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RESUMO

A malaria € uma doenca infecciosa, potencialmente grave, causada por protozoarios
do género Plasmodium, com ampla distribuicdo no mundo. Em 2021, estima-se que
tenham ocorrido cerca de 247 milhdes de casos e 617 mil mortes por malaria no
mundo. Sendo transmitida através da picada de mosquitos do género Anopheles, a
malaria € mais comum em regides onde ha uma maior proliferacdo desses vetores,
isto €, em regides de clima tropical e subtropical. O combate a malaria é dificultado
gracas a diversos fatores, entre os quais: a resisténcia do patdégeno aos principais
tratamentos e a toxicidade que estes possuem. Assim, faz-se necessaria uma busca
por novos farmacos capazes de combater efetivamente o protozoario causador da
doenca, além de possuirem menores efeitos colaterais. Os cromenos sdo uma
classe de moléculas que tem mostrado interessantes atividades bioldgicas, entre
elas a inibicdo dos protozoarios. Além disso, essa classe de compostos nao
apresenta altos indices de toxicidade de forma que se tornam bons candidatos para
o tratamento da malaria. Uma das formas de obtencéo de cromenos se da por meio
de reacdes multicomponentes que sao reacdes realizadas de forma one pot,
seguindo os principios da quimica verde, isto €, mantém uma grande economia
atdbmica, produzem poucos residuos e sdo seguros. Uma das reagdes
multicomponentes que se destaca € a reagcdo de Hantzsch, que gera, como produto,
uma série de heterociclos de interesse, sendo que a partir de uma modificacdo nos
protocolos & possivel a obtencdo de uma diversidade ainda maior de compostos.
Neste trabalho, a partir de reagbes multicomponentes, foi possivel obter um total de
28 compostos diferentes divididos em duas cole¢gdes distintas. Os rendimentos
obtidos variaram de 2 a 89%, sendo que a maior parte possui um rendimento
superior a 60%. O grau de pureza dos compostos, com duas exce¢des, mostrou-se
superior a 90%, obtidos através de recristalizacdo com etanol. A confirmacao de
cada estrutura foi feita através de técnicas espectrograficas de IV e RMN 'H e '3C.
Os testes para a avaliagdo de potencial atividade biolégca encontram-se em
andamento.

Palavras-Chave: Malaria, Rea¢do Multicomponente, Hantzsch



ABSTRACT

Malaria is a potentially serious infectious disease caused by protozoa of the genus
Plasmodium, which is widely distributed throughout the world. In 2021, it's estimated
that there were around 247 million cases and 617 thousand of deaths from Malaria in
the World. Being transmitted through the bite of mosquitoes of the genus Anopheles,
malaria is more common in regions where there is a greater proliferation of these
vectors, that is, in regions with a tropical and subtropical climate. The fight against
malaria is made difficult due to several factors, among which: the resistance of the
pathogen to the main treatments and the toxicity they have. Thus, it is necessary to
search for new drugs capable of effectively combating the protozoan that causes the
disease, in addition to having fewer side effects. The chromens are an class of
molecules that have shown interesting biological activities, including the inhibition of
protozoa. Furthermore, this class of compounds does not have high levels of toxicity,
making them good candidates for the treatment of malaria. One of the ways to obtain
chromenes is through multicomponent reactions that are reactions carried out in a
one pot way, following the principles of green chemistry, that is, it maintains a great
atomic economy, produces little residues and is safe. One of the multicomponent
reactions that stands out is the Hantzsch reaction, which generates, as a product, a
series of heterocycles of interest, and from a modification in the protocols it is
possible to obtain an even greater diversity of compounds. In this work, from
multicomponent reactions, it was possible to obtain a total of 28 different compounds
divided into two distinct collections. The yields obtained ranged from 2 to 89%, with
the majority having a yield above 60%. The purity of the compounds, except for two,
was greater than 90%, obtained through recrystallization with ethanol. Each structure
was confirmed using IR and 1H and 13C NMR spectrographic techniques. Tests to
evaluate potential biological activity are underway.

Keywords: Malaria, Multicomponent Reaction, Hantzsch
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1. MALARIA

A malaria € uma doencga infecciosa grave, sendo categorizada como uma das
doencgas que mais impactam na morbidade e mortalidade de paises localizados nas
zonas tropicais e subtropicais do planeta. Segundo estimativas da Organizag&o
Mundial da Saude, houve, em 2021, 247 milhdes de casos em todo o mundo, com
um numero de mortes proximo a 619 mil pessoas. (WHO, 2023; SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2020).

Sendo causada pelo parasita protozoario do género Plasmodium, a malaria se
da por meio de cinco diferentes espécies de protozoarios: Plasmodium falciparum, P.
vivax;, P. malariae; P. ovale; P. knowlesi, destes o mais perigoso é o P. falciparum
por evoluir para a forma mais grave, a cerebral, levando o paciente a morte na
maioria dos casos. Estima-se que, em 2021, a regido africana, principalmente as
regides subsaarianas, foi responsavel por cerca de 95% dos casos globais de
malaria e 96% do total de mortes, sendo que a Nigéria e a Republica do Congo
concentram os maiores humeros de casos, com 31.3% e 12.6%, respectivamente.
Na américa trés paises contabilizam cerca de 90% dos casos de malaria: Venezuela
(55%); Brasil (22%) e Colombia (11%) (figura 1) (FRANCA, 2008; WHO, 2023).

A maior parte dos casos de malaria na regido africana € provocada pelo P.
falciparum, porém nas américas a espécie predominante € o P. vivax, que €

responsavel por cerca de 75% dos casos de malaria. (WHO, 2020).
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1.2. Farmacos Antimalaricos

Um dos primeiros farmacos utilizados no combate a malaria foi a quinina (1).
Utilizada por povos indigenas sul-americanos, a casca da Cinchona, foi empregada
inicialmente por missionarios jesuitas, no século XVIl, como um tratamento para a
febre. Em 1820, os quimicos Pierre Joseph Pelletier e Joseph Bienaime Caventou,
estudando a casca da Cinchona, identificaram a quinina (1), um alcaldide, como a
responsavel pelo efeito desejado. Apds a descoberta a quinina (1) teve seu uso
largamente difundido e até meados do século XX, sendo o principal medicamento
utilizado no combate a malaria. Sua utilizacdo s6 foi diminuida em fungdo do
surgimento de cepas de P. falciparum resistentes e da toxicidade, pois o uso,
mesmo em doses padrdes, leva a quadros de quininismo, causando efeitos adversos
como cefaleia, nauseas, deficiéncia auditiva, entre outros. (TAYLOR, 2004;
FRANCA, 2008).

\

N

Quinina

(1)

O desenvolvimento e a busca por farmacos antimalaricos se intensificaram
com a primeira e segunda guerras mundiais, pois muitos dos combatentes que iam
para os campos de batalha acabavam sendo internados em hospitais por conta da
malaria. Na primeira guerra mundial houve uma paralisag&o por cerca de 3 anos dos
exercitos britanico, francés e alemao devido a proliferagdo da doenca. Nesse
periodo quase 80% dos 120 mil franceses foram hospitalizados com malaria.
(FRANCA, 2008)

Em 1934, Hans Andersag, um quimico alemao que trabalhava na Bayer,
descobriu e patenteou duas moléculas, a resochin (2) e um derivado dela, o
sontochin (3). Posteriormente a resochin (2) foi rebatizada, adquirindo o nome de

cloroquina (2). Os estudos clinicos comprovaram a eficacia de ambos contra a
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malaria, porém a cloroquina (2) apresentou propriedades superiores no que diz
respeito a eliminacao rapida dos parasitas e uma duragdo de protegdo mais longa,
assim o sontochin (3) acabou sendo deixado de lado. A analise estrutural das duas
moléculas revelou que ambas possuiam uma base em comum, a 4-aminoquinolina,
sendo essa a estrutura indicada como a responsavel pelo efeito terapéutico, isso
resultou em um interesse crescente pela classe de compostos quinolinicos,
resultando na posterior sintese de outros antimalaricos. (FRANCA, 2008; SA, 2011;
POU, 2012)

N o-CHs
» P
cl N cl N
Cloroquina Sontochin
(2) (3)

A cloroquina (2) se tornou o farmaco mais utilizado no combate a malaria e na
profilaxia, agindo como um agente esquizonticida, atuava rapidamente e
apresentava poucos efeitos colaterais, porém o surgimento de cepas de P.
falciparum resistentes acabou por dificultar o tratamento da doencga a partir deste
farmaco. De forma geral o tratamento a partir da cloroquina (2) € bem tolerado,
porém o uso continuado ou exacerbado pode provocar efeitos adversos e até
mesmo resultar em fatalidades. A margem de seguranga, no que diz respeito a
toxicidade deste farmaco, € pequena, visto que os efeitos tdxicos comegam a surgir
com doses pouco superiores as doses recomendadas, sendo que uma dose de 20
mg/kg ja € considerada toxica e caso, além disso uma dose de 5g de cloroquina em
um adulto ja pode levar o paciente a 6bito. As reagdes a superdosagem aparecem
rapidamente através de disturbios na visdo, parada cardiaca, sonoléncia,
convulsdes, entre outros. (TAYLOR, 2004; FRANCA, 2008; POU, 2012)

Um outro farmaco antimalarico foi desenvolvido, por pesquisadores norte-

americanos, poucos anos depois da cloroquina (2), a primaquina (4), uma 8-
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aminoquinolina que se mostrou util no combate a malaria, porém devido a uma maior
eficiéncia e a menos efeitos colaterais, o uso da cloroquina (2) permaneceu até o
aparecimento de cepas resistentes. A primaquina (4) atua, principalmente, contra os
esquizontes no figado e os hipnozoitos, assim ela ¢ utilizada para se alcancar uma
cura total da doenca, evitando posteriores recaidas. (TAYLOR, 2004; SA, 2011)

o)
HasC™ N

\

NH
H2N/\/Y

CHj

Primaquina

(4)

Por conta de sua toxicidade a primaquina (4) apresenta alguns efeitos
colaterais incomodos de forma que ela n&o deve ser utilizada por alguns grupos
especificos. Dentre os possiveis efeitos adversos causados por esse farmaco, a
toxicidade gastrointestinal € a mais comum, provocando dores abdominais e colicas,
esse efeito, porém, pode ser diminuido ao ingerir o medicamento com algum
alimento. Apesar de mais raro e necessitar de uma dose alta ou continua, um outro
efeito preocupante é a metaemoglobinemia, pois a primaquina (4) converte a
hemoglobina (Hb) em meta-hemoglobina (metHb), estado no qual o ferro do grupo
hemo esta oxidado em Fe3*, ndo conseguindo se ligar a molécula de oxigénio e,
consequentemente, nao conseguindo carrear oxigénio para o corpo. A
metaemoglobinemia, caso persista sem tratamento adequado, pode evoluir a
cianose. Em individuos com deficiéncia de G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase)
pode-se observar, também, um quadro de hemolise agravado pela medicacéo,
acentuando a metaemoglobinemia, portanto para esses casos e durante a gravidez
— por poder causar metaemoglobinemia e hemodlise no feto — a primaquina (4) é
contraindicada. (MANSOURI, 1993; TAYLOR, 2004).

Um outro farmaco quinolinico descoberto na década de 70 e utilizado contra
as cepas resistentes de P. falciparum foi a mefloquina (5). Requerendo menos de
um décimo da dose de quinina necessaria para o tratamento de malaria, a

mefloquina (5) foi largamente empregada tanto no tratamento quanto na profilaxia da
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doenca. Porém o surgimento de protozoarios resistentes, a grande toxicidade e a
descoberta da artemisinina (6) foram fatores que influenciaram a diminuigc&o
progressiva do uso desse farmaco. (FRANCA, 2008; SA, 2011)

HO

I=z

X

~
N~ CF,

CF3

Mefloquina Artemisinina

S) (6)

Atuando nos estagios assexuados da malaria, a mefloquina (5) gera no
paciente uma série de efeitos adversos que dificultam ou até mesmo impossibilitam
o tratamento. O vdmito logo ao ingerir o medicamento € um efeito comum e um dos
problemas que comprometem o tratamento, além disso sao relatados dores
gastrointestinais, epilepsias, disturbios neuroldgicos, tonturas, entre outros. Esses
efeitos fazem com que a mefloquina (5) ndo seja recomendada para o tratamento da
malaria, porém ela ainda € usada em doses menores e em conjunto com outros
antimalaricos (TAYLOR, 2004; FRANCA 2008; DARDE, 2018)

Um outro medicamento quinolinico que foi utilizado nos casos de Plasmodium
resistentes a cloroquina foi a amodiaquina (7). Porém por ser efetiva somente contra
cepas pouco resistentes a cloroquina (2), se mostrando ineficaz contra as muito
resistentes e apresentar uma elevada toxicidade, principalmente quando usada por
longos periodos, como em profilaxia, esse farmaco acabou por cair em desuso.
Dentre os efeitos colaterais causados pela amodiaquina (7) pode-se citar: vomito,
coceira, tremores intensos, excesso de salivagéo, disartria e, em casos mais graves,
danos fatais no figado e na medula 6ssea. (TAYLOR, 2004; FRANCA, 2008)
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OH

Cl N

Amodiaquina

(7)

A Lumefantrina (8) € um farmaco utilizado em conjunto com a artemisinina
para os casos de infeccao por P. falciparum. Sintetizada na China, em 1977, esse
composto dispde de dois enantibmeros, a (+)-lumefantrina e (-)-lumefantrina, porém
ambos os isdbmeros, assim como sua mistura racémica, possuem uma alta atividade
antimalarica. A lumefantrina (8) também se destaca no que diz respeito a toxicidade,
pois os efeitos adversos relatados s&o, no geral, leves como tosse, diarreia, vémito e
anemia. (PINHEIRO, 2013)

Lumefantrina

(8)

A artemisinina (6), uma lactona sesquiterpenica encontrada nas folhas da
Artemisia annua. E um farmaco antimaldrico da classe dos endoperdxidos. Seu uso
data de 340 a.C. onde era usada no tratamento de febres na China. O composto foi
isolado pela primeira vez em 1972 por um grupo de pesquisadores chineses. A
artemisinina (6) demonstrou uma grande atividade frente a malaria, o que acabou

por levar a um crescente interesse a essa classe de compostos que culminou na
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sintese de diversos analogos e derivados, como o artemeter (9) e o artesunato de
sodio (10). (FRANCA, 2008; GRAEBIN, 2009; SA 2011)

OCH;

Artemisinina Artemeter Artesunato de Sodio

®) (9) (10)

Devido ao fato de os derivados da artemisinina (6) serem bem tolerados,
provocando poucos ou nenhum efeito adverso e se mostrarem muito eficazes no
combate as cepas resistentes de Plasmodium, eles passaram a ser utilizados como
o medicamento principal para o tratamento da doencga, estabelecendo-se,
posteriormente, o protocolo ACT - artemisinin combined therapies — que é
recomendado e reconhecido pela Organizagdo Mundial da Saude como sendo o
tratamento mais efetivo para a malaria até entdo. (TAYLOR, 2004; WHO, 2018)

A artemisinina (6) e seus derivados, por possuirem uma baixa meia-vida, ndo
sdo utilizados como monoterapias, mas sdo associados a outros compostos que
possuem uma meia-vida mais longa de forma a evitar o surgimento de cepas
resistentes. (DARDE, 2018).

Uma outra classe de farmacos utilizados no combate a malaria sao os
antifolatos. Podendo atuar como equizonticidas sanguineos, os antagonistas do
folato apresentam uma série de complicagdes quanto a sua toxicidade, porém
podem ser utilizados para diversas outras doengas, como, por exemplo, o cancer.
(DELFINO, 2002; TAYLOR, 2004; FRANCA, 2008)

Os antifolatos s&o divididos em dois grandes grupos, a depender de seu

mecanismo de ac¢do. Os antifolatos do tipo 1 s&o constituidos por sulfonas e
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sulfonamidas e, por possuirem semelhancas estruturais ao acido para-
aminobenzdico (PABA) competem com este pelo sitio ativo da enzima diidropteroato
sintase (DHPS) que é precursora do diidrofolato (acido di-hidrofdlico, DHF),
necessario para a sintese de acidos nucleicos. As moléculas deste tipo mais usadas
e conhecidas sao a dapsona (11) e a sulfadoxina (12). (DELFINO, 2002; FRANGCA,
2008)

o N4\|N

0
[l [l N

H,oN ﬁ' NH, HoN ﬁ—H OCHjg
0

0 OCH;

Dapsona Sulfadoxina
(11) (12)

Os antifolatos do tipo 2 possuem estrutura semelhante ao anel pteridinico do
diidrofolato, competindo, diretamente, pelo sitio ativo da diidrofolato redutase
(DHFR), onde atuam como inibidoras. As principais moléculas desse grupo s&o a
pirimetamina (13) e o proguanil (14), este Ultimo sendo um pro-farmaco que é
metabolicamente ciclizado a cicloguanil (15). (DELFINO, 2002; FRANGCA, 2008).

A
N=—
N”" NH
HN—\ Cl H /& YN
" CI@H a NH2 o

Pirimetamina Proguanil Cicloguanil
(13) (14) (15)

Os antifolatos sao utilizados, na maior parte das vezes, como uma associagao
entre a pirimetamina (13) e a sulfadoxina (12). Eles possuem uma boa absorg&o por
parte do organismo humano, mas a eliminacdo desses compostos é demorada,
portanto o tratamento, geralmente, requer somente uma dose. A toxicidade € o

principal problema dos antifolatos, sendo que diversos efeitos adversos foram
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relatados, dentre eles se encontram eritema multiforme, sindrome de Stevens
Johnson, granuloma hepatico, hepatite, além de outros que acometem o sistema
vascular e respiratorio. Por conta dos graves efeitos adversos os antifolatos n&o séo
recomendados como medicamentos profilaticos. (DELFINO, 2002; TAYLOR, 2004).

1.3. Diagnostico e Tratamento

O diagndstico da doenca, para os casos de suspeita de malaria, pode ser feito
tanto por meio de exames parasitoldgicos por microscopia quanto por testes rapidos
de diagndstico, sendo que os resultados deste ultimo podem ser obtidos em 30
minutos ou menos. Cabe ressaltar a importancia da realizagdo dos testes o quanto
antes, pois o diagndstico tardio € um dos principais fatores que acarretam a morte
por malaria. (FIOCRUZ, 2013; WHO, 2020).

Dentre os métodos de diagnostico conhecidos para a malaria, trés deles se

destacam:

e O teste de gota espessa, sendo o melhor teste inicial possivel, de baixo custo
e facil realizacao, ela se baseia na técnica de microscopia optica para a
identificag&o de parasitos, apds a coloragdo com azul de metileno e Giemsa.

e O teste de esfregaco delgado, € o teste indicado para a identificagdo da
espécie de parasita, ele consiste no espalhamento organizado do sangue
sobre uma lamina para posterior analise dptica (pode ou n&o ser corado), com
o espalhamento do sangue torna-se mais facil observar a morfologia do
parasita, possibilitando sua identificacéo.

e O teste rapido é realizado a partir de tiras de nitrocelulose contendo o
anticorpo para o parasito em especifico. Este teste ndo € indicado e somente
€ usado quando ha a impossibilidade de se recorrer aos outros, pois apesar
de possuir uma sensibilidade alta, de 95%, quando comparada ao teste da
gota espessa, o resultado obtido ndo determina a densidade parasitaria e
pode ter, como resultado, um falso positivo, proveniente de antigenos ainda
presentes apds o tratamento. (MINISTERIO DA SAUDE, 2005, 2020).

O tratamento deve ser iniciado somente apds a confirmagéo parasitoldgica,
sendo admitido tratamento baseado nos sintomas somente mediante a

impossibilidade de diagndstico. O tratamento normalmente utilizado é baseado na
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associacao entre artemisinina (6) e seus derivados, com outros compostos, ele
também varia conforme o tipo de Plasmodium, a gravidade da doenca, a idade do
paciente, o peso e, no caso de mulheres, se estas estdo gravidas. Para infecgdes de
P. vivax e P. ovale o tratamento é feito com uma combinacao de primaquina (4) e
cloroquina (2), sendo que gestantes e criangas com menos de 6 meses ndo podem
ser tratadas com primaquina (4), nesses casos, e em pacientes infectados por P.
malariae, o tratamento é feito somente com cloroquina (2). Nos casos de infecgao
por P. falciparum o tratamento se da pela associacao de artemeter (9) + lumefantrina
(7) e primaquina (4) para pacientes em geral e quinina (1) e clindamicina (16) para
gestantes e criangas menores de 6 meses. Existem algumas outras associagdes
medicamentosas utilizadas no combate a malaria caso haja necessidade de uma
segunda escolha, como, por exemplo, artesunato (10) + mefloquina (5) para o
tratamento de P. falciparum. (Ministério da Saude, 2010; WHO, 2020).

Clindamicina
(16)

Medicamentos antimalaricos também podem ser utilizados na quimioprofilaxia
de forma a prevenir o contagio, porém devido a resisténcia adquirida pelo P.
falciparum a antimalaricos em algumas regides, por conta da toxicidade e custo
elevado de novas drogas, esse tipo de tratamento ndo é utilizado de forma coletiva,
mas apenas em casos especiais, como em viagens para areas endémicas, ou como
forma preventiva para gravidas que residem em areas de risco moderado ou alto.
(FIOCRUZ, 2013; WHO, 2020).

Apesar da existéncia de tratamentos para a malaria, o melhor e mais efetivo
modo de prevenir e controlar a transmissio & através do controle do vetor. Para o
controle do vetor podem ser adotadas tanto medidas individuais — como o uso de

mosquiteiros (impregnados ou ndo com inseticidas), uso de roupas longas que
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protejam bracos e pernas, telas em portas e janelas, repelentes, entre outros
cuidados — quanto coletivas — como a eliminagdo de criadouros, obras de
saneamento, aterros, controle de vegetacdo aquatica, entre outros. Uma outra
estratégia que pode ser utilizada é a partir do uso de inseticidas de forma a reduzir o
contato entre o Anopheles e os humanos, porém desde 2010 diversos paises
reportam a resisténcia do mosquito a pelo menos 1 de 4 inseticidas usados
normalmente, além de, em alguns locais, o inseto apresentar resisténcia a todos os
principais inseticidas, assim o uso de mosquiteiros se mostra mais seguro e eficaz.
(WHO, 2020; FIOCRUZ, 2013).

1.4. Novos Alvos e Farmacos em Desenvolvimento

Devido ao constante surgimento de cepas resistentes aos tratamentos
utilizados no combate a malaria, a grande transmissédo e alta mortalidade, se faz
necessario entender completamente o mecanismo de acédo dos atuais farmacos,
bem como o mecanismo de resisténcia do parasita, de forma a possibilitar o
desenvolvimento de novas estratégias visando alvos bioldgicos especificos.
(BELETE, 2020).

Na ultima década houve uma evolucdo no processo de identificagdo,
dosagem e avaliagdo de novos farmacos, porém o método de triagem fenotipica
ainda domina, aliado, cada vez mais, com técnicas de varredura gendmica e
molecular. (ASHLEY, 2018).

Com a decodificagdo do genoma do P. falciparum novos potenciais alvos
biolégicos foram descobertos, dentre os quais pode-se citar: a biossintese de
metabalitos cruciais, o transporte membranar, o sistema de sinalizacdo e os

processos de degradacao da hemoglobina. (BELETE, 2020)

As enzimas proteases do Plasmodium atuam, por meio da hidrolise, na
quebra das ligacdes peptidicas das proteinas da hemoglobina. Elas sao essenciais
para a sobrevivéncia, replicacdo e desenvolvimento do parasita, de forma que se
tornam um alvo promissor para o desenvolvimento de novos antimalaricos.
(ASHLEY, 2018; BELETE, 2020).
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As fosfoinositideos lipidicos quinases (PIKs) sd@o enzimas que desencadeiam
uma série de reacdes celulares através da fosforilacdo de lipidios. A proliferacéo,
sobrevivéncia, trafego e sinalizagéo intracelular dependem dessas enzimas. Dentre
essas enzimas, a fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) e a fosfoinositideo 4-quinase
(P14K) sao as mais largamente estudadas, sendo o alvo ideal dessa classe para o
desenvolvimento de novos farmacos. (ASHLEY, 2018; BELETE, 2020).

Sendo responsaveis pelo controle e aquisicdo de metabdlitos, eletrdlitos e
nutrientes, os transportadores especializados do Plasmodium s&o um alvo biologico
de interesse. Por conta de mecanismos de acdo e estruturas diversificadas €
possivel a abordagem por diferentes compostos que ndo possuam similaridades
quimicas, o que amplia as possibilidades e diminui a probabilidade de surgimento de
resisténcia cruzada futuramente. Dentre os transportadores de interesse pode-se
citar: os transportadores de acucares; de lactato; de colina; as P-ATPases; as V-
ATPases; e as aquoporinas 3. (BELETE, 2020).

Alguns outros novos alvos biolégicos visados no desenvolvimento de novos
farmacos sdo a Diidroorotato desidrogenase — enzima que auxilia na producéo de
nucleotideos —; a biossintese de isoprendides — necessarios tanto para a
modificacdo pds-traducional das proteinas, quanto para a replicagdo assexuada do
Plasmodium —; a farnesiltransferase; e o fator de elongacdo 2 do Plasmodium
falciparum. Outro alvo de interesse se encontra no processo de infeccao das
hemacias por merozoitos, através dos processos de acoplamento e fixacdo nos
eritrocitos, nesse caso agentes polissacarideos antiaderentes tém se mostrado como
promissores inibidores dessa invasdo. (ASHLEY, 2018; BELETE, 2020).

No que diz respeito ao desenvolvimento de novos farmacos, diversos fatores
devem ser levados em conta, nesse sentido um antimalarico ideal devera ser um
inibidor potente do parasita, ser de curta administracdo ou de dose Unica, ter um
bom perfil de seguranga, ser acessivel, bem tolerado, principalmente por criancas e
mulheres gravidas e ter uma baixa inclinagdo a desenvolver resisténcia. Também é
desejavel uma série de farmacos com perfis quimicos diferentes, visto que a
similaridade quimica pode acabar por gerar uma resisténcia cruzada nos compostos.
(ASHLEY, 2018; PADMA, 2023).

28



Dentre as estratégias planejadas para superar o constante aparecimento de

cepas resistentes aos tratamentos desenvolvidos, incluindo o de uso atual — o

tratamento por ACT —, uma delas em andamento é a substituicdo de uma terapia

medicamentosa de combinagdo dupla, isto é, utilizando dois antimalaricos —

derivados de artemisinina juntamente com outro farmaco —, para uma terapia

medicamentosa de combinacgao tripla, onde os derivados da artemisinina seriam

utilizados com dois outros medicamentos, gerando um tratamento seguro, bem

tolerado, altamente eficaz e com uma grande barreira para o surgimento de
resisténcias. (ASHLEY, 2018; BELETE, 2020; PADMA, 2023).

Alguns compostos se encontram em fase de testes clinicos e séo

demonstrados na Tabela 1.

Nome do
Composto

KAEGO9
(cipargamin)

M5717
(DDD498)

Albitiazolium
(SAR9727)

SJ733

KAF156(Ganapla

cide)/
lumefantrine

DSM265

Methylene Blue

Sevuparin
(DF02)

Compania

Novartis

Merck, KGaA,
Darmstadt

CNRS/Universit
y of Montpellier/
Sanofi

St Jude/Eisai
(Rutgers)

Novartis

Takeda (Univ.of
Texas
Southwestern

University of
Heidelberg

Dilaforette-
Karolinska
Institute

Fase

2a

2b

2a

Mecanismo de Acéao

Inibidor do canal ibnico da Na+-
TPase

Inibidor do fator de elongacao 2 do P.
falciparum

Inibidor do transporte de colina no
parasita

Atua na enzima transportadora P-
ATPase.

Mecanismo de a¢ao desconhecido

Inibidor da enzima Diidroorotato
desidrogenase

Previne a polimeriza¢ao do
grupamento heme ao inibir a
glutationa redutase do P. falciparum

Anti-adesivo derivado de
polissacarideo. Bloqueia a invaséo e
sequestro por merozoitos
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P218 Medicines for 1 PfDHFR inhibitor
Malaria Venture

MMV048 Univ. of Cape 2a Inhibiting the parasite enzyme
Town phosphoinositol 4-kinase enzyme
MMV390048 University of 2a Inibidor de fosfoinositideo 4-quinase
Cape Town (P14K)
Artefenomel Medicines for 3b Endoperoxido sintético
(0z439) + Malaria Venture
Piperaquine
0Z277+ 2-3 Inibe a ATPase de calcio do reticulo
Piperaquine endoplasmatico sarcoplasmatico

codificado por Pf

AQ 13 Tulane 2 Mecanismo de acg&o desconhecido
University and
University of

Bamako
Fosmidomycin +  Medicines for 2a 2b Via do Deoxi-D-Xilulose Fosfato
piperaquine Malaria Venture (DOXP)

and Jomaa

Pharma GmbH

Notes: Phase 2a studies focus on monotherapy, whereas Phase 2b studies investigate combination therapy.
Fonte: Adaptado de Belete (2020)

Tabela 1 Compostos em fase de testes frente a P. falciparum

1.5. A Malaria no Brasil

A regido Amazonica, que comporta os estados do Acre; Amazonas; Amapa;
Mato Grosso; Para; Rondodnia; Roraima e Tocantins, abrange mais de 800
municipios e é considerada uma area endémica, chegando a concentrar 99,9% dos
casos autoctones de malaria. Fora da regido Amazénica, mais de 80% dos casos
sdo importados dos Estados pertencentes as areas endémicas ou de outros paises,
porém existe transmissdo residual de malaria em Estados da regido extra-
amazonica, principalmente em areas de Mata Atlantica (figura 4) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).
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Dyachenko et al. (2006) propuseram uma condensagdo por reagao
multicomponente de aldeidos (21) com malononitrila (37) e compostos 1,3-
dicarbonilicos (39), utilizando morfolina (38) como catalisador, de forma a obter uma
série de amino-piranos substituidos (40) (Esquema 8). Essas proposi¢des
demonstraram que através das rea¢des multicomponentes é possivel obter diversos

compostos de interesse.
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Esquema 8 Reacéo proposta por Dyachenko (2006)

A sintese proposta por Dyachenko (2006) foi otimizada, posteriormente, no
que diz respeito a quantidade de catalisador utilizada. A partir de uma série de testes
com a utilizagdo dos mesmos reagentes, mas diferentes quantidades de catalisador,
Rodrigues (2018) determinou que a quantidade de catalisador a ser utilizada para

um maior custo-beneficio seria de 0,25 mol em uma reacgéo de 1:1:1

3. CROMENOS

Os cromenos sao uma classe de compostos heterociclicos que apresentam
uma ampla diversidade de interagcdes bioldgicas como anticancerigenos,

anticonvulsivantes, antimicrobiano, anticolinesterase, antituberculose, anti-
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2-amino-7-(dimetilamino)-4-(7-metoxi-1 ,3-benzodio-xol-5-il)-4 H-cromeno-3-carbonitrila

Figura 10 Cromenos com potencial anticancer

Uma série de cromenos sintetizados, na literatura, foram submetidos a testes
contra diversos tipos de patogenos, sendo obtidos resultados promissores, com
baixa toxicidade. Nos cromenos 43 e 44 foi verificada uma atividade anti-leishmania
quando utilizadas concentragdes menores do que 3 UM in vitro, além disso, nas
concentracdes testadas, essas moléculas n&o apresentaram efeitos toxicos. A
respeito do efeito contra o Plasmodium falciparum, alguns 2H-cromenos se

destacaram, em especial os derivados da molécula 45, onde foram obtidos valores
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inibitérios menores que 5 YM, o que torna esses compostos promissores. Contudo a
disponibilidade por via oral dessas substancias foi analisada, onde foram obtidos
resultados precarios devido as propriedades ADME (absorgdo, distribui¢éo,

metabolizacdo, excrecéo) dessas moléculas se mostrarem ruins. (COSTA, 2016)

43: R, =F, Cl, OMe 44: R, = Br, Me, OMe
(L
R
7 2
R1/ 0

45: R, = OH, CHO, COMe, etc
R, = Me, prenil

Figura 11 2H-cromenos com atividade antiparasitaria (COSTA, 2016)

4, TRABALHOS ANTERIORES DO GRUPO

Em trabalhos anteriores, Rogerio e colaboradores sintetizaram
dihidropirimidinonas (DHPMs) via reacdo de Biginelli obtendo um total de 30
moléculas. Estas DHPMs tiveram suas atividades e citoxicidades avaliadas in vitro,
dessas, trés moléculas apresentaram uma boa combinacdo entre atividade
antiplasmodial e toxicidade, apresentando resultados promissores (figura 13), sendo

levadas em conta para a elaboragéo deste trabalho. (ROGERIO, 2018)
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7. MATERIAIS E METODOS

Todas as etapas de sintese e purificacdo foram realizadas no Laboratério de
Diversidade Molecular e Quimica Medicinal (LaDMol-QM), coordenado pelo dr Arthur
Eugen Kiimmerle, localizado no Instituto de Quimica da Universidade Federal Rural

do Rio de Janeiro.

7.1. Sintese dos Compostos Propostos

As reag¢des multicomponentes foram realizadas em tubos de reagcdo com
tampas rosqueaveis em chapa de aquecimento com agitagcdo, utilizando bloco e
sensor de temperatura. Para as sinteses das colecbes A e B o protocolo de
Dyachenko (2006) foi proposto, onde os produtos serdo obtidos através da reagéo
de um composto 1,3-dicarbonilico, malononitrila e um aldeido, além de morfolina
como catalisador e etanol como solvente (Esquema 5). J& para as colegbes de
compostos C e D o protocolo proposto € o mesmo do anterior, porém com a adi¢ado
de aminas primarias ao meio reacional (Esquema 5). Em todas as colegbes, os
substituintes oriundos do aldeido foram os mesmos ja obtidos nas hidropirimidinonas
bioativas descritas anteriormente pelo grupo de pesquisa. (DYACHENKO, 2006;
ROGERIO, 2018).
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Esquema 9 Sinteses propostas

7.2. Ensaio Biolégico

A verificacdo da atividade anti-P. falciparum foi realizada no Centro de
Pesquisa, Diagnostico e Treinamento em Malaria (CPD-Mal) da Fundacao Oswaldo
Cruz — coordenado pelo dr. Claudio Tadeu Daniel-Ribeiro —, conforme protocolo ja
estabelecido pelo Centro em projeto de cooperagéo envolvendo o grupo de pesquisa
(ROGERIO, 2018) empregando a cepa sensivel & cloroquina — NF54 — do

protozoario.

7.3. Ponto de Fusao
O ponto de fusao de todas as moléculas foi aferido utilizando-se medidor de

ponto de fusdo MEL-TEMP Il Laboratory Devices USA.

7.4. Elucidacao Estrutural

As andlises de RMN de 'H foram realizadas em aparelhos Bruker Avance-500
e Bruker Avance-400, operando a 500 MHz e 400 MHz, respectivamente, situado na

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no Instituto de Quimica. As amostras
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foram dissolvidas em DMSO ou CDClIs, conforme a solubilidade de cada composto.
Utilizou-se como padréo o TMS.

Os espectros de referentes as analises de RMN de '3C foram obtidos a 125
MHz, no aparelho Bruker Avance-500 e 100 MHz no aparelho Bruker Avance-400,
situado na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no Instituto de Quimica. As
amostras foram dissolvidas em DMSO-d6 ou CDClIs conforme a solubilidade de cada

composto. Utilizou-se como padrao o TMS.

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1. Reacao Multicomponente

A partir da metodologia empregada (DYACHENKO, 2006), foi possivel obter
28 produtos distintos. Na tabela abaixo estdo descritos as estruturas, cddigos,

pontos de fusdo, massas moleculares, rendimentos e grau de pureza obtidos.

Cédigo Estrutura Massa Molar PF Rendimento  Pureza
(g/mol) (°C) (%) (%)
MCR 266,30 212 67,0 97,3
04 o
//N
| ]
07 "NH,
MCR OCHg 296,32 210 42,9 98,3
06 o
//N
|
0~ “NH,
MCR 296,32 206 39,6 100
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MCR Br 34519 260 43.6 98.3
08
//N
|
O NH,
MCR 34519 270 29.0 100
09
MCR 300.74 234 68.0 98.3
10
MCR ci 300.74 240 89.7 38.4
11
//N
|
O NH,
MCR oH 312.32 230- 64.5 100
12 0cHs 240
//N
|
O NH,
MCR OCH, 326.35 232- 12.0 100
13 240
OCH;
//N
|
MCR 208.29 ) ) )

14
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MCR 282,29 235 79,9 100
15

MCR 296,32 199- 67,9 100
16 204

MCR 300,74 200 64,7 100
17

MCR 326,35 200 47,8 100
18

MCR 356,37 220 75,6 100
19

MCR 218,25 197- 26,2 100
20 205
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MCR 292,33 170 16,5 99,3
21

MCR 204,22 198 2,7 100
22

MCR 190,07 - - -
23

MCR 297,36 - - -
24

MCR 298,34 218 69,4 100
25

MCR 388,42 200 81,4 96,3
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MCR 342,35 225 86,2 100
27

MCR 374,39 220 18,6 72,9
28

MCR 358,39 200 36,4 98,3
29

MCR 358,39 185 61,3 97,0
30

MCR 343,34 210 78,1 100
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MCR 343,34 230 67,8 100
32

MCR 299,33 195 62,0 100
33

MCR 256,26 : 28,5 100
34

MCR 272,32 3 56,6 100
35

Tabela 2 Lista de Moléculas Sintetizadas

Os rendimentos obtidos dos produtos variam de 2 a 89%. As diferencas de
rendimento, bem como a impossibilidade de sintese de algumas das moléculas
planejadas podem ser justificadas por conta de propriedades dos reagentes
utilizados, porém, da mesma forma como ocorreu com Rogério e colaboradores, ndo

€ possivel precisar a diferenca apresentada. (ROGERIO, 2018)

As sinteses foram realizadas seguindo dois protocolos diferentes de forma a

se obter as estruturas desejadas.
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8.2, Metodologia A

Esta metodologia foi utilizada para a obtengdo dos compostos da colecéo B
(esquema 9), isto é, de aminocromenos. Consiste na adicdo de 1 mmol um
composto 1,3-dicarbonilico (39), 1 mmol de um aldeido (21) e 1 mmol de
malononitrila (37) & um tubo de reag¢ado contendo 2 mL de etanol. Apds 5 minutos de
agitacéo para a homogeneizac¢ao da solugao foi adicionado 0,25 mmol de morfolina
(38), que atua como catalizador. As reagdes foram mantidas sob agitagdo por mais
30 minutos, sendo posteriormente postas em descanso por 24 horas para a
precipitacdo total. Os precipitados foram recolhidos, recristalizados em etanol,
verificados por CCD e técnicas espectroscopicas. Esse procedimento experimental

foi demonstrado Dyachenko (2006). O mecanismo proposto & demonstrado no

Esquema 6.
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Esquema 10 Mecanismo de reacéo para a metodologia A

8.3. Metodologia B

Esta metodologia foi empregada para a obtencdo de uma série de benzo-
aminocromenos de interesse. Consiste na adigdo de 1 mmol de naftol (52), 1 mmol
de malononitrila (37) e 1 mmol de um aldeido (21) & um tubo de reac¢ado contendo 2

mL de etanol. As solu¢des foram submetidas a agitacdo em placa sob a temperatura
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de 75°C, apds 5 minutos de agitacao adicionou-se 1 mmol de morfolina (38). As
solucdes ficaram sob agitacdo e aquecimento durante 4 horas. Passado esse tempo,
as solucdes foram deixadas em descanso na bancada por 24 horas, para completa
precipitagdo. Os precipitados foram filtrados, recristalizados em etanol, verificados
por CCD e técnicas espectroscopicas. O provavel mecanismo para esta reagéo

segue descrito no esquema abaixo.

5 21
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NG NG
\ _H /\ \_H HTER | v ho
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37 38 v
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Esquema 11 Mecanismo de reac¢do para a metodologia B

8.4. Elucidacao Estrutural

Todos os produtos obtidos foram identificados através de analise de IV, 'H
RMN e *C RMN. Somente o produto MCR 04 sera discutido por completo, tendo em
vista que os demais produtos possuem estruturas e resultados semelhantes e,

portanto, apenas os sinais caracteristicos de cada estrutura serdo ressaltados.
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A amina, presente na posicdo 17 da molécula, possui, no espectro de
infravermelho, duas bandas caracteristicas de estiramento, presentes em 3161 cm"’
e 3313 cm™'. A banda em 1682 cm-' também confirma a presenca do grupamento

amino, sendo a banda caracteristica de dobramento NH2.
Na regido de 2191 cm! tém-se uma banda caracteristica do grupamento CN.

Na regido de carbonilas ha uma banda intensa em 1645 cm™' pertencente a

cetona presente na posigao 4 da molécula.

A banda em 1610 cm™ indica a presenca de aromatico, porém devido a
diversas bandas entre as regides de 700 cm’ e 1000 cm™' é impossivel a

caracterizagao do aromatico apenas por IV.

8.4.3. RMN 'H
Posigcdo do H 6 'H (ppm)/ multiplicidade

3 4,19 — simpleto / 1H
5 2,29 — multipleto / 2H
6 1,94 — multipleto / 2H
7 2,62 — multipleto / 2H

12e 16 7,16 — dubleto / 2H (J = 7.5 Hz)

13e15 7,29 — tripleto / 2H (J = 7.5 Hz)
14 7,20 — dubleto / 1H (J = 7.2 Hz)
17 7,02 — simpleto / 2H

Tabela 3 Dados de RMN 'H para a molécula MCR 04
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verificar os tipos de carbonos nos espectros, isto €, os primarios e terciarios estao
voltados para baixo, enquanto os secundarios e quaternarios estdo voltados para

cima.

O primeiro sinal a aparecer, em 20,27, referente a um CH2, pertence ao
carbono de numero 6, essa informacgao é reafirmada ao se observar o HSQC, onde

pode-se ver que os hidrogénios de menor sinal estdo ligados a este carbono.

O sinal em 26,92, referente a um CHz, pertence ao carbono 7 que, sendo
vizinho a uma insaturagcéo e a um CO, tem o seu deslocamento quimico aumentado,
além disso o experimento de HSQC revela que este carbono esta diretamente ligado

ao hidrogénio em 2,62.

Em 35,89 tém-se um sinal referente a um CH, sendo este o Unico sinal de CH
fora da regido dos aromaticos ele se refere ao carbono 3. Além disso pode-se
observar, no HSQC, que este carbono esta diretamente ligado ao hidrogénio em

4,19, ou seja, ao hidrogénio 3.

Em 36,78 tém-se um sinal referente a um CH2, sendo este o carbono 5. Este
sinal possui um deslocamento um pouco maior que os anteriores por estar
diretamente ligado a uma carbonila. No HSQC pode-se observar que o hidrogénio

diretamente ligado a este carbono é o que se encontra em 2,29.

O sinal em 58, 63, referente a um C (quaternario ou sem estar ligado a H),
pertence ao carbono 2. Este fato é evidenciado através da analise do espectro de
HMBC onde, ao analisar os acoplamentos a longa distancia, pode-se observar um
acoplamento deste carbono com o hidrogénio em 7,02 a uma distancia de 3

ligacoes.

Em 114,23, um sinal referente a um C, pertence ao carbono 9, além do
deslocamento quimico proprio de uma insaturag&o vizinha a carbonila, o espectro de
HMBC revela um acoplamento de longa distancia com o hidrogénio em 2,62, isto &,

o hidrogénio em 7 por uma distancia de 3 ligagdes.

O sinal de 120,26, referente a um C, pertence ao carbono 10. Essa afirmacgéo

€ evidenciada no fato de estar ligado triplamente a um nitrogénio, fator este que
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aumenta grandemente o deslocamento quimico, além de possuir apenas uma

correlagdo a no HMBC com o hidrogénio em 3.

Os sinais em 127,00; 127,59 e 128,81, todos referentes a CH, sdo sinais
caracteristicos de aromaticos, sendo pertencentes aos carbonos 14; 13 e 15; 12 e

16, respectivamente.

O sinal em 145,26, referente a um C, ainda na regido dos aromaticos,
pertence ao carbono 11. Uma informag&o complementar a essa afirmativa se da pela
analise do HMBC, onde é possivel observar um acoplamento a longa distancia deste
carbono com o hidrogénio em 7,29, referentes aos hidrogénios 13 e 15 do anel

aromatico, estando a uma distancia de 3 ligag¢des.

Em 158,93, referente a um C, pertence ao carbono 1 que possuindo uma
insaturacao e estando ligado a atomos mais eletronegativos — oxigénio e nitrogénio
— tem seu deslocamento quimico aumentado. Além disso o espectro de HMBC
revela acoplamentos a longa distancia com o hidrogénio em 3 e com os hidrogénios

em 17.

O ultimo sinal do espectro, em 196,35, referente a um C, pertence ao carbono
4. Seu deslocamento € o maior por ser uma carbonila, sendo este o deslocamento

caracteristico dela.
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MCR 06:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.21 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.77 (dd, J
= 8.1, 2.2 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.67 (s, 1H), 4.16 (s, 1H), 3.73 (s, 3H),
2.71 —2.53 (m, 2H), 2.37 — 2.22 (m, 2H), 2.03 — 1.81 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.31, 164.99, 159.68, 158.99, 146.79,
129.90, 120.19, 119.75, 114.15, 113.78, 111.86, 58.59, 55.39, 36.80, 35.78, 26.92,
20.29.

MCR 07:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.07 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.97 (s, 2H), 6.84 (d, J
= 8.6 Hz, 2H), 4.14 (s, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.69 — 2.55 (m, 2H), 2.35 — 2.18 (m, 2H),
2.03 —1.80 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.34, 164.59, 158.86, 158.38, 137.38,
128.67, 120.34, 114.54, 114.14, 58.86, 55.47, 36.81, 35.07, 26.91, 20.28.

MCR 08:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.40 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.27 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.11 (s, 2H), 4.22 (s, 1H), 2.63 (q, J = 17.9 Hz,
2H), 2.30 (g, J = 16.9 Hz, 2H), 2.01 — 1.83 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.40, 165.34, 158.98, 148.01, 131.10,
130.36, 129.98, 126.86, 122.05, 120.04, 113.57, 57.95, 36.73, 35.72, 26.94, 20.21.

MCR 09:

H NMR (500 MHz, CDCls) = 7.44 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.15 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
4.57 (s, 2H), 4.42 (s, 1H), 2.71 — 2.52 (m, 2H), 2.47 — 2.30 (m, 2H), 2.16 — 1.94 (m,
2H).

13C NMR (125 MHz, CDCls) = 131.71, 129.40, 36.75, 35.06, 27.00, 20.09.
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MCR 10:

'H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.33 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.30 — 7.22 (m, 1H),
719 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.11 (s, 2H), 4.22 (s, 1H), 2.79 —
2.54 (m, 2H), 2.42 — 2.18 (m, 2H), 2.07 — 1.80 (m, 2H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) = 196.38, 165.34, 158.98, 147.75, 133.37,
130.75, 127.48, 127.07, 126.46, 120.02, 113.57, 57.97, 36.73, 35.74, 26.94, 20.21.

MCR 11:

"H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.08 (s, 2H), 4.20 (s, 1H), 2.70 — 2.53 (m, 2H), 2.40 — 2.15 (m, 2H), 2.06 — 1.72
(m, 2H).

3C NMR (126 MHz, DMSO) = 196.34, 165.11, 158.92, 144.27, 131.55,
129.57, 128.74, 120.07, 113.82, 58.13, 40.48, 40.31, 40.15, 39.98, 39.81, 39.64,
39.48, 36.75, 35.46, 26.94, 20.23.

MCR 12:

'H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.83 (s, 1H), 6.94 (s, 2H), 6.68 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 6.52 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H), 4.10 (s, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.70 — 2.53 (m, 2H),
2.38 —2.21 (m, 2H), 2.02 — 1.80 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.40, 164.57, 158.85, 147.65, 145.70,
136.29, 120.43, 119.67, 115.81, 114.55, 111.97, 58.99, 56.05, 36.87, 35.24, 26.93,
20.32.

MCR 13:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.78 (s, 2H), 6.51 (d, J
= 2.3 Hz, 1H), 6.42 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H), 4.43 (s, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.72 (s, 3H),
2.66 —2.54 (m, 2H), 2.34 — 2.17 (m, 2H), 2.02 — 1.82 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.21, 165.24, 159.63, 159.25, 158.17,
129.19, 125.44, 120.40, 113.67, 105.38, 99.24, 58.32, 56.18, 55.56, 36.90, 29.70,
26.96, 20.43.
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MCR 15:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 9.26 (s, 1H), 6.94 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 6.66 (d, J
= 8.5 Hz, 2H), 4.08 (s, 1H), 2.67 — 2.53 (m, 2H), 2.37 — 2.18 (m, 2H), 2.03 — 1.78 (m,
J=21.4,19.0,13.3, 5.7 Hz, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.34, 164.46, 158.84, 156.45, 135.69,
128.59, 120.42, 115.45, 114.73, 59.08, 36.84, 35.01, 26.91, 20.28.

MCR 16:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.19 — 7.12 (m, 1H), 6.97 (dd, J = 12.7, 5.0 Hz,
2H), 6.85 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 6.83 (s, 2H), 4.54 (s, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.68 — 2.54 (m,
2H), 2.35 — 2.17 (m, 2H), 2.03 — 1.83 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.24, 165.54, 159.36, 157.22, 133.00,
128.53, 128.17, 120.95, 120.29, 113.54, 112.05, 58.01, 56.14, 36.86, 30.02, 26.96,
20.41

MCR 17:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.41 — 7.32 (m, 1H), 7.26 (tt, J = 11.4, 5.7 Hz,
1H), 7.20 (ddd, J = 9.0, 6.1, 1.7 Hz, 2H), 7.04 (s, 2H), 4.71 (s, 1H), 2.73 — 2.54 (m,
2H), 2.37 — 2.14 (m, 2H), 2.05 — 1.83 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.18, 165.57, 159.00, 142.23, 132.55,
130.29, 129.81, 128.60, 128.00, 119.75, 113.34, 57.27, 36.76, 33.12, 26.94, 20.30.

MCR 18:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 6.97 (s, 2H), 6.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.73 (d, J
= 2.0 Hz, 1H), 6.65 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H), 4.15 (s, 1H), 3.72 (d, J = 4.8 Hz, 6H),
2.69 —2.53 (m, 2H), 2.37 — 2.21 (m, 2H), 2.03 — 1.81 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.38, 164.69, 158.87, 148.89, 147.99,
137.82, 120.35, 119.42, 114.37, 112.32, 111.59, 58.78, 55.98, 55.91, 36.85, 35.32,
26.94, 20.32.
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MCR 19:

"H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.00 (s, 2H), 6.40 (s, 2H), 4.17 (s, 1H), 3.74 (s,
6H), 3.63 (s, 3H), 2.73 — 2.54 (m, 2H), 2.33 (dd, J = 16.2, 9.2 Hz, 2H), 2.04 — 1.85
(m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.44, 165.13, 158.89, 153.19, 140.87,
136.59, 120.29, 113.86, 104.59, 60.36, 58.52, 56.26, 36.86, 35.86, 26.97, 20.34.

MCR 20:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 6.91 (s, 2H), 3.18 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 2.56 — 2.41
(m, 2H), 2.40 — 2.25 (m, 2H), 2.02 — 1.82 (m, 2H), 1.57 — 1.30 (m, 2H), 0.70 (t, J =
7.4 Hz, 3H).

13C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.96, 165.73, 160.40, 120.62, 113.48, 55.18,
36.88, 30.55, 27.35, 26.87, 20.41, 8.92.

MCR 21:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 7.39 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.6 Hz, 2H),
7.22 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.06 (s, 2H), 6.36 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 6.06 (dd, J = 15.8, 7.4
Hz, 1H), 3.82 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 2.54 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 2.34 (dd, J = 15.9, 8.9 Hz,
2H), 2.03 — 1.84 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.53, 164.86, 159.65, 136.97, 131.74,
129.55, 129.03, 127.87, 126.71, 120.36, 113.38, 57.28 — 54.61, 36.84, 33.32, 26.98,
20.27.

MCR 22:

'H NMR (400 MHz, DMSO) = 6.90 (s, 2H), 3.10 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 2.53 —
2.47 (m, 2H), 2.37 — 2.30 (m, 2H), 2.03 — 1.81 (m, 2H), 1.08 (d, J = 6.5 Hz, 3H).

13C NMR (100 MHz, DMSO) = 197.02 (s), 164.46 (s), 159.22 (s), 120.48 (s),
115.62 (s), 58.05 (s), 36.87 (s), 26.83 (s), 25.16 (s), 23.34 (s), 20.34 (s).
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MCR 25:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.25 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.69 — 7.54 (m, 3H), 7.32 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.28 — 7.20 (m, 3H), 7.18 (s, 2H),
7.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.91 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 160.64, 146.18, 143.20, 133.15, 129.18,
128.14, 127.40, 127.25, 127.16, 126.71, 124.37, 123.22, 121.17, 121.00, 118.42,
56.69, 41.37.

MCR 26:

'H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.24 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.70 — 7.50 (m, 3H), 7.30 — 7.10 (m, 3H), 6.59 (s, 2H), 4.88 (s, 1H), 3.72 (s, 6H),
3.63 (s, 3H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 160.71, 153.48, 142.97, 141.76, 136.86,
133.18, 128.16, 127.23, 127.11, 126.67, 124.28, 123.21, 121.22, 121.04, 118.17,
105.41, 60.39, 56.33, 56.30, 41.56.

MCR 27:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.24 (s, 1H), 6.94 (s, 2H), 6.36 (s, 2H), 4.12 (s,
1H), 3.72 (s, 6H), 2.70 — 2.54 (m, 2H), 2.35 — 2.25 (m, 2H), 2.05 — 1.83 (m, J = 34.2,
13.4, 6.7 Hz, 2H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 196.45, 164.75, 158.83, 148.25, 135.38,
134.89, 120.39, 114.27, 105.03, 58.90, 56.46, 36.90, 35.58, 26.96, 20.37.

MCR 28:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.32 (s, 1H), 8.23 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.87 (t, J =
15.3 Hz, 1H), 7.69 — 7.50 (m, 3H), 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.11 (s, 2H), 6.53 (s, 2H),
4.81 (s, 1H), 3.70 (s, 6H).
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3C NMR (125 MHz, DMSO) = 160.53, 148.51, 142.85, 136.22, 135.13,
133.10, 128.14, 127.14, 127.05, 126.76, 124.13, 123.21, 121.15, 121.09, 118.58,
105.74, 56.75, 56.47, 41.33.

MCR 29:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.23 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 7.62 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 8.3 Hz, 2H), 7.09 (t, J = 10.9 Hz, 1H), 7.04
(s, 2H), 6.94 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.47 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz,
1H), 5.16 (s, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.73 (s, 3H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 161.09, 159.91, 157.81, 143.33, 133.02,
130.15, 128.08, 126.98, 126.36, 126.28, 124.17, 123.17, 121.14, 121.07, 118.88,
105.89, 99.14, 56.24, 56.01, 55.61, 34.40.

MCR 30:

"H NMR (500 MHz, CDCls) = 8.20 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.64 — 7.49 (m, 3H), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.82 (q, J = 8.3 Hz, 2H), 6.75 (s, 1H),
4.85 (s, 1H), 4.80 (s, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.83 (s, 3H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) = 158.83, 149.30, 148.35, 143.18, 137.09,
133.30, 127.79, 126.76, 126.67, 126.25, 124.59, 123.21, 120.79, 120.45, 119.85,
117.29, 111.21, 61.53, 55.91, 41.06.

MCR 31:

'H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.27 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 11.6 Hz,
2H), 7.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.63 (it, J = 15.0, 7.6 Hz, 4H),
7.34 (s, 2H), 7.16 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.21 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 160.87, 148.44, 148.32, 143.36, 135.07,
133.33, 130.97, 128.20, 127.50, 127.31, 126.41, 124.71, 123.19, 122.62, 122.50,
121.23, 120.69, 117.26, 56.49, 55.77, 40.69, 19.01.
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MCR 32:

H NMR (500 MHz, CDCls) = 8.21 (d, J = 8.2 Hz, 3H), 7.84 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
7.73 — 7.50 (m, 3H), 7.44 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.98 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.04 (s, 1H),
4.90 (s, 2H).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) = 159.47 — 158.96, 151.60 — 151.06, 143.62 —
143.18, 133.79 — 133.20, 129.03, 127.88, 127.26, 127.08, 125.57, 125.20, 124.28,
123.29 - 122.95, 120.79, 119.18, 115.68 — 115.42, 41.34.

MCR 33:

H NMR (500 MHz, DMSO) = 8.56 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 8.46 (d, J = 4.6 Hz,
1H), 8.25 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.69 — 7.55 (m, 4H), 7.35 (dd,
J=7.8, 4.8 Hz, 1H), 7.28 (s, 2H), 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.02 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO) = 160.76, 149.23, 148.84, 143.39, 141.44,
135.90, 133.27, 128.19, 127.42, 127.26, 126.47, 124.62, 124.56, 123.19, 121.20,
120.77, 117.42, 55.81, 38.77.

9. ENSAIOS BIOLOGICOS

Para a realizagdo dos ensaios in vitro foi utilizada a cepa de P. falciparum
NF54, sensivel a cloroquina. As cepas foram cultivadas em eritrocitos humanos do
tipo O, RPMI 1640, plasma humano do tipo A*, glutamina e bicarbonato de sddio
7,5%.

A manutencgdo do cultivo foi realizada em dias intermitentes onde se fazia a
verificagdo da parasitemia por microscopia o6tica, trocava-se o meio de cultivo (RPMI
1640 contendo 10% plasma humano, 2% de glutamina e 7,5% de NaHCO:s3),
ajustando o hematdcrito, e adicionava-se a mistura de gasosa com os gases
oxigénio e carbénico, posteriormente a cultura era mantida, em estufa, a temperatura
de 37 °C.
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Para o ensaio in vitro todas as moléculas foram solubilizadas em DMSO, de
forma a se alcancar a concentracdo desejada sem que se ultrapassasse o limite de

1% na placa de pocos.

A cultura foi sincronizada com sorbitol e glicose, de forma a garantir a

predominancia da forma anel do parasita.

O ensaio na placa de 96 pocos foi realizado em triplicata. Foram utilizados 2
ML de solugdo 5 mM das moléculas a serem testadas, respeitando o limite maximo
de 1% de DMSO na placa. Foi utilizado um hematocrito de 1,5%, a parasitemia foi
ajustada para 0,5% através do preparo de uma solugéo proveniente da cultura e de
hemacias saudaveis. Cada pogo teve, ao fim, um total de 200 yL de solugéo,
completados com meio de cultivo, com uma concentracdo de 50 yM de cada
composto. A placa foi submetida a uma temperatura de 37 °C e fornecimento de gas

oxigénio e carbdnico por 72 horas.

O controle positivo utilizado foi uma solu¢do aquosa de cloroquina, de forma a
se gerar pogos com um volume total de 200 yL e concentracdo final de 50 yM. Os

controles negativos utilizados tiveram pogos com e sem DMSO.

Apds o periodo de 72 horas a placa foi centrifugada, o sobrenadante foi
retirado e, com a solu¢do de hemacias foi aplicada uma solugdo com tampéao fosfato
salino (PBS) e SYTO 16 — sonda verde fluorescente que exibe fluorescéncia apds se
ligar permanentemente a acidos nucleicos - em cada poco. A placa foi submetida a
37° C por 1 hora, para a incubacéo do SYTO 16. Em seguida a placa foi novamente
centrifugada, o sobrenadante retirado e foram adicionados 200 yL de PBS em cada
poco para a homogeneizagdo. As aliquotas de cada pogo foram, entao, transferidas
para tubos de citometria, nos quais foram adicionados PBS até que se completasse
300 pL. Os tubos foram enviados para a leitura em citdmetro de fluxo, por meio do

qual os resultados foram obtidos.

O citdmetro de fluxo € um equipamento que permite a leitura de cada
eritrocito individualmente, fornecendo dados de forma rapida e precisa. A suspensao
celular a ser analisada ¢ injetada no citdmetro de fluxo passando, célula a célula, por
uma camara onde ha um feixe de laser perpendicular ao fluxo. A partir da dispersao

do feixe e sua posterior deteccdo € possivel obter informac¢des como a dimenséao

74



celular, a granularidade e a morfologia. Os detectores do citdmetro de fluxo também
sdo capazes de diferenciar compostos intracelulares com fluorescéncia intrinseca ou

que de alguma forma est&o ligados a corantes fluorescentes. (SILVA, 2004).

As leituras feitas no citbmetro de fluxo permitiram diferenciar as hemacias nao
parasitadas das hemacias parasitadas, visto que as ultimas, por possuirem parasitas
com DNA, foram afetadas pela fluorescéncia do SYTO 16 utilizado. A partir dos
dados obtidos, foi determinado um set point de forma a definir a parasitemia com

maior precisdo, visando eliminar qualquer interferéncia de fundo.

O citdbmetro de fluxo fornece, como dados, a parasitemia de cada poc¢o
examinado, assim, por comparagdo com os controles positivo e negativo, é possivel

se obter um resultado quanto a efetividade da molécula utilizada.

Os dados obtidos foram analisados por meio do programa FlowJo (figura 22)
e a analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism, onde os graficos foram

gerados (figura 23).
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10. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir das metodologias utilizadas foi possivel obter um total de 28
compostos a partir de uma rota relativamente simples, segura e acessivel, possuindo
uma grande variagdo no que diz respeito a diversificacdo estrutural das moléculas
pela substituicdo dos radicais propostos. Os rendimentos, no geral, se mostraram
satisfatdrios, tendo em vista que a maior parte dos produtos obtidos possuiam mais
de 60% de rendimento. Com apenas duas exce¢bes (MCR 11 e MCR 28), os
compostos obtidos mostraram uma pureza excelente, acima de 90%, sendo que,
como método de purificagdo, foi empregada somente a recristalizagdo com etanol, o
que torna possivel, mediante outros processos — como cromatografia -, a obtencéo
de produtos ainda mais puros. Ha a possibilidade de sintese de outras moléculas
mediante a mesma técnica empregada neste trabalho com o emprego de uma maior
variedade de aldeidos, o que podera levar a uma nova série de cromenos com

possiveis atividades farmacoldgicas.

N&o foi possivel obter uma colecdo ainda maior de compostos e resultados
solidos no que diz respeito as atividades anti-plasmodiais devido a série de
percalgcos como a pandemia de COVID 19 e os problemas enfrentados nos ensaios,
visto que foi preciso um longo tempo para a estabilizagdo do cultivo das cepas NF54.
Novos testes ainda s&o necessarios para a geragdo de dados confiaveis. Ainda
outros testes podem ser realizados, visto que ainda existe a necessidade de se
verificar a citotoxicidade dos compostos sintetizados, este pode ser feito, por
exemplo, através de um ensaio de hemdlise. A depender dos resultados in vitro e do
de toxicidade, testes in vivo também podem ser realizados para a confirmacgéo da

acao anti-plasmodial das moléculas obtidas.
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