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KEMMER, Victor Matheus. Sintese de 3-alquilpiridinas diméricas, avaliacdo de
atividade pelo grupo heme e do potencial antiplasmodial. 2021. 99 f. Dissertagéo
de Mestrado (Programa de Pés-graduacdo em Quimica) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A maléria € uma doenca infecciosa causada por protozodrios do género Plasmodium,
que afeta principalmente as regifes tropicais do planeta. Estima-se que ocorreram
220 milhdes de casos ao redor do mundo em 2018. O surgimento de cepas de
Plasmodium resistentes aos farmacos utilizados no tratamento da malaria pode
agravar o quadro atual, fazendo-se urgente a busca de novos compostos ativos com
vistas a descoberta de farmacos antimalaricos. No presente trabalho, descreve-se a
sintese de seis derivados 3-alquilpiridicos e o estudo de interacdo destes compostos
com o grupo heme (hematina) por titulacdo espectroscopica de absorcédo no UV-vis,
tendo em vista a identificacdo de substancias que atuem potencialmente como
inibidores da formacédo de hemozoina, polimero supramolecular de heme. A formacéao
de hemozoina desempenha um papel fundamental durante um estagio da infeccéo
por Plasmodium, sendo o grupo heme um alvo bioquimico relevante na acédo de
antimaléricos. Dentre os compostos sintetizados, quatro apresentam estrutura
dimérica bifuncinal, tendo sido planejados com vistas a avaliacdo da estratégia de
dimerizagdo molecular na construcdo de eficientes inibidores da formacdo de
hemozoina. De maneira consonante a proposta, dois dos dimeros obtidos e avaliados
se mostraram bons ligantes de heme. As constantes de dissociacdo do complexo
ligante-heme foram determinadas para esses compostos, encontrando-se os valores
de 71,17+28,7 umol L para o composto 1 e 88,79+30,1 umol.L! para o composto 4,
sendo esses resultados promissores.

Palavras-chave: malaria; dimeros; dimerizacéo; alcal6ides 3-alquilpiridinicos; grupo
heme; titulacdo UV-vis.



KEMMER, Victor Matheus. Synthesis of dimeric 3-alkylpyridines, evaluation of
activity with the heme group and antiplasmodial potential. 2021. 99 p. Dissertation
(Master’s degree) - State University of Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by protozoa of the genus Plasmodium, which
mainly affects tropical regions of the planet. It is estimated that 220 million cases
ocurred worldwide in 2018. The emergence of Plasmodium strains resistant to the
drugs used in the treatment of malaria may aggravate the current situation, making it
urgent to search for new active compounds aiming the discovery of antimalarial drugs.
In this work, we describe the synthesis of six 3-alkylpyridines derivatives and the study
of the interaction of these compounds with the heme group (hematin) by spectroscopic
absorption titration in UV-vis, aiming the identification of substances that act potentially
as inhibitors of the formation of hemozoin, supramolecular polymer of heme. The
formation of hemozoin plays a fundamental role during a stage of Plasmodium
infection, with the heme group being a relevant biochemical target in the action of
antimalarials. Among the synthesized compounds, four have a bifunctional dimeric
structure, having been planned aiming at the evaluation of the molecular dimerization
strategy in the construction of efficient inhibitors of hemozoin formation. In line with the
proposal, two of the obtained and evaluated dimers proved to be good heme ligands.
The dissociation constants of the ligand-heme complex were determined for these
compounds, with values of 71,17 + 28,7 pmol L* for compound 1 and 88.79 + 30,1
umol L1 for compound 4, being promising results.

Key words: malaria; dimers; dimerization; 3-alkylpyridine alkaloids; heme group; UV-
vis titration.
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1. INTRODUCAO
1.1 Malaria: Aspectos gerais da doenca

A maléaria € uma doenca que afeta a humanidade desde a antiguidade,
tendo sido alguns de seus sintomas historicamente registrados desde 2700 a.C.
(COX, 2010). Essa doencga é causada por protozoarios do género Plasmodium
e afeta principalmente populacées em regides tropicais e subtropicais sendo que
as regibes mais impactadas sdo o sudeste asiatico, a regido amazoénica sul-

americana e a regido subsaariana do continente africano (GOMES et al., 2011).

Estima-se que ocorreram aproximadamente 228 milhdes de casos de
malaria ao redor do mundo em 2018, sendo 93% desses casos no continente
africano e 3,4% no sudeste asiatico. A Figura 1. Mapa da incidéncia de maldaria a cada
mil habitantes, em 2018 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). mostra a incidéncia de
malaria a cada mil habitantes no mundo em 2018. Em 2018, relatou-se 405 mil
mortes (67% dessas mortes foram de criancas com menos de 5 anos) e 0s
gastos em esforgos para controle ou eliminagdo da doenca foram em torno de
2,7 bilhdes de délares neste mesmo ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019).

Figura 1. Mapa da incidéncia de malaria a cada mil habitantes, em 2018 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019).

O Brasil é 0 pais que apresenta o maior niumero de casos de maléaria na
América Latina, sendo que esses casos se encontram majoritariamente na

regido norte, nos estados do Amazonas, Acre, Par4, Amapd, Rondb6nia e
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Roraima, como pode-se observar na Figura 2 (GOMES et al., 2011). Em 2018,
houve 194.271 casos de malaria no Brasil, sendo 193.534 na regido amazonica
(BRASIL, 2020).

Figura 2. Mapa de risco de infeccao de maléaria no Brasil, de acordo Ministério da
Saude, em 2018 (BRASIL, 2020)

Legenda

Risco de transmissao
Sem transmissao
Baixo risco

B Médio risco

Il Alto risco 1000 1500 km

P —

A malaria é uma doenca infecciosa causada por cinco espécies de
protozoarios do género Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P.
malariae e P. knowlesi (HAHN; POTTINGER, 2015). Pode causar graves
problemas renais, anemia severa, disfuncdo hepatica, infeccdo intravascular,
como também, pode afetar o sistema nervoso central (GOMES et al., 2011). Sua
transmissdo ocorre em seres humanos através da picada do mosquito
Anopheles (HAHN; POTTINGER, 2015).

A forma mais grave e mortifera desta doenca € causada pelo P.
falciparum. Os sintomas de estresse respiratorio, acidose metabdlica,
hipoglicemia e as complicagbes associadas a malaria cerebral s&o atribuidos a
infeccdo causada por essa espécie. Isso se deve a algumas razdes, como a
capacidade que o P. falciparum possui de invadir um grande percentual de
glébulos vermelhos e as modificacdes que gera na superficie dessas células
para que possa aderir ao endotélio (MILLER et al., 2002). Deve-se ressaltar que

h& também uma preocupacdo emergente com a maldaria causada pelo P. vivax,
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sendo que este parasito ainda é bastante negligenciado e tem apresentado uma

crescente resisténcia a farmacos antimalaricos (FERREIRA et al., 2021).
1.2 Ciclo biol6gico do Plasmodium

Os estudos cientificos sobre a malaria iniciaram-se pela descoberta dos
parasitas causadores, feita por Charles Louis Alphonse Laveran em 1880, como
também pela identificacdo dos mosquitos do género Anopheles como seus

vetores de propagacao, feita por Ronald Ross em 1897 (COX, 2010).

A maléaria é transmitida para seres humanos pela picada da fémea do
mosquito Anopheles infectada. A infeccdo se inicia quando esporozoitas
depositados a partir da picada, circulantes na corrente sanguinea, acessam 0s
hepatdcitos onde irdo passar por uma etapa de multiplicacdo assexuada que
resultard em células merozoitas uninucleadas (Figura 3) (COX, 2010; BRASIL,
2020).

Figura 3. Ciclo de vida geral de espécies de Plasmodium causadoras de malaria em

seres humanos (Fonte: https://www.gieducacao.com/2013/04/doencas-causadas-por-
protozoarios 4165.html; acesso em 27/05/2021).
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As formas merozoitas invadem as hemacias e iniciam uma segunda
etapa de reproducédo assexuada, multiplicando os merozoitos sanguineos. Essa
etapa de multiplicacdo em hemacias € denominada fase eritrocitaria, em que o
parasito digere a hemoglobina, para aquisicdo de nutrientes, que resulta na
liberac@o do grupo heme livre em seu vacuolo digestivo. O grupo heme livre é
toxico as formas esquizontes do parasita, o que faz com que esse, como
mecanismo de defesa, provoque a polimerizacdo de heme em hemozoina, que
por sua vez é um polimero supramolecular insollvel e atoxico para o plasmaodio.
Ainda durante essa etapa, aproximadamente 1% dos merozoitos presentes na
corrente sanguinea se desenvolvem e se diferenciam em gametécitos. Os
gametoécitos maduros se diferenciam sexualmente, formando microgametdcitos
e macrogametocitos que evadem das hemacias e passam a circular no corrente
sanguinea, onde poderdo infectar novos mosquitos através de suas picadas
(CHUGH et al., 2013; COX, 2010; DELVES et al., 2012). No mosquito, os
gametocitos se desenvolvem em gametas masculino e feminino. Ocorre, entéo,
a fertilizacéo e forma-se um zigoto com boa mobilidade (oocineto), que migra até
o intestino onde se inicia a fase esporogodnica. O oocineto penetra na parede
intestinal e forma o oocisto, que iniciara uma nova fase de multiplicacdo que
resultara em esporozoitos. Esses, por sua vez, irdo migrar até as glandulas

salivares e estardo aptos a infectar seres humanos (BRASIL, 2020; COX, 2010).

1.3 Malaria: Profilaxia, diagndstico e tratamento

A prevencdo da maléria pode ser realizada através de duas principais
estratégias, de acordo com a OMS e com a OPAS (Organizacdo Pan-Americana
de Saude): o controle do vetor (que ird diminuir as chances de uma pessoa ser
picada pelo mosquito infectante) e a quimioprofilaxia (utilizagdo de
medicamentos para suprimir a infeccdo em casos especificos). Para o controle
do vetor, recomenda-se que as populacdes em risco de serem infectadas
durmam no interior de mosquiteiros impregnados com inseticidas de longa
duracéo, sendo necessaria boas estratégias de conscientizacao da populacéo e,
para se atingir uma maior eficiéncia, é importante que esse material seja
fornecido gratuitamente pela Saude Publica de forma que toda a populacdo

tenha acesso a ele com as mesmas condigbes. Essa intervengédo reduz de
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maneira muito significativa a transmissdo da maléria, sendo que estudos
mostraram que essa estratégia funciona num periodo entre 3 e 6 meses, e que
a eficiéncia maxima ocorre quando no minimo 80% das casas da area a ser
protegida sao atendidas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019; OPAS,
2016).

A quimioprofilaxia é uma estratégia de prevencao que se baseia em
manter medicamentos antimalaricos no sangue em concentracdes suficientes
para suprimir a infeccdo em periodos de alto risco de exposicdo a doenca, é
utilizada para casos especificos e mostra 6timos resultados. Na Africa
subsaariana, tratamentos preventivos intermitentes na gravidez utilizando
sulfadoxina-pirimetamina mostraram uma reducdo significativa em anemia
materna, mortalidade perinatal e baixo peso do recém-nascido, sendo que esse
mesmo tratamento em criancas reduziu também a anemia. A quimioprofilaxia
sazonal de malaria utilizando-se o0s agentes terapéuticos sulfadoxina,
pirimetamina e amodiaquina mostrou reducdo de 75% de casos de malaria
severa em criangas entre 3 meses e 5 anos que vivem em areas com alto risco
de transmissdo. A OMS recomenda a quimioprofilaxia sazonal de malaria para
criancas nessa faixa etaria em regiées que apresentam epidemia desde 2012
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). As estruturas de farmacos utilizados
no tratamento da malaria se encontram na Figura 4. Vale destacar a tafenoquina,
uma 8-aminoquinolina analoga da primaquina que foi aprovada para uso como
antimalarico pela FDA (Food and Drug Administration) em 2018 ((FDA), 2018;
NOVITT-MORENO et al., 2017).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos principais farmacos utilizados no tratamento da
malaria (cores das estruturas estao relacionadas as respectivas classes quimica, de
acordo com a legenda).
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precoce pode ajudar a reduzir o numero de individuos que favorecerdo a
transmissao da doenca, além de prevenir qgue essa ocorra em seus casos mais
severos, 0 que acaba por reduzir o numero de mortos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019). Todos os casos suspeitos de malaria devem ser
submetidos a testes parasitologicos, seja de microscopia ou testes de
diagnoéstico rapido, sendo que este se baseia na imunocromatografia, que
detecta antigenos ou enzimas especificas do parasita. Caso o resultado do teste
seja positivo, deve-se iniciar o tratamento adequado imediatamente. Em regides
que apresentam endemia de maléaria e baixa disponibilidade de testes, deve-se
iniciar o tratamento imediato de individuos que apresentam os sintomas clinicos
da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015, 2019).

O tratamento da malaria recomendado pela OMS é adequéavel a cada
situacdo, dependendo de varios fatores: a gravidade da doenca, a espécie de
Plasmodium que causou a infec¢ao e se a regido do caso se encontra em estado

de endemia ou nao.

Em casos mais simples de malaria causada por P. falciparum, deve-se
utilizar como tratamento terapias combinadas baseadas em artemisinina (ACT:
Artemisinin-based combination therapy), como o uso de artesunato combinado
com amodiaquina, por trés dias, sendo que a dose diaria varia dependendo da
combinacéo terapéutica escolhida e do peso corporal do infectado (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Em casos de malaria causadas por Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, Plasmodium malariae ou Plasmodium knowlesi, recomenda-se o
tratamento baseado em cloroquina. Caso a area apresente historico de infeccdes
com resisténcia a cloroquina, deve-se utilizar as ACT. Para evitar reincidéncia e
ajudar no controle da transmisséo, infectados por P. vivax e P. ovale, devem se
submeter a um tratamento baseado em primaquina (VI). Caso néo se saiba com
certeza qual tipo de protozoario causou a infeccédo, deve-se tratar como se
causada por P. falciparum. Em casos severos de malaria, onde o infectado
apresenta anemia severa, hipoglicemia, edemas pulmonares, sangramento
excessivo, dificuldades em manter a consciéncia, fragueza extrema ou
convulsbes recorrentes, além dos sintomas comuns (febre, dor de cabeca,

calafrios e vomito), deve-se administrar artesunato por via intravenosa ou
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intramuscular por 24 horas antes de comecar o tratamento via ACT por via oral
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015; OPAS, 2016).

Um dos principais problemas para o controle da malaria ao longo da
historia € o surgimento de cepas que apresentam resisténcia aos farmacos de
escolha clinica, sendo que trés espécies de Plasmodium que causam a infeccéo
em seres humanos apresentaram cepas resistentes: P. falciparum, P. vivax e P.
malariae. A OMS define resisténcia a farmacos como “a habilidade de uma cepa
parasita de sobreviver e se multiplicar apesar da administragéo e absorcdo de
um farmaco fornecido em doses iguais ou superiores as recomendadas, mas
dentro da tolerancia do sujeito” sendo que “a forma ativa do farmaco contra o
parasita precisa ganhar acesso ao parasita ou ao eritrocito infectado pela
duracdo de tempo necessaria para sua agao normal’. A OMS também realiza o
trabalho de monitoramento da eficacia de farmacos antimalaricos e do
surgimento de resisténcia a esses farmacos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Na década de 1990, areas com endemia de malaria passaram a
apresentar infecgdes resistentes aos farmacos utilizados como primeira linha de
tratamento na época, sendo estes cloroquina, sulfadoxina e pirimetamina (Figura
4). Dessa forma, houve um grande aumento no numero de mortes decorrentes
de infeccbes de malaria, atingindo principalmente criancas na regifo da Africa
subsaariana. Assim, durante esta mesma década, iniciou-se o uso das ACT,
visando principalmente o tratamento de casos de maléria no sudeste asiatico,
onde j4 havia se observado resisténcia aos outros farmacos antimalaricos
disponiveis. Em 2005, a OMS passou a recomendar as ACT como primeira linha
de tratamento para infeccGes por P. falciparum em paises que apresentavam
malaria de forma endémica. Porém, j4 ha estudos mostrando o surgimento de

cepas resistentes a artemisinina e a ACT, em geral (ASHLEY et al., 2014).

A resisténcia que parasitas desenvolvem aos farmacos antimalaricos
sdo monitoradas e estudadas através de marcadores genéticos (ANTONY;
PARIJA, 2016).

Estudos realizados em laboratério e em campo, mostraram que

mutacdes no gene transportador de resisténcia a cloroquina do P. Falciparum
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(Pfcrt) estdo associados ao comportamento resistente de cepas. A proteina
transportadora de cloroquina do P. falciparum (PfCRT), tanto da cepa resistente
a cloroquina, quanto da cepa sensivel, consegue realizar o transporte dessa
molécula. Porém, notou-se que as cepas resistentes essa proteina tém uma
atividade transportadora maior, consequentemente gera menor acumulo do
farmaco no vacuolo digestivo do parasita, conferindo assim, resisténcia. Dessa
forma, pode-se observar que a resisténcia que o parasito desenvolve a um
determinado farmaco esta diretamente relacionada com o mecanismo de agao
pelo qual atua (ANTONY; PARIJA, 2016).

Um dos principais problemas ligados ao surgimento de resisténcia aos
farmacos utilizados no tratamento de malaria é a possibilidade de resisténcia
cruzada, quando a resisténcia a um farmaco especifico confere ao parasito
resisténcia a todos os farmacos pertencentes a mesma classe ou que
apresentem  mecanismos de acdo similares (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Ha estudos que mostram que mutacbes em diferentes pontos
especificos do gene da proteina 1 resistente a mdultiplos farmacos do P.
falciparum  (Pfndrl) s&do responsaveis por determinar o0 quao
suscetivel/resistentes cepas séo frente a diferentes farmacos, como a quinina,
cloroquina, amodiaquina e artemisinina (ANTONY; PARIJA, 2016).

Tendo em vista o cenério do atual quanto ao tratamento utilizado e
recomendado pela OMS e suas problematicas, é notavel a necessidade de se

desenvolver novos compostos candidatos a farmacos com atuacao antimalarica.

1.4 Estratégias de desenvolvimento de novos farmacos

7

O desenvolvimento de novos farmacos é um processo bastante
complexo e demorado que requer o trabalho conjunto e sinérgico de diversas
areas do conhecimento. Atualmente, existem diversos parametros e até
ferramentas computacionais que podem ser utilizados para favorecer quimicos
medicinais no processo de planejamento e desenvolvimento de novos farmacos
(NICOLAQU, 2014).
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Historicamente, um parametro muito importante a ser utilizado para guiar
o planejamento de farmacos foram as regras de Lipinski (também chamada de
regra dos cinco) (NICOLAOU, 2014). As regras de Lipinski sdo utilizadas para
prever se um composto candidato a farmaco possui absorcdo oral e
permeabilidade potencialmente adequadas, estimando que para isso, O
composto deve apresentar MM < 500 g.mol%, nimeros de aceptores de ligacdo
de hidrogénio menor ou igual a 10, nimeros de doadores de ligacdo de
hidrogénio menor ou igual 5 e coeficiente de particdo calculado (octanol/agua)
menor ou igual a 5 (LIPINSKI et al., 1997). E necessario ressaltar que ao longo
dos anos, varias extensdes e modificacdes a essas regras foram desenvolvidas
de forma a melhorar a previsdo do comportamento de uma substancia, como por
exemplo, a extensdo proposta por Veber, onde a superficie total de area
superficial polar seja menor ou igual a 140 A2 e nimero de ligacdes rotacionaveis
menor ou igual 10 (VEBER et al., 2002).

Ha estudos mais especificos que sugerem critérios para o planejamento
de novos compostos visando atuacdo contra doencas infecciosas em paises em
desenvolvimento, como a tuberculose, doenca de Chagas, leishmaniose e
malaria. Em relacdo ao desenvolvimento de antimaléricos, alguns desses
critérios sdo (KATSUNO et al., 2015):

— Nao haver conflito de interesses em relagéo a propriedade intelectual,

— Moléculas devem ser sintetizadas em cinco etapas ou menos;

— Deve-se conhecer a relacao estrutura-atividade do composto;

— Na&o apresentar uma toxicidade aguda em ensaios in Vivo;

— Obedecer as regras de Lipinsk (LIPINSKI et al., 1997);

— Apresentar indice de seletividade superior a 10 vezes;

— Apresentar ICso entre 1-2 pM,;

— Apresentar EDgo menor que 50 mg/kg (sendo EDgo a dose necessaria para

erradicar 90% do patégeno alvo).

Entretanto, € necessario ressaltar que estes parametros propostos com
o intuito de auxiliar o planejamento de novos farmacos, principalmente em
relacdo ao custo-beneficio das pesquisas de desenvolvimento, ndo devendo ser

seguidos como regras rigorosas, tendo em vista que estes podem causar 0
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descarte de moléculas com bons potenciais, como a artemisinina, caso fosse
avaliada sob este escopo (KATSUNO et al., 2015).

Além desses parametros, a quimica computacional é outra importante
ferramenta que vém sido desenvolvida e utilizada ao longo dos anos para o
auxilio no desenvolvimento de farmacos, sendo combinada com o estudo de
parametros (como o de Lipinski e Veber ja citados acima) para a previsibilidade
de propriedades ADMET, e também para o estudo da relagédo entre ligantes e
alvos biolégicos, como modelagem molecular e também ancoramento molecular
(molecular docking), possuindo ja diversos softwares aptos para a realizacao de
tais estudos (BARREIRO; RODRIGUES, 1997; NICOLAOU, 2014).

Existem varios caminhos que podem ser utilizados para o
desenvolvimento de novos farmacos. Pode-se partir da triagem de produtos
naturais (como compostos originarios de plantas, de animais, de
microorganismos, fontes marinhas, venenos ou toxinas, por exemplo) ou pode-
se partir da triagem de compostos sintéticos (analisando e testando moléculas
disponiveis em acervos de grupos de pesquisa ou da industria farmacéutica)
(BARREIRO, 2002; PATRICK, 2013; SANGI, 2016). A partir deste processo,
chega-se a um composto-lider (ou seja, que apresenta a atividade farmacolédgica
desejada) que, por sua vez, irAd ser submetido a uma etapa de otimizacdo
estrutural, de forma a melhorar suas propriedades, como atividade, seletividade
e reducdo de efeitos colaterais. Para que se alcance analogos com perfis
otimizados, podem ser adotadas diversas estratégias de modificacao estrutural,
como bioisosterismo, simplificagdo estrutural, restricdo conformacional,
variacbes em anéis, latenciacdo, homologacdo e dimerizacdo (BARREIRO,
2002; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; PATRICK, 2013; SANGI, 2016;
WERMUTH, 2008).

A dimerizacdo € uma estratégia Util para o planejamento racional de
candidatos a farmacos. Possuindo dois grupos farmacoforicos, o dimero possui
potencial de se ligar ao seu alvo biologico interagindo em dois sitios ativos
diferentes, ou ainda, tratando-se de um ligante que interage de forma
monovalente com seu alvo biolégico, o dimero, possuindo dois grupos

farmacoforicos em posi¢cées espaciais especificas, pode se orientar em uma
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conformacao que permita com que interaja com duas unidades distintas do alvo
molecular (HADDEN; BLAGG, 2008).

A estratégia da dimerizacao foi utilizada para a sintese de derivados da
artemisinina (Figura 5) que resultou na identificacdo de substancias com
atividade antimalarica. Dentre esses, o composto | apresentou 99,9% de
supressdo da parasitemia in vivo apos trés dias sendo administrados junto a
mefloquina (HADDEN; BLAGG, 2008; POSNER et al., 2007).

Figura 5. Estrutura de dimeros obtidos a partir da artemisinina descritos por Hadden e
Blagg (2008) e Poster et al. (2007) (em vermelho, destaca-se o fragmento estrutural
correspondente a artemisinina),

IR = CO,Me
IR = COOH
IV R = CH,OH

1.5 Alcaloides 3-alquilpiridinicos

Héa varios compostos isolados de produtos naturais que apresentam
atividades biolégicas muito interessantes, dentre as quais, a atividade
antimalérica. Dentre os exemplos mais emblematicos, pode-se destacar 0s
farmacos artemisinina e a quinina. A primeira foi descoberta na década de 1960,
sendo isolada da planta Artemisia annua, uma erva empregada na medicina
tradicional chinesa, e hoje € uma das mais importantes substancias empregadas
no tratamento contra malaria, além de ser usada na obtencdo de derivados
semissintéticos que também atuam no combate contra essa doenca infecciosa,
como diidroartemisinina e o artesunato. A quinina, por sua vez, € uma substancia
encontrada na casca de arvores do género Cinchona (nativas da América do

Sul), e seu uso no tratamento da malaria é considerado como a primeira vez na
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histéria em que um composto quimico foi utilizado no tratamento de uma doenca
infecciosa. A quinina ainda é utilizada nos dias de hoje no tratamento da malaria
(J. et al.,, 2011; WANG, JIGANG et al., 2019).

Outra excelente fonte de compostos bioativos € o meio ambiente
marinho, devido a grande biodiversidade e consequente diversidade de
compostos quimicos que apresenta. Esses compostos podem ser extraidos e
isolados de vérias fontes da flora e da fauna marinha, como plantas marinhas,
micro-organismos, animais e, principalmente, esponjas (SULERIA et al., 2016).
A grande diversidade de compostos quimicos que o ambiente marinho apresenta
promove uma grande variedade de atividades biologicas e acfes terapéuticas,
sendo descritos compostos com atividades antifingicas, anti-inflamatérias, anti-
tuberculose, antivirais e antimalaricas, dentre outras. Compostos originados de
fontes marinhas ja foram aprovados como farmacos pela FDA norte-americana
(United States Food and Drug Administration) e existem diversos outros em
estudos clinicos em fases |, Il e Ill. A maior parte desses s@o provenientes de
esponjas e urocordados (FATTORUSSO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009;
MAYER et al., 2013).

Os alcaloides alquilpiridinicos constituem uma classe de compostos,
originados de fontes naturais marinhas com ampla bioatividade. As estruturas
desses compostos contém ao menos um anel piridinico (em alguns compostos,
0 nitrogénio do heterociclico se encontra na forma quaternaria) e, no carbono 3
do anel, uma cadeia alquila funcionalizada como a viscosalina, um
antimicrobiano isolado a partir de esponjas do género Haliclona (Figura 6 (VOLK;
KOCK, 2004).

Figura 6. Estrutura da viscosalina, alcaloide marinho com atividade antimicrobiana
isolado de esponjas do género Haliclona (em vermelho, grupos 3-alquilpiridinicos).
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A partir dessa classe de produtos naturais, varios analogos sintéticos
foram obtidos e analisados quanto a atividade antiparasitaria frente a P.
falciparum, Leishmania spp. e Trypanosoma bruccei, dentre os quais, foram
identificados compostos com atividade antiparasitaria (na faixa de nanomolar) e
com bons indices de seletividade (RODENKO et al., 2011). Sendo assim,
derivados 3-alquilpiridinicos sintéticos sao promissores agentes antiplasmodiais

e devem ser investigados quanto a seus potenciais no tratamento da malaria.

O provavel mecanismo de agdo antiplasmodial frente ao P. falciparum
de derivados 3-alquilpiridinicos se da pela inibicdo da formacédo de hemozoina,
no vacuolo digestivo do parasita, uma propriedade muito atrativa para
substancias antimalaricas (GUIGUEMDE et al., 2010). A intera¢do de derivados
3-alquilpiridinico com o grupo heme livre é mediada pela ligagdo de hidrogénio
entre 0 oxigénio na posi¢cado 3 da cadeia lateral e o hidrogénio carboxilico do
residuo de glutamina do grupo heme, e principalmente pela ligacdo do nitrogénio
heterociclico do grupo piridinico com o ferro do grupo heme (RIBEIRO-VIANA et
al., 2016). A atividade antimalarica de farmacos consolidados na clinica, como a
quinina, a cloroquina e possivelmente a artemisinina (Figura 4), também
dependem do mecanismo de inibicdo da formacdo da hemozoina (O'NEILL;
BARTON; WARD, 2010; SLATER, 1993).

1.6 Formacado de hemozoina e métodos de avaliacao de sua inibicédo

Como ja descrito anteriormente, a formacdo da hemozoina é uma etapa
fundamental no ciclo de vida do Plasmodium. Isso porque os trofozoitos utilizam
a hemoglobina como fonte de nutrientes, promovendo assim sua degradacao
durante o estagio intraeritrocitico. Este processo de degradacédo faz com que
ocorra a liberagdo de moléculas de heme no vacuolo digestivo do parasito, sendo
gue estas moléculas sao altamente toxicas pois podem induzir a formacao de
radicais livres e a oxidacédo do DNA e de proteinas. Assim, como mecanismo de
defesa, o parasito promove um processo de biocristalizagdo que vai converter o
grupo heme livre em hemozoina (também chamada de B-hematina ou pigmento
malarico), um polimero atoxico, inerte e insoluvel em meio aquoso (CHUGH et
al., 2013; FONG; WRIGHT, 2013). A hemozoina € um dimero ciclico de
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ferriprotoporfirina 1X onde cada grupo propionato se coordena com o atomo de
ferro 11l da outra unidade, e esses dimeros formados interagem entre si através
de ligac6es de hidrogénio (CHUGH et al., 2013). A Figura 7 mostra as estruturas

do grupo heme em sua forma livre e do polimero hemozoina.

Figura 7. Estrutura do grupo heme e do polimero supramolecular hemozoina

heme

hemozoina

Véarios farmacos utilizados no tratamento da maléria possuem o
mecanismo de acdo baseado na inibicdo da formacdo de hemozoina. As
quinolinas por exemplo, constituem uma das classes mais representativas de
antimaléricos de uso clinico e o0 mecanismo de acdo dessas substancias se
baseia na inibicdo da formacdo de hemozoina. A classe foi desenvolvida com
base na estrutura da quinina, que foi uma das primeiras substancias utilizadas
para o tratamento da malaria. Outras quinolinas, como a cloroquina e a
primaquina, por exemplo (Figura 4), ainda sao utilizadas para o tratamento da
infeccdo (FONG; WRIGHT, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).
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Devido ao carater basico, os derivados quinolinicos sofrem um
trapeamento ibnico no vacuolo digestivo do parasita (sendo esse um meio acido,
com o pH variando entre 4,7 e 5,2), o que faz com que essas substancias se
acumulem e interajam com o heme livre, de modo a inibir a formagéo de
hemozoina. Essas interagcBes ocorrem por empilhamento-pi entre os anéis
quinolinicos e os anéis pirrdlicos do heme, e por ligagdes de hidrogénio entre o
nitrogénio piridinico protonado das quinolinas e o grupo propionato do heme,
sendo que podem impedir a formacdo de dimeros do heme logo apods a
degradacdo da hemoglobina ou dentro da nanoesfera lipidica, com a hemozoina
ja pré-formada, o que impede o alongamento e, portanto, a cristalizacdo do
polimero (Figura 8) (FONG; WRIGHT, 2013).

Figura 8. Interacdes entre o grupo heme e a quinina (adaptado de FONG; WRIGHT,
2013).

Ha varios métodos para avaliar se a ag¢do antiplasmodial que um
composto especifico apresenta decorre pelo mecanismo de inibicdo da formacéo
de hemozoina, sendo que esses buscam determinar se h& interacdo entre o
composto e a hematina (forma sintética do heme). Alguns métodos fornecem
evidéncias qualitativas, enquanto que em outros pode-se quantificar esta
interacdo (NCOKAZI; EGAN, 2005).

Um método que pode ser empregado é a analise via FT-IR, onde pode-
se inferir a inibicdo da formacdo de hemozoina pelo desaparecimento de bandas
em 1662 cm™ e 1209 cm™, que correspondem a ligacdes entre o atomo de ferro

e 0 grupo carboxilato, caracteristicas da hemozoina. Entretanto, este método
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ndo € muito utilizado atualmente, ja que ndo permite quantificar a interagcéo entre
0 composto e a hematina e por necessitar de 48h de secagem antes da
realizacdo do espectro (NCOKAZI; EGAN, 2005; SINGH et al., 2014).

O método mais utilizado para determinar a afinidade de um composto

especifico com o grupo heme é a titulagdo UV-vis.

1.7 Titulacdo espectroscopica de absorcdo no ultravioleta-visivel

A titulacdo é uma técnica muito utilizada quando se trata de quimica
supramolecular, sendo que permite quantificar as interacées entre as moléculas
de estudo. Caracteriza-se por ser uma técnica simples, baseando-se em adi¢cdes
consecutivas de uma solucéo do ligante estudado a uma solugéo do receptor
especifico. Monitora-se através de mudancas em alguma propriedade fisica que
seja sensivel a interacdo supramolecular, podendo ser utilizado RMN,
espectroscopia de absorcdo na faixa do ultravioleta-visivel (UV-vis),
fluorescéncia ou outras técnicas para este monitoramento (THORDARSON,
2011).

Em titulagcdes empregando-se em RMN de H, em um primeiro momento
obtém-se o espectro do composto analisado, e em seguida adiciona-se hematina
dissolvida em DMSO deuterado para se obter um novo espectro. As mudancas
nos picos relativos a hidrogénios aromaticos e alifaticos indicam a interacao entre
0s compostos. Porém, a adicdo excessiva de hematina leva a um alargamento
dos picos e consequente perda de resolucdo do espectro, sendo que isso pode
ser causado devido ao paramagnetismo caracteristico do atomo de ferro (SINGH
et al., 2014).

A espectroscopia de absorcéo na faixa do comprimento de onda do
ultravioleta-visivel (UV-vis) é uma técnica quantitativa, de baixo custo
operacional, de facil utilizacdo, de boa sensibilidade e de baixo custo de andlise.
Quando empregada nos estudos de interacdo por titulacdo supramolecular,
permite o calculo da constante de dissociacdo (Kd) entre as espécies quimicas
estudadas, a estequiometria da interacéo e valores energéticos, como AG, AH e
AS (GALO; COLOMBO, 2009; KANDAGAL et al., 2006; THORDARSON, 2011).
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Esta técnica apresenta limitacdes quando se trata de determinagdes
guantitativas de amostras com concentracdes muito baixas e que nao absorvam
tanta radiacdo, ou seja, apresentam uma baixa absortividade molar (€) no
comprimento de onda (A) a ser analisado (GALO; COLOMBO, 2009).

Assim, a titulacdo supramolecular por meio da espectroscopia de
absorcdo UV-vis se mostra um método muito Util para a andlise de interacdo
entre espécies quimicas e para a determinacdo de constantes que mensuram
essa interacdo, sendo que essa interacao pode ser inferida por mudangas nas
bandas de absorcdo enquanto a titulacdo é realizada e, portanto, adiciona-se o
ligante de forma gradativa ao meio, ou ainda mudancas na intensidade de
absorcdo em comprimentos de onda especificos, ja que o complexo formado
possuird absortividade molar diferente do receptor em sua forma livre (COLLIER
et al., 1979; RIBEIRO-VIANA et al., 2016).

A titulacdo espectroscopica de absorcdo UV-vis aplicada a ensaios de
analise de potenciais inibidores de formacdo de hemozoina ocorre em
temperatura constante (tratando-se de uma isoterma) e pH constante (entre 4,8
e 7,5), e monitora-se a banda de maxima absor¢cao do heme em sua forma livre,
em 401 nm. Assim, conforme adiciona-se o potencial ligante ocorre mudancas
na absorbancia da solucdo nesse comprimento de onda, sendo que, tratando-se
de um ligante com boa afinidade, ira se atingir um platd que corresponde a
saturacdo do complexo ligante-heme formado. Esta interacdo entre ligante e
heme é o que inviabiliza a polimerizacdo do heme para a formacdo da
hemozoina. Essa andlise normalmente é realizada em uma solugcdo aquosa
contendo DMSO, ja que isso garante a viabilidade do método por manter o heme
em sua forma livre (GUIMARAES, D.S.M. et al., 2019; RIBEIRO-VIANA et al.,
2016; SINGH et al., 2014).

1.8 Planejamento e proposta de estudo

Em trabalhos anteriores, identificou-se a atividade antiplasmodial dos
analogos sintéticos de alcaloides 3-alquilpiridinicos V-X (Figura 9), frente a cepa
W2 de P. falciparum (resistente a cloroquina), sendo encontrado valores de ICso
entre 4,33 e 43,04 ymol/L (RIBEIRO-VIANA et al., 2016).
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Figura 9. Estrutura de analogos sintéticos de alcaloides 3-alquilpiridinicos V-X e suas
respectivas atividades antiplasmodiais frente cepa W2 de P. falciparum resistente a
cloroquina (RIBEIRO-VIANA et al., 2016)

X O/\M/\R Atividade antiplasmodial frente
| _ n a cepa W2 de P. falciparum

N
V R=Ngn=7 IC5¢ = ndo determinado
VI R=Nj3 n=10 IC50 = 4,33 umol/L
VI R=NH,, n=7 IC50 = 17,96 umol/L
VIR =NH,, n=10 IC50 = 6,24 pmol/L
IX R =NH(CH;),CO,CH3, n=7 ICso = 8,50 umol/L

X R =NBoc(CH,),CO,CH3, n=7 ICso = 43,04 umol/L

Os estudos de interacdo desses compostos com o grupo heme livre, que
envolveram calculos tedricos ab initio baseados na Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) e, complementarmente, titulagdo supramolecular por UV-vis,
demonstraram que o processo de interagdo entre os compostos V-X e 0 grupo
heme ocorre em razdes molares 1:1 e 2:1 (Figura 10), sendo que o0 complexo
2:1 (modo de interagdo 3) € mais estavel que os complexos 1:1. Os complexos
1:1, de estabilidades semelhantes, podem assumir duas orientacdes diferentes
entre si, uma envolvendo principalmente a interacdo do nitrogénio piridinico
como o ferro do grupo heme (modo de interacdo 1) e outra envolvendo a
interagdo de um grupo nucleofilico da cadeia alifatica com o ion metalico do
heme (modo de interagéo 2).
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Figura 10. Modos de interacao propostos por Ribeiro-Viana et. al. (2016) para 0s
complexos supramoleculares entre VI (em preto) e o grupo heme (em azul).

modo de interacéo 2
(estequiometria 1:1)

modo de interagdo 1
(estequiometria 1:1)

CO,H modo de interagédo 3
(estequiometria 2:1)

No presente trabalho, propfe-se a investigacdo do potencial
antiplasmodial de uma série de dimeros homélogos derivados do 3-
piridinopropanol (1-4, Figura 11) estruturalmente baseados nas evidéncias
tedricas e experimentais dos estudos descritos por Ribeiro-Viana et. al. (2016)

indicadas abaixo:

— O nitrogénio piridinico participa de interacdo importante com o ferro do
grupo heme para formacdo dos complexos entre derivados 3-
alquilpiridinicos estudados;

— Os complexos 2:1 (hemel/ligante) sdo os modos de complexagdo mais
favoraveis no equilibrio termodinamico;

— O comprimento da cadeia alifatica do ligante é importante para permitir a

formacao do complexo 2:1.
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Dessa forma, tendo em vista que a dimerizacdo da porcdo 3-
piridinopropanoxi pode favorecer a formacao do complexo 2:1, de modo que 0s
dimeros promovam potencialmente a inibicdo de formacdo de hemozoina e, por
consequéncia, apresentem atividade antiplasmodial, os dimeros 1-4 foram
propostos (Figura 11, A). De modo geral, suas estruturas sdo constituidas de
duas unidades 3-piridinopropanoxi (em vermelho, na Figura 11) espacadas por
uma cadeia alifatica e linear. Os dimeros 1 e 2 apresentam como espacador
central o grupo succinico (em azul). O primeiro constitui-se, adicionalmente, de
cadeia espacadora intermedidria de seis carbonos (em preto), que devera
contribuir para manter o maior distanciamento entre as unidades 3-
piridinopropanoxi (18 atomos), em relacdo aos demais componentes da série.
De certa forma, o dimero 1, dentre 0s quatro dimeros propostos, carrega maior
identidade estrutural com as substancias do estudo precursor (Figura 11, B), ao
preservar o oxigénio da unidade 3-piridinopropanoxi constituindo grupo éter com
cadeia alquilica e por isso, podera validar a importancia desse grupo na
formacdo de associacdes complementares com o heme, com base nos
resultados de estudos de interacdo. O dimero 2, por outro lado, corresponde ao
componente da série em que as unidades funcionais se apresentam mais
préximas (4 atomos) e, assim como em seus homologos (dimeros 3 e 4), mas
distintamente de 1, em sua estrutura o oxigénio da unidade 3-piridinopropanoxi
forma grupo éster, cuja relevancia na interacdo com grupo heme podera ser
avaliada. A série homologa (dimeros 2, 3 e 4), podera permitir a avaliacdo de
como diferentes extensdes dos grupos espacador central afetam a formacéo de

complexos 2:1.

Dessa forma, os dimeros sintetizados devem ser avaliados, em primeiro
momento quanto a capacidade de interacdo e afinidade com a hematina (heme
livre), por meio de ensaios de titulagdo espectroscopica de absor¢cdo no UV-vis

e, futuramente, quanto suas atividades antiplasmodiais frente a P. falciparum.
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Figura 11. Planejamento da série de dimeros 3-alquipiridinicos.

Derivados 3-alquilpiridinicos estudados anteriormente (RIBEIRO-VIANA et al., 2016)

R R =contem
A 07T grupo
Ej/\/\ : nucleofilico
7
- I J
grupo espacador
3-piridinopropanoxi alquilico
A (n =3 o0ub)

Dimeros 3-alquilpiridinicos propostos no presente trabalho

N
O ~ |
| N O 0]
| J . I J
grupo espagador espacador espacgador grupo
3-piridinopropanoxi intermediario central intermediario 3-piridinopropanoxi
(alquilico) (alquilico)
N
0] ~ |
0] AN
X .
WOM‘/ 2:n = 1 (succinil)
NG o 3: n = 2 (adipoil)
{ J{ “ J 4: n = 4 (sebacoil)
grupo espagador grupo
3-piridinopropanoxi central 3-piridinopropanoxi
B (n=1,20u4)

Complementarmente, dois derivados ndo diméricos do 3-piridinopropanol,
0os compostos 9 e 10 (Figura 12), foram também planejados com vista a sua
avaliacdo frente a ensaios de interacdo e afinidade com a hematina. As
estruturas desses compostos contém unidades estruturais presentes nos
dimeros 1 e 2, respectivamente, e apresentam terminalmente grupo succinico,
com uma carboxila livre. A comparacao da atividade inibitoria da agregacéo de
hematina desses compostos e dos dimeros correspondentes, permitira
identificar a relevancia da proposta de dimeriza¢do na aquisi¢cdo de substancias

com potencial antimalarico.



Figura 12. Estrutura de derivados 3-alquilpiridinicos nao dimérico propostos.
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Derivados 3-alquilpiridinicos nao diméricos propostos no presente trabalho
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa a sintese de uma série de dimeros derivados do 3-
piridinopropanol e a avaliagdo destes em relacdo ao potencial de inibir a
formacao de hemozoina e em relagéo as suas atividades antiplasmodiais frente

ao Plasmodium falciparum.
2.2 Objetivos especificos

— Sintetizar e caracterizar estruturalmente dimeros derivados de 3-
piridinopropanol e de derivados ndo diméricos, contendo 0S grupos
succinil, adipoil e sebacoil como espacadores.

— Avaliar a interacdo dos dimeros com o grupo heme, a partir da
determinacdo das respectivas constantes de dissociacdo e da
estequiometria destas interacdes através da titulagdo espectroscopica de

absorcédo UV-vis.
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3. PROPOSTA DE SINTESE

Os dimeros 1, 2, 3 e 4, compostos inéditos na literatura, podem ser

obtidos em Unica etapa, por esterificacdo, a partir de um alcool e diferentes

diacidos carboxilicos. O alcool precursor do dimero 1 é o 3-piridinopropoxiexanol

(5), enquanto os dimeros 2-4 podem ser obtidos a partir do 3-piridinopropanol,

disponivel comercialmente. As estruturas dos dimeros planejados estédo

representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Estruturas dos dimeros 1, 2, 3 e 4 e seus precursores sintéticos.

Dimero Grupo N Precursor alcool Precursor acido dicarboxilico
espacador ]
1 succinil 3-piridinopropoxiexanol (5) (4ci d'A(\)Clld?l—Etigggg?éico)
- L Acido succinico
2 succinil 3-piridinopropanol (4cido 1,4-butanoditico)
e e Acido adipico
3 adipoil 3-piridinopropanol (4cido 1 6—hexapnodic')ico)
] o Acido sebasico
4 sebacoil 3-piridinopropanol (4cido 1,10-decanodidico)
N
0] z |
O NN

| X 07 TN No O X

N/ ° 1

N
i \/\Q

X O)WO A 2n=1
| " 3n=2

NG O 4n=4

*Grupo espacador em azul

O alcool 5 pode ser obtido pela metodologia descrita por Goncgalves e

colaboradores (2014), que envolve uma rota sintética de quatro etapas, partindo-
se do 1,6-hexanodiol e do 3-piridinopropanol (

Figura 13).
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Figura 13. Rota sintética para obtencédo do composto 5 proposta por Gongalves e
colaboradores (2014).

DHP MsCl
KHSO4(aq) /O EtsN
| CH,Cl,
Ho ™ Ton M0 o o D0 07 e Ms0” 07 0
9% 87%
1,6-hexanodiol 6 7

3-piridinopropanol

69%
Et,0/BugN*Br/NaOHsq) °

)
@MO/MfOH HCl(aq) A o ™0 o
-

— _
N 5 92% N 8

Diversas metodologias podem ser empregadas para a obtencdo de
ésteres a partir de alcoois. Desde a reacao desenvolvida por Fischer em 1895
(FISCHER; SPEIER, 1895) em que acido carboxilicos sdo aquecidos com
alcoois sob catalise acida, muitas metodologias foram desenvolvidas, que
utilizam diferentes acidos préticos ou acidos de Lewis. A obtencdo de ésteres
pela reacdo de Fischer exige um bom controle sobre o equilibrio quimico. A
reacao produz, além do éster, 4gua, que em meio acido pode causar a hidrolise
do éster, levando a sua deposicdo aos reagentes originais. Dessa forma, é
comum que se utilize peneiras moleculares ou um sistema de destilacdo
acoplado ao meio, visando a remocéao de agua (CHEN; MUNOT, 2005; KOMURA
et al., 2008).

Dentre as metodologias mais usuais, estdo as que envolvem haletos de
acila (principalmente cloretos de acila). Além dos haletos de acila disponiveis
comercialmente, podem ser utilizados aqueles preparados a partir de acidos
carboxilicos por reacao com tricloreto ou pentacloreto de fosforo (PCls ou PCls),
cloreto de tionila (SOCI2) ou de oxalila (C202Cl2), o0 que torna o processo bastante
versatil. Uma desvantagem dessas metodologias, no entanto, é que o0s
reagentes envolvidos na conversdo dos acidos carboxilicos a haletos de acila
s&o bastante toxicos. Esteres também podem ser obtidos a partir de anidridos,
em presenca de base. No entanto, os anidridos sdo menos reativos que 0s

haletos de acila e, por serem formados a partir de do acoplamento de dois acidos



42

carboxilicos, as reacdes que os empregam desperdicam um equivalente de
acido carboxilico como grupo abandonador. Por razdo disso, as esterificacdes
que partem de anidridos mais comumente empregam anidrido aciclicos de baixo
custo, como o anidrido acético e o anidrido benzoico, ou os ciclicos, formados a
partir de 4cidos dicarboxilicos, como o anidrido succinico e o anidrido maléico
(MCMURRAY, 2021).

Sao também utilizadas amplamente as metodologias que derivam da
esterificacdo de Steglich (BERNHARD; WOLFGANG, 1978), que utilizam
carbodiimidas como agente de acoplamento e, nas quais usualmente s&o
empregadas quantidades cataliticas de DMAP (N,N-4-dimetilaminopiridina).
Esses métodos sao de facil execucdo e, de forma geral, apresentam bons
rendimentos na converséo direta de acidos carboxilicos em ésteres. Além da
DCC (1,3-dicicloexilcarbodiimida), uma das primeiras carbodiimidas
desenvolvida como reagente de esterificacdo e relacionada a metodologia de
Steglich, outras carbodiimidas s&o disponiveis comercialmente, sendo as mais
comuns a EDC (N-etil-N*-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) e a DIC (N,N'-
diisopropilcarbodiimida). A DCC é o reagente de menor custo dentre todos, no
entanto, fornece como produto de hidrélise uma ureia (DCU, N, N’-
dicicloexilureia) que é em maior parte removida por filtracdo, mas que permanece
em alguma quantidade no bruto reacional, sendo de dificil separagdo. Em
relacio a DCC, a DIC apresenta como produto de hidrolise, a N,N'-
diisopropylurea que € bastante sollavel em solventes organicos e favorece os

processos de purificacdo do produto desejado(GILLES et al., 2015).

Ainda, de modo mais especifico, outros agentes de acoplamento nao
pertencentes a classe das carbodiimidas também podem ser empregados em
esterificacdo direta de &acidos carboxilicos e 4&lcoois, tais como o 2-
ditienilcarbonato (2-DTC), o N,N’-carbonildiimidazol (CDI) e o anidrido
trifluoroacético (TFAA) (GILLES et al., 2015).

Dessa forma, com base nas consideracdes acima, visando o uso de um
método eficiente e seguro, a sintese dos dimeros 1-4 foi planejada como um
processo one-pot, em que Aacidos dicarboxilicos seriam diesterificados com
alcoois contendo o fragmento estrutural 3-alquilpiridina, em presenca de DIC e
DMAP (Figura 14).
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Figura 14. Proposta de obtencdo dos dimeros 1-4 a partir de alcoois contendo o
fragmento estrutural 3-alquilpiridina e acidos dicarboxilicos.
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Os derivados carboxilicos 9 e 10, podem ser obtidos através de reacdes
entre o anidrido succinico e os alcoois 3-piridinopropoxiexanol (5) e 3-
piridinopropanol, de acordo com o esquema apresentado na Figura 15, por

adaptacao da metodologia descrita por Hayen e colaboradores (2000).

Figura 15. Proposta de obtencao dos derivados nao-diméricos 9 e 10.
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O desenvolvimento e o resultado das propostas de sintese para 0s
compostos 1-5 e 9-10, os mecanismos das reacdes envolvidas, bem como a
caracterizacdo dos compostos obtidos, apresentam-se discutidos na secéo

seguinte.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Sintese
4.1.1 Sintese do precursor 5

Uma etapa prévia fundamental para funcionalizacdo seletiva de diois
terminais é a diferenciacdo da reatividade dos grupos hidroxilas, sendo que a
estratégia de monoprotecdo permite a preservacdo de um desses grupos,

enguanto o outro grupo continua disponivel a reagir.

Sendo assim, a sintese do precursor 5, foi iniciada pela prote¢cdo de uma
das hidroxilas do 1,6-hexanodiol por reagdo com 3,4-diidro-2H-pirano (DHP), em
tolueno, formando um acetal (6), com rendimento de 72% (Figura 16). O meio
reacional se caracterizou por ser um sistema bifasico, constituido por uma fase
aquosa acida (devido a dissolucdo do hidrogenossulfato de potassio, KHSO4) e
por uma fase organica (tolueno). O diol se encontra majoritariamente
concentrado na fase aquosa, onde ird reagir com o DHP em presenca do ion
hidrénio (HsO*) e formar o monoéter 6, sendo que esse ira migrar para a fase
organica e, assim, nao ira mais reagir, devido a auséncia das espécies cataliticas
na fase organica (essas se encontram presentes na fase aquosa). Dessa forma,
ha a formacéo seletiva da espécie monoprotegida (NISHIGUCHI et al., 2000).

Figura 16. CondicGes e rendimento da reac&o de formacéo do acetal 6 a partir do 1,6-
hexanodiol.

DHP

KHSOy4(aq)
OH tolueno /\/\/\/OH
HO/\/\/\/ 4“ 0 ')

6
72%

A formacao do acetal 6, em meio acido, decorre da reagéo entre uma das
hidroxilas do 1,6-hexanodiol (empregado em excesso, de modo a favorecer a
formacdo do derivado mono-THP, 6) e o DHP protonado, seguida da
desprotonacao do intermediario formado, de acordo com o esquema ilustrado na

Figura 16. A reacao foi interrompida apos 2h, sem que fosse observado o
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consumo total do material de partida (1,6-hexanodiol), com o intuito de se evitar

a formacé&o do diacetal correspondente.

Figura 17. Mecanismo proposto para a reacdo de formacao do acetal 6 a partir do 1,6-

hexanodiol.
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O composto 6 foi purificado por coluna cromatografica e sua
caracterizacao foi realizada comparando-se os dados experimentais de RMN de
'H e RMN de 3C com os disponiveis na literatura (GONCALVES et al., 2014).
Em seu espectro de RMN de 'H, observa-se o sinal em &+ 4,57, atribuido ao
hidrogénio acetalico, caracterizando a presenca do grupo THP, o tripleto em &H
3,64 atribuido aos hidrogénios carbindlicos (CH20H), além de quatro sinais entre
On 3,39 e dn 3,92, atribuidos aos hidrogénios diasterotopicos dos carbonos
metilénicos ligados oxigénios do grupo THP. No espectro de RMN de 3C, o sinal
em &c 98,86 foi atribuido ao carbono acetélico e o sinal em &c¢ 62,80 foi atribuido
ao carbono ligado a hidroxila (Figura 18).

Figura 18. Atribuig&o parcial dos sinais de RMN de 6.
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5c 98,9
X “
KO (D\/\/\/OH
quatro sinais entre b4 3,64
5 3,39-3,92 8¢ 62,8

Com vistas a obtencdo do composto 5, um éter derivado do reagente
comercial 3-piridinopropanol, o alcool 6 foi previamente submetido a reagéo de
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mesilacdo pela reacdo com cloreto de mesila em diclorometano seco, em
presenca de trietilamina (Figura 19). A reacdo de mesilacdo ocorre por meio do
mecanismo de substituicdo nucleofilica, onde o ataque nucledfilico provoca a
saida do grupo abandonador (cloreto, nesse caso).

Figura 19. Condicdes da reacdo de mesilacdo da hidroxila livre do composto 6, para
obtencéo de 7.
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O composto 7 foi obtido como um 6leo incolor com um rendimento de
75%. A caracterizagdo do composto 7 foi feita comparando-se os dados dos
espectros de RMN de 'H e de RMN de 3C com os dados disponiveis na literatura
(GONCALVES et al., 2014). No espectro de RMN de *H (Figura 20), destacam-
se o sinal em &+ 4,57, atribuido ao hidrogénio metinico do grupo THP, o tripleto
em On 4,23, atribuido aos hidrogénios do carbono ligado ao oxigénio do grupo

mesilato e o simpleto em &n 3,05 respectivo a metila do grupo mesilato.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H do composto 7 (CDCls, 400 MHz) com atribuicdo
dos sinais.
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O composto 7 foi submetido a eterificacdo por reacdo com 3-
piridinopropanol em meio basico, mediada por catalise de transferéncia de fase,

para formar o derivado 8, precursor direto do composto 5.

A catalise de transferéncia de fase aplica-se em reacfes de sistema
bifasico e se baseia na atuacdo de um agente transferidor, sendo esse um
composto com capacidade de permear entre 0s meios aquoso e organico, além
de formar par ibnico com anions e fazer com que esses também possuam essa
capacidade de permeacdo, o que possibilita a interacao entre espécies quimicas
dos diferentes meios e aumenta a velocidade reacional. Os catalisadores de
transferéncia de fase mais comuns sdo os sais de amonio quaternarios
(LUCCHESE; MARZORATI, 2000). A catalise de transferéncia de fase foi
escolhida, nesse caso, visando-se maior facilidade operacional, ja que a reacao
classica de Williamsom requer solventes anidros e baixas temperaturas
(LUCCHESE; MARZORATI, 2000; WILLIAMSOM, 1852).

Para a obtencdo do composto 8 (Figura 21), o catalisador de

transferéncia de fase utilizado foi o brometo de tetrabutilamoénio. O sistema
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bifasico foi constituido de éter etilico e solu¢cdo aquosa de hidroxido de sodio

50% (m/v). O composto 8 foi obtido com 38% de rendimento.

Figura 21. Condicdes e rendimento da reacado de eterificacdo por catalise de
transferéncia de fase para obtencao de 8.
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38%
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De acordo com o mecanismo proposto por Starks para reacdes de
catalise de transferéncia de fase (Figura 22) (STARKS, 1971; STARKS; OWENS,
1973) o brometo de tetrabutilamdnio interage com o ion hidréxido, formando
assim o par ibnico que possibilita sua passagem para o meio organico. Na fase
organica, o hidréxido deve desprotonar a hidroxila do 3-piridinopropanol,
gerando o alcéxido correspondente. Esse alcéxido, por sua vez, realiza um
ataque nucleofilico no composto 7, promovendo assim uma Sn2 que resultara na

formacdo do composto 8.
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Figura 22. Mecanismo proposto para a reacao de eterificacdo sob condicbes de
catalise de transferéncia de fase de acordo com Starks (1971)
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curso da reacéo e no espectro de RMN de 'H, a formacdo de um co-produto no
bruto reacional, e que o baixo rendimento da sintese do composto 8 se deve a
ocorréncia de hidrélise do grupo mesilato de 7, que resulta na formacgéo de 6. O
co-produto isolado corresponde ao éter formado pela reagéo entre 7 e o alcool 6
(Figura 23).

Figura 23. Estrutura do co-produto obtido na reacao de catalise de transferéncia de
fase para obtencéo do composto 8.
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co-produto da reacao de

obtencao do composto 8
A caracterizagcdo do composto 8, obtido como um liquido incolor, foi
realizada através da andlise dos dados obtidos por RMN de 'H e RMN de 13C,
que se mostraram de acordo os dados disponiveis na literatura (GONCALVES

et al., 2014). Pela andlise de seu espectro de RMN de H, atribuiu-se os sinais
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em on 8,48, 7,53 e 7,25 aos hidrogénios do anel piridinico, enquanto o sinal em
OH 4,57 foi atribuido ao metino do grupo THP. Os sinais 6+ 3,86 e 3,65 foram
atribuidos aos hidrogénios metilénicos diasterotopicos adjascentes ao oxigénio
do grupo THP (Figura 24). Os demais sinais séo referentes aos demais grupos

metilénicos presentes em sua estrutura.

Figura 24. Atribuicdo parcial dos sinais de RMN de *H de 8.
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A desprotecdo da hidroxila do composto 8, pela remocdo do grupo
tetraidropiranoil (THP), para formacao de do alcool 5 (Figura 25) foi alcancada
com 54% de rendimento. Para isso, tratou-se o composto 8 com solucéo

metandlica de acido cloridrico, a temperatura ambiente.

Figura 25. Condic6es da reacdo de hidrélise acida do acetal 8, para obtencao do

composto 5.
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A hidrdlise do grupo acetal ocorre por mecanismo reverso ao de sua
formacdo. A protonacédo do oxigénio acetalico favorece a eliminacdo de DHP e

formacao do alcool 5.

O composto 5 foi caracterizado por RMN de 'H e RMN de 3C.
Comparou-se esses dados com os disponiveis na literatura (GONCALVES et al.,
2014). No espectro de RMN de 'H de 5 (Figura 26), o sinal em dn 8,44 foi
atribuido a H-2 e H-6 (sinais sobrepostos) e o sinal én 7,22 atribuido ao H-5 do

anel piridinico. O sinal em dn 7,52 foi atribuido a H-4 do anel piridinico, sendo
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este Ultimo um dupleto com constante de acoplamento de 7,7 Hz, resultante de
acoplamento 3J. O sinal em &+ 3,65 foi atribuido aos hidrogénios do metileno
ligado a hidroxila, e o sinal em &n 3,40 aos hidrogénios dos metilenos ligados ao

oxigénio do grupo éter.

Figura 26. Espectro de RMN de *H do composto 5 (CDCls, 400 MHz) com atribuicdo

dos sinais.
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4.1.1 Sintese dos dimeros 1-4

Os dimeros 1-4 foram obtidos em etapa Unica a partir da reacao entre
acidos dicarboxilicos e alcoois correspondentes, empregando como agentes de
acoplamento a diisopropilcarbodiimida (DIC), em presenca de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), por adaptacdo da metodologia de Steglich
(KUSAKA et al, 2003) (Figura 27). As carbodiimidas sdo compostos
caracterizados pelas ligacdes duplas acumuladas entre um atomo de carbono e

atomos de nitrogénio (RN=C=NR) e destacam-se como agentes de acoplamento



53
principalmente na quimica de polimeros e na sintese de peptideos, amidas e
ésteres (KHORANA, 1953; WANG, YANG; ZHANG; Xl, 2020).

Figura 27. Metodologia de esterificacdo empregada para a obtencao dos dimeros 1-4.
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O mecanismo proposto para reacao que levou a formacao dos dimeros
1-4, estd apresentado na Figura 28 (BERNHARD; WOLFGANG, 1978). As
esterificacées mediadas por carbodiimida (DIC, no caso), envolvem a formagéo
de um intermediario O-acilisoureia (1), cuja reatividade € similar a de um anidrido
de acido. O DMAP, nesse contexto, desempenha catéalise nucleofilica, reagindo
com o intermediario O-acilisoureia e formando um intermediario reativo (Il) que
sofre substituicdo nucleofilica ao reagir com o alcool, para formar o éster

correspondente.
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Figura 28. Mecanismo proposto para reacdo de formacao dos dimeros 1-4
(BERNHARD; WOLFGANG, 1978).
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O dimero 1, inédito na literatura, foi obtido com um rendimento global
baixo (0,62%) principalmente devido ao baixo rendimento da etapa de final. O
dimero 1 foi obtido a partir do alcool 5, com apenas 4% de rendimento
(resultando em apenas 17 mg de 1). As placas de CCD desenvolvidas durante o
curso reacional e a partir do produto bruto, evidenciaram a conversdo completa
dos reagentes no produto desejado, no entanto, houve dificuldades de se

retomar esse composto na quantidade esperada apdés submeté-lo a coluna

cromatografica.

Os dimeros 2, 3 e 4, também inéditos na literatura, foram obtidos em
Unica etapa a partir do 3-piridinopropanol e dos acidos dicarboxilicos succinico,
adipico e sebasico, respectivamente, com rendimentos entre 60 e 100%, a partir
da mesma metodologia que permitiu a obtencdo do dimero 1.
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Os dimeros 1-4 foram caracterizados por RMN de 'H e RMN de *2C. Os
dados espectrais estdo nos itens 6.2.6 e 6.2.7 e 0s espectros estao apresentados
no Apéndice 8.1. Nessa secao, representativamente, segue descrita a atribuicdo
dos dados de RMN do dimero 1 (Figura 29 e Figura 30).

No espectro de RMN de 'H de 1 (Figura 29), os hidrogénios do grupo
piridino foram observados em ou 8,47 (H-2/H-6), &1 7,55 (H-4) e d1 7,27 (H-5). O
tripleto em &1 4,10 (3J = 6,4 Hz) foi atribuido aos hidrogénios dos grupos
metilenos ligados a oxigénio da carboxila de éster (CH20CO). Os hidrogénios
dos grupos metilenos ligados a oxigénio do grupo éter (CH20R) foram
evidenciados pelo sinal em ®n 3,41, enquanto os hidrogénios metilénicos
adjacente ao grupo piridinico (CH2Ar) forneceram o tripleto em &n 2,73. O
simpleto em dn 2,63 caracteriza 0s grupos metilenos constituintes da porgéo
succinil (CH2COz2). Os sinais em 6n1 1,91 e d1 1,63 € o0 multipleto em &n 1,41-

1,32 séo referentes aos demais hidrogénios metilénicos (20H).
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Figura 29. Espectro de RMN de *H do dimero 1 (CDClz, 400 MHz) com atribui¢do dos

sinais.
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Dentre os sinais observados no espectro de RMN de 13C de 1 (Figura 30),
foram atribuidos aos carbonos do anel piridinico, os sinais em &c 149,47 (C-2),
oc 147,07 (C-6), dc 137,35 (C-3), &¢c 136,11 (C-4) e dc 132,24 (C-5). O grupo
succinico foi caraterizado pelo sinal em dc 172,35, referente aos carbonos
carbonilicos (C=0) e por um dos sinais entre d¢c 30,97 e &c 25,78. Em &¢ 70,88
e Oc 69,48 foram observados os sinais referentes aos metilenos ligados ao
oxigénio do grupo éter (CH20R) e em &c 64,78 o sinal atribuido ao metileno
ligado ao oxigénio da carboxila de éster (CH20CO). Os outros seis sinais entre
0c 30,97 e &c 25,78 séo referentes aos demais grupos metilénicos da cadeia
alifatica.
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Figura 30. Espectro de RMN de *3C do dimero 1 (CDCls, 100 MHz) com atribuicdo dos

sinais.
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4.1.2 Sintese dos compostos 9 e 10

Os éacidos 9 e 10 foram obtidos em Unica etapa a partir da reacdo dos
alcoois 3-piridinopropoxiexanol (5) e 3-piridinopropanol, respectivamente, com
anidrido succinico, em tolueno, de acordo com metodologia adaptada de Catry
e Maddre (2007) e ilustrada nos esquemas apresentados na Figura 31. O

composto 9 foi obtido com redimento quantitativo e o composto 10 como 60% de
rendimento.

Figura 31. Condicoes e rendimentos das reacdes para a obtencédo dos compostos 9 e

10.
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A reacdo ocorre por mecanismo de substituicdo a carbonila. Na primeira
etapa, a hidroxila primaria do alcool ataca nucleofilicamente uma das carbonilas
do anidrido succinico. O intermediario formado se decomp®fe espontaneamente
pela reconstituicdo da carbonila (formagéo de éster) e saida da carboxila, o que
resulta na abertura do ciclo de cinco membros (Figura 32).

Figura 32. Mecanismo da reagao substituicdo nucleofilica a carbonila envolvido na
formacédo dos compostos 9 e 10.
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Os compostos 9 e 10 foram caracterizados por RMN de 'H e de 3C. A
Figura 33 apresenta a atribuicdo dos sinais que caracterizam suas estruturas.
Os dados espectrais completos estdo nos itens 6.2.8 e 6.2.9 e 0s espectros estéo
apresentados no Apéndice 8.1. Nessa secdo, representativamente, segue
descrita a atribuicdo dos dados de RMN que caracterizam o derivado carboxilico
9.

No espectro de RMN de 'H de 9, os sinais em &1 8,52-8,41 (H-2/H-6),
OH 7,64 (H-4) e du 7,35-7,25 (H-5) foram atribuidos aos hidrogénios piridinicos.
O ftripleto em dx 4,15 (3J = 6,40 Hz) foi atribuido aos hidrogénios do metileno
ligado ao atomo de oxigénio da carboxila de éster. Os metilenos ligados ao
oxigénio do grupo éter foram observados em 61 3,39-3,20. O sinal em dn 2,77
foi atribuido aos hidrogénios metilénicos adjacentes ao anel piridinico. Os
metilénicos do grupo succinil foram observados em &1 2,59-2,72. No espectro de
RMN de 13C de 9, destaca-se a presenca dos sinais em &c 175,1 (CO &cido) e
0c 172,7 (CO éster) referentes aos carbonos carbonilicos e o sinal em &c 64,3

referente ao carbono metilénico ligado ao oxigénio do grupo éster.
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Figura 33. Atribuigéo parcial dos sinais de RMN de 9 e de 10.
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4.2 Ensaios de titulacdo espectroscopica de absor¢do no UV-vis

Para avaliar se as substancias sintetizadas séo capazes de se associarem
a hematina (definida aqui como receptor), foi utilizado um modelo de interacao
entre estes ligantes e a ferriprotoporfirina I1X, usando espectroscopia no
ultravioleta-visivel (RIBEIRO-VIANA et al., 2016). Nesse tipo de experimento,
realiza-se a adicdo de pequenos volumes com concentracdo conhecida dos
ligantes, mantendo-se constante a concentracdo do receptor e se observa a
variacdo na absorbancia nos espectros gerados. E interessante notar que
estudos de interacdo usando hematina sdo dificeis de serem realizados em
solugdes aquosas puras, devido a ocorréncia de agregacgao e da pouca variagao
na intensidade de bandas quando essa se associa com ligantes (BASILICO et
al., 1998; BROWN; HATZIKONSTANTINOU; HERRIES, 1980). Por outro lado,
quando se utiliza uma solugcédo aquosa contendo 40% de DMSO, a hematina &
mantida no meio na sua forma monomérica e a sua interacdo com ligantes
resulta em variacdes de facil observacdo da banda de Soret (401 nm). Assim,

usando esse sistema de solventes € possivel obter dados qualitativos, como a
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ocorréncia de interacdo ligante-receptor, como quantitativo, como o céalculo da
constante de dissociacdo (COLLIER et al., 1979).

Os experimentos de titulacdo espectrofotométrica foram realizados para
os dimeros 1-4 e para os compostos 9 e 10. Suas respectivas absorbancias
versus concentracfes foram inseridas em grafico de dispersdo XY, conforme

mostra a Figura 34.



Figura 34. Graficos de dispersdo XY de absorbancias versus concentracoes
resultantes de titulagcdo no UV-vis das substancias 1-4 e 9-10 com hematina.
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O primeiro ponto a se a se destacar é que, para as substancias avaliadas,
os complexos formados entre hematina e cada um dos ligantes apresentam
coeficiente de absortividade molar menor que o da hematina na forma livre.
Portanto, ao se adicionar o ligante na soluc&o do receptor, existem duas ou mais
espécies em solucao que absorvem a luz em 401 nm: a hematina na forma livre
e suas formas associadas ao ligante, que por possuirem menor absortividade
molar, contribuem para diminuicdo de absorbancia nesse comprimento de onda.
Entretanto, além desse, outros fatores podem contribuir para diminuicdo da
absorcao, como a agregacgéo induzida por adigdo de outras substancias (neste
caso os ligantes), o que resultaria em precipitacdo das espécies responsaveis
pela absorcdo da radiacdo no comprimento de onda observado (BASILICO et
al., 1998).

E importante salientar que a avalia¢do de interacdo supramolecular entre
ligantes e receptores deve considerar é a forma da curva do gréafico de disperséo
XY. A associacao reversivel entre duas substancias em solug¢éo ocorre conforme
um equilibrio entre as formas associadas e ndo-associadas e ao se adicionar
mais ligantes ao meio, o equilibrio desloca-se levando a maior formacdo do
complexo. Como o complexo apresenta menor absortividade molar, com o
aumento da concentracdo do ligante, ocorre progressivamente a diminuicao da
absorbancia do sistema. Porém, por mais que se adicione grande excesso do
ligante frente ao receptor, a formacdo do complexo € limitada pela constante de
associacao/dissociacdo e pela concentracao do receptor no meio. Ou seja, apos
um determinado ponto, mesmo com aumento da concentracao de ligante, existe
uma variacdo minima na concentracdo do complexo formado e, portanto, da
variacdo da absorbancia observada. Equilibrios de associacdo supramolecular
apresentam curvas do tipo ndo-linear, respondendo a modelos matematico como
de equac0Oes quadraticas e cubicas. Grafico com tendéncias paralelas ao eixo X,
ou plateau (Figura 35) é um dado qualitativo importante que informa que existe
associacdo supramolecular entre duas substancias (GUIMARAES, DANIEL
SILQUEIRA MARTINS et al, 2019; RIBEIRO-VIANA et al., 2016;
THORDARSON, 2011; VON KRBEK; SCHALLEY; THORDARSON, 2017).
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Figura 35. Gréfico de dispersdo XY hipotético com tendéncias paralelas no eixo X
(regido de plateau).
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Observando-se os graficos apresentados na Figura 34, identificou-se que
apenas as substancias 1 e 4 promoveram claramente a formacao de um plateau
e, portanto, apresentam uma interacdo substancial com a hematina. Gréaficos
sem definicdo clara de regido paralela ao eixo X indica, também, que estes
ligantes séo fracos, e a inflexdo da curva € muito suave devido a baixa constante

de associacao entre ambas.

Os dados quantitativos de afinidade foram calculados apenas para os
compostos 1 e 4, usando-se a plataforma Bindfit (Thordarson, 2015). As
afinidades sdo calculadas em termos de constante de associacédo (Ka), porém
serdo apresentadas nesse trabalho como constante de dissociacéo (Kd = 1/Ka)
devido ao significado pratico que essa medida apresenta. A constante de
dissociacao (Kd) representa a metade da concentracdo necessaria de ligante
para se atingir a ocupacao total dos receptores. Para os compostos 1 e 4 foram

encontrados valores de Kq iguais a 71,17+2,87 e 88,79+3,01 pmol L.

Considerando que ambas as substancias séo diméricas e simétricas e,
portanto, 0s grupos expostos nas extremidades sdo os mesmos, um modelo
matematico para modos de interacdo 2:1 (heme/ligante) de ndo-cooperatividade
foi utilizado para céalculo dos respectivos Kd. Esse modelo considera que a
ligagéo de um primeiro grupo nao interfere, positiva ou negativamente, na ligagéo
do segundo (VON KRBEK; SCHALLEY; THORDARSON, 2017). Portanto, as

duas constantes de dissociagao, Kdi1 (constante de dissociagdo do complexo
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1:1) e Ka12 (constante de dissociacdo do complexo 2:1), apresentam valores
iguais (Figura 36).

Figura 36. Equilibrios da formac¢do dos complexos 1:1 e 2:1 entre hematina (receptor)
e os ligantes.
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Essa abordagem mostrou-se valida, uma vez que 0S grupos quimicos
ativos (anel piridinico) ndo devem apresentar afinidades diferentes frente a
moléculas de hematina, e também, considerando que para os ligantes 1 e 4, que
apresentam espacadores longos, existe distanciamento minimo para que nao
ocorra impedimento estérico para formacdo do complexo ternario hematina-
ligante-hematina. Outros dados, resultantes de analise dos complexos por
método in silico serdo necessarios para confirmacdo do arranjo estérico e

energético considerado e serdo obtidos futuramente.

De forma a se obter dados comparativos, realizou-se também o estudo da
interacao entre o grupo heme (ferriprotoporfirina IX) e a cloroquina, sendo que ja
€ conhecido que essa substancia é um ligante de alta afinidade, possui atividade
antimalarica e que essa se da através da interacdo com 0 grupo prostético em
guestdo. Os dados obtidos na titulacdo espectrofotométrica da cloroquina com o

heme sdo mostrados na Figura 37.
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Figura 37. Grafico de absorbancias versus concentracdes resultantes da titulacdo UV-
vis da cloroquina com a hematina
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Pode-se observar que a curva obtida nesse experimento segue 0 mesmo
comportamento que as obtidas para os dimeros 1 e 4, apresentando tendéncia
paralela ao eixo das abcissas e atingindo o plateau. Os dados fornecidos nesse
estudo foram tratados também pela plataforma Bindfit (Thordarson, 2015)
utilizando o modelo de interagdo UV 1:1, sendo que se encontrou para o
complexo formado cloroquina-heme o valor de Kq igual a 0,3+0,8 pmol L. Esse
valor mostra que a cloroquina realmente € um ligante muito eficiente em relagéo
ao grupo heme, sendo o valor de Kad encontrado para o complexo cloroquina-
heme menor que os valores encontrados para os complexos formados entre o
heme e os dimeros 1 e 4. Porém, isso ndo diminui o valor dos dimeros 1 e 4
como ligantes do heme ou como potenciais antiplasmodiais, sé mostra que essas
espécies interagem com o alvo em questao na mesma ordem de grandeza que

um ligante ja bem estabelecido.
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5. CONCLUSAO

Com vistas a aportar contribuicbes para quimioterapia da Maléria,
doenca endémica no Brasil e em outras &rea tropicais do planeta, com altas
taxas de morbidade e mortalidade, o presente trabalho foi movido pela intencao
de se avaliar o perfil de novas substancia sintéticas constituidas pela unidade 3-
piridinopropanoxi, especialmente dimeros, quanto ao potencial de inibicdo da
formacao de hemozoina. A inibicdo da formacgédo de hemozoina é um mecanismo
de acdo antimalérica. Para esse fim, seis derivados do 3-piridinopripanol inéditos
na literatura — quatro dimeros (compostos 1-4) e dois derivados ndo diméricos
(compostos 9 e 10) — foram sintetizados e submetidos a titulacdo
espectroscopica no UV-vis com hematina (ferriprotoporfirina IX). Considerou-se,
de antemé&o, que substancias que se associam a hematina livre em solucao, a
depender da afinidade, potencialmente desfavorecem a formacédo do polimero

supramolecular hemozoina.

O composto 1 foi obtido em cinco etapas, com rendimento global baixo
(0,62%) por razédo de dificuldades no seu isolamento, a partir do bruto reacional
da dltima etapa. Contudo, a metodologia empregada nessa etapa, que para a
formacéo do diéster 1 envolveu a reacdo do 3-piridinopropoxiexanol (5) com
acido succinico, em Unica etapa, foi adequada para a obtencao dos demais
dimeros 2, 3 e 4, partindo-se do 3-piridinopropanol e de &cidos dicarboxilicos

homologos. Os rendimentos obtidos variaram entre 60 e 62%.

Os derivados succinicos 9 e 10 foram igualmente obtidos em etapa
Gnica, pela esterificacdo dos alcoois primarios (5 e 3-piridinopropanol,
respectivamente) por reacdo com anidrido succinico, com rendimentos

satisfatorios.

Os resultados das titulagdbes no UV-vis dos compostos 1-4 e 9-10
evidenciaram que os dimeros 1 e 4 interagem de maneira importante com a
hematina (heme). Os demais compostos, no entanto, representam ligantes

fracos da hematina, com baixas constantes de associagao.

Dessa forma, as constantes de dissociacdo (Kd) do complexo ligante-

hematina foram determinadas apenas para o0s compostos 1 e 4, sendo
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encontrados valores de Ka iguais a 71,17+2,87 e 88,79+3,01 pmol.L?,

respectivamente.

Ao que tudo indica, sendo os composto 1 e 4 os ligantes de maior
afinidade pela hematina dessa série, a estrutura bifuncional, nesse caso
dimérica, constituida por espacadores lineares longos (10 a 18 atomos) entre as
unidades funcionais (3-piridinopropanoxi), € vantajosa para formacédo de
complexos com a hematina. Presume-se que os espacadores permitem o
distanciamento adequado para que ndo ocorra impedimento estérico que

desfavoreca a formacao do complexo ternario hematina-ligante-hematina.

Outros dados, resultantes de analise dos complexos por método in silico

serdo necessarios para confirmacao.

Uma descricdo mais precisa do arranjo estérico do complexo, bem como
o perfil energético para sua formacao requerem estudos futuros por métodos in
silico. Além disso, de modo a validar o potencial das substancias como
antimalaricos, prevé-se, também, a avaliacdo da atividade antiplasmodial dos
compostos descritos nesse trabalho frente ao Plasmodium falciparum e a
determinacao do indice de seletividade citotoxica em relacao a células humanas.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
6.1 Caracterizagdo por RMN dos compostos sintetizados

Os compostos foram caracterizados através de espectros de RMN de *H
(400,13 MHz) e de RMN de 13C (100,61 MHz) obtidos em um espectrometro
Bruker Advance IIl operando com uma sonda de deteccéo direta de 5 mm (BBO)
a 298 K, sendo que a multiplicidade dos sinais de RMN de H* foram denominadas
simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), duplo-tripleto (dt) e multipleto (m), enquanto
que as constantes de acoplamento (J) foram expressas em hertz (Hz). A
calibracdo dos espectros de RMN de 'H foram realizadas através do sinal do
TMS, enquanto nos espectros de RMN de 3C foram realizadas através do sinal

do solvente (no caso, CDClI3).

6.2 Sintese
6.2.1 Procedimentos gerais

As reacdes foram acompanhadas através de placas de cromatografia
em camada delgada (CCD) Alugram, silica gel 60 mesh. Os reveladores

utilizados foram:

— Acido fosfomolibdico (preparado a partir da dissolugéo de 10 g de acido
fosfomolibdico em 100 g de etanol a 0 °C);

— Verde de bromocresol (preparado pela dissolugéo de 40 mg de verde de
bromocresol em 100 mL de etanol, com adi¢cdo de gotas de uma solucéo
de NaOH 0,1 mol L! até que a solucéo do revelador se tornasse azulada);

— Dragendorff (obtido através da mistura e diluicdo com 100 mL de 4gua de
duas solugdes, a primeira contendo 170 mg de Bi(NO3)3.5 H20, 2 mL de
acido acético e 8 mL de agua, e a segunda contendo 4 g de Kl, 10 mL de

acido acético e 20 mL de agua).
Para as reagcfes em atmosfera inerte, utilizou-se gas nitrogénio (N2).

Os solventes, quando necessario, foram secos previamente pelo

tratamento com peneira molecular de 3 A ativada.
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As colunas cromatogréficas usadas na purificacdo de compostos foram
realizadas utilizando silica gel 40-63 um (silica flash, Merck®) como fase

estacionaria.

6.2.2 Sintese do 6-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)hexan-1-ol (6)
(NISHIGUCHI et al., 2000).

HO\/\/\/\OO

o)
6

Adicionou-se 1,6-hexanodiol (0,120 g; 0,59 mmol) a um baldo de reacao
de 25 mL de capacidade. Em seguida, adicionou-se 34,2 mL de tolueno e 2,4
mL de uma solucdo de hidrogenossulfato de potassio (KHSO4) a 2,5 mol.L™.
Entdo, adicionou-se lentamente 0,3 mL de DHP (3,29 mmol). O sistema reacional
foi condicionado a agitacdo magnética e temperatura ambiente. Acompanhou-se
0o andamento da reacdo através de placas de CCD (eluente: acetato de
etila/hexano 1:1; revelador: acido fosfomolibdico). Apés 2 h de reacéo, sem que
o consumo total do material de partida tenha sido observado, fez-se a extracéo
com agua destilada e diclorometano até que se neutralizasse o meio (trés
lavagens, aproximadamente 30 mL de agua/lavagem). Adicionou-se sulfato de
magnésio (MgSOa4) anidro a fase organica, sendo em seguida filtrada e o
solvente retirado por destilacdo a presséao reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna (silica flash; 20 mm de diametro e aproximadamente
16 cm de altura), utilizando-se uma mistura de hexano/acetato de etila 7:3 como

eluente. O composto 6 foi obtido como um 6leo incolor (72% de rendimento).

RMN de IH (CDCls, 400 MHz) 81 1,32-1,46 (m, 4H, CH2); 1,47-1,65 (m, 8H, CH2
e CH2-THP); 1,66-1,76 (m, 1H, CHz); 1,78-1,90 (m, 1H, CH>); 3,39 (dt, 1H, J=9,6
Hz, 6,6 Hz, CH20-THP); 3,46-3,55 (m, 1H, CH20); 3,64 (t, 2H, J=6,6 Hz, CH20H);
3,74 (dt, 1H, J=9,6 Hz, 6,8 Hz, CH20-THP); 3,81-3,92 (m, 1H, CH20); 4,55-4,59
(m, 1H, CH-THP). (lit..: RMN de H (CDCls, 400 MHz) &n 1,33-1,42 (m, 4H); 1,50-
1,61 (m, 8H); 1,69-1,75 (m, 1H); 1,79-1,87 (m, 1H): 3,39 (dt, 1H, J=9,6 Hz, 6,54
Hz); 3,48-3,53 (m, 1H); 3,64 (t, 2H, J=6,6 Hz): 3,74 (dt, 1H, J=9,6 Hz, 6,8 Hz):
3,84-3,90 (m, 1H): 4,57 (t, 1H, J=2,6 Hz) (GONCALVES et al., 2014) ppm.
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RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) 8¢ 19,66 (CH2-THP); 25,44 (CHz); 25,50 (CHa-
THP); 25,98 (CH2); 29,63 (CH2); 30,73 (CH2-THP); 32,64 (CH); 62,35 (CH20);
62,80 (CH20H); 67,48 (CH20-THP); 98,86 (CH-THP). (lit.: RMN de *C (CDCls,
100 MHz) &¢ 19,69; 25,45; 25,52; 26,00; 29,65; 30,75; 32,66; 62,16; 62,85; 67,49;
98,88.) (GONCALVES et al., 2014) ppm.

6.2.3 Sintese do metanossulfonato de 6-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)hexila
(7) (GONGALVES et al., 2014)

@)
7

Adicionou-se o composto 6 (0,64 g; 3,16 mmol) a um baldo de 125 mL.
Em seguida, adicionou-se 10 mL de diclorometano seco e condicionou-se 0 meio
reacional a agitacdo magnética. Entdo, em banho de gelo, adicionou-se
lentamente 1,8 mL de trietilamina (12,93 mmol) e, gota-a-gota, 0,5 mL de cloreto
de mesila (6,49 mmol). Apoés feita as adicdes, o meio reacional foi retornando
lentamente a temperatura ambiente. Acompanhou-se 0 andamento da reacao
através de placas de CCD (eluente: acetato de etila/hexano 1:1; revelador: acido
fosfomolibdico). Ap6s 18 h observou-se o consumo total do material de partida,
entdo realizou-se uma extracdo com agua destilada gelada e diclorometano (trés
lavagens, aproximadamente 30 mL de diclorometano/lavagem). Adicionou-se
sulfato de magnésio anidro a fase organica, que em seguida foi filtrada e
destilada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por coluna
cromatografica (silica flash; 20 mm de diametro; aproximadamente 15 cm de
altura), utilizando-se uma mistura hexano/acetato de etila 7:3 como eluente. O

composto 7 foi obtido como um éleo amarelado (75% de rendimento).

RMN de 1H (CDCls, 400 MHz) 8+ 1,36-1,48 (m, 4H, CH2-THP); 1,49-1,66 (m, 6H,
CH2 e CH2-THP); 1,73-1,82 (m, 2H, CH2); 3,05 (s, 3H, CHs); 3,39 (dt, 1H, J=9,6
Hz, 6,5 Hz, CH20-THP); 3,45-3,55 (m, 1H, CH20); 3,74 (dt, 1H, J=9,6 Hz, 6,7
Hz, CH20-THP); 3,80-3,93 (m, 1H, CH20); 4,23 (t, 2H, J=6,6 Hz, CH20Ms) 4,52-
4,60 (M, 1H, CH-THP). (lit..: RMN de H (CDCls, 400 MHz) 8+ 1,37-1,44 (m, 4H);
1,52-1,60 (m, 6H); 1,72-1,79 (m, 1H); 1,80-1,86 (m, 1H); 3,01 (s, 3H); 3,39 (dt,
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1H, J=9,6 Hz, 6,4 Hz); 3,48-3,53 (m, 1H); 3,74 (dt, 1H, J=9,6 Hz, 6,7 Hz); 3,84-
3,89 (m, 1H); 4,23 (t, 2H, J=6,56 Hz) 4,57 (t, 1H, J=2,6 Hz). (GONCALVES et al.,
2014) ppm.

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz) &c 19,68 (CHz-THP); 25,25 (CHz-THP); 25,42
(CH2); 25,70 (CHz2); 29,03 (CH2); 29,48 (CHz); 30,73 (CH2-THP); 37,32 (CHa);
62,40 (CH20); 67,30 (CH20-THP); 69,99 (CH20MSs); 98,91 (CH-THP). (lit.: RMN
de 13C (CDCls, 100 MHz) &c 19,71; 25,27; 25,44; 25,72; 29,05; 29,50: 30,74;
37,34; 62,44; 67,32; 70,01; 98,92.) (GONCALVES et al., 2014) ppm.

6.2.4 Sintese do 3-(3-((6-((tetrahidro-2H-piran-2
iloxi)hexil)oxi)propil)piridina (8) (GONCALVES et al., 2014)

Adicionou-se 3-piridinopropanol (0,747 mL; 5,79 mmol) a um baldo de
reacao de 125 mL. Em seguida, adicionou-se de éter dietilico (22 mL), brometo
de tetrabutilamonio (1,092 g; 3,4 mmol) e solucéo de hidréxido de sédio 50%
(m/v) (11,6 mL). O meio permaneceu sob agitacdo magnética, semi-aberto, por
15 min. ApGs esse periodo, adicionou-se o composto 7 (1,738 g; 6,20 mmol). O
sistema foi condicionado a temperatura ambiente e agitacdo magnética.
Acompanhou-se o andamento da reagdo através de placas de CCD (eluente:
acetato de etila’/hexano 3:7; revelador: acido fosfomolibdico). Apos 70 h, a fase
aguosa foi extraida trés vezes com éter etilico (aproximadamente 20
mL/lavagem). A fase organica foi agrupada e adicionou-se sulfato de magnésio
anidro (MgSOa4) para retirar a agua residual. Em seguida, filtrou-se o meio e
vaporizou-se o solvente por meio de presséo reduzida (rota-vapor seguido de
alto vacuo). O residuo foi purificado em uma coluna cromatogréfica (silica flash;
20 mm de diametro; aproximadamente 17 cm de altura) utilizando uma mistura
hexano/acetato de etila 7:3 como eluente. O composto 8 foi obtido como um 6leo
amarelado (38% de rendimento).
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RMN de H (CDCls, 400 MHz) 51 0,75-1,00 (m, 1H); 1,10-1,30 (m, 2H); 1,35-1,45
(m, 4H, CH2); 1,45-1,70 (m, 14H, CH2); 1,75-1,90 (m, 4H, CHy); 2,65-2,75 (m,
2H, CHy); 3,30-3,56 (m, 8H, CH20); 3,60-3,70 (m, 1H, CH20); 3,70-3,80 (m, 1H,
CH20-THP); 3,80-3,92 (m, 1H, CH20-THP); 4,57 (m, 1H, CH-THP); 7,20-7,30
(m, 1H, H5py); 7,50-7,55 (m, 1H, H4py), 8,40-8,48 (m, 2H, H2py e Ho6pYy). (lit.:
RMN de *H (CDCls, 400 MHz) &+ 1,30-1,43 (m, 8H); 1,50-1,63 (m, 4H); 1,66-1,75
(m, 1H); 1,79-1,92 (m, 1H); 2,70 (t, 2H, J=7,4 Hz); 3,38-3,43 (m, 5H); 3,47-3,53
(m, 1H); 3,74 (dt, 1H, J=9,6 Hz; J=6,8 Hz); 3,84-3,90 (m, 1H); 4,58 (t, 1H, J=2,6
Hz); 7,19-7,23 (m, 2H); 7,52 (d, 2H, J=7,8 Hz); 8,43-8,46 (m, 2H) (GONCALVES
et al., 2014) ppm.

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz) &c 19,68 (CH2-THP): 25,43 (CH2-THP):; 25,51;
25,98 (CH2); 26,05 (CH2-THP); 26,10; 29,46 (CHz); 29,66 (CH2); 30,72 (CH2-
THP); 30,95 (CH2); 32,65; 62,36; 62,86 (CH20); 67,54 (CH20-THP); 69,40
(CH20); 70,95 (CH20); 98,83; 98,87 (CH-THP); 123,28 (C3py); 135,96 (C4py);
137,24 (C3py); 147,20 (Cépy); 149,88 (C2py).(lit.: RMN de 13C (CDCIls, 100 MHz)
Oc 19,67; 25,45; 26,09; 29,48; 29,67; 30,74, 30,97; 62,33; 67,53; 69,40; 70,94;
98,83; 123,22; 135,84; 137,19; 147,27; 149,97 (GONCALVES et al., 2014) ppm.

6.2.5 Sintese do 6-(3-(piridina-3-il)propoxi)hexan-1-ol (5) (GONCALVES et
al., 2014)

OH
O/\/\/\/

/

\

5

Adicionou-se o composto 8 (0,804 g; 2,5 mmol) a um baldo de reacéo de
125 mL. Em seguida, adicionou-se 50 mL de metanol (CH3OH) e condicionou-se
0 sistema a agitacdo magnética e temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se
5 mL de uma solucéo de &cido cloridrico (HCI) com concentracdo de 1,0 mol.L%.
Acompanhou-se o0 andamento da reacdo através de placas de CCD (eluente:
acetato de etila; revelador: acido fosfomolibdico). Apés 24 h, removeu-se o
solvente por destilacdo a pressdo reduzida e, em seguida, adicionou-se
quantidades iguais de acetato de etila e agua destilada (30 mL). Entéo,
alcalinizou-se o meio (adicionou-se 20 mL de uma solugédo de NaOH 2,0 mol.L-
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1) e extraiu-se a fase aquosa com acetato de etila. Reuniu-se a fase organica e
adicionou-se sulfato de magnésio anidro (MgSOa). Feito isso, realizou-se uma
filtracdo simples e removeu-se o solvente por destilacdo a pressao reduzida. O
residuo bruto foi purificado por meio de uma coluna cromatogréfica (silica flash;
20 mm de diametro; aproximadamente 15 cm de altura) utilizando como eluente
acetato de etila. O composto 5 foi obtido como um 6leo amarelado (rendimento
de 54%).

RMN de *H (CDClz, 400 MHz): dn 1,32-1,47 (m, 4H, CH2); 1,50-1,67 (m, 4H,
CHyz); 1,89 (m, 2H, CHy); 2,71 (t, 2H, J=7,7 Hz, CH>); 3,35-3,46 (m, 4H, CH20);
3,65 (t, 2H, J=6,5 Hz, CH20H); 7,16-7,31 (m, 1H, H5py); 7,52 (d, 1H, J=7,7Hz,
H4py); 8,39-8,48 (m, 2H, H2py e H6py). (lit.: RMN de *H (CDCls, 400 MHz) o+
1,23-1,42 (m, 4H); 1,56-1,63 (m, 4H); 1,89 (m, 2H); 2,71 (t, 2H, J=7,4 Hz); 3,38-
3,42 (m, 4H); 3,65 (t, 2H, J=6,5 Hz); 7,20-7,24 (m, 1H). 7,52 (d, 1H, J=7,8 Hz;
8,42-8,45 (m, 2H). (GONCALVES et al., 2014) ppm.

RMN de *3C (CDClIz, 100 MHz): dc 25,50 (CH2); 25,92 (CH2); 29,37 (CH2); 29,58
(CH2); 30,81 (CHy2); 32,66 (CHz2); 62,59 (CH20H); 69,25 (CH20); 70,78 (CH20);
123,29 (C5py); 135,99 (C4py); 137,23 (C3py); 147,05 (C6py); 149,78 (C2py). (lit.:
RMN de **C (CDClsz, 100 MHz): &c 25,53; 25,95; 29,40; 29,61; 30,85; 32,70;
62,66; 69,28; 70,80; 123,30; 135,97; 137,22; 147,12; 149,86. (GONCALVES et
al., 2014) ppm.



74

6.2.6 Sintese do succinato de bis 6-(3-(piridina-3-il)propoxi)hexila (1)

Adicionou-se o composto 5 (0,160 g; 0,67 mmol) e 20 mL de
diclorometano (seco) a um baldo de reacdo de 125 mL. Condicionou-se o
sistema a atmosfera inerte, agitacdo magnética e temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se acido succinico (0,060 g; 0,506 mmol), DMAP (0,013 g;
0,10 mmol) e DIC (0,19 mL, 1,21 mmol). Acompanhou-se o andamento da
reacao através de placas de CCD (eluente: acetato de etila; revelador: acido
fosfomolibdico, dragendorff e verde de bromocresol). Apds 48 h, o meio reacional
foi transferido para um funil de separacao e adicionou-se aproximadamente 20
mL de 4gua destilada, 30 mL de uma solucéo saturada de cloreto de sodio e 40
mL de cloroformio. A fase aquosa foi extraida trés vezes com cloroférmio
(aproximadamente 30 mL/lavagem). A fase organica foi entdo agrupada e
adicionou-se sulfato de magnésio anidro (MgSOa4) para a retirada de agua
residual. Entdo, realizou-se uma filtracdo simples e os solventes foram
removidos a pressao reduzida. O residuo foi purificado por meio de uma coluna
cromatografica (silica flash; 20 mm de diametro; aproximadamente 16 cm de
altura) utilizando como eluente uma mistura de acetato de etila/metanol 99:1. O
composto 1 foi obtido como um 6leo incolor (rendimento: 4%).

RMN de *H (CDClIz, 400 MHz) &+ 1,30-1,46 (m, 8H, CH2); 1,50-1,76 (m, 8H, CH>);
1,80-2,00 (m, 4H, CH2); 1,55-1,62 (m, 4H, CH>); 2,71 (t, 4H, J=8,4 Hz, CH2); 3,30-
3,52 (m, 8H, CH20); 4,09 (t, 4H, J=6,4 Hz, CH20); 7,10-7,25 (m, 2H, H5py); 7,55
(d, 2H, J=7,6 Hz, H4py); 8,47 (s.,4H, H2py e H6py) ppm.

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz) &¢ 25,74 (CH2); 25,86 (CH2); 28,52 (CH2); 29,14
(CH2); 29,49 (CHy2); 29,60 (CH2); 30,93 (CHy2); 64,74 (CH20); 69,45 (CH20); 70,84
(CH20); 123,34 (C5py); 136,11 (C4py); 137,35 (C3py); 147,07 (C6py); 149,74
(C2py); 172,35 (C=0) ppm.
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6.2.7 Procedimento geral para sintese do dimeros 2,3 e 4

N
(0] ~ |
o
|\ O)W NS
— (@]
N
2:n=1
3:n=2
4:n=4

Adicionou-se 3-piridinopropanol (0,1785 mL; 1,38 mmol) e 20 mL de
diclorometano seco a um baléo de reagéo de 50 mL. Condicionou-se o sistema
a atmosfera inerte, agitacdo magnética e temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se o acido dicarboxilico (1,02 mmol, sendo utilizado o acido succinico
para sintese do dimero 2, acido adipico para o dimero 3 e acido sebacico para
o dimero 4), DMAP (0,025 g; 0,20 mmol) e DIC (0,382 mL, 2,44 mmol).
Acompanhou-se o andamento da reacdo através de placas de CCD (eluente:
acetato de etila; revelador: acido fosfomolibdico, dragendorff e verde de
bromocresol). Apds 42-96h, o meio reacional foi transferido para um funil de
separacéo e adicionou-se aproximadamente 20 mL de agua destilada, 30 mL de
uma solucao saturada de cloreto de sédio (NaCl) e 40 mL de diclorometano. A
fase aquosa foi extraida trés vezes com diclorometano (aproximadamente 30
mL/lavagem). A fase organica foi entdo agrupada e adicionou-se sulfato de
magnésio anidro (MgSOa4) para a retirada de agua residual. Entdo, realizou-se
filtrac&o simples e os solventes foram vaporizados por meio de presséao reduzida.

O residuo bruto foi purificado por meio de uma coluna cromatografica

Succinato de bis-3-(piridina-3-il)propila (2)

CondicOes para a realizacdo da coluna cromatografica: silica flash; 30 mm de
didmetro; 16 cm de altura, utilizando como eluente uma mistura de acetato de
etila/metanol 95:5. O composto 2 foi obtido como um éleo incolor (rendimento de
62%)

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): dn 1,93-2,05 (4H, m, CHz); 2,60-2,74 (8H, m,
CHy); 4,13 (4H, t, 6,31 Hz, CH20); 7,19-7,30 (2H, m, H5py); 7,49-7,53 (2H, m,
H4py); 8,42-8,50 (4H, m, H2py e H6py) ppm.
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RMN de 13C (CDClIs, 100 MHz): dc 28,94 (CHz); 29,22 (CH2); 29,76 (CH2); 63,61
(CH20); 123,29 (C5py); 135,73 (C4py); 136,32 (C3py); 147,48 (C6py); 149,76
(C2py); 172,15 (C=0) ppm.

Adipato de bis-3-(piridina-3-il)propila (3)

Condicdes para a realizacdo da coluna cromatogréfica: silica flash; 35 mm de
diametro; 16 cm de altura, utilizando acetato de etila como eluente. O composto

3 foi obtido como um 6leo incolor (rendimento: 60%)

RMN de 'H (CDCI3, 400 MHz): dH 1,64-1,72 (4H, m, CH2); 1,91-2,06 (4H, m,
CH2); 2,28-2,47 (4H, m, CH2); 2,66-2,76 (4H, m, CH2); 4,11 (4H, t, 7,08 Hz,
CH20); 7,17-7,32 (2H, m, H5py); 7,47-7,55 (2H, d largo, 7,98 Hz, H4py); 8,42-
8,50 (4H, m, H2py e H6py) ppm.

RMN de 3C (CDCI3, 100 MHz): 5C 29,29 (CH2); 29,31 (CH2); 29,80 (CH2);
33,74 (CH2); 63,28 (CH20); 123,28 (Cb5py); 135,69 (C4py); 136,34 (C3py);
147,51(C6py); 149,79 (C2py); 173,14 (C=0) ppm.

Decanodiodato de bis-3-(piridin-3-il)propila (4)

CondicOes para a realizacao da coluna: silica flash; 25 mm de diametro; 16 cm
de altura, utilizando acetato de etila/ hexano 7:3 como eluente. O composto 4 foi

obtido como um 6leo incolor (rendimento quantitativo).

RMN de H (CDCls, 400 MHz): &+ 1,08-1,18 (4H, m); 1,19-1,44 (m, 14H); 1,54-
1,84 (m, 12H, CH2); 1,92-2,04 (m, 4H, CH2); 2,30 (t, 4H, J = 8,24 Hz CH2); 2,70
(t, 4H, J = 7, 46 Hz, CH2); 4,10 (t, 4H, J = 6,46 Hz, CH20); 7,20-7, 25 (m, 2H,
H5py); 7,49-7,53 (m, 2H, H4py); 8,43-8,49 (m, 4H, H2py e H6py) ppm.

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): 8¢ 23,47 (CH2); 24,91 (CHz2); 29,06 (CHz2); 29,40;
29,92 (CH2); 34,24 (CHy); 42,24; 63,20 (CH20); 123,37 (C5py); 135,84 (C4py);
136,50 (C3py); 147,53 (C6py); 149,83 (C2py); 173,78 (C=0) ppm.
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6.2.8 Sintese do acido 4-oxo0-4-(6-(3-(piridin-3-il)propoxi)hexil)oxi)butandico
9)

O/\/\/\/ONOH

X
Pz (@]
N 9

Adicionou-se o composto 5 (0,072 g; 0,3034 mmol), anidrido succinico
(0,123 g; 1,23 mmol), DMAP (0,045 g; 0,37 mmol) 10 mL de diclorometano (seco)
a um baldo de reacdo de 50 mL. Entdo, condicionou-se o0 sistema reacional a
agitacdo magnética, atmosfera inerte e temperatura ambiente. Acompanhou-se
o0 andamento da reagao por meio de placas CCD (eluente: acetato de etil/hexano
8:2, revelador: 4cido fosfomolibdico e verde de bromocresol). Transcorridas 48h
de reacéo, quando se observou o consumo total do material de partida, removeu-
se o0 solvente do meio reacional por destilagéo sob pressao reduzida. O produto
bruto foi levado para uma coluna filtrante (silica flash; 20 mm de didmetro; 7 cm
de altura) e recolheu-se trés fracGes: a primeira foi recolhido utilizando
aproximadamente 40 mL de acetato de etila/hexano 8:2; a segunda foi recolhida
com aproximadamente 45 mL de acetato de etila; e a terceira foi recolhida com
metanol. O produto de interesse foi identificado na 2° fragdo, com rendimento

quantitativo.

RMN de 'H (CDCIz, 400 MHz) 6+ 0,85-0,95 (m, 1H); 1,20-1,29 (m, 2H); 1,30-1,45
(m, 5H, CH2); 1,50-1,59 (m, 5H, CH); 1,59-1,69 (m, 2H, CH); 1,84-1,94 (m, 2H,
CH2); 2,59-2,72 (m, 4H, CH2); 2,77 (t, 2H, J=5,80 Hz, CH); 3,20-3,39 (m, 4H,
CH20); 4,15 (t, 2H, J=6,09 Hz, CH20); 7,29-7,33 (m, 1H, H5py); 7,62 (d, 1H,
J=7,64 Hz, H4py); 8,41-8,52 (m, 2H, H2py e H6py) ppm.

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) &¢c 25,40 (CH2); 25,44 (CHz); 28,45 (CH2); 29,15
(CH2); 29,33 (CH?2); 29,45 (CHz); 29,67 (CH2); 30,36 (CH>); 64,28 (CH20); 68,26
(CH20); 70,65 (CH20); 123,86 (C3py); 137,49 (C4py); 138,03 (C3py); 145,23
(Cépy); 148,47 (C2py); 172,66 (C=0); 175,15 (C=0) ppm.
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6.2.9 Sintese do acido 4-oxo-4-(3-(piridin-3-il)propoxi)butandico (10)
o)
— (@]
N
10

Adicionou-se anidrido succinico (0,150 g; 1,5 mmol) a um baldo de
reagdo de 125 mL. Em seguida, adicionou-se 8 mL de tolueno seco e o sistema
reacional foi condicionado a agitacdo magnética, atmosfera inerte e
aguecimento em refluxo. Apos total dissolugdo do anidrido succinico, adicionou-
se 3-piridinopropanol (0,2 mL; 1,5 mmol) e manteve-se a temperatura em 100
°C. Nao houve acompanhamento da reacao através de placas CCD. Apés 24h,
o baldo contendo o meio reacional foi levado ao rota-vapor de forma a se retirar
excesso de solvente, e depois ficou armazenado na geladeira durante 2 dias.
Entéo, houve a formacao de um precipitado. Este precipitado foi filtrado a vacuo
e, posteriormente, purificado por recristalizacdo com tolueno, sendo o composto

10 obtido como um solido de cor branco-avermelhada (rendimento de 60%).

RMN de 1H (CDCls, 400 MHz) 81 1,85-2,00 (m, 2H, CH2); 2,40-2,60 (m, 2H, CH2);
2,60-2,70 (m, 2H, CH2); 4,10 (t, 2H, 6,4 Hz, CH20); 7,25-7,35 (m, 1H, H5py); 7,64
(d, 1H, 7,6 Hz, H4py); 8,38-8,52 (m, 2H, H2py e H6py); 12,26 (sL, 1H, COOH)
ppm.

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz) 8¢ 28,44 (CH2); 28,71 (CH2); 28,75 (CH2); 29,48
(CH2); 63,04 (CH20); 123,43 (C5py); 135,84 (C4py); 136,61 (C3py); 147,24
(Cépy); 149,61 (C2py); 172,09 (C=0); 173,45 (C=0) ppm.

6.3 TitulacBes espectroscépicas UV-vis
6.3.1 Preparo das solugbes
6.3.1.1 Solucao tampao DMSO/HEPES (40%)

Dissolveu-se 1,1906g de HEPES em 5 mL de &gua. Esta solucao
HEPES foi transferida para um baldo volumétrico de 250 mL contendo 100 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO). Completou-se o volume para 250 mL e
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homogeneizou-se a solugédo. O pH do tamp&o HEPES ajustado a 7,4. A solucéo

foi armazenada na geladeira e ao abrigo da luz.

6.3.1.2 Solucao estoque de hematina (2,6 mmol L) (SEhm)

Foram pesadas 17,2 mg de hemina e em seguida essa massa foi
transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 10 mL de
capacidade. Entdo preencheu-se o baldo até o menisco com solucdo tampéo

HEPES pH 7,4. A solucéo foi armazenada na geladeira ao abrigo da luz.

6.3.1.3  Solugéo analise de hematina (6 umol Lt) (SAhm)

A solucéo analise de hematina foi preparada a partir da transferéncia de
46 uL da solugéo estoque de hematina (SEhm), por meio de uma micropipeta,
para um baldo volumétrico de 25 mL de capacidade. Sendo que este baldo foi
completado até o menisco com a solucao tampédo HEPES pH=7,4. Esta solucdo

foi preparada no dia da analise.

6.3.1.4 Solucdes estoque dos ligantes (SE)

As solucdes estoques dos ligantes foram preparadas pela dissolucdo de
massas de cada composto que variaram entre 11,0 mg e 30,1 mg em 800 pL de
DMSO.

6.3.1.5 Solugéo estoque do dimero 1 (24,70 mmol L) (SEd1)

Primeiramente, pesou-se 11 mg do dimero 1 (succinato de bis(6-(3-
(piridin-3-il)propoxi)hexila) em seguida adicionou-se 800 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e entdo homogeneizou-se a solucdo. A solucdo foi guardada na

geladeira e ao abrigo da luz.
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6.3.1.6  Solucédo estoque do dimero 2 (56,81 mmol L) (SEd2)

Primeiramente, pesou-se 16,2 mg do dimero 2 (succinato de bis(3-
(piridina-3-il)propila) e em seguida adicionou-se 800 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e entdo homogeneizou-se a solucdo. A solucdo foi guardada na

geladeira e ao abrigo da luz.

6.3.1.7 Solucao estoque do dimero 3 (57,54 mmol L1) (SEd3)

Primeiramente, pesou-se 17,7 mg do dimero 3 (adipato de bis(3-(piridin-
3-il)propila) e em seguida adicionou-se 800 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e
entdo homogeneizou-se a solugdo. A solucdo foi guardada na geladeira e ao

abrigo da luz.

6.3.1.8  Solucao estoque do dimero 4 (85,40 mmol L1) (SEd4)

Primeiramente, pesou-se 30,1 mg do dimero 4 (decanodiodato de bis 3-
(piridin-3-il)propila) e em seguida adicionou-se 800 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e entdo homogeinizou-se a solucdo. A solucdo foi guardada na

geladeira e ao abrigo da luz.

6.3.1.9 Solucao estoque do acido 9 (82,19 mmol L) (SEa9)

Primeiramente, pesou-se 15,6 mg do &cido 1 (acido 4-oxo-4(3-(piridin-3-
il)propoxi)butandico) e, em seguida adicionou-se 800 pL de dimetilsulféxido
(DMSO) e entdo homogeneizou-se a solucdo. A solucdo foi guardada na

geladeira e ao abrigo da luz.

6.3.1.10 Solucao estoque do acido 10 (82,98 mmol L) (SEal0)

Primeiramente, pesou-se 22,4 mg do acido 2 (acido 4-oxo-4((6-(3-
(piridin-3-il)propoxi)hexil)oxi)butandico) e, em seguida adicionou-se 800 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) e entdo homogeneizou-se a solugdo. A solucéo foi

guardada na geladeira e ao abrigo da luz.
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6.3.1.11 Solucéao estoque de cloroquina (17,64 mmol L-1)

Primeiramente, pesou-se 9,1 mg de cloroquina e, em seguida adicionou-
se 800 pL de dimetilsulféxido (DMSO) e entdo homogeneizou-se a solugdo. A

solucéo foi guardada na geladeira e ao abrigo da luz

6.3.1.12 Solucbes de Analise dos ligantes (SA)-Procedimento Geral

As solucbes de analise foram preparadas a partir da diluicdo das
solucBes estoque dos ligantes em meio a solucdo de andlise de hematina
(SAhm), de forma que os ligantes estivessem em uma concentracdo de 8,10

mmol L. Todas as solucdes foram preparadas no dia da analise.

6.3.1.13 Solucgéo analise do dimero 1 (8,10 mmol L) (SAd1)

Adicionou-se a frasco 196,8 uL da solucao estoque dimero 1 (SEd1) e,
em seguida, adicionou-se 403,2 uL da solugao de analise de hematina (SAhm).

O meio foi entdo homogeneizado. Esta solucao foi preparada no dia da analise.

6.3.1.14 Solucgéo analise do dimero 2 (8,10 mmol L) (SAd2)

Adicionou-se a um frasco 85,5 uL da solugao estoque dimero 2 (SEd2)
e, em seguida, adicionou-se 514,5 pL da solugdo de analise de hematina
(SAhm). O meio foi entdo homogeneizado. Esta solucédo foi preparada no dia da

analise.

6.3.1.15 Solucgédo analise do dimero 3 (8,10 mmol L) (SAd3)

Adicionou-se a um frasco 84,5 yL da solugédo estoque dimero 3 (SEd3)
e, em seguida, adicionou-se 515,5 pyL da solugdo de analise de hematina
(SAhm). O meio foi entdo homogeneizado. Esta solucéo foi preparada no dia da

analise.
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6.3.1.16 Solucédo analise do dimero 4 (8,10 mmol L) (SAd4)

Adicionou-se a um frasco 56,9 uL da solugao estoque dimero 4 (SEd4)
e, em seguida, adicionou-se 543,1 pyL da solugdo de analise de hematina
(SAhm). O meio foi entdo homogeneizado. Esta solucéo foi preparada no dia da

analise.
6.3.1.17 Solucgédo analise do acido 9 (8,10 mmol L) (SAa9)

Adicionou-se a um frasco 59,1 pL da solugao estoque acido 9 (SEa9) e,
em seguida, adicionou-se 540,9 uL da solugcado de analise de hematina (SAhm).
O meio foi entdo homogeneizado. Esta solucao foi preparada no dia da analise.

6.3.1.18 Solucao analise do acido 10 (8,10 mmol L1) (SAal0)

Adicionou-se a um frasco 58,6 uL da solugao estoque acido 10 (SEal0)
e, em seguida, adicionou-se 541,4 uL da solucdo de andlise de hematina
(SAhm). O meio foi entdo homogeneizado. Esta solucéo foi preparada no dia da

analise.

6.3.1.19 Solucao andlise da cloroquina (10 mmol L)

Adicionou-se a um frasco 352,9 uL da solugcao estoque de cloroquina e,
em seguida, adicionou-se 247,1 uL da solugao de analise de hematina (SAhm).

O meio foi entdo homogeneizado. Esta solucao foi preparada no dia da analise.

6.3.2 TitulacBes espectroscopicas UV-vis

Foram preparadas duas cubetas para a analise de espectrofotometria UV-vis,
uma para atuar como a solucao branco e uma para a realizacdo da analise em
si. Na cubeta com o branco foram colocados aproximadamente 2,5 mL da
solucdo de tampdo HEPES. Enquanto na cubeta de analise foram colocados 2,5
mL da solug&o analise de hematina (SAhm). Sendo que foi realizado um controle
térmico para que ambas as cubetas permanecessem a 25 °C, e a cubeta onde a

analise foi realizada foi condicionada sob agitacdo magnética. Entdo, na cubeta
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de andlise, foram realizadas as adi¢cdes das solu¢gbes de andlise dos ligantes,
sendo que as adigdes foram de + 20 uL, + 20 pL, + 40 L, + 100 pL, + 100 L, +
200 L, + 100 uL, especificamente nessa ordem. Vale ressaltar que, apoés feita
a adicdo das solucdes de analise, esperou-se um minuto (1 min) até se iniciar a
varredura, que por sua vez foi feita entre os comprimentos de onda de 200 nm e
500 nm. Em cada leitura determinou-se a absorbancia em 401,40 nm. Os

experimentos referentes aos dimeros 1 e 4 foram realizados em triplicata.

6.3.3 Determinacéo das constantes de dissociacao (Kd) dos composto 1, 4

e cloroquina

As constantes de dissociacdo foram calculadas por regressao nao-linear
pelo software online disponivel na plataforma BindFit
(http://app.supramolecular.org/bindfit/). Os parametros do calculo envolvido para
os dimeros 1 e 4 foram: Filtro: UV 2:1, Indicacdo de K11 = 1000 mol*, modo de
interacdo nao cooperativo (non-cooperative), método de Nelder-Mead, sem
correcdo de fator de diluicAo e sem subtracdo de valores iniciais. Para a
cloroquina, os parametros foram: Filtro: UV 1:1, Indicacédo de K11 = 1000 mol-?,
meétodo de Nelder-Mead, sem correcdo de fator de diluicdo e sem subtracédo de

valores iniciais
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8.1 Espectros utilizados para a caracterizacdo dos compostos sintetizados
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