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RESUMO

A maldria ¢ uma doenga infecciosa de origem parasitiria, provocada por
protozoarios do género Plasmodium, que sdo transmitidos por meio da picada de fémeas
de mosquitos do género Anopheles infectados. Segundo dados da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), em 2019, foram registrados aproximadamente 227 milhdes de casos em
85 paises onde a malaria ¢ endémica. Dentre as espécies de Plasmodium responsaveis por
infec¢des humanas, Plasmodium vivax é a mais prevalente no Brasil. O tratamento da
malaria ¢ especifico para cada espécie de Plasmodium e geralmente ¢ realizado por meio
de terapias combinadas baseadas em derivados da artemisinina e quinolicoss. As terapias
combinadas tém o objetivo de minimizar o risco de desenvolvimento de resisténcia
parasitaria aos farmacos empregados, embora, ja tenham sido identificadas. As
substancias 8-aminoquinolinicas, primaquina (PQ) ou a tafenoquina TQ, juntamente com
a CQ, sdo os Unicos medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da maléria
causada por Plasmodium vivax. No entanto, individuos com deficiéncia da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase nao devem utilizar a PQ ou a TQ, devido ao risco de
desenvolvimento de anemia hemolitica grave, potencialmente fatal. Assim, ¢ necessario
buscar novos derivados novos derivados da PQ com o objetivo de otimizar a atividade
antiplasmodica e diminuir a toxicidade. Foram realizadas modificagdes estruturais na
amina terminal da cadeia alquilica da TQ, acrescentando o grupo acetamida ligado a
heterociclos azélicos. Quatro novos derivados foram obtidos em rendimentos satisfatdrios
através de uma rota de sintese simples composta de duas etapas reacionais. Esses
derivados foram avaliados em modelo in vitro contra cepa 3D7 de Plasmodium
falciparum, a qual ndo demonstraram poténcia significativa. A citotoxicidade foi avaliada
em células de hepatocarcinoma humano e todos os derivados demonstraram baixa

toxicidade.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Primaquina,



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease of parasitic origin caused by protozoa of the
Plasmodium genus, which are transmitted through the bite of infected female mosquitoes
of the Anopheles genus. According to data from the World Health Organization (WHO),
in 2019, approximately 227 million cases were reported in 85 countries where malaria is
endemic. Among the Plasmodium species responsible for human infections, Plasmodium

vivax is the most prevalent in Brazil.

Malaria treatment is specific to each Plasmodium species and is generally carried
out using combination therapies based on artemisinin and quinoline derivatives. These
combination therapies aim to minimize the risk of developing parasitic resistance to the
employed drugs, although resistance has already been identified. The 8-aminoquinoline
substances, primaquine (PQ) or tafenoquine (TQ), along with chloroquine (CQ), are the
only currently available drugs for the treatment of Plasmodium vivax malaria. However,
individuals with glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency should not use

PQ or TQ due to the risk of developing severe and potentially fatal hemolytic anemia.

Therefore, it is necessary to search for new derivatives for new PQ derivatives to
optimize antiplasmodial activity and reduce toxicity. Structural modifications were made
to the terminal amine of the alkyl chain of TQ, adding an acetamide group linked to azole
heterocycles. Four new derivatives were obtained in satisfactory yields through a simple
two-step synthesis route. These derivatives were evaluated in an in vitro model against
the Plasmodium falciparum 3D7 strain, but they did not demonstrate significant potency.
Cytotoxicity was assessed in human hepatocarcinoma cells, and all derivatives exhibited

low toxicity.

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Primaquine, G6PD.
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1 INTRODUCAO

A maléria ¢ uma doenga parasitaria infecciosa provocada por protozodrios do
género Plasmodium, sendo transmitida pela picada da fémea de algumas espécies de
mosquitos pertencentes ao género Anopheles, contaminadas pelo agente patogénico
(ALVEN & ADERIBIGBE, 2019). Sao reconhecidas cinco espécies de Plasmodium
capazes de infectar seres humanos: Plasmodium falciparum (P. falciparum), P. vivax, P.
malariae, P. ovale e P. knowlesi; dentre estas, vale destacar, a P. falciparum e a P. vivax

como as mais nocivas a saude humana (WHO, 2023).

1.1 Epidemiologia da malaria na escala mundial

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS/WHO), em seu mais recente
relatorio (WHO, 2023), em 2022 foram registrados cerca de 249 milhdes de casos de
malaria em 85 paises, onde a doenga ¢ endémica, alcangando um aumento de 5 milhdes
de casos em comparagio com 2021 (MINISTERIO DA SAUDE, 2024), demonstrando
uma evolucgao crescente ano apds ano. No ano de 2020 foram notificados 241 milhdes de
casos de maldria, significando um aumento expressivo se comparado ao ano de 2019,
onde foram registrados 227 milhdes de casos. Em apenas 4 anos, entre 2019 € 2022, houve
um aumento de 8,83% no niimero de casos notificados (MINISTERIO DA SAUDE,
2024). Vale ressaltar que a maior parte dos casos identificados foram notificados no

continente africano.

No grafico mostrado na figura 1, observa-se uma diminui¢do na incidéncia de
casos de maldria, de 81 a cada 1000 habitantes no ano 2000, para 56,8 casos em 2019.
Entretanto, no ano de 2020, devido a interrup¢ao de muitos servigos durante o periodo de
pandemia de COVID-19, foi evidenciado um aumento de 3% no numero de casos,
passando para 59 casos por 1000 habitantes. As taxas de incidéncia permaneceram
estaveis entre 2020 e 2022, registrando, nesse ultimo ano, 58,4 ocorréncias por 1000

habitantes (WHO, 2023).

De forma semelhante ao nimero de casos reportados, houve uma diminui¢dao no
nimero de mortes ocasionadas por malaria entre os anos 2000 e 2019 (Figura 2). No ano

2000 foram registradas 864 mil mortes, enquanto em 2019 esse niumero foi reduzido para
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576 mil. Ja em 2020, houve um aumento de 55 mil mortes por malaria, apresentando uma
estimativa de 631 mil. Presume-se que esse aumento significativo de mortes esteja
relacionado a interrup¢do de muitos servigos durante a pandemia de COVID-19. O total
de mortes por maldria entre criangas menores de 5 anos também diminuiu nos Gltimos 20
anos, de 87% em 2000 para 76% em 2015 e, desde entdo, sem mudancas significativas

(Figura 2).
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Figura 1. Incidéncia global dos casos de malaria entre 2000 ¢ 2022. Fonte: World
Malaria Report 2023.
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Figura 2. Numero de mortes ocasionadas por malaria entre os anos de 2000 e 2019.
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Na regido das Américas, houve uma redug@o dos casos de maléaria em 64% entre
os anos de 2000 e 2020, de 1,5 milhdes para 600 mil, respectivamente. A Venezuela, o
Brasil e a Colombia foram responsaveis por 73% de todos os casos nesta regido, sendo a
maioria destes causada pelo P. vivax, responsavel por 72% dos casos de maldria nas

Américas, em 2022. (LODIGE & HIERSCH, 2015; WHO 2023).

1.2  Epidemiologia da malaria no Brasil

No Brasil, segundo dados do Boletim Epidemiologico da Secretaria de Vigilancia
em Saude e Ambiente do Ministério da Saude, em 2022 foram notificados cerca de
131.224 casos de malaria, com predomindncia na regido da Amazonia Legal,
principalmente no estado do Amazonas. Deste total, 2.256 (1,7%) casos foram
importados de outros paises da América do Sul. Do total de casos, em 2022, em que a
transmissdo ocorreu no Brasil, 108.594 (84,2%) foram causados pelo P. vivax e 17.981
(13,9%) pelo P. falciparum. Estes dados demonstram o quanto € significativa a malaria
causada pelo P. vivax. Conforme os dados preliminares, houve um acréscimo de 8,7% na
incidéncia de casos no primeiro semestre de 2023 em relagao ao mesmo periodo de 2022,

com um total registrado de 61.975 casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

Ha diversas medidas de preven¢do e controle da maldria, buscando reduzir ou
eliminar a doenga. O diagnostico precoce e o tratamento imediato e adequado dos casos
da doenga, especialmente os casos graves, constituem acoes de relevancia no controle da
maléria. Além disso, ha também estratégias de controle vetorial, como mosquiteiros de
longa duracdo tratados com inseticida, e a importancia do investimento em pesquisa,
como a busca por vacinas e por quimioterdpicos mais eficazes para o tratamento da

maléria (ASHLEY & PHYO, 2018; RABINOVICH et al., 2017).

1.3  Ciclo evolutivo do parasito

O ciclo evolutivo dos parasitos do género Plasmodium, caracterizado pela sua
complexidade, engloba o vetor (fémea do mosquito Anopheles) e o hospedeiro (ser

humano) (Figura 3). Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito Anopheles
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infectada pelo Plasmodium inocula esporozoitos no hospedeiro humano. Estes
esporozoitos infectam as células do figado e amadurecem em esquizontes, que se rompem
e liberam merozoitos. Vale ressaltar que, no caso de P. vivax e P. ovale, um estagio latente
(hipnozoitos) pode permanecer no figado e, se ndo for tratado, causa recidiva por invadir
a corrente sanguinea semanas, meses ou até mesmo anos depois (referéncia). Apos esta
replicacdo inicial no figado (estagio exo-eritrocitico - esquizogonia hepatdcita), os
parasitos sofrem multiplicacdo assexuada nos eritrocitos (estagio eritrocitico -
esquizogonia eritrocitaria) e os merozoitos infectam os globulos vermelhos. Alguns
parasitos se diferenciam em estagios eritrociticos sexuais (gametocitos). Os gametocitos,
machos (microgametocitos) e fémeas (macrogametdcitos), sdo ingeridos por um
mosquito Anopheles durante o repasto sanguineo. A multiplicacdo dos parasitos no
mosquito ¢ conhecida como ciclo esporogdnico, onde, no estdmago do mosquito, os
microgametas penetram nos macrogametas gerando oocinetos que se tornam moveis e
alongados e invadem a parede do intestino do mosquito, se transformando em oocistos.
Os oocistos crescem, se rompem, e liberam esporozoitos, que migram para as glandulas
salivares do mosquito. A inoculagdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro humano
perpetua o ciclo de vida do Plasmodium. Ao contrario do hospedeiro humano, o mosquito
vetor ndo sofre com a presenca dos parasitos (CDC.GOV, 2019; referéncia da propria

figura).
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Figura 3. Ciclo evolutivo do Plasmodium no hospedeiro. Adaptado de Pratt-Riccio et

al, 2021).

14 Quimioterapia para o tratamento da malaria

Os farmacos utilizados no tratamento da malaria sdo classificados com base em
sua estrutura quimica e no estagio do ciclo de vida do Plasmodium em que atuam. Esses
farmacos exercem seus efeitos modulando uma ou mais fases do ciclo parasitario, como
a eliminagdo do parasito no estagio sanguineo e a inibicdo do desenvolvimento de

gametocitos (ALVEN & ADERIBIGBE, 2019; PINHEIRO et al., 2018).

Historicamente, o tratamento da malaria foi realizado com produtos naturais
extraidos de cascas, raizes e folhas de plantas. A partir da década de 1930, surgiram
medicamentos antimalaricos de origem natural, semissintética e sintética. Esses farmacos
foram agrupados em trés principais classes: derivados quinolinicos, antifolatos e
artemisininicos. No entanto, a eficacia do tratamento ¢ desafiada por fatores como a baixa
adesdo dos pacientes, o que facilita o surgimento de mecanismos de resisténcia por parte
do Plasmodium. A resisténcia parasitaria aos farmacos disponiveis representa um dos
maiores obstaculos & quimioterapia antimalarica atualmente (TEIXEIRA et al., 2014;

WICHT, 2020).
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Os derivados quinolinicos possuem uma importancia historica notavel, pois
originaram o primeiro fAirmaco eficaz contra a malaria, possibilitando o desenvolvimento
de muitos outros firmacos que sdo usados atualmente. Esses farmacos atuam
principalmente no estagio intraeritrocitico do ciclo de vida do Plasmodium, embora seu
mecanismo de a¢do ndo seja completamente elucidado. A teoria mais aceita sugere que
eles induzem a liberacao do grupo heme ou ferriprotoporfirina IX, que ¢ toxico para o
parasito ao gerar espécies reativas de oxigénio dentro do vactolo digestivo. Em resposta,
o Plasmodium neutraliza essa toxicidade convertendo a ferriprotoporfirina IX em
hemozoina, um pigmento cristalino insoluvel e ndo téxico. Dessa forma, os farmacos
quinolinicos inibem a biocristalizagdo da hemozoina, causando a morte do parasito

(TEIXEIRA et al., 2014)

O tratamento da malaria comegou em 1820, com a descoberta da quinina (QN)
(Figura 4), um alcaloide extraido da casca da arvore de cinchona. A quinina foi o primeiro
antimalarico eficaz e seu uso predominou até¢ a década de 1940, quando comegaram a
surgir novos analogos. O progresso na sintese de derivados quinolinicos deu origem aos
farmacos 4-aminoquinolinicos: cloroquina (CQ), amodiaquina (AQ) e piperaquina
(PPQ); os aminodalcoois quinolinicos: mefloquina (MQ); os aminodlcoois nao
heterociclicos: lumefantrina (LUM); e as 8-aminoquinolinas: primaquina (PQ) e

tafenoquina (TQ) (Figura 4) (PINHEIRO, BISPO, & SOUZA, 2010; WICHT, 2020).
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Figura 4. Farmacos utilizados no tratamento da malaria.
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Nos anos 1950, a CQ tornou-se o principal tratamento contra a malaria devido a
sua eficacia, ampla disponibilidade, baixa toxicidade e custo acessivel. Por décadas, foi
amplamente utilizada tanto para quimioprofilaxia quanto para tratar casos nao
complicados de malaria causada pelo P. falciparum, pois age eliminando o parasito nas
fases sanguineas. Entretanto, o surgimento de cepas resistentes a CQ atribuida a mutagdes
no gene responsavel pela proteina do vacuolo digestivo do P. falciparum, limitou o uso
da CQ apenas para cepas que permanecem sensiveis (HU et al., 2017; TIBON &
CHEONG, 2020).

A AQ (Figura 4), um composto similar a CQ, possui um mecanismo de agao
equivalente e ¢ eficaz contra cepas resistentes a CQ. No entanto, seu uso continuo mostrou
estar associado a efeitos adversos graves, como hepatotoxicidade e granulocitopenia, o
que levou a diminui¢do de sua aplicacdo terapéutica (PARHIZGAR & TAHGHIGH]I,
2017).

A PPQ (Figura 4), uma bisquinolina desenvolvida nos anos 1960, apresenta uma
meia-vida longa e variacdo significativa no perfil farmacocinético entre diferentes grupos
de pacientes. Apesar de sua eficicia contra cepas resistentes a CQ, a resisténcia do
parasito a PPQ ja foi relatada em casos de monoterapia, o que justifica sua recomendagao
apenas em combinacdo com derivados de artemisinina (KEATING, 2012; PINHEIRO,
2018; WATTANAKUL, 2021).

A MQ (Figura 4) tem sido utilizada na Europa desde 1985 para quimioprofilaxia
da malaria, e nos Estados Unidos, desde os anos 1990, como tratamento para casos nao
complicados de infecgdo por P. falciparum. Seu mecanismo de acdo envolve a eliminagdo
das formas assexuadas do parasito presentes nos globulos vermelhos, impedindo o
desenvolvimento dos sintomas iniciais da doenca. No entanto, o uso da MQ ¢
frequentemente associado a efeitos adversos como problemas gastrointestinais,
complicagdes neuropsiquiatricas graves e hepatite. Além disso, a resisténcia do parasito
a MQ tem sido um problema recorrente, dificultando a eficécia do tratamento (ALVEN

& ADERIBIGBE, 2019; KHIM et al., 2014; MAWSON, 2013).

A LUM (Figura 4) ¢ um antimalarico de agdo prolongada, eficaz contra diversas
espécies de parasitos causadores da malaria em seres humanos. Desde sua introducao na

Nigéria em 2005 como tratamento de primeira linha para malaria ndo complicada, a LUM
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tem enfrentado desafios relacionados a falhas terapéuticas, especialmente quando
combinada com derivados de artemisinina de curta duracdo. Esses problemas sao
atribuidos a fatores como baixa absorc¢ao gastrointestinal, solubilidade aquosa limitada e
um significativo efluxo mediado pela glicoproteina P, que pode levar a concentragdes
subterapéuticas da LUM no sangue, favorecendo o desenvolvimento de resisténcia pelo

Plasmodium (KAUR, 2021; PUTHRAN et al., 2020).

A TQ (Figura 4), uma 8-aminoquinolina semelhante a PQ (Figura 4), destaca-se
por sua meia-vida prolongada, o que permite seu uso em dose Unica, ao contrario da
administracdo didria exigida pela PQ. Essa caracteristica a torna uma opg¢do mais
conveniente para o tratamento e a prevencao da malaria, pois pode aumentar a adesao dos
pacientes ao tratamento, reduzindo o risco de recidivas. A TQ ¢ eficaz em diferentes
estagios do ciclo de vida do Plasmodium, incluindo os estagios hepaticos de P. falciparum
e P. vivax, hipnozoitos latentes, infeccdes sanguineas e gametocitos, contribuindo para a
redugdo da transmissao da malaria. Além disso, sua capacidade de eliminar hipnozoitos
latentes, que podem causar recidivas meses ou até anos apos a infecc¢do inicial, ¢

especialmente relevante no tratamento de P. vivax, que € notdrio por esse comportamento.

Apesar de ter sido aprovada em 2018 pelo FDA, pela Therapeutic Goods
Administration australiana e pela ANVISA no Brasil, seu uso ndo ¢ isento de riscos.
Assim como a PQ, a TQ pode causar anemia hemolitica grave em pacientes com
deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Esse efeito adverso ¢é
causado pela incapacidade dos glébulos vermelhos de lidar com o estresse oxidativo sem
a enzima G6PD, resultando em destrui¢do prematura das hemacias. Como consequéncia,
antes de administrar a TQ, ¢ necessario realizar testes de atividade enzimadtica para
identificar essa deficiéncia, o que aumenta o custo do tratamento e pode limitar o acesso
em areas de saide com menos recursos. Ainda assim, a TQ representa um avango
significativo, especialmente por sua administragao em dose unica, que facilita a adesdo e
pode diminuir a carga da doenca em areas endémicas (MM V-SUPPORTED PROJECTS,
2020; WATSON, 2018).

Ja a PQ, também uma 8-aminoquinolina, ¢ utilizada desde os anos 1950 para
eliminar os hipnozoitos latentes de P. vivax e P. ovale, além de inibir gametdcitos, o que

impede a transmissao da malaria. A PQ atua interferindo no metabolismo do oxigénio do
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parasito, levando-o a morte. Contudo, seu uso ¢ limitado por contraindicagdes em certos
grupos de risco, como gravidas e criangas pequenas, devido a possibilidade de efeitos

adversos graves, incluindo danos a medula 6ssea e destrui¢cao de globulos vermelhos.

O principal desafio no uso da PQ ¢ o risco de hemolise em individuos com
deficiéncia de G6PD. Esse risco ¢ significativo, ja que cerca de 400 milhdes de pessoas
em todo o mundo apresentam essa deficiéncia enzimatica, que ¢ particularmente comum
em regides onde a maldria ¢ endémica. Apesar desses desafios, a PQ continua sendo uma
ferramenta essencial no combate a maléria, especialmente em regides onde P. vivax €
predominante (ALVEN & ADERIBIGBE, 2019; AVALOS et al, 2018;
"FAR.FIOCRUZ", 2021).

O tratamento disponivel para a maldria causada pelo P. vivax consiste na
combinagdo de derivados quinolinicos que agem em diferentes fases da doenga para evitar
a reincidéncia devido as formas latentes do parasito. A PQ e a TQ, sdo, juntamente com
a CQ, os unicos farmacos utilizados no tratamento deste tipo de malaria. Entretanto, a PQ
e a TQ podem induzir a hemolise. Em 2023, a portaria SECTICS/MS n. 27, de 5 de
junho, incorpora a TQ ao Sistema Unico de Satde (SUS), e estabelece que os pacientes
precisam ser testados para deficiéncia de G6PD, e somente aqueles com mais de 16 anos
e com pelo menos 70% de atividade de G6PD poderao receber o tratamento com base na

TQ (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

Na década de 1950, pesquisadores do Exército dos Estados Unidos fizeram uma
descoberta fundamental sobre a relagao entre a deficiéncia de G6PD e a hemolise induzida
pela PQ, um antimalarico amplamente utilizado. Através de suas pesquisas, verificou-se
que os eritrocitos de individuos sensiveis a PQ apresentavam niveis significativamente
mais baixos de glutationa, um antioxidante essencial, em compara¢do com 0s eritrocitos
de individuos que ndo apresentavam essa sensibilidade ao farmaco (BEUTLER, 2007).
Este achado sugeriu que a deficiéncia de glutationa estava ligada a uma falha na via
responsavel pela sua regeneracdo, a qual depende da agdo da G6PD para manter a

glutationa no estado reduzido, capaz de neutralizar os radicais livres.

O processo de metabolismo da glutationa envolve sua oxidacdo em dissulfeto de
glutationa, que posteriormente ¢ regenerada para sua forma reduzida com o auxilio da

enzima glutationa redutase e da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
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(NADPH). A G6PD ¢ essencial para a regeneragdo de NADPH, especialmente durante o
estresse oxidativo, pois este desempenha um papel critico na defesa celular contra o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como os radicais livres. Em individuos
com deficiéncia em GO6PD, essa via ¢ severamente comprometida, o que impede a
regeneragao de forma eficaz da glutationa. Sem glutationa reduzida suficiente, os
eritrocitos ficam suscetiveis a danos oxidativos, levando a destruicdo da hemoglobina,
formagao de corpos de Heinz, e eventualmente, a hemolise (BEUTLER, 2007; TAYLOR,
2021).

Essa descoberta foi fundamental para entender como a PQ, e posteriormente
outros farmacos antimalaricos, podem desencadear hemolise em individuos com
deficiéncia de G6PD. Sem a capacidade de reparar o estresse oxidativo, os eritrocitos
danificados ndo conseguem manter sua integridade estrutural, resultando em sua
destruicao prematura. Este entendimento foi crucial para o desenvolvimento de testes de
G6PD e para a adequagao dos tratamentos antimalaricos de modo a evitar complicagdes

graves em pacientes com essa deficiéncia enzimatica.

Além disso, a investigacdo sobre a relacdo entre a deficiéncia de G6PD e hemolise
trouxe uma compreensao mais ampla sobre o papel das enzimas antioxidantes no corpo
humano e levou ao desenvolvimento de estratégias mais seguras no tratamento da malaria,

especialmente em areas endémicas onde essa deficiéncia genética é prevalente.

A hemoélise em individuos com deficiéncia da G6PD ¢ uma condi¢do genética que
afeta a capacidade dos eritrocitos de lidar com o estresse oxidativo. A reagao ocorre
devido a interacao dos farmacos com a oxiemoglobina, gerando superoxido, que por sua
vez se decompde em peroxido de hidrogénio. Em individuos sem a atividade normal da
G6PD, esses peroxidos ndo sdo adequadamente eliminados, resultando na desnaturagdo
da hemoglobina e formacao de corpos de Heinz. Quando os eritrocitos passam pelo bago,
os corpos de Heinz, junto com partes da membrana celular, sdo removidos. Com o tempo,
a membrana dos eritrocitos enfraquece, levando a destruicdo dessas células e ao

desenvolvimento da hemolise (BEUTLER, 2007).

A hemolise induzida por PQ e TQ ¢ particularmente preocupante em pacientes
diagnosticados com malaria aguda causada por P. vivax. A queda nos niveis de

hemoglobina ¢ o principal sinal de hemolise nesses individuos. Além disso, os sintomas
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clinicos incluem fraqueza, falta de ar, dores nas costas e, em casos mais graves,

insuficiéncia renal, o que pode complicar ainda mais o quadro clinico (TAYLOR, 2021).

Atualmente, existem testes rapidos qualitativos para identificar a deficiéncia de
G6PD, sendo eficazes para detectar individuos com menos de 30% da atividade
enzimatica normal. Esses testes sdo fundamentais para garantir a seguranga no uso de
medicamentos como a tafenoquina, reduzindo o risco de hemolise em pacientes com essa
deficiéncia. A OMS recomenda a realizagdo desses testes antes da administragdo do
farmaco, especialmente em regides onde variantes mais graves da deficiéncia de G6PD
sao prevalentes, como no Mediterraneo, Oriente Médio e Sudeste Asiatico, onde o risco
de hemolise ¢ maior (WATSON, 2018).

Além disso, a TQ, que ¢ administrada em dose unica devido a sua longa meia-
vida, também ¢ contraindicada para pacientes com deficiéncia de G6PD, pois pode levar
a episodios graves de hemolise. A necessidade de testar a atividade da G6PD antes da
administracdo da TQ torna esses tratamentos mais caros € menos acessiveis,
especialmente em regides onde a malaria ¢ endémica, onde o teste de G6PD pode ndo

estar amplamente disponivel.

1.4.1 Terapias combinadas a base de artemisinina - ACT

Para obter a taxa de cura e retardar o aparecimento da resisténcia no tratamento
contra malaria, a OMS recomenda o uso de dois ou mais farmacos com modos de acao e
tempo de meia-vida diferentes. (WICHT, 2020). Com isso, foram introduzidos em 2001
as Terapias Combinadas a Base de Artemisinina (ACTs) na linha de tratamento da
malaria, no entanto a aplicagdo como politica de tratamento de primeira linha da doenga,
ocorreu somente em 2016 em apenas 80 paises. (“WHO | OVERVIEW OF MALARIA
TREATMENT,” 2020).

Essa associagdo de diferentes farmacos ¢ baseada na combina¢ao de um derivado
artemisininico, que possui um tempo de meia-vida curto, combinado com um ou mais
farmacos, geralmente derivados quinolinicos, que possuem uma meia-vida mais longa.
Essa medida torna-se necessaria para que obtenha uma acdo mais abrangente sobre os

parasitos que ndo foram eliminados pelo farmaco de meia-vida curta, impedindo o
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processo de reincidéncia da doenga, assim como a resisténcia do parasito ao tratamento

(MATHENGE et al., 2020).

Os tratamentos podem ser feitos com o uso dos medicamentos separados ou em
formulagdes que combinam os diferentes farmacos. Para facilitar a adesdo dos pacientes
ao tratamento criou-se as formulagdes em doses fixas combinadas (DFC) de dois ou mais
farmacos em uma Unica forma farmacéutica. Entretanto, elas sdo mais caras que os
medicamentos isolados, pois tém um custo mais alto para o seu desenvolvimento (“WHO

| OVERVIEW OF MALARIA TREATMENT,” 2020).

Para o combate a malaria, causada por P. falciparum, a OMS recomenda 5 ACTs

em DFC. Sao elas (Figura 5):

* Diidroartemisinina + piperaquina (Eurartesim®)

* Artemeter + lumefantrina (Coartem®)

* Artesunato + mefloquina (ASMQ)

* Artesunato + amodiaquina (Winthrop® ou Coarsucam™)
* Artesunato + sulfadoxina-pirimetamina (ASSP)

* Pironaridina-artesunato (Pyramax®), em desenvolvimento

No que se refere a infec¢do causada pelo P. vivax, sdo utilizadas as mesmas
terapias combinadas indicadas acima, exceto a ACT de artesunato + sulfadoxina-
pirimetamina (ASSP) (“WHO | OVERVIEW OF MALARIA TREATMENT,” 2020;
WHO, 2015).
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Figura 5. ACTs utilizadas no tratamento da malaria.

Das DFC acima, a que possui o melhor efeito de profilaxia pos-tratamento € a da
piperaquina associada com diidroartemisinina, devido a meia-vida de eliminagdo mais
longa da piperaquina. Para além das suas caracteristicas farmacologicas, o Eurartesim®,
seu nome comercial, se mostra uma excelente escolha para o tratamento da maléria nao
complicada, devido sua boa adesdo com os pacientes e sua facil administragdo. Porém,
para que haja uma maior seguranga em relagdo ao tratamento com essa associacao no que
diz respeito a resisténcia do parasito, ¢ necessario que seja realizado mais estudos

confirmatorios sobre sua seguranga e eficacia. (WANG, 2020).

As ACTs sao combinagdes eficazes contra todo o tipo de malaria, inclusive nas

que ocorrem infec¢do mista, ocasionado pela contaminagdo por mais de uma espécie de
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Plasmodium. As infec¢des mistas sdo aquelas em que o paciente foi contaminado por
mais de uma espécie de Plasmodium, tal como pelo P. vivax e pelo P. falciparum. (WHO,
2015). Porém no sudeste asiatico vem sendo notificado algumas lacunas no tratamento
com as ACTs, isso vem ocorrendo devido a modificagdes no genoma do P. falciparum,
evidenciando a importancia no desenvolvimento de novos fairmacos para o tratamento da

maléria. (MATHENGE et al., 2020).

1.5 Derivados desenvolvidos pelo nosso grupo com atividade anti-Plasmodium

Nosso grupo possui solidas linhas de pesquisa na busca por novas moléculas com
potencial atividade contra o Plasmodium (PINHEIRO, 2019; FEITOSA 2024). Essas
linhas exploram diferentes ferramentas da quimica medicinal, uma delas ¢ a hibridagado
molecular que consiste na combinagdo de dois ou mais grupos farmacoforicos em uma
mesma molécula, dessa forma proporcionando a possibilidade de o derivado hibrido atuar
em mais de um mecanismo de a¢do. Em trabalho anterior, foi desenvolvida uma série de
derivados hibridos combinando o heterociclo quinolina, presente na CQ, ¢ o grupo
benzenosulfonamida, presente na sulfadoxina (SFX) (Figura 6) (PINHEIRO et al., 2015).
Esses grupos foram conectados através espacadores contendo carbonos metilénicos.
Todos os compostos da série demonstraram atividade in vitro contra a cepa W2 CQR de
P. falciparum. O derivado 1 (Figura 6) se destacou apresentando um ICso de 0,09 uM in
vitro e mostrou atividade in vivo contra cepa de P. berghei, atingindo 49% de inibi¢cdo da
parasitemia no quinto dia apds a inoculagdo, em um regime de dose de 20 mg/kg. Dessa
forma tornando-se um potencial protdtipo para o desenvolvimento de novas moléculas

(PINHEIRO et al., 2015).

Dando continuidade a este projeto e buscando verificar a importancia do nucleo
quinolinico para a atividade anti-Plasmodium, foram sintetizados derivados nao-
quinolinicos andlogos a série que originou 1. Esses novos derivados contém os sistemas
pirazolo[3,4-b]piridina e pirazolo[3,4-d]pirimidina no lugar da quinolina (SILVA, 2016;
SILVEIRA, 2018). Os derivados 2 e 3 (Figura 6) demonstraram atividade anti-P.
falciparum com valores de ICso de 3,46 uM e 5,13 uM, respectivamente, porém foram
menos potentes do que seus respectivos analogos quinolinicos (SILVA, 2016;

SILVEIRA, 2018). Adicionalmente, uma série de derivados quinolinicos substituidos na
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posi¢dao 4 com o heterociclo 1,2,3-triazol com diferentes substituintes foi sintetizada e
avaliada contra cepas W2 CQR. O derivado 4 (Figura 6) destacou-se como o mais potente

da série, com ICso de 1,4 uM (BOECHAT, 2014).

Em um outro trabalho do grupo, foram sintetizados derivados trifluorquinolinicos
da MQ, preservando-se o nucleo quinolinico e adicionando uma variedade de heterociclos
nitrogenados, dentre eles o 1,2,4-triazol. Dentre os compostos desenvolvidos, o derivado
5 (Figura 6) apresentou destaque, mostrando uma ICso de 0,083 uM contra cepas W2

resistentes a cloroquina, sendo o mais potente da série estudada.
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Figura 6. Derivados desenvolvidos pelo grupo com atividade anti-Plasmodium.

Outra importante linha de pesquisa em nosso grupo ¢ o desenvolvimento de
derivados da PQ (CARVALHO, 2016). O derivado 6 (Figura 7), um hibrido da PQ com
a atorvastatina, demonstrou atividade contra a cepa W2 CQR de P. falciparum,
apresentando um valor de ICso de 1,41 uM, de forma equipotente a PQ, que possui um
ICso de 1,89 uM (CARVALHO, 2016). O composto 7 (Figura 7), além de mostrar
atividade anti-P. falciparum in vitro (ICso = 8,40 uM), foi selecionado para ensaios in
vivo em mosquitos Aedes fluviatilis, utilizando um modelo de maléria aviaria causada por
P. gallinaceum. Uma das principais estratégias para o controle e a erradicacdo da malaria
consiste na interrup¢do da transmissdo dos parasitos para os vetores mosquitos. Esse

experimento tem sido utilizado com sucesso na identificagdo de novos derivados da PQ
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com potencial para atuar como bloqueadores da transmissdo da maléria, visando
encontrar moléculas ativas em todos os estagios de desenvolvimento do parasito
(BOECHAT, 2020). O derivado 7 apresentou um bloqueio da transmissdo da maléria de
82% em mosquitos, administrado a uma dose de 50 mg/kg, sendo ativo contra todos os
estagios de desenvolvimento do parasito. Adicionalmente, o composto 7 foi capaz de
reduzir a producao de 6xido nitrico (NO) e inibir a produgao de TNFa. Esses resultados
evidenciam o éxito no desenvolvimento de novos compostos que atuem como farmacos
moduladores da transmissdo da maléria e no controle do processo inflamatorio associado
a essa doenca. Dessa forma, os derivados 6 e 7 podem ser utilizados como protétipos para

o planejamento de novas moléculas com possivel atividade contra o Plasmodium.
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Figura 7. Derivados da PQ desenvolvidos pelo grupo.

1.6  Modificacdes moleculares na primaquina

A PQ apresenta atividade contra gametocitos de todas as espécies do parasito
causador da malaria, inclusive cepas de P. falciparum resistentes a CQ (RIECHMANN,
1968).

Entretanto, ela ¢ metabolizada a carboxiprimaquina (8) que nao possui atividade

antimalérica (Figura 8) (PETERS, 1984; BROSSI, 1987).
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Figura 8. Estrutura quimica da PQ e de um dos seus metabolitos, a carboxiprimaquina (8).

Uma forma de contornar este problema ¢ a modificagao da amina terminal de sua
cadeia alquilica. A bulaquina (Figura 9) ¢ um exemplo deste tipo de estratégia, a qual
apresenta uma furanona no lugar da amina primaria. Essa substancia ¢ um pré-farmaco
da PQ, cuja clivagem do grupo furanona ocorre rapidamente in vivo. Embora haja a
liberacao da PQ no organismo, a toxicocinética ¢ alterada, de forma que a bulaquina se
mostrou mais segura do que seu farmaco de origem, apresentando apenas um ter¢o de

suas complicagdes (MEHROTRA, 2007).

Derivados peptidicos da PQ também s3o descritos na literatura como uma
alternativa para evitar a metabolizagdo a carboxiprimaquina, apresentando atividade
contra gametocitos do parasito (PORTELA, 1999). Os derivados 9 e¢ 10 (Figura 9)
inibiram o surgimento de oocistos no intestino do vetor em doses de 15 mg/kg
(PORTELA, 1999). A estratégia de modificacdo da amina terminal da PQ se mostra

promissora na busca por substancias ativas e menos toxicas.
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Figura 9. Estruturas quimicas da bulaquina e dos derivados peptidicos que apresentaram

atividade contra o Plasmodium.
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2 OBJETIVO

Este projeto tem como objetivo a obtengdo e a avaliacdo bioldgica de 4 novos
derivados da PQ, 11a-d, buscando a otimiza¢cdo da atividade antiplasmodica e a
diminui¢do da toxicidade apresentada pela PQ por meio da inclusdo de heterociclos

azolicos ao final de sua cadeia alquilica.

2.1 Objetivos especificos

= Sintese e caracterizacao dos 4 derivados inéditos propostos 11a-d.
= Avaliagdo in vitro da atividade antiplasmoédica dos derivados propostos, 11a-d.

= Avaliacdo da citotoxicidade dos derivados propostos, 11a-d.
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3 JUSTIFICATIVA

A malaria ainda ¢ um grande problema de satide ptblica global, causando milhares
de mortes anualmente. Apesar de existirem opgdes terapéuticas disponiveis, os farmacos
utilizados apresentam efeitos adversos e o surgimento de cepas resistentes a eles e as
ACTs preconizadas, dificultam o tratamento. Além disso, apenas a PQ e a TQ, sao,
juntamente com a CQ, utilizadas no tratamento da maldria causada pelo P. vivax, que € o
responsavel por mais de 80% dos casos no Brasil. Entretanto, a PQ e a TQ ndo podem ser
utilizadas por pacientes que apresentam deficiéncia da enzima G6PD, tornando urgente a
descoberta de novas substancias ativas contra o P. vivax € que sejam seguras para
pacientes que apresentem deficiéncia desta enzima. Desta forma, este projeto visa a
obtencdo de novos derivados da PQ como uma contribui¢do para a luta contra a malaria

causada pelo P. vivax.

Cabe ressaltar que como ndo existe modelo experimental para testar o P. vivax, os
testes sdo feitos inicialmente com P. falciparum, pois a PQ também tem acdo sobre esta
espécie. Caso as atividades em P. falciparum se mostrem promissoras, os derivados de
PQ podem ser testados contra formas assexuadas de P. vivax, usando o ensaio de
maturacao de esquizontes (SMA) e a sua capacidade de bloquear a transmissao da malaria
em mosquitos Anopheles darlingi em um ensaio de alimentagdo por membrana (MFA),

usando isolados de campo de P. vivax.
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4 PLANEJAMENTO MOLECULAR

Dando continuidade as linhas de pesquisa e baseando-se nos resultados
promissores obtidos anteriormente pelo nosso grupo, os derivados 1la-d foram
planejados tendo como principal modificacao estrutural na PQ a substituicao do grupo
amino terminal de sua cadeia alquilica. A estrutura base da PQ foi mantida (em azul) e a
amina terminal foi substituida por uma acetamida (em rosa) que faz a conexdo com os
heterociclos azoélicos (em verde) (Figura 10). A por¢do acetamida estd presente nas
estruturas quimicas de 7 ¢ 9 que apresentaram capacidade de bloqueio de transmissao da
maléria. O heterociclo triazol estd presente na estrutura quimica de 5 e de outras
substancias desenvolvidas pelo grupo que apresentaram atividade antiplasmoédica. J& os
heterociclos imidazolicos foram selecionados a fim de comparagdo, e assim, avaliar a
influéncia desses heterociclos na atividade dessas substancias. Com essas modificacdes
espera-se otimizar a atividade antiplasmddica, impedir a formagdo do metabdlito

carboxiprimaquina (8) e melhorar o perfil de toxicidade.
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Figura 10. Planejamento molecular dos derivados 11a-d
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese dos derivados planejados 11a-d

A rota de sintese utilizada para obtengdo dos derivados propostos ¢ composta de
duas etapas. Na primeira etapa o difosfato de PQ reage com o cloreto de cloroacetila em
uma reagdo de Schotten-Baumann, utilizando carbonato de potassio como base € um
sistema bifasico de solventes composto por acetato de etila e 4gua, nas mesmas
propor¢des, dando origem ao intermediario 12. Em seguida, 12 sofre uma reacdo de
substitui¢ao nucleofilica do atomo de cloro pelos heterociclicos imidazolicos e triazolicos
de interesse sob refluxo de acetonitrila, fornecendo os derivados propostos 1la-d

(Esquema 1).
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Esquema 1. Rota de sintese utilizada para obtencdo dos derivados planejados 11a-d.

5.1.1 Obtencao do intermediario 12

Inicialmente, o difosfato de PQ foi tratado com carbonato de potassio em meio
biféasico de acetato de etila e 4gua, a temperatura ambiente por aproximadamente 1h para
liberacao da PQ de sua forma difosfato para sua forma de base livre. Em seguida, sem a
necessidade de isolamento da PQ, foi realizada uma rea¢ao de Schotten-Baumann ao

adicionar cloreto de cloroacetila a reacdo. O meio reacional foi mantido em agita¢ao a
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temperatura ambiente por 2h e 30 minutos, dando origem ao intermediario 12 com 95%
de rendimento bruto (Esquema 2). Essa metodologia se mostrou bastante satisfatoria,
visto que nao foi necessario a realizagdo de uma etapa anterior para obteng¢ao e isolamento

da PQ em sua forma livre.
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Esquema 2. Obteng¢ao do intermediario 12.

5.1.1.1 Caracterizacio do intermediario 12

A caracterizacdo do intermediario 12 foi realizada através das técnicas de
espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray (EM-IES) e cromatografia

gasosa acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM).

5.1.1.1.1 Espectrometria de massas com ionizacio por eletrospray do

intermediario 12

A analise do intermediario 12 por EM-IES foi realizada em modo positivo. Nesta
técnica podem ser observados no espectro os picos referentes a molécula protonada
([M+H]"), referente a massa da molécula mais um proton ou picos referentes a molécula
cationizada, que sdo formados devido a associagdo com cations como sodio ([M+Na]") e
potassio ([M+K]"). No espectro do intermediario 12 (Figura 11) foram observados os
picos de razio massa carga (m/z) 336 e 358, referentes [M+H]" e [M+Na]’,

respectivamente.
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Figura 11. Espectro de massas com ionizagao por eletrospray do intermediario 12.

5.1.1.1.2 Espectrometria de massas com ionizacio por elétrons do

intermediario 12

Na técnica de CG-EM a amostra percorre uma coluna cromatografica que faz a
separacdo das substancias volateis ali presentes. Em seguida, essas substincias chegam
ao espectrometro de massas, no qual sdo ionizadas no detector através de um feixe de
elétrons de alta energia que remove um elétron da molécula e promove fragmentacdes na
estrutura quimica. Dessa forma, no espectro de massas por ionizacdo por elétrons
podemos observar o pico do ion molecular, referente a massa da substancia menos 1

elétron e as fragmentacdes geradas. No espectro de massas do intermediario 12 (Figura
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12) foi possivel observar pico referente ao ion molecular de m/z 335 e dos fragmentos
comm/z201,1 e m/z286,2. O fragmento de m/z 201, ¢ referente a fragmentacao da ligagao
alfa ao carbono quaternario, sendo este fragmento o pico base, que € o pico de maior
abundancia (100%) (Esquema 3). J4 o fragmento de m/z 286,2 ¢ referente a fragmentacgao

da ligacao alfa a carbonila da amida (Esquema 3).
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Figura 12. Espectro de massas com ionizagao por elétrons do intermediario 12.
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Esquema 3. Proposta de fragmentagéo para o intermediario 12.

5.1.2 Obtenciao dos derivados finais 11a-d

Os derivados 11a-d foram obtidos através de uma substituicao nucleofilica do tipo
SN2 entre o intermediario 12 e os heterociclos triazélicos e imidazolicos de interesse. Foi
utilizado carbonato de potassio como base e acetonitrila como solvente (Esquema 4). O
meio reacional foi mantido em agitacdo a 82 °C e os tempos reacionais variaram entre 4
e 26 horas, fornecendo os derivados de interesse 11a-d com rendimentos brutos entre 63

€ 95% (Esquema 4).
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Esquema 4. Obten¢ao dos derivados planejados 11a-d, tempos reacionais e rendimentos brutos.

5.1.2.1 Processo de purificacao dos derivados 11a-d

A purificagdo dos derivados 11a-d foi realizada através de cromatografia em
camada fina. Este processo de purificacdo ¢ semelhante a separagdo com o uso de placas
de cromatografia preparativa, entretanto, sdo utilizadas cromatofolhas de aluminio. Esse
método foi selecionado pois o custo das cromatofolhas ¢ inferior ao das placas
preparativas, além disso, a quantidade de solvente utilizado ¢ muito menor do que no

método por colunas cromatograficas.

Os derivados 1la-d foram dissolvidos em diclorometano e aplicados nas
cromatofolhas com auxilio de um capilar. Em seguida, as cromatofolhas foram colocadas
em uma cuba de elui¢do contendo o eluente que forneceu melhor separagdo entre as
substancias de interesse e as impurezas. ApoOs a separa¢ao, a area de interesse foi cortada
e os derivados extraidos da silica utilizando acetonitrila, seguido de uma filtracdo a vacuo
e evaporagdo do solvente utilizando rota-evaporador. O método escolhido se mostrou
satisfatorio, visto que, todos os derivados foram obtidos com pureza necessaria para a
realizagdo da avaliacdo bioldgica. Os dados referentes ao processo de purificacao

encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1. Purificagdo dos derivados 11a-d.

Massa Massa
Solvente de
Codigo aplicada recuperada Eluente
extraciao
(mg) (mg)

11a 100 77 AcOEt (7) : (3) Hex Acetonitrila
11b 100 45 AcOEt (7) : (3) Hex Acetonitrila
11c 110 67 MeCN (2) : (8) AcOEt Acetonitrila
11d 100 70 AcOEt (7) : (3) Hex Acetonitrila

AcOEt = acetato de etila; Hex = hexano

5.1.2.2 Caracterizacio dos derivados 11a-d

A caracterizacdo dos derivados 11a-d foi realizada através de espectrometria de
massas com ionizagdo por elétrons, espectrometria de massas de alta resolugdo com
ionizagao por eletrospray (EMAR), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H), ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN '*C) e espectroscopia na regido do
infravermelho (IV). Além disso, a pureza cromatografica dos derivados foi determinada
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (CLAE-

uv).

5.1.2.21 Espectrometria de massas dos derivados 11a-d

Nos espectros de massas com ionizagdo por elétrons dos derivados 11a-d nao
foram observados os ions moleculares, entretanto, em todos os espectros foi observado o
fragmento de m/z 201 (Figura 13). Esse fragmento ¢ referente a quebra da ligagao alfa ao
carbono quaternario gerando um fragmento bastante estavel, sendo o pico base em todos
os espectros (Figura 13). Os dados referentes as fragmentacdes mais abundantes estdo

apresentados na tabela 2.
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Figura 13. Espectros de massas com ionizagao por elétrons dos derivados 11a-d. A) Espectro de
massas do derivado 11a; B) Espectro de massas do derivado 11b; C) Espectro de massas do

derivado 11¢; D) Espectro de massas do derivado 11d.

Tabela 2. Dados de espectrometria de massas com ionizagao por elétrons dos derivados 11a-d.

Intermediarios Principais Fragmentacoes

11a m/z 201 (100), m/z 368 (15), m/z 202 (14), m/z 186 (8),
m/z 179 (8)

11b m/z 201 (100), m/z 207 (24), m/z 44 (24), m/z 73 (18),
m/z 368 (16)

11c m/z 201 (100), m/z 367 (19), m/z 202 (14), m/z 241 (10),
m/z 186 (10)

11d m/z 201 (100), m/z 365 (17), m/z 202 (14), m/z 186 (8),

m/z 227 (8)

As analises de espectrometria de massas de alta resolugdo com ionizagao
eletrospray foram realizadas em modo positivo. Dessa forma, nos espectros dos derivados

11a-d foram observados os picos referentes as moléculas protonadas e/ou cationizadas.
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No espectro do derivado 11a (Figura 14), utilizado como exemplo, € possivel observar os
picos de m/z 369 e m/z 391, referentes a [M+H]" e [M+Na]", respectivamente. Na tabela
3 estdo apresentados os dados das andlises de todos os derivados. Vale ressaltar, que os

valores de massas obtidos experimentalmente estdo dentro da faixa de erro aceitavel, + 5

Intens. | +MS, 0.0-0.1min #2-8
x108
o) 369.2040
6 ~ = | 391,1858
-~
N (@] l'\l'—-'-'\N
] HN N.z
57 H
4 (11a)
368 g/mol
4_
3_
2_
‘}-
4 2711883 423.1231
04— , et — —
100 150 200 250 300 350 400 430 miz

Figura 14. Espectro de massas de alta resolugdo do derivado 11a.

Tabela 3. Dados de espectrometria de massas de alta resolug¢do dos derivados 11a-d.

Derivado Experimental Tedrico Erro Experimental Teorico Erro
[M+H]* [M+H]* (ppm) [M+Na]* [M+Na]*  (ppm)
11° 369,2040 369,2033 -1,6 391,1858 - -
11b 414,1889 414,1884 -1,1 436,1708 436,1704 -1,1
11c 368,2087 368,2081 -1,7 390,1906 390,1900 -1,3
11d 413,1939 413,1932 -1,7 435,1757 435,1751 -1,4
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5.1.2.2.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio dos derivados 11a-d

Com o objetivo de facilitar a discussdo das analises de RMN, os atomos das

estruturas quimicas dos derivados 11a-d foram numerados conforme figura 15.

11
6 10
O 5
e \ 9
122 1 R
4 27 26

2
N 0 =
4
QNWN N,
H R
15 19

Figura 15. Numeracdo adotada para atribui¢do dos sinais de RMN dos derivados 11a-d.

3
2

Devido a semelhanga estrutural entre os derivados 11a-d, o derivado 11a sera
utilizado como exemplo para a discussdo dos acoplamentos e deslocamentos quimicos
apresentados nas andlises de RMN 'H. Entretanto, as mudangas significativas
apresentadas nos espectros dos demais derivados serdo apresentadas e discutidas. Vale
ressaltar que todos as andlises foram realizadas em aparelho com campo magnético de
500 MHz e utilizando dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) como solvente. Os dados

referentes a todos os derivados estdo apresentados na tabela 4.

No espectro do derivado 11a (Figura 16) foi possivel observar os hidrogénios H-
15, da metila, que acoplam com H-14 gerando um dupleto (/= 6,2 Hz) em 1,21 ppm. Os
hidrogénios da cadeia alifatica H-14, H-16, H-17 e H-18 se mostraram como multipletos.
H-14 e H-18, por serem vizinhos dos atomos de nitrogénio da amina e da amida,
respectivamente, apresentaram sinais mais desblindados em 3,63 ppm e 3,11 ppm,
respectivamente, em relacdo a H-16 ¢ H-17 que tiveram seus sinais parcialmente
sobrepostos em 1,57 ppm. Em 3,82 ppm encontra-se o simpleto referente aos hidrogénios
H-12 da metoxila, que sdo mais desblindados do que H-15 por estarem préximos ao &tomo
de oxigénio. Os hidrogénios H-21 por serem vizinhos a carbonila apresentaram-se como
simpleto em 4,86 ppm. O hidrogénio H-13 da amina acopla com H-14 gerando um
dupleto (J = 8,79 Hz) em 6,13 ppm. H-6 acopla com H-2 formando um dupleto (J = 2,47
Hz) em 6,27 ppm e H-2 acopla com H-6 formando, também, um dupleto (J = 2,43 Hz)
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em 6,48 ppm. Em 7,43 ppm observa-se o INDIdupleto referente a H-9 que faz
acoplamento com H-10 (J= 8,24 Hz) e H-8 (J=4,16 Hz). H-10 acopla com H-9 (J= 8,32
Hz) e H-8 (J= 1,64 Hz) gerando um duplo dupleto em 8,08 ppm. O hidrogénio da amida,
H-19, se mostrou como um tripleto (/= 5,61 Hz) em 8,24 ppm devido seu acoplamento
com H-18. H-8 apareceu como o sinal mais desblindado do espectro em 8,54 ppm na
forma de um duplo dupleto devido seu acoplamento com H-9 (J = 4,23 Hz) e H-10 (J =
1,63 Hz). Por fim, os hidrogénios do heterociclo triazélico, H-23 e H-25, se mostraram

como simpletos em 8,45 e 7,94 ppm, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H do derivado 11a. Solvente: DMSO-ds.

Os derivados 11b-d apresentaram espectros de RMN 'H semelhantes a 11a, as
diferencas significativas ocorreram em relacdo aos hidrogénios pertencentes aos
heterociclos azdlicos (Tabela 4). No espectro do derivado 11b (Figura 17), foi observado
o desaparecimento do sinal referente ao H-25 e um ligeiro aumento no deslocamento

quimico do sinal referente ao H-23 agora em 8,82 ppm (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H do derivado 11b. Solvente: DMSO-de.

No espectro de 11¢ (Figura 18) foi observado o aparecimento do sinal referente
ao H-26 como um simpleto em 7,06 ppm, além disso, os sinais referentes aos H-23 e H-

25 apresentaram um menor deslocamento quimico, 7,57 € 6,86 ppm, respectivamente,

devido a auséncia do nitrogénio N-26 (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H do derivado 11¢. Solvente: DMSO-dg.

Comparando-se os espectros de 11¢ (Figura 18) com 11d (Figura 19), observa-se

o desaparecimento do sinal referente ao H-23 e o aumento do deslocamento quimico dos

sinais referentes ao H-26 (d, 7,59 ppm) e H-25 (d, 7,17 ppm) devido a presenga do grupo
nitro no heterociclo (Figura 19).
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H do derivado 11d. Solvente: DMSO-ds.

Tabela 4. Dados de RMN 'H (500 MHz) dos derivados 11a-d. Solvente: DMSO-ds.

. . Derivados
Hidrogeénios
11a 11b 11c 11d

Hoo 6,48 6,48 6,48 6,48

) (d,/J=2,4Hz) (d,J=2,5Hz) (d,J=2,5Hz) (d,J=2,5Hz)
Ho6 6,27 6,27 6,26 6,27

] (d,J=2,5Hz) (d,J=2,5Hz) (d,J=2,5Hz) (d,J=2,5Hz)
o8 8,54 8,54 8,54 8,54

; (dd, J=4,2/1,6 Hz) (dd,J=4,2/1,6 Hz) (dd,J=4,2/1,6 Hz) (dd,J=4,2/1,7 Hz)
Ho9 7,43 7,43 7,43 7,43

: (dd, J=8,2/42Hz) (dd,J=8,2/42Hz) (dd,J=8,2/42Hz) (dd,J=28,2/4,2Hz)
H-10 8,08 8,08 8,08 8,08

) (dd, J=8,3/1,6 Hz) (dd,J=8,4/1,7Hz) (dd,J=38,3/1,6 Hz) (dd,J=28,3/1,7 Hz)
H-12 3,82 (s) 3,82 (s) 3,82 (s) 3,82 (s)
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H-13 6,13 6,13 6,13 6,12
: (d,J=8,8 Hz) (d, J=8,8 Hz) (d, J= 8,8 Hz) (d, J= 8,8 Hz)
H-14 3,68 — 3,59 (m) 3,69 — 3,59 (m) 3,67 — 3,58 (m) 3,68 — 3,59 (m)
.15 1,21 1,21 1,21 1,21
- (d,J=63 Hz) (d,J=63 Hz) (d,J=63 Hz) (d,J=63 Hz)
H-16 1,71 — 1,44 (m) 1,71 — 1,45 (m) 1,73 — 1,45 (m) 1,71 — 1,45 (m)
H-17 1,71 — 1,44 (m) 1,71 — 1,45 (m) 1,73 — 1,45 (m) 1,71 — 1,45 (m)
H-18 3,18 3,05 (m) 3,18 3,1 (m) 3,18 3,04 (m) 3,19-3,05 (m)
8,24 8,37 8,14 -
EE (t, ] = 5,6 Hz) (t, J = 5,6 Hz) (tJ=56Hz o1 (GJ=36H2)
H-21 4,86 (s) 5,07 (s) 4,62 (s) 5,06 (s)
H-23 8,45 (s) 8,82 (s) 7,59 (s) -
7,17
H-25 7,94 (s) - 6,86 (s) (& J= 10 H2)
7,59
H-26 - - 7,06 (s) & J= 10 H)
5.1.2.2.3 Ressonancia magnética nuclear de carbono dos derivados 11a-d

As analises de RMN de '*C dos derivados 11a-d foram realizadas em aparelho
com campo magnético de 125 MHz e utilizando DMSO-ds como solvente. Foi utilizada
a técnica de desacoplamento de hidrogénios, na qual os sinais referentes aos nucleos de
carbono sdo apresentados na forma de simpletos, a menos que exista na estrutura quimica
nucleos ativos capazes de realizar acoplamento, o que ndo € o caso dos derivados 11a-d.
De forma semelhante a discussdo dos resultados de RMN de 'H, o espectro de RMN de
13C do derivado 11a ser4 utilizado como exemplo para a discussio dos sinais (Figura 20).

Os dados referentes a todos os derivados estao apresentados na tabela 5.

O carbono C-15, referente a metila, ¢ o mais blindado do espectro com
deslocamento quimico de 20,13 ppm. Em seguida encontram-se os carbonos da cadeia
alifatica, C-17, C-16, C-18 e C-14 com deslocamentos quimicos de 25,70, 33,29, 38,69 ¢

46,88 ppm, respectivamente. Entre estes, os carbonos C-14 e¢ C-18 sdo os mais

52



desblindados por estarem ligados aos 4tomos de nitrogénio N-13 e N-19,
respectivamente, que por apresentarem diferenca de eletronegatividade desblindam esses
carbonos. Em 51,08 ppm encontra-se o sinal referente ao C-21. O sinal de C-12 aparece
em 54,89 ppm devido ao efeito de desblindagem provocado pelo d&tomo de oxigénio O-
11. Os carbonos referentes ao heterociclo quinolinico sdo observados entre 91,54 ¢ 158,90
ppm, sendo o carbono C-1 o segundo mais desblindado do espectro. Os carbonos do
heterociclo triazdlico C-23 e C-25 apresentaram deslocamentos quimicos de 145,21 e
151,17, respectivamente. Por fim, o carbono mais desblindado do espectro, C-20, ¢é

referente ao carbono carbonilico que apresentou um deslocamento quimico de 165,38

ppm (Figura 20).
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Figura 20. Espectro de RMN de *C do derivado 11a. Solvente: DMSO-ds.

No espectro do derivado 11b (Figura 21), observa-se como principal diferenga o
sinal referente ao C-25 em 161,84 ppm que apresentou maior deslocamento quimico
devido estar ligado diretamente ao grupamento nitro presente no heterociclo triazélico.

Da mesma forma, C-23 se mostrou levemente mais desblindado em 147,99 ppm (Figura
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21). Além disso, observou-se o sinal referente ao C-18 um pouco mais desblindado

ficando sobreposto ao sinal do solvente em 38,84 ppm (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de RMN de "*C do derivado 11b. Solvente: DMSO-ds.

Jano espectro do derivado imidazolico 11¢ (Figura 22), observa-se como principal
diferenca o aparecimento do sinal referente ao C-26 em 120,34 ppm. Além disso, ¢
observado uma diminui¢do no valor do deslocamento quimico de C-23 e C-25, que
apresentaram sinais em 138,02 e 127,74 ppm, respectivamente, devido a auséncia do

grupo nitro no heterociclo (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de RMN de *C do derivado 11¢. Solvente: DMSO-ds.

Comparando-se o espectro de 11d (Figura 23) com seu correspondente
imidazoélico 11¢ (Figura 22), observa-se um maior deslocamento quimico apresentado por
C-23 em 144,84 ppm por estar ligado diretamente ao grupo nitro. Da mesma forma, C-26
também apresentou um aumento no valor de deslocamento quimico com seu sinal sendo

observado em 128,65 ppm (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN de *C do derivado 11d. Solvente: DMSO-ds.

Tabela 5. Dados de RMN *C (125 MHz) dos derivados 11a-d. Solvente: DMSO-de.

Derivados
Carbonos
11a 11b 11c 11d
C-1 158,90 (s) 158,89 (s) 158,89 (s) 158,90 (s)
C-2 96,02 (s) 96,02 (s) 96,02 (s) 96,01 (s)
C-3 144,53 (s) 144,53 (s) 144,53 (s) 144,55 (s)
C-+4 134,42 (s) 134,41 (s) 134,42 (s) 134,42 (s)
C-5 129,48 (s) 129,48 (s) 129,49 (s) 129,48 (s)
C-6 91,54 (s) 91,54 (s) 91,52 (s) 91,54 (s)
C-8 144,16 (s) 144,16 (s) 144,17 (s) 144,17 (s)
C-9 122,02 (s) 122,02 (s) 122,03 (s) 122,02 (s)




C-10 134,72 (s) 134,72 (s) 134,72 (s) 134,72 (s)

C-12 54,89 (s) 54,89 (s) 54,89 (s) 54,89 (s)
C-14 46,88 (s) 46,87 (s) 46,88 (s) 46,85 (s)
C-15 20,13 (s) 20,14 (s) 20,12 (s) 20,14 (s)
C-16 33,29 (s) 33,29 (s) 33,24 (s) 33,27 (s)
C-17 25,70 (s) 25,66 (s) 25,70 (s) 25,77 (s)
C-18 38,69 (s) 38,84 (s) 38,62 (s) 38,69 (s)
C-20 165,38 (s) 164,30 (s) 166,45 (s) 165,23 (s)
C-21 51,08 (s) 52,51 (s) 48,60 (s) 51,44 (s)
C-23 145,21 (s) 147,99 (s) 138,02 (s) 144,84 (s)
C-25 151,17 (s) 161,84 (s) 127,74 (s) 127,30 (s)
C-26 - - 120,34 (s) 128,65 ()
5.1.2.24 Espectroscopia na regiao do infravermelho dos derivados 11a-d

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) é empregada na elucidagdo
estrutural de moléculas organicas, principalmente daquelas que contém grupos
funcionais, devido as absorgdes bastante caracteristicas que esses grupos apresentam.
Dessa forma, as andlises dos espectros de IV dos derivados 11a-d foram realizadas
buscando identificar a presenca ou auséncia das bandas de absor¢ao dos grupos funcionais
e ligagdes quimicas caracteristicos de suas estruturas quimicas. Os espectros dos
derivados 11a e 11b serdo utilizados como exemplos para discussao e os dados referentes

a todos os demais estardo apresentados na tabela 6.

No espectro do derivado 11a (Figura 24) foi observado uma banda intensa em
1.652,34 cm! referente ao estiramento da ligagio C=0O da carbonila. As carbonilas de
amida, apresentam uma absor¢cao menor do que os demais grupos funcionais carbonilados
devido ao efeito de ressonancia que reduz o carater de ligacdo pi, provocando um aumento
do comprimento da ligagdo C-O e consequentemente causando a absor¢do em
comprimentos de ondas menores (Figura 24). As bandas das ligagcdes N-H da amida e da

amina secundaria se sobrepuseram e foram observadas em 3.412,62 cm™ e 3.360,82 cm
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1

dobramentos (Figura 24).

referentes ao seu estiramento, assim como, em 1.516,51
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Figura 24. Espectroscopia na regido do infravermelho do derivado 11a.

De forma semelhante ao espectro de 11a (Figura 24), no espectro do derivado 11b

(Figura 25) foram observadas as bandas referentes a carbonila da amida em 1.652,34 cm’

I assim como, as bandas em 3.387,95 cm™ e 3.321,35 cm’! referentes ao estiramento da

ligagdo N-H da amida e amina e em 1.514,95 cm’

referente ao dobramento destas

ligagdes. Além disso, foram observadas as bandas em 1.550,54 cm™ e 1.307,77 cm’!

referentes ao estiramento das ligacdes N-O do grupo nitro (Figura 25).
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Figura 25. Espectroscopia na regido do infravermelho do derivado 11b.
Tabela 6. Dados de espectroscopia na regido do infravermelho dos derivados 11a-d.
A (cm™)
Derivado N-H N-H o o
(amida) (amina)
3.412,62 3.360,82
Ha 1.516,51 1.516,51 1.632,34 )
3.387,95 3.321,35 1.550,54
11b 1.514,95 1.514,95 1.652,34 1.307,77
3.405,22 3.348,48
He 1.513,17 1.513,17 1.666,32 )
3.390,42 3.306,55 1.557,35
11d 1.516,42 1.516,42 1.676,02 1.361,10

5.1.3 Analise dos derivados finais 11a-d por CLAE-UV

A pureza cromatografica dos derivados 11a-d foi determinada por meio de CLAE-
UV nos comprimentos de onda de 261, 324 ¢ 361 nm. Para avancarem para as avaliagdes
bioldgicas, os derivados precisam apresentar pelo menos 95% de pureza. Todos os

derivados atenderam ao requisito estando aptos para as avaliagdes bioldgicas. Na figura
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26 estdo apresentados os cromatogramas dos derivados 11a-d para o comprimento de
onda de 261 nm. Todos os dados referentes as analises de CLAE-UV encontram-se na

tabela 7.
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Figura 26. Cromatogramas em 261 nm dos derivados 11a-d.

Tabela 7. Dados de cromatografia liquida de alta eficiéncia dos derivados 11a-d.

Pureza %
Derivados
A =261 nm A =324 nm A =361 nm
10a 99 100 100
10b 100 - -
10c 97 93 100
10d 95 99 97

5.2  PREDICAO IN SILICO DO PERFIL FARMACOCINETICO

A descoberta de um farmaco ¢ um processo oneroso em relagdo aos recursos
financeiros e tempo, podendo levar em média 10 anos de pesquisa. As principais
caracteristicas que levam a falha no desenvolvimento de um farmaco sdo as relacionadas
a absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excrecao e a toxicidade (WU et al, 2022).

Considerando o alto custo do processo de descoberta de farmacos, as predigdes in
silico relacionadas as propriedades de ADME (Absor¢do, Distribuicao, Metabolismo e
Excre¢ao) se destacam como ferramentas uteis na selecao de candidatos a farmacos mais
promissores. Essa abordagem pode ser aplicada nos estagios iniciais do desenvolvimento
e pode ajudar a diminuir o nimero de falhas relacionadas a farmacocinética nos ensaios
pré-clinicos. (Bakchi et al., 2022; Daiana, Michielin & Zoete, 2017).

Na literatura cientifica, ha varios estudos que buscam prever os parametros de
ADME com base na estrutura quimica dos compostos. Um marco importante foi o
trabalho de LIPINSKI e colaboradores (2004), que analisou uma ampla biblioteca de
farmacos administrados por via oral. O objetivo desse estudo foi identificar propriedades
fisico-quimicas essenciais que favorecem a absor¢do oral, introduzindo o conceito de
“drug-likeness”. O estudo deu origem a Regra dos Cinco de Lipinski (Tabela 8), que
oferece uma abordagem contextualizada e relaciona os parametros fisico-quimicos e

farmacocinéticos de candidatos a farmacos. (DAIANA, MICHIELIN & ZOETE, 2017).
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Apo6s o planejamento dos novos derivados, 11a-d, foi feita a predigao in silico de
seus perfis farmacocinéticos. A predicao foi realizada utilizando o servidor SwissADME
(http://www.swissadme.ch), e dentre os critérios avaliados estd a regra dos 5 de Lipisnki
(Tabela 8), o coeficiente de parti¢dao entre n-octanol/agua (logP), grupos doadores (HD)
e aceptores (HA) de ligacoes de hidrogénio, peso molecular (PM), absor¢ao
gastrointestinal (GI), penetragdo da barreira hematoencefalica (BHE), potencial para
inibir as principais isoformas de CYP que metabolizam farmacos e compostos apresentam
alerta para comportamento promiscuos que podem gerar falso positivo e fragmentos
estruturais associados a toxicidade ou instabilidade metabodlica (PAINS) (CONSERVA,
etal., 2021).

Tabela 8. Critérios avaliados na Regra dos 5 de Lipinski.

PROPRIEDADE REFERENCIA
PESO MOLECULAR <500 g/mol
N° DE ATOMOS DOADORES DE 5
LIGACAO HIDROGENIO
N° DE ATOMOS ACEPTORES DE 10
LIGACAO HIDROGENIO
COEFICIENTE DE PARTICAO <5
OCTANOL-AGUA

Os resultados obtidos para os derivados 1la-d mostraram que nenhum dos
derivados apresentou alerta de PAINS, sendo um parametro dentro das avaliagdes para
identificar fragmentos potencialmente problematicos que possam gerar resultados sobre
reatividade que sejam inespecificos € também estruturas mal interpretadas (DAIANA,
MICHIELIN & ZOETE, 2017). No caso das nossas predi¢gdes, apenas o composto 11b
infringiu uma das regras de Lipinski, especificamente a que estabelece o limite de 10 para
o numero de aceptores de ligacao hidrogénio, podendo assim influenciar na absorcao,
devido uma maior interagdo com moléculas de dgua ou biomoléculas, deixando o
candidato a farmaco com uma caracteristica mais polar, dificultando sua passagem pelas

membranas lipidicas.
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Todos os derivados foram preditos com uma alta absor¢ao gastrointestinal, sendo
um bom indicio para o desenvolvimento de fairmacos administrados por via oral. A
predicdo evidencia que nenhum dos compostos seria capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica, pardmetro que ajuda a priorizar compostos com alta probabilidade de
penetracao no sistema nervoso central. Ja a glicoproteina P ¢ essencial para avaliar o
efluxo ativo através de membranas biologicas, podendo afetar a biodisponibilidade do
composto e também a sua resisténcia. (DAIANA, MICHIELIN & ZOETE. 2017). Todos
os derivados foram preditos como substrato da glicoproteina P, que atua como efluxo na
absor¢ao de farmacos. A compreensao entre moléculas e citocromos P450 (CYP) ¢
fundamental, pois essas isoenzimas desempenham um papel crucial na biotransformagao
e eliminagdo de fArmacos.

Na predicdo de inibi¢do das principais isoformas da CYP (CYP1A2; CYP2C19;
CYP2C9; CYP2D6; CYP3A4) responsaveis pelo metabolismo, os derivados 11a e 11¢
foram preditos como inibidores para todas as isoformas. J& os derivados 11b e 11d, ambos
com o0 grupamento nitro, tiveram uma resposta diferente com as isoformas CYP1A2 e
CYP2D6. O composto 11b ndo inibiria CYP1A2 e CYP2D6, enquanto o composto 11d

ndo inibiria somente a CYP1A2.

Tabela 9. Predi¢do in silico do perfil farmacocinético dos derivados através de
suas caracteristicas fisico-quimicas [servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch)].

Abreviaturas: Mod - moderada; Sol - soluvel; S - sim; N - ndo

Derivado Ha Hd LogP Solub. Abs. Perm. Subst. CYP CYP CYP CYP CYP
H.0 TGl BHE gpP 1A2 2C19 2C9 2D6 3A4

11a 5 2 276 Mod Alta N S S S S S S
11b 7 2 257 Mod Alta N S N S S N S
11c 4 2 299 Sol Alta N S S S S S S
11d 6 2 258 Mod Alta N S N S S S S

Em linhas gerais, os estudos detalhados apresentam um perfil promissor, com boa
absor¢do no trato gastrointestinal e permeabilidade a barreira hematoencefélica. As
diferencas na solubilidade e no niimero de liga¢des de hidrogénio podem influenciar a
biodisponibilidade, sendo aspectos a serem considerados em projetos futuros.

Os resultados apresentados a respeito das enzimas CYP e glicoproteina P

evidenciam a necessidade de estudos adicionais para compreender de forma mais clara o
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metabolismo. Assim, apesar das boas caracteristicas preditas, testes experimentais sao

fundamentais para validar essas observagdes.

53 AVALIACAO BIOLOGICA
5.3.1 Atividade antiplasmodica e citotoxicidade

A avaliagdo in vitro da atividade antiplasmodica dos derivados 11a-d foi realizada
contra a cepa 3D7 de P. falciparum, sensivel a CQ, por meio do ensaio de inibicao de
crescimento utilizando SYBR Green I. Neste ensaio, o meio de cultura contendo os
parasitos e os derivados avaliados foram incubados por 72 horas a temperatura de 37 °C.
Ap0s a incubagdo, o meio de cultura ¢ removido e as hemadcias ressuspensas em tampao
PBS e lisadas em tampao de lise com SYBR green. Em seguida, uma nova incubacao de
30 minutos ¢ realizada e, por fim, a fluorescéncia correspondente a parasitemia ¢ lida no
espectrofotometro. O ensaio foi realizado pelo grupo do Prof. Dr. Rafael V. C. Guido, do

Instituto de Fisica de Sdo Carlos — USP.

Os derivados 11a-d foram avaliados nas concentragdes de 0,04 a 50 uM em dois
experimentos independentes. Como controle positivo foi utilizado o antimalarico
artesunato (ICso = 0,020 uM). Foram considerados ativos os derivados que apresentem
poténcia com valor de ICsp menor do que 10 pM. Os derivados 11a-d ndo demonstraram
poténcia significativa contra o parasito nas condi¢des testadas, apresentando valores de
ICso maiores do que 45 uM. Os dados referentes a essa avaliagdo estdo apresentados na

tabela 10.

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada em células de hepatocarcinoma
humano (HepG2). A citotoxicidade foi mensurada por meio da viabilidade celular
utilizando a resazurina, que ¢ um indicador de oxirreducao. A resazurina ¢ adicionada em
cada pogo e as placas sdo incubadas por 4 horas a 37 °C. Em seguida, ¢ feita a leitura da
fluorescéncia com o auxilio de um espectofotometro. A concentragdo inibitoria 50%
(CCs0"P52) foi determinada por regressdo ndo-linear da curva concentracio-resposta
utilizando o programa GraphPad Prism 8. Este ensaio também foi realizado pelo grupo

do Prof. Dr. Rafael V. C. Guido, do Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP.
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Todos os derivados ndao demonstraram toxicidade as células avaliadas,

apresentando valores de CCso"P5?

maiores do que 100 uM (Tabela 10). Esses resultados
podem indicar que as modificacdes estruturais realizadas foram efetivas para diminuir a

toxicidade a essas células apresentada pela PQ.

Tabela 10. Avaliagdo preliminar in vitro da atividade antiplasmoédica contra P. falciparum e da

citotoxicidade dos derivados 11a-d.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram planejados e sintetizados novos derivados da PQ com
potencial atividade antiplasmoédica e baixa toxicidade. Foram obtidos 4 derivados inéditos
da PQ 11a-d, através de uma rota de sintese com apenas duas etapas reacionais com
rendimentos brutos satisfatorios, variando de 63% a 95%.

O método de purificagdo escolhido se mostrou eficaz, visto que, todos os
derivados apresentaram pureza cromatografica suficiente para serem avaliados
biologicamente.

Na avaliagdo contra o P. falciparum, os derivados 11a-d apresentaram valores de
ICso superiores a 45 uM, acima de 10 uM, que ¢ o estabelecido como critério para serem
considerados ativos. Dessa forma ndo demonstraram atividade antiplasmédica
significativa contra a cepa 3D7 de P. falciparum. Sendo assim, eles ndo foram testados
contra formas assexuadas de P. vivax, usando o ensaio de maturacao de esquizontes
(SMA) e a sua capacidade de bloquear a transmissdo da malaria em mosquitos Anopheles
darlingi, em um ensaio de alimenta¢dao por membrana (MFA), usando isolados de campo
de P. vivax.

Com relagdo a citotoxicidade, todos os derivados apresentaram valores acima de
100 uM, evidenciando que as modificacdes realizadas na cadeia lateral da PQ ndo
promoveram toxicidade contra as células avaliadas.

Como perspectiva almeja-se a continuidade das investigagdes, no que se refere as
modificagdes realizadas na cadeia lateral da PQ através do planejamento e sintese de
outros derivados.

Ressalta-se que resultados negativos também fazem parte da construgdo cientifica,
que podem levar a descoberta de uma nova opg¢ao terapéutica, pois contribuem para a

constru¢do de dados para relacao estrutura-atividade (SAR).
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7 PARTE EXPERIMENTAL
7.1 Materiais e Métodos

Os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos das empresas

Sigma-Aldrich®, Biograde® e Neon®.

O processo para monitoramento das reagdes foi realizado através de cromatografia
em camada fina (CCF) utilizando cromatofolhas Kieseigel 60 F-254 com espessura de
0,25 mm com gel de silica em aluminio e indicador para UV (254 nm), da marca Merck®.
Os eluentes foram preparados volume a volume (V/V) e a visualizagdo das substancias
em CCF foi realizada em lampada de luz ultravioleta de ondas curtas e longas (254-366

nm).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
aparelho Bruker Avance equipado com uma criosonda de 5 mm, operando a uma
frequéncia de 500,00 MHz para 'H, 125,00 MHz para '*C. Os deslocamentos quimicos
() foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). Nos espectros de 'H e '3C foi utilizado o trimetilsilano como referéncia em 0
ppm. O solvente utilizado para diluicdo das amostras foi dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-ds). As andlises foram realizadas a temperatura ambiente e os resultados foram
editados utilizando o software MestReNova® versdo 14.0.0-23239 (© 2019 Mestrelab
Research S. L.).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi
realizada utilizando o cromatografo Agilent® modelo 6890N com o modulo de massas
Agilent® modelo 5973 a 70 eV, com coluna Agilent® 122-5532 DB-5MS (5% difenil :

95% dimetilpolisiloxano).

As analises de espectrometria de massas de alta resolu¢do com ionizagdo por

eletrospray foram realizadas em aparelho LC-MS-Bruker Daltonics MicroTOF.

68



7.2 Obtencio do intermediario 2-cloro-N-(4-((6-metoxiquinolin-8-

il)amino)pentil)acetamida (12)

~
N 0
HN PN
H

Em um baldo com 1,3 g (0,00286 mol) de difosfato de PQ foram adicionados 5
mL de acetato de etila e 5 mL de dgua. A mistura foi mantida em agitag¢do até completa
solubilizacdo. Em seguida, foi adicionado 1,58 g (0,01145 mol) de carbonato de potassio.
Ao adicionar o carbonato, o meio reacional teve a coloragao alterada de laranja para verde
musgo. O meio foi mantido em agitacdo por 15 minutos para que houvesse a liberagao da
primaquina em sua forma de base livre. Em seguida, foi adicionado, lentamente, 640 mg
(0,00571 mol) de cloreto de cloroacetila, sendo observado novamente uma mudanca na
coloragdao do meio reacional que assumiu uma cor amarelada. A mistura foi mantida em
agitacdo a temperatura ambiente por 4 horas. O isolamento foi feito através de uma
extragdo liquido-liquido utilizando diclorometando e 4gua. A fase orgénica foi seca com
sulfato de s6dio anidro e evaporada com auxilio do rotaevaporador, obtendo-se o produto

na forma de um 6leo castanho.

Rendimento bruto: 94%

CG-EM: m/z 201,10 (100,00), m/z 335,20 (16,17), m/z 202,10 (14,11), m/z 186,10
(8,56), m/z 146,05 (6,46)
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7.3 Obtencio dos derivados 11a-d

7.3.1 Procedimento geral para obtencao dos derivados 11a-d

Em um balao foi adicionado 200 mg (0,000597 mol) do intermediario clorado (12)
e colocado para solubilizar, sob agitacdo em 5 mL de acetonitrila. Apds completa
solubilizacdo, foram adicionados 0,000597 mol dos heterociclos azodlicos
correspondentes € 0,001194 mol de carbonato de potassio. Em seguida, foram adicionadas
5 gotas de brometo de tetra-n-butilamonio. O meio reacional foi mantido em agitacao a
82° C de 4 a 26 h. No isolamento, a acetonitrila foi evaporada com o auxilio do
rotaevaporador, seguido de uma extracdo liquido-liquido utilizando diclorometano e
agua. A fase organica foi seca com sulfato de soédio anidro e concentrada no

rotaevaporador, fornecendo os produtos de interesse na forma de um 6leo castanho.

7.3.1.1 Obtencao do derivado N-(4-((6-metoxiquinolin-8-il)amino)pentil)-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)acetamida (11a)

-
/O AN
=
N 0
HN
N
Y\AH

=\
N

Z-z

M

- /

Tempo reacional: 4 h
Rendimento bruto: 86,14 %

CG-EM: m/z 201,00 (100), m/z 368,20 (14,73), m/z 202,00 (14,26), m/z 186,00 (8,42),
m/z 179,00 (7,69)

RMN 1H (500 MHz DMSO-d6) 6 8,54 (dd, J = 4,23; 1,63 Hz, 1H), 8,24 (t, J = 5,61;
5,61 Hz, 1H), 8,08 (8,32; 1,64 Hz, 1H), 7,43 (dd, J = 8,24; 4,16 Hz, 1H), 6,48 (d, J =
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2,43 Hz, 1H), 6,27 (d, ] = 2,47 Hz, 1H), 6,13 (d, ] = 8,79 Hz, 1H), 1,21 (d, ] = 6,20 Hz,
3H).

RMN 13C (125 MHz DMSO-d6) § 165,38 (C20), 158,90 (C1), 151,17(C5), 145,21
(C23), 144,53 (C3), 144,16 (C8), 134,72 (C10), 134,42 (C4), 129,48 (C5), 122,02 (C9),
96,02 (C2), 91,54 (C6), 54,89 (C12), 51,08 (C21), 46,88 (C14), 38,69 (C18), 33,29
(C16), 25,70 (C17), 20,13 (C15).

7.3.1.2 Obtencao do derivado N-(4-((6-metoxiquinolin-8-il)Jamino)pentil)-2-(3-nitro-
1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (11b)

( N\
0 AN
NO,
—
N o] f,‘l§<N
HN
H
\§ J

Tempo reacional: 6 h
Rendimento bruto: 90,83%

CG-EM: m/z 201,00 (100), m/z 207,00 (24,33), m/z 44,00 (23,97), m/z 73,00 (17,76),
m/z 368,10 (16,37)

RMN 1H: (500 MHz DMSO-d6) & 8,54 (dd, J = 4,25; 1,65 Hz, 1H), 8,37 (t, ] = 5,57;
5,57 Hz, 1H), 8,08 (dd, J = 8,36; 1,65 Hz, 1H), 7,43 (dd, J = 8,24; 4,21 Hz, 1H), 6,48 (d,
J=2,49 Hz, 1H) 6,13 (d, J = 8,75 Hz, 1H), 1,21 (d, J = 6,3 Hz, 1H)

RMN 13C: (125 MHz DMSO-d6) & 164,30 (C20), 161,84 (C25), 158,89 (C1), 147,99
(C3), 144,53 (C3), 144,16 (C8), 134,72 (C10), 134,41 (C4), 129,48 (C5), 122,02 (C9),
96,02 (C2), 91,94 (C6), 54,89 (C12), 52,51 (C21), 46,87 (C14), 38,84 (C18), 33,29
(C16), 25,66 (C17), 20,14 (C15)
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7.3.1.3 Obtencdo do derivado 2-(1H-imidazol-1-il)-/NV-(4-((6-metoxiquinolin-8-

il)amino)pentil)acetamida (11c¢)
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Tempo reacional: 21 h
Rendimento bruto: 95 %

CG-EM: m/z 201,00 (100), m/z 367,20 (19,41), m/z 202,00 (14,00), m/z 241,10 (10,42),
m/z 186,00 (10,15)

RMN 1H (500 MHz DMSO-d6) § 8,54 (dd, J = 4,20; 1,63 Hz, 1H), 8,14 (t, J = 5,61;
5,61 Hz, 1H), 8,08 (dd, J = 8,26; 1,63 Hz, 1H), 7,43 (dd, J = 8,24; 4,16 Hz, 1H) 6,48 (d,
J=2,46 Hz, 1H) 6,26 (d, ] = 2,49 Hz,1H), 6,13 (d, ] = 8,82 Hz, 1H), 1,21 (d, ] = 6,2 Hz,
3,0)

RMN 13C (125 MHz DMSO-d6) § 166,45 (C20), 158,89 (C1), 144,43 (C3), 144,17
(C8), 138,02 (C23), 134,72 (C10), 134,42 (C4), 129,49 (C5), 127,74 (C25), 122,03
(C9), 120,34 (C26), 96,02 (C2), 91,52 (C6), 54,89 (C12), 48,60 (C21), 46,88 (C14),
38,62 (C18), 33,24 (C16), 25,70 (C17), 20,12 (C15)

7.3.1.4 Obtencdo do derivado N-(4-((6-metoxyquinolin-8-il)amino)pentil)-2-(2-
nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida (11d)

( )
O AN
N” o A
N
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§ H NO, |

Tempo reacional: 26 h

Rendimento bruto: 63,65%;
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CG-EM: m/z 201,00 (100), m/z 365,20 (16,71), m/z 202,00 (13,86), m/z 186,00 (8,47),
m/z 227,10 (7,66)

RMN 1H: (500 MHz DMSO-d6) 6 8,54 (dd, J =4,17; 1,66 Hz, 1H), 8,31 (t,J =5,63;
5,63 Hz, 1H), 8,08 (dd, J = 8,26; 1,66 Hz, 1H), 7,59 (d, ] = 1,03 Hz, 1H), 7,43 (dd, J =
8,25; 4,20 Hz, 1H) 7,17 (d, ] = 1,01 Hz), 6,48 (d, J = 2,52 Hz, 1H), 6,27 (d, J = 2,53 Hz,
1H), 6,12 (d, J = 8,77 Hz, 1H), 1,21 (d, J = 6,27 Hz, 3H)

RMN 13C: (125 MHz DMSO-d6) § 165,23 (C20), 158,90 (C1), 144,64 (C23), 144,55
(C3), 144,17 (C8), 134,72 (C10), 134,42 (C4), 129,48 (C5), 128,65 (C26), 127,30
(C25), 122,02 (C9), 96,01 (C2), 91,54 (C6), 54,89 (C12), 51,44 (C21), 46,85 (C14),
38,69 (C18), 33,27 (C16), 25,77(C17), 20,14 (C15)

7.4 Processo de purificacdo dos derivados finais

Os derivados 1la-d foram purificados através do método de cromatografia
preparativa de camada fina (CPCF), utilizando cromatofolhas comercialmente
disponiveis. Esse método de purificacdo foi escolhido devido a menor quantidade de
solvente utilizada no processo, se comparado a uma coluna cromatografica, e por
apresentar um bom resultado na separacdo das substancias, levando em consideragao que

os coeficientes de retencao dos derivados e das impurezas sdo proximos.

Os derivados 11a-d foram dissolvidos em diclorometano ou cloroférmio, e apos
completa solubilizagdo foram aplicados na placa cromatografica com auxilio de um
capilar. A quantidade maxima de produto aplicado na placa foi da substancia 11¢, 130 mg.
Em seguida, as placas foram colocadas em uma cuba cromatografica contendo os eluentes
selecionados. Apos a separagao dos produtos, a area de interesse foi marcada, recortada e
mantida em agitagdo em um béquer com acetonitrila. Em seguida, ¢ feita uma filtracdo a
vacuo e o solvente € retirado com um rotaevaporador. Vale ressaltar que a substancia 11¢
teve que passar por uma segunda tentativa de purificacdo. Os dados referentes ao processo

de purificacao dos derivados 11a-d encontram-se na tabela 11.
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Tabela 11. Dados dos processos de purificacdo dos derivados 11a-d.

Solvente Massa Massa Eluente de
Derivado SoTvens aplicada | Obtida Eluente uente
Disssolvido extraciao
(mg) (mg)
11a CH-Cl, 100 77 AcOEt (7) : (3) Hex Acetonitrila
11b CHCl, 110 45 AcOEt (7) : (3) Hex Acetonitrila
11c CHCl, 131 67 MeCN (2) : (8) AcOEt | Acetonitrila
11d CHCl, 100 70 AcOEt (7) : (3) Hept Acetonitrila

7.5  Avaliacao biologica
7.5.1 Cultivo in vitro do Plasmodium falciparum

O P falciparum (cepa 3D7) foi mantido em cultura continua conforme os
protocolos estabelecidos por Trager e Jensen (1976), sob condi¢des controladas de
atmosfera com 5% de CO2, 5% de Oz e 90% de N>, a uma temperatura de 37° C. O meio
de cultura utilizado consistiu em RPMI 1640, complementado com 25 mM de HEPES
(pH 7,4), 24 mM de NaHCO3, 11 mM de glicose, 3,67 mM de hipoxantina e 0,05 g/L de
gentamicina, sendo suplementado com 0,5% de Albumax II. A parasitemia foi monitorada
diariamente por meio de esfregagos sanguineos corados de acordo com o método pan6tipo

rapido.
7.5.2 Atividade inibitoria contra o P. falciparum utilizando o ensaio de SYBR green

Os parasitos foram sincronizados na fase de anel por meio de tratamento com 5%
de sorbitol (peso/volume), conforme descrito por LAMBROS E VANDERBERG (1979).
Apbs a sincronizagdo, a cultura, com parasitemia de 0,5% e hematocrito de 2,5%, foi
distribuida em placas de 96 pogos e incubada com os compostos nas concentragdes
variando de 50 a 0,04 uM, obtidas por meio de 11 dilui¢des seriadas com fator de 2. Em
cada placa, foram incluidos pogos de controle negativo, com hemacias nao parasitadas, e
controle positivo de inibi¢cdo, com hemécias parasitadas sem a adi¢do de compostos. A

concentracdo de DMSO foi mantida abaixo de 0,1%.

As placas foram incubadas por 72 horas a 37 °C em estufa umidificada, com
atmosfera composta por 5% de COz, 5% de O2 € 90% de N2. Apos o periodo de incubagao,
o meio de cultura foi removido e as hemadcias ressuspendidas em 100 uLL de tampao PBS

(116 mM NacCl, 10 mM NaxHPO4, 3 mM KH>POs), sendo posteriormente lisadas com

74



100 pL de tampao de lise (20 mM Tris-Base, 5 mM EDTA, 0,0008% Triton X-100 (v/v),
0,008% saponina (m/v), pH 8,0) adicionado de 0,002% SYBR Green I (v/v). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos e a fluorescéncia,
correspondente a densidade parasitaria, foi quantificada em leitor de placas SpectraMAX
Gemini EM (excitacdo a 485 nm e emissdo a 535 nm). A concentragdo inibitoria de 50%
(ICs0°P7) foi calculada por analise de regressio ndo-linear da curva concentragio-resposta

utilizando o software GraphPad Prism 8.

7.5.3 Citotoxicidade em células de hepatocarcinoma humano (HepG?2)

Células de hepatocarcinoma (HepG2) foram cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro bovino fetal (v/v), 24 mmol/L de bicarbonato de sédio,
40 mg/mL de gentamicina e 10 mmol/L de HEPES, com pH ajustado para 7,4. Para a
avaliacdo da citotoxicidade, as células foram semeadas a uma densidade de 1 x 10*
células/mL em microplacas de 96 pocos e incubadas por 24 horas para adesao celular.
Apods esse periodo, os compostos foram adicionados aos pogos nas concentragdes
variando de 100 a 1,5 uM, obtidas por meio de 7 dilui¢des seriadas com fator de 2, e as
células foram incubadas por 72 horas a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO,. Células

nao tratadas foram mantidas como controle, sob as mesmas condigoes.

A citotoxicidade dos compostos foi determinada por meio da avaliagdo da
viabilidade celular utilizando o indicador de oxirreducao resazurina. Para isso, foram
adicionados 40 pL de resazurina (0,15 mg/mL) em cada pogo, e as placas foram incubadas
por 4 horas a 37 °C. A fluorescéncia foi entdo medida em um leitor de placas SpectraMAX
Gemini EM, com excitagdo a 560 nm e emissdo a 590 nm. A concentracdo inibitoria de
50% (CCso HepG2) foi calculada por meio da analise de regressdo ndo-linear da curva

concentragao-resposta utilizando o software GraphPad Prism 8.
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Figura 27. Espectro de massas por ionizagdo por elétrons do intermediario 12.
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Figura 28. Espectro de massas por ionizagao por eletrospray do intermediario 12.

Obtencao do derivado N-(4-((6-metoxiquinolin-8-il)amino)pentil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (11a)
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Data File: C:\Users\admin\Documents\Backup do sistema\CG-EM-81\2824\@1 JANEIRO 2824\EM81 24 81 8115.D
Sample : PIPTB44

Peak Number: 3 at 38.457 min Area: 154995?41 Area % 97.18
The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
D:\MassHunter\Library\NIST28.L
1 1,4-Bis[2-[N-[6-methoxy-8-quinol. .. 343163 B59823-62-6 64
2 (p-Furfurylphenyl)dimethylamine 76984 188371-88-8 59
2 1H-Pyrrole-2,5-dione, 2,5-dihydr... 76862 B65832-80-2 53
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Figura 29. Espectro de massas por ionizagdo por elétrons do derivado 11a.
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Acquisition Parameter

Source Type ESl lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Mot active Set Capillary 4000 vV Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 100 mfiz Set End Plate Offset 400V Set Dry Gas 4.0 limin
Scan End 1000 miz Set Charging Voltage 2000V Set Divert Valve Source
Set Corona 0 nA Set APCI Heater 0°c
+MS, 0.0-0.1min #2-8
Intens. | +MS, 0.0-0. 1min #2-8,
x108]
1 3659:2040
6 301.1858
5
4
3_
2_
1 -
] 271 .|1883 | 423, |1 231
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. miz # lon Formula m/'z emr Mean rdb N-Rulee mSigm Std | Std Sl Std Std
[ppm] e Conf a Mean VarNo miz Comb
[Ppm] miz m Diff  Dev
369203855 1 C19H25N602  369.203350 -1.6 -24 105 ok even 25 39 na. na. n.a. na.
1 C21H30Na04 369203630 0.9 N7 65 ok even 39 73 na. na. n.a. na.
2 C22H26N4Na  360.204968 27 2615 ok even 16.7 261 na. na. na na.
391.185816 1 C1TH19N12 391.185015 20 -35 145 ok even 26 38 na. na. n.a. na.
2 C20H2TN206  391.186363 14 1385 ok even 56 104 na. na. n.a na
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Figura 30.Espectro de massas de alta resolugdo com ionizagao por eletrospray do derivado 11a.
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Figura 31. Espectro de RMN 'H (500 MHz) do derivado 11a. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 32. Espectro ampliado de RMN 'H (500 MHz) do derivado 11a. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 33. Espectro de RMN *C (125 MHz) do derivado 11a. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 34. Espectro ampliado de RMN *C (125 MHz) do derivado 11a. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 35. Espectro na regido do infravermelho do derivado 11a.
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1 g8.82 8031305 a4.3 337185 1,010 - -
2 929 25165 0,3 446741 0,915 3,143 0,054
3 944 34575 04 501269 1,185 1,12 0,071
Tota 8091046| 100,0

Figura 36. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11a. A =261 nm.
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Figura 37. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11a. A =361 nm.

101



mALl

y o PDA Multi 3 224nm 4nm
S )
100+
50
D__ e L L
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0 10 20 30 40 50
min
PDA Ch3 324nm
Feak#Ret. Time Mame Area Area¥e |Theoretical Plates/meteriUSP)|Tailing Facton Resolution({lUSP) [Capacity Factor(k')
1 8,82 736016 1000 48348 1.014 — —
Tota TIES16( 100,0

Figura 38. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11a. A = 324 nm.
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Figura 39. Espectro de ultravioleta do derivado 11a.

N-(4-((6-metoxiquinolin-8-il)amino)pentil)-2-(3-nitro-1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (11b)
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Unknown Spectrum based on Apex

pbindance: Scan 3402 (30,330 min) EM01_24_01_0138.D\data ms m/z 201.0¢ 100.00%
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Data File: C:\Users\admin\Documents\Backup do sistema\CG-EM-81\2824'81 JANEIRC 2@824\EMO1 24 61 @138.D

Sample : PIPTS3
Peak MNumber: & at 20.332 min Area: 568893 Area % 7.87
The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual

D:\MassHunter\Library\NIST28.L

1 2H-Pyrimido(2,1-a)phthalazine, 7...
2 1H-Pyrrole-2,5-dione, 2,5-dihydr...
3 2-(Trifluoromethyl)-1H-benzimida. ..

76092 PB61632-64-2 43
76862 BB5833-809-2 43
77146 D@3671-66-7 43
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Figura 40. Espectro de massas por ionizagdo por elétrons do derivado 11b.
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer
Focus Mot active Set Capillary 4000V Set Dry Heater
Scan Begin 100 miz Set End Plate Offset -400V Set Dry Gas
Scan End 1000 miz Set Charging Voitage 2000V Set Divert Vaive
Set Corona onA Set APCI Heater

0.4 Bar
200 °C
4.0 I/min
Source
0°C

+MS, 0.0-0.7min #2-40

Intens. | +MS, 0.0-0.7min #2-40
x108
1 414.1889
]
J 436.1708
3
|
24
14
1 3682085
]
]
1 P 2r1.1882 1 452 1448
0 . | — i 1 i . S| N — Al gl :
100 150 200 250 300 380 400 450 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z er Mean rdb N-Rulee mSigmStdl  Std  Std| Std Std
[ppm] err Conf a Mean VarNo m/z Comb
[ppm] miz m Diff Dev
414.188893 1 C10H24NTO4 414188429 -1.1 14118 ok even 58 103 n.a. na. na. n.a.
2 C20H20N11 414139768 21 15165 ok even 189 295 na. na. n.a. n.a.
436.170840 1 C19H23N7TNaO4 436170372 -1.1 137115 oK even 63 113 na. na. na. n.a.
2 C20HTONTINa 436.171710 2.0 14165 ok even 192 302 na. na. n.a. n.a.
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Figura 41. Espectro de massas de alta resolugdo com ionizacao por eletrospray do derivado 11b.
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8 Probe Z168772_0021
(cPP1.1880
50052 BB-H&F-
D05 ZXT)

9 Number of Scans 256

10 Receiver Gain ~ 32.0
11 Relaxation Delay 1.0000
12 Pulse Width 12.0000
13 Acquisiion Time  3.2768
14 AcquisitonDate  2024-03-13T17%
23:40
I 15 Modification 2024-03-13T172
Date 23:52
i 16 Spectrometer  500.13
Frequency
17 Spectral Width  10000.0
18 Lowest -1913.9
| s
1 : J_, 1 #H
2 Acquired Sze  327%8
.
25338 d98 & d3d  dd 2 Spectalse 6555
A A A A A o Mool - oM 22 Digital 0.5
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6.3 Hz, 3H).
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Figura 42. Espectro de RMN 'H (500 MHz) do derivado 11b. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 43. Espectro ampliado de RMN 'H (400 MHz) do derivado 11b. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 44. Espectro de RMN *C (125 MHz) do derivado 11b. Solvente: DMSO-ds.

114



40

AT
38 34

8 & 8 & A A RE 2 = ] & 8 & &
: ¢ 8 & ¥F 3% R N & = & 8 ¢
| | | | N7 7 | | | | |
[ 1 ‘ I | I ”
=4 f 10
| | 0 5
I'| , N0
| | | ‘ | ‘ ‘ 2 * NO,
2 -~ 8 27 26 25
L P 8 R
1 I N4
B | [ [dhs HN 14 ~7 J\M/N 4
|| |||n|,' " \/ '.j 2,84 13 16™~"18"N"20 22\{;
WY U HI H
R - 18 19
405 400 395  39.0 385
f1 {(ppm)
C-8 (s) C-4 (s) C12 (s) C-14 (s)
144.16 134.41 54,80 46.87
C-20 (s) | C-25 (5)| |C-1(s)| |c-23 (s) C-3(s) c-10(s)| |5 ()| | c9 ()| |C2 (s)] |6 () c-21 (s)
164.30 | 161.84 | |158.89| | 147.99 144.53 134.72 | |129.48 | | 122.02| | 96.02 | | 91.54 52.51
[ | I '
|
} l l St i __,.,__JU._, ___.J__ l,_,._ LA | SR | P | SRS FSESE, -«"J | --.--JL
i ———— A ———if R RS ' S — ) - - — B SR——
166 164 162 160 158 148 146 144 136 134 130 122 9% 92 54 52 46
f1 (ppm)

& B 3.
i Y =
I I
C-17 (s)
25.66
18 ()| | C-16 (s) C-15 (s)
I 38.84 33.29 20.14

et s

i

26

o AT
20

115



Figura 45. Espectro ampliado de RMN *C (125 MHz) do derivado 11b. Solvente: DMSO-ds.
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mAL

Figura 46. Espectro na regido do infravermelho do derivado 11b.

Chromatogram

PDA Multi 1 2617nm 4nm

. |
ﬂ--+~——m—--.t__.l_n_.h_-_.— —'I— o ———— A‘—-—_ S e S
T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I T T |
0 10 20 30 40 50
min
PDA Ch1 261nm
Peak#Ret. Timg Mame Area Area% |Theorefical Plates/meter(USP)Tailing Facton Resolution(USP) [Capacity Factor(k")
1 20,87 5114708( 1000 1641 2764 - -
Tota 5114708 100,0

Figura 47. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11b. A =261 nm.
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UV Spectrum

Retention time: 20,872 min
Lambda max: 206/265/363/466/474 nm
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Figura 48. Espectro de ultravioleta do derivado 11b.
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2-(1H-imidazol-1-il)-N-(4-((6-metoxiquinolin-8-il)Jamino)pentil)acetamida (11c)
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Abundance Scan 3652 (32,186 min) EMO1_24_01_0140 Didata ms m/z 281.88 160.80%
20§ 0

5000

2411 e 31.8@B2.0@E2.2B2.40
270.1298.1 3361 415.0 446 2 g : £ 3

0 20 40 60 &0 100 120 140 160 160 200 220 240 260 260 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540  mfz 367.286  19.41%

miz—=
Abundance #343103: 1,4-Bis[2-[N-[6-methoxy-8-quinolyllamino]propionyl]piperazine |
2000 f |
5000 31.8(82.0B2.282.40
202.00  14.00%
& 410 89.0 139.015?'9 " 229.0256.0 31303410 3860 siai M= ]
; 0 20 40 60 BO 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 |
miz—=
- |
Abundance #201448: 143 5-Dimethylphenyl)-3-(4H-[1 2 4Jtriazol-2-yisulfanyl-pyrrofidine-2, 5-dione
2000
31.8(82.0(B2.2(82.40
5000 m/z 241.18 18.42%
010
54.0 4 1730
l%ﬁtna,‘-* e A Gt KN, SN N s T R T L TR ||
: 0 20 40 60 BO 100120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 330 400 420 440 460 480 500 520 540
miZz—=
eRmiance #76827: 2,3-Dihydro-T-methoxyfuro(2,3-bjguincline 31.8(82.082.2B2 40
' m/z 186.80 10.15%
H
50 510 10001280
ol 15 :
. 0 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500520 540 31.8(52.0E2.2(2.40
miZ—=

Data File: C:\Usersladmin\Documents\Backup do sistema\CG-EM-01\2624\@l1_JANEIRO 2024\EM@1 24 @1 9148.D
Sample : PIPTRA4S

Peak Mumber: & at 32.187 min Area: 182625586 Area % 95.28
The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
D:\MassHunter\Library\NIST28.L
1 1,4-Bis[2-[N-[6-methoxy-8-quinol... 343103 858823-62-6 5@
2 1-(3,5-Dimethylphenyl)-3-(4H-1,... 201448 1806310-56-7 58
3 2,3-Dihydro-7-methoxyfuro(2,3-b)... 76827 873863-58-8 49
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Figura 49. Espectro de massas por ionizagdo por elétrons do derivado 11e¢.
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity FPositive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary 4000V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 100 miz Set End Plate Offset 400V Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 1000 miz Set Charging Voltage 2000V Set Divert Valve Source
Set Corcna 0 nA Set APCI Heater 0°Cc
+MS, 0.1-0.5min #4-29
Intens. | +MS, 0.1-0.5min #4-29
%1
3682087
g-.
390.1906
6u
4_
2
0 : — . : . | L e
100 150 200 250 00 350 400 450 miz
Meas. miz # lon Formula m/z emr Mean rdb N-Rulee™ mSigm Std | Std Stdl Sid Std
[ppm] er Conf a Mean VarNo  mvz Comb
[ppm] miz m Diff Dev
368208717 1 C20H26N502  368.208102 A7 -25 105 ok even 14 20 n.a na. na. na.
1 C23H27N3Na  368.209719 27 24115 ok even 155 239 na. n.a. n.a. na.
390190555 1 C18H20N11 390.189766 20 -32 145 ok even 25 34 na. na. n.a. na.
2 C21H28NOG 390191114 14 15 B85 ok even 53 9F na. na. na. na
1 C20H25NENa02 390150046 -1.3 -1.6 105 ok even 25 43 na. na. n.a. na.
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Figura 50. Espectro de massas de alta resolugdo com ionizacao por eletrospray do derivado 11c.
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Figura 51. Espectro de RMN 'H (500 MHz) do derivado 11¢. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 52. Espectro ampliado de RMN 'H (500 MHz) do derivado 11¢. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 53. Espectro de RMN *C (125 MHz) do derivado 11¢. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 54. Espectro ampliado de RMN *C (125 MHz) do derivado 11¢. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 55. Espectro na regido do infravermelho do derivado 11c.

Chromatogram
mALl
1500 o PDA Multi 1 2617nm 4nm
1000+
. b~
500~ &=
1w 3 <
s g )
= —
D o
T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I
0 10 20 30 40 50
min
POA Ch1 261nn
Feak#Ret. Time Mame Area Area% |Theoretical Plates/meteriUSP)|Tailing Facton Resolution(USP) [Capacity Facton(k'™)
1 0,75 48481 0.6 1823 1,112 - -]
2 10,60 41536 05 356380 0,946 53,562 13,116
3 11,17 123372 1,6 5B2753 1.012 3,416 13.877
4 11,70 T6TE540 56,9 504366 1,033 3,452 14 585
5 13,40 25002 04 847788 1,303 11,072 16,849
Total 7918832 1000

Figura 56. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11¢. A =261 nm.
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i o PDA Multi 2 361nm 4nm
200 -
1004
D__- at
T T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I
0 10 20 30 4{ 50
min
PDA Ch2 361nm
Peak#Rel Time Name Area Area% |Theoretical Flatesimeter{USP j[Tailing Facton Resolution{USP) [Capacity Factor(k’
1 11,70 1067956 ( 1000 618213 1,035 — —
Total 1067956 1000

Figura 57. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11¢. A =361 nm.
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- & PDA Multi 3 324nm 4nm
100+ v
50+
| To]
9 =
4 a
i
G 4 i = -
T T T | T T T | T T T T | T T T T | T T T T |
0 10 20 30 40 50
min
PDA Ch3 324nm
Peak#Ret. Time Mame Area Area% |Theoretical Plates/meter{USP)Tailing Facton Resolution{FSP) (Capacity Factor(k’
1 0,75 43370 6.8 1785 1,106 - -
2 11,70 Laferaie s 93,2 610358 1,035 64,712 14 5659
Total 642064 1000

Figura 58. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11¢. A = 324 nm.
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Retention time: 0,751 min
Lambda max: 2922194 11/531/561 nm

Y Spectrum

Retention time: 10,596 min
Lamixda max; 272634359 nm
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Figura 59. Espectro de ultravioleta do derivado 11c.

N-(4-((6-metoxyquinolin-8-il)amino)pentil)-2-(2-nitro-1 H-imidazol-1-il)acetamida (11d)

( )

_0O
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Abundance Sean 3387 (30.219 miny EMOD1_24_01_0139.D\datams m/z 291-991 1@0.00%
2000 /

N
265.2 BT T T T
SR L8 30.0(BO0.2(B0-4(B0.60

5000

81.0 131.0158.0 2271

53.0 2841 332.1

o
i 40 50 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 260 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 m/z 365.2@  16.71%
= N
i #243103: 1,4-Bis[2-[N-[6-methoxy-8-quinolyllaminolpropionylipiperazine |
2001.0 |
5000 30.0(B0.2(B0.4(B0.50
ol 410 8a90  130.0 15?” || 229.0256.0282.0 313.0341.0 3860 sigh [V We-0 1,40k
SR Rs F R R RS RN ERRGS RARSS M oE LS R PR R Al RE R B SRR R RO AR N R RS R AR AL AN SALER RARR S AR A RERE Y AR AR S RARES LR BRSAN R RS R RS R
- 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 260 300 320 340 350 380 400 420 440 460 480 500 520 540 |
Abundance #76862: 1H-Pyrrole-2,5-dione, 2,5-dihydro-1-{3.5-dimethylphenyl)- |
i IIII|IIII|IIII|IIII|II
30.0(B0.2(B0.4(0.50
5000 miz 186.00 8.47%
o l
_— 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 250 300 320 340 360 380 400 420 440 450 480 500 520 540 '
"-_; IIII|IIII|IIII|IIII|II
(ARTKanCE #76650: Pyrazolo[3,4-blindole-3-carboxylic acid, 1,8-dihydro- 30.0680.2(B0.4(B0.60
20010
m/z 227.1@ 7.66%
5000 w
144.0 |
i 430 83.0 1180 | 4720
IIII|IIII|IIII|IIII TTTT rITTyrrTT IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII TTTT TTTT TT 1T LELELEL TT
; 60 80 100 120 140 160 150 200 220 240 260 250 300 320 240 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 30.0(B0 280 4B0.60
miz—-=

Data File: C:\Usershadmin\Documents\Backup do sistema\CG-EM-81\2824\81 JANEIRO 2824\EMB1 24 81 @139.D
Sample : PIPTS4

Peak Number: 5 at 38.220 min Area: 166298518 Area & 79.25
The 3 best hits from each library. Ref\# CAS\# Qual
D:\MassHunter\Library\NIST28.L
1 1,4-Bis[2-[N-[6-methoxy-8-quinol... 343163 950823-62-6 64
2 1H-Pyrrole-2,5-dione, 2,5-dihydr... 76862 BE5E33-89-2 53
3 Pyrazolo[3,4-blindole-3-carboxyl... 76658 1888337-92-2 58
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Figura 60. Espectro de massas por ionizagdo por elétrons do derivado 11d.
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Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Fositive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Mot active Set Capillary 4000V Set Dry Heater 200 *C
Scan Begin 100 miz Set End Plate Offset 400V Set Dry Gas 4.0 Ifmin
Scan End 1000 miz Set Charging Voltage 2000V Set Divert Valve Source
Set Corona 0nA Set APCI Heater 0°Cc
+MS, 0.1-0.6min #4-37
Intens. +MS, 0.1-0.6min #4-37|
x1
4131939
4351757
a4
2
1 -
i
] 318.1820
340.1638
2711885 3662085
Q T — T T — k T | —L | —
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. m/z # lon Formula miz emr Mean rdb N-Rulee mS3igm Std | Std Stdl Sid Sid
[ppm] err Conf a Mean VarNe m/iz Comb
[ppm] miz m Diff Dev
413.193862 1 C20H25MN604  413.193180 A7 17115 ok even 46 BA na. na: na. n.a:
2 C21H21N10 413194517 16 12 165 ok even 17.7 271 n.a na. n.a. n.a.
435175728 1 C20H24N6MNa0C4 435175124 -14 -16115 ok even 48 B6 na. na. na. n.a.
2 C21H20N10MNa 435176461 17 12 165 ok even 179 274 na. na. na. n.a.
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Figura 61. Espectro de massas de alta resolugdo com ionizagdo por eletrospray do derivado 11d.
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'HNMR (500 MHz, DMSO-d) & 8.54 (dd, J=42, 1.7Hz, 1H).8.31 (t. /=5.6 Hz, 1H).8.08 (dd, /=83, 1.7Hz, 1H), 7.59(d. /= 1.0Hz, 1H), 7.43 (dd, /=82, 42 Hz,

1H), 7.17 (4, /= 10 Hz, 1H), 648 (d,/=2.5 Hz, 1H),6.27 (d,/=2.5 Hz, 1H), 6.12 (d, /= 8.8 Hz, IH), 5.06 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.69— 3.38 (m, 1H), 3.19 — 3.05 (m,

2H), 1.71 - 1.45 (m, 4H), 121(d, J= 63 Hz, 3H).

5” \T/u\“/ni‘n 2~
i " NO;
Parameter Value
1 Origin Bruker BioSpin
GmbH
2 Owner nmrsy
3 Instrument Avance
4 Solvent DMsO
5 Temperatwe  298.0
6 Pulse Sequence 2930
7 Experiment 1D
8 Probe Z168772_0021
(CPP1.1B80
50052 BB-HEF-
D-05ZXT)
9 Number of Scans 128
10 Receiver Gain 45,2
11 Relaxation Delay 1.0000
12 Pulse Width 12.0000
13 AcquisiionTime  3.2768
14 AcquisitionDate 2024-03-15T1L
37:55
15 Modification 2024-03-15T1L:
Date 38:08
16 Spectrometer 500,13
Frequency
17 Spectral Width ~ 10000.0
18 Lowest -1913.8
Frequency
19 Nudeus H
2 Acquired Sze 327%8
21 Spectral Sze 65536
22 Digital 0.15
Resolution
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Figura 62. Espectro de RMN 'H (500 MHz) do derivado 11d. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 63. Espectro de RMN 'H (500 MHz) do derivado 11d. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 64. Espectro de RMN *C (125 MHz) do derivado 11d. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 65. Espectro de RMN *C (125 MHz) do derivado 11d. Solvente: DMSO-ds.
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Figura 66. Espectro na regido do infravermelho do derivado 11d.

Chromatogram
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Figura 67. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11d. A =261 nm.
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Figura 68. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11d. A =361 nm.
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Figura 69. Cromatograma de cromatografia liquida de alta eficiéncia do derivado 11d. A =324 nm.
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UV Spectrum

Retention time: 8,422 min
Lambda max: 207/265/360/654/728 nm
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Figura 70. Espectro de ultravioleta do derivado 11d.
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