetato 6a-hidroxi-5B- metoxicolestan-3B-ilo (3b) um produto branco (220

mg).

Caraterizacio do composto 3b

P. fusdo (EtOH) : 157.3-158.1°C

'H RMN (400 MHz, CDCl,): 0.67(3H, s,18 — CH,), 0.85 e 0.86 (3H, 2d, | =6.6Hz 26 — CH, e
27 — CH,), 0.89 (3H, d, | =6.7Hz,21-CH,), 1.19 (3H,s, 19 CH,), 2.02 ( 3H,s, 3B-CH,00),
321 (3H,s, 5 a OCH,), 3.88 (IH, t,6a-H), 4.87( H, tt 3a-H).
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3C RMN (100 MHz CDCL):12.28, 17.71, 18.80, 21.18, 21.59(CH,), 22.70, 22.96,
24.01(CH,), 24.32(CH,), 26.82(CH,) 28.15, 28.40(CH,), 29.95, 30.07(CH,), 32.05(CH,),
34.58(CH,), 35.96, 36.31(CH,), 39.57(CH,), 39.65(CH,), 40.09, 42.91, 44.78, 4851, 55.95,
56.39, 70.07, 71.20, 78.79(C), 170.98(CH,COO).

Sintese do 6B-metoxicolestano-30,5a-diol (4)

A 863.8 mg do composto 3a foi adicionado 17.5 ml de EtOH, 8.77 ml de CH,Cl, e 2.89 ml
de NaOH, deixou-se durante 2 horas a temperatura ambiente. A reagao foi parada por eva-
poragao. De seguida dissolveu-se o produto em acetato de etilo e lavou-se a fase etérea com
HCI (sol.aq.5%), NaHCO, (sol.sat) e agua. No final adicionou-se sulfato de so6dio anidro, fil-

trou-se e evaporou-se, obtendo-se um composto branco (4, 845.6 mg, 89.79%).

Sintese do 5a hidroxi-6 metoxicolestan-3-ona (5)

A 845.6 mg do composto 4a foram dissolvidos em acetona, em gelo. De seguida foi-se adi-
cionando gota a gota reagente de Jones até a mudanga para de cor verde para cor castanha.
A reagao foi parada por adigio de metanol até voltar a cor verde, deixando-se repousar
durante cerca de |5 minutos. A reagao foi evaporada. De seguida dissolveu-se o produto em
éter dietilico e lavou-se a fase etérea em agua e NaCl (10%). No fim adicionou-se o sulfato
sodio anidro para ajudar a tirar o resto de agua, filtrou-se e evaporou-se. Obteve-se um

produto branco (5, 659mg, 77,9 %).

P.f.(MeOH) = 174.7°C -176.4°C.
Analise elementar (C,;H,;O;) calculada: 77.72 %C, 11.18 %H, encontrada : 77.1 % C,
11.41% H

'"H RMN (400 MHz, €DCl,) : 0.69 (3H,s,18 CH;), 0.86 e 0.87 (cada 3H, 2d,)=6.7Hz, 26-CH,
e 27-CH,), 0.89 (3H,t)= 7.5Hz, 21-CH,), 1.25 (3H, s,19-CH,), 2.95 (IH,t,60-H),3.27 (3H,
5,6B-OCH,)
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4.4 - Sintese de hibridos

As reagoes na sintese dos hibridos foram monitorizadas por TLC e reveladas com solugao de p —

anisaldeiodo.

Sintese do composto 5Sa-colestano-1,2,4.5 tetraoxa-adamantano (10)

Processo A com o catalisador (Re,O,):

200 mg de 5 a-colestan-3-ona(8) foram dissolvidos em 3 ml de CH,Cl, e 20.58 ml de
CH,CN a temperatura ambiente . Apds dissolugao completa foram adicionados 6,58 ml de
acido acético glacial a 0°C e, 2ml de H,O, a 30% a temperatura ambiente. A reacao foi man-
tida durante | 15 horas com adigoes diarias de H,0,a 30%, a reagao foi parada por adi¢ao de
CH,Cl,, H,O, e H,0. A extragao da fase etérea foi feita com CH,CI, e lavada com solugao
de NaHCO, e H,0. No fim adicionou-se sulfato sodio anidro para retirar vestigios de agua,
filtrou-se e evaporou-se o excesso de CH,Cl,. Ao di-hidroperoxido obtido foram adiciona-
dos |10 mg de adamantanona (6), 7 ml de CH,Cl, seco e 5mg Re,O,. A reagao foi mantida
sobre agitacao e atmosfera inerte de azoto durante 35 min., adicionou-se CH,Cl, seco, fil-
trou-se num “plug” silica para remover o catalisador e evaporou-se. O produto obtido foi
purificado numa FCC iniciada com éter de petréleo até ao gradiente de (éter de petroleo:

acetato de etilo) 98:2 na qual se obteve um produto branco (10, 30 mg).

'"H RMN (400 MHz, CDCl,) 6 ppm: 0.64 (3H,s,18-CH;), 0.81 (3H,s,18-CH,), 0.85 e 0.87
(cada 3H,2d,J=6.7Hz, 26 -CH, e 27-CH,) 0.89 (3H, d, J= 6.6Hz, 21- CH,)

3C RMN (100 MHz, CDCL,) & ppm: 11.6, 12.2, 18.8, 21.3, 22.7, 22.97 (CH,), 23.9, 243,
27.2, 282, 283, 31.96, 33.31 (CH,), 35.58, 35.93, 36.31(CH,), 36.94(CH,), 37.13(CH,),
39.67(CH,), 40.14(CH,), 42.72, 53.95, 56.34, 56.56, 77.12, 108.55, | 10.44

Processo B com o catalisador Bi( OTf),:

150 mg de adamantanona(6) foram dissolvidos em uma mistura de de CH,CL,/CH,CN (l:1),

0.5 ml de H,0,2 30 % ao qual se adicionou 32.8mg de Bi (OTf),. A reacao decorreu duran-

te | h a temperatura ambiente e foi parada por evaporagao. A extragao da fase etérea foi
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feita com CH,CI,, lavada com NaHCO, (sol. aq. sat.) e H,O, ao qual se adicionou sulfato
sodio anidro para retirar os vestigios de agua, filtrou-se e evaporou-se o excesso de CH,Cl,.
No final adicionou-se sulfato de sédio anidro, filtrou-se e evaporou-se, obtendo-se um com-
posto branco com 150 mg. A este produto branco foram adicionados 383 mg de 5 a-
colestan-3-ona numa mistura de |:1 de CH,CI,/CH,CN e 32.8mg de Bi(OTf), e deixou-se a
t.a. durante uma semana. A reagao foi parada por evaporagao. De seguida dissolveu-se o
produto em éter dietilico e lavou-se a fase etérea com H,O e NaCl (10%). No fim adicio-
nou-se um sulfato sédio anidro para ajudar a tirar o resto de agua, filtrou-se e evaporou-se,

obtendo-se um produto branco.

Sintese do 5a-hidroxi,6B3-metoxicoletano-1,2,4,5-tetraoxa-adamantano (12)

270 mg do intermediario 5 foram dissolvidos em 7,07 ml de CH,Cl, e 14,2 ml de CH,CN a
temperatura ambiente. Apos a completa dissolugao foram adicionados 2,56 ml de acido acé-
tico glacial a 0°C e em 890 pl de H,0O, a 30% a temperatura ambiente. A reacao foi mantida
a temperatura ambiente durante 72 horas com adig¢oes diarias de H,O, A reacao foi parada
por adicao de CH,Cl,, H,0, e H,O. A extragao da fase etérea foi feita com CH,ClI, e lavada
com solugao de NaHCO, e H,0O. No fim adicionou-se sulfato sédio anidro para ajudar a tirar
o resto de agua, filtrou-se e evaporou-se o excesso de CH,Cl,. Ao di-hidroperoxido foi adi-
cionado 134,4 mg de adamantanona, 8,84 ml de CH,Cl, seco e 5 mg Re,O,. A reagao foi
mantida sobre agitacao e atmosfera inerte de azoto. A reagao correu durante quase 30 min.
Apos estar completa foi adicionado CH,Cl, e filtrada com vacuo num “plug” silica para remo-
ver o catalisador. O produto obtido foi purificado numa FCC comegando com éter de
petroleo até achar o gradiente de (éter de petroleo: acetato de etilo) 65:5. No final da FCC

obteve-se um composto branco (12, 244mg).

Sintese do 5a-colestano-1,2,4,5-tetraoxa-etilciclohexanocarboxilato (13)

700mg de 5a-colestan-3-ona foram dissolvidos em 10,29 ml de CH,Cl; e 20.58 ml de CH3;CN a
temperatura ambiente. Apos completa dissolugao foram adicionados 6,58 ml de acido acético glacial
a 0°C. Em seguida foram adicionados 2ml de H,O; a 30%. A reagao foi mantida a temperatura
ambiente durante |15 horas com adigdes de H,O, Apds a reagao estar completa esta foi parada por

adicao de CH,Cly, H;0O; e H,O. Procedeu-se a extragao da fase organica com CH,Cl, e lavagem com
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solucao de NaHCO; e H,O, foi adicionada sulfato de sodio anidro e filtrada. O excesso de CH,Cl; foi
evaporado. Ao di-hidroperéxido obtido foi adicionado 250 pl de etil 4-oxociclohexanocarboxilato,
adicionou-se 23.84ml de CH,Cl; seco e 5 mg Re;O7. A reagao foi mantida sobre agitagao e atmosfera
inerte de azoto durante 35 min. Ao fim deste tempo foi adicionado CH,Cl,, a solugao foi filtrada a
vacuo num plug silica para remover o catalisador e evaporada. O produto obtido foi purificado numa
FCC comegando com éter de petroleo até se achar o gradiente 98:2 (éter de petroleo: acetato de

etilo) na qual se obteve um produto branco (13,72 mg).
P.f.( MeOH):159.3°-161.4°C
RMN:

'H (400 MHz, CDCL;) & ppm: 0.64(3H,s,18-CHs),0.81(3H,s,19-CH;), 0.85 e 0.87(cada
3H,2dJ=6.7Hz, 26-CH;, 27-CHs), 0.88(3H,2d|=6.6Hz, 2I-CH3), 1.24(2H,t)=6.8Hz, OCH,CHs),
4.11(3H,q,J=6.8Hz, , OCH,CHs).

13C (100 MHz, CDCL;) § ppm:|1.57, 12.1, 14.36, 18.81, 21.34, 22.71, 22.96, 23.95, 24.34, 28.16,
28.36, 31.96, 35.58, 35.93, 39.67, 40.10, 41.63, 41.96, 42.71, 53.94, 56.34, 56.52, 60.67, 107.47 (C),
108.89 (C), 174.76 (C).

Sintese do 5a-Hidroxi, 6B-metoxicolestan-3-ona 1,2,4,5-tetraoxa-etilciclohexanocarboxilato (15)

66.43 pL de etil-4-oxociclohexanocarboxilato foi diluido em 926.49 uyl de CH3;CN, a temperatura
ambiente, foi adicionado 312.69 pL de acido acético glacial a temperatura de 0°C seguido da adicao
de 159.8 pl, H,O, a 30%. A reagio foi mantida a t.a. com adi¢oes sucessivas de H,O, a 30%. Apéds a
reacao estar completa esta foi parada por adigao de CH,Cl,, H,O; e H,O. Procedeu-se a extragao da
fase organica com CH,Cl, e foi lavada com solugiao de NaHCOj3; e H;O. Foi adicionado sulfato de
sodio anidro e a solugao foi filtrada. O excesso de CH,Cl, foi evaporado. Ao di-hidroperoéxido obti-
do foi adicionado 271 mg do intermedidrio 5 adicionou-se 3.47 ml de CH,Cl,seco e 5 mg Re;O7. A
reacao foi mantida sobre agitacao e atmosfera inerte de azoto durante 35 min. Apds estar completa
foi adicionado CH,Cl,, a solugao filtrada em vacuo num plug silica para remover o catalisador e eva-

porada. Obteve-se um produto de cor castanha (15,4 mg)
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Figura 20 - Espetro de 'H e ’°C em RMN fornecido pela Sigma Aldrich do aceta-
to de colesterol.
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Figura 21 - Espectro de 'H RMN da adamantanona.
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Figura 22 - Espectro de '*C RMN da adamantanona.
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Figura 23 - Espectro de protao composto etil-4-oxociclohexanocarboxilato.
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Figura 24 - Espectro de *C RMN do composto etil-4-oxociclohexanocaboxilato.
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Figura 25 - Espectro de "“"C e Dept 135 RMN do composto etil-4-

oxociclohexanocarboxilato.
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ANEXO IV
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Figura 26 - Espetro de 'H e ’C de RMN fornecido pela sigma-aldrich da 5
o—colestan-3-ona.
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