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RESUMO

A malaria, uma doenca parasitaria causada por diferentes espécies do género
Plasmodium, foi responsavel em 2020, por aproximadamente 627 mil mortes e 240
milhdes de casos no mundo. Venezuela, Bolivia e Brasil sdo responsaveis por 77%
dos casos na regido das Américas. Devido aos casos de resisténcia aos principais
farmacos antimalariais, incluindo derivados da artemisinina, a terapia da malaria €,
atualmente, um desafio. Uma das estratégias utilizadas para solucionar esse
problema é a descoberta de farmacos com alvos terapéuticos ndo envolvidos nos

mecanismos de resisténcia ja desenvolvidos pelas espécies de Plasmodium.

Dentro desse contexto, as marinoquinolinas, alcaloide contendo o ndcleo 3H-
pirrolo[2,3-c]quinolina, surgem como uma alternativa na descoberta de novos
farmacos antimalariais. A aplicacdo do planejamento de farmacos baseado no ligante
resultou na descoberta de um novo composto hit, chamado de MQ-30, com alta
poténcia e seletividade. A presenca do carbamato na estrutura da MQ-30 foi
associada a poténcia em escala nanomolar. Dando continuidade a esse estudo, esse
trabalho de doutorado demonstra o potencial de marinoquinolinas como uma nova
classe de compostos antiplasmodiais, por meio de estudos de relacdo estrutura-

atividade qualitativos e investigacdes do mecanismo de acao.

Em um primeiro momento, foi desenvolvido um estudo sobre a importancia do
carbamato na estrutura da MQ-30 através da sintese de novos derivados, utilizando
as técnicas classicas de quimica medicinal de variacdo do substituinte alquilico,
alongamento da cadeia e bioisosterismo. Novos derivados marinoquinolinicos foram
obtidos sintéticamente empregando carbamatos com diferentes cadeias alquilicas e
ureias, apresentando desde a auséncia de atividade inibitéria até alta poténcia. Assim,
foram obtidas evidéncias sobre a importancia da estrutura presente no carbamato
terc-butilico para a poténcia do composto hit MQ-30, resultando na descoberta de

guatro novas estruturas marinoquinolinicas com promissora atividade antiplasmodial.

Em seguida, novos derivados marinoquinolinicos foram obtidos a fim de se
empregar a autofluorescéncia dessa classe de compostos na investigacdo do
mecanismo de acdo. Utilizando o bioisosterismo entre carbamatos e amidas, foram

obtidos novos derivados através do acoplamento no nucleo marinoquinolinico com



aminoacidos. Essa série forneceu dez novos derivados com atividade inibitoria
submicromolar, sendo um desses analogos escolhido como composto-sonda para 0s
estudos de imageamento e bioquimicos. O composto escolhido apresentou
caracteristicas farmacoldgicas adequadas, bem como similaridade estrutural com a
MQ-30. Como resultado desse estudo, foi possivel obter insights de que a classe de
marinoquinolinas pode estar atuando como agentes antiplasmodiais através da

inibicéo de cisteino-proteases, num mecanismo de a¢do secundario.

A ferramenta empregada na investigacdo do alvo terapéutico foi a docagem
molecular reversa num modelo de inteligéncia artificial. Os estudos in silico realizados
internamente pela empresa Selvita S.A. indicaram que a proteina PfPKG pode ser um
alvo terapéutico importante para a classe de marinoquinolinas. Dessa forma, estudos

bioquimicos devem ser realizados para investigacao desse alvo.

Ressalta-se que toda a parte biolégica descrita nessa tese foi realizada em
colaboracdo com o grupo de pesquisa do Prof. Rafael Guido (IFSC/USP) e seus
colaboradores. A colaboracdo do Prof. Carlos Correia com o Prof. Rafael Guido faz
parte do CEPID-CIBFar (projeto niumero 2013/07600-3).



ABSTRACT

Malaria, a parasitic disease caused by species of the genus Plasmodium, was
responsible, in 2020, for approximately 627 thousand deaths and 240 million cases
worldwide. Venezuela, Bolivia and Brazil account for 77% of cases in South America.
Due to cases of resistance to the main antimalarial drugs, including artemisinin
derivatives, malaria therapy is currently a challenge. A strategy used to solve this
problem is the discovery of new drugs with therapeutic targets not involved in the

resistance mechanisms already developed by Plasmodium species.

In this regard, marinoquinolines, alkaloids containing the 3H-pyrrolo[2,3-
]quinoline nucleus, emerge as an alternative in the discovery of new antimalarial drugs.
The application of ligand-based drug design resulted in the discovery of a new lead
compound, the MQ-30, with high potency and selectivity. The presence of carbamate
in the structure of MQ-30 was associated with the potency at the nanomolar scale.
Continuing this study, this doctoral thesis demonstrates the potential of
marinoquinolines as a new class of antiplasmodial compounds, through qualitative

structure-activity relationship studies and investigations of the mechanism of action.

Initially, a study was carried out on the importance of carbamate in the structure
of MQ-30 through the synthesis of new derivatives, using the classical techniques of
medicinal chemistry of alkyl substituent variation, chain elongation and bioisosterism.
New marinoquinoline derivatives containing the carbamate group with different alkyl
substituent or urea group were synthetically obtained, presenting from the absence of
inhibitory activity to high potency. Thus, insights into the importance of tert-butyl
carbamate for potency of the hit compound MQ-30 were gained, resulting in the
discovery of four new promising derivatives presenting promising antiplasmodial

activity.

In sequence, new marinoquinoline derivatives were obtained in order to use the
autofluorescence of this class of compounds in the investigation of the mechanism of
action. Using bioisosterism between carbamates and amides, new derivatives were
obtained by coupling the marinoquinoline nucleus with amino acids. This séries
provided ten new derivatives with submicromolar inhibitory activity, from which one of

those derivatives was chosen as a probe compound for imaging and biochemical



studies. The chosen compound showed adequate pharmacological characteristics, as
well as structural similarity with MQ-30. As a result of this study, it was possible to
obtain insights that the class of marinoquinolines may be acting as antiplasmodial
agents through the inhibition of cysteine proteases, in a secondary mechanism of

action.

The tool employed in the investigation of the therapeutic target was the reverse
molecular docking in an artificial intelligence model. The in silico studies carried out
internally by the company Selvita S.A. indicated the PfPKG protein may be an
important therapeutic target for the marinoquinoline class. Thus, biochemical studies

should be performed to investigate this target.

All the biological part described in this thesis was carried out in collaboration
with the research group of Prof. Rafael Guido (IFSC/USP) and his collaborators. The
collaboration of Prof. Carlos Correia with Prof. Rafael Guido is part of a project involved
in the CEPID-CIBFar (FAPESP grant number 2013/07600-3).
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1. INTRODUCAO

1.1. Maléria

A maléria humana é uma doenca protozodria causada por espécies do
género Plasmodium e transmitida pelas fémeas de mosquitos do género Anopheles.
As seis espécies transmitidas de pessoa para pessoa sao P. falciparum, P. vivax, P.

ovale (duas espécies), P. malariae e P. knowlesi.!

A malaria € uma doenca infecciosa febril aguda. A maioria dos casos,
incluindo os casos de infeccdo em mulheres gravidas, € causada pelo P. falciparum e
pelo P. vivax. A maléaria na gravidez é especialmente perigosa por ser responsavel
indiretamente pelo aumento da mortalidade infantil devido ao aborto e retardo do

crescimento intrauterino.?

Acredita-se que a malaria placentéria cause até 100 mil mortes infantis por
ano, as quais ocorrem devido as complicacdes da doenca, como nascimento
prematuro, baixo peso de nascimento e anemia neonatal. Em adicdo, a malaria

placentaria é atrelada aos riscos para gravidas, incluindo anemia materna e

mortalidade.3

Em 2020, estima-se que ocorreram 627 mil mortes e 241 milhdes de casos
de malaria no mundo, sendo 228 milh6es desses casos somente no continente
africano. J4 na regido das Américas, estima-se que ocorreram 650 mil casos de
malaria, sendo os paises Venezuela, Bolivia e Brasil responsaveis por 77 % dos casos
nessa regiéo.* No territério brasileiro, a grande area endémica de malaria é formada
pelos estados amazobnicos, localizados na Regido Norte do pais e das regibes oeste

do Maranh&o e norte do Mato Grosso.?

Pacientes infectados com P. vivax na regido amazobnica sao
assintomaticos, porém podem ser portadores do parasito por até seis meses. Isso
dificulta a deteccao de pessoas infectadas, visto que seria necessario um diagndéstico
laboratorial em massa para a populacdo.® Além disso, pacientes que apresentem
niveis submicroscopicos de parasito sanguineo e assintomaticos néo realizam o
tratamento, sendo assim um reservatério de parasito para transmissdo continua na

regido.’
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O ciclo de vida do parasito da malaria (Figura 1) envolve dois hospedeiros:
o ser humano e a fémea de mosquitos do género Anopheles.? No ser humano, o ciclo
é dividido em duas fases: pré-eritrocitica e eritrocitica. A fase pré-eritrocitica se inicia
com a picada do mosquito Anopheles infectado, injetando parasitos na forma de
esporozoitos na circulacdo sanguinea de um ser humano. Em seguida, o0s
esporozoitos circulam pela corrente sanguinea do hospedeiro, até chegar ao figado.
Apés invasdo dos hepatocitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos preé-
eritrociticos, os quais sofrem reproducdo assexuada do tipo esquizogonia, dando
origem aos esquizontes e posteriormente aos merozoitos. No ciclo de P. vivax e P.
ovale, o parasito pode permanecer em estagio adormecido no figado, como
hipnozoitos, causando recaidas tempos depois.®1°

P. vivax

esporozoitos na esporozoitos

esporozoito il hipnozoit
: = = rozoitos = > hi itos
saliva do mosquito =g P P

\t’ 5 © @ ( \j
- — @ trofozoitos
4 - pré-eritrociticos
‘ v (5
R N \
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oocineto v 4
{ .
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[ ]
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Figura 1. Ciclo de vida do parasito causador da maléaria. Adaptado de

https://www.malariavaccine.org/.

Em seguida, os merozoitos sé&o liberados dos hepatdcitos em vesiculas, as

quais se rompem, liberando os merozoitos na circulacdo sanguinea. Na fase
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eritrocitica, 0s merozoitos invadem as hemacias e se reproduzem assexuadamente,
se desenvolvendo em trofozoitos em estagio de anel. Os trofozoitos podem entdo
seguir dois caminhos: (1) amadurecer para esquizontes, que se rompem liberando
merozoitos; ou (2) se diferenciar em gametdécitos (macho ou fémea), que vao infectar
novos mosquitos Anopheles. Na fase esporogdnica, 0s microgametas (gametocitos
macho) penetram nos macrogametas (gametocitos fémea) dando origem aos
gametas. Por sua vez, os gametas se diferenciam em oocinetos, que invadem a
parede do intestino do mosquito e se desenvolvem em oocistos. Os 0ocistos crescem
e se rompem, liberando novos esporozoitos, que se deslocam até as glandulas
salivares do mosquito. Um novo ciclo de vida se inicia com a inoculacdo de

esporozoitos em outros seres humanos. 10

O estagio de desenvolvimento intra-eritrocitico esta intimamente
relacionado a alimentacdo do parasito. Para obter aminoacidos essenciais para seu
crescimento, o parasito degrada a hemoglobina (presente nas hemacias) dentro do
seu vacuolo digestivo (também conhecido como compartimento &cido devido ao pH
ser aproximadamente igual a 5). Nesse processo, ha a formacao do grupo B-hematina
(agua/hidroxoferriprotoporfirina 1X ou H20/HO-Fe(ll1)PPIX), sendo bastante soluvel e
toxico ao parasito. Em um processo de detoxificacdo, o parasito cristaliza o grupo
heme em uma molécula insolivel chamada hemozoina, reduzindo a capacidade pro-
oxidante desse grupo. A cada ciclo intra-eritrocitico que o parasito completa, a

hemozoina é liberada na corrente sanguinea do hospedeiro.!!

Além dos sintomas clinicos, a maléria também esta associada a efeitos
socioeconémicos negativos. Nos casos de maléaria infantil, a morbidade da doenca
resulta em absentismo escolar, resultando no aumento de taxas de reprovacao,
repeticdo dos anos escolares e aumento das taxas de abandono escolar. Em adicéo,
a malaria em criancas pode causar desnutricao, afetando o desenvolvimento cerebral
e cognitivo.*? Entre os casos graves, temos como exemplo a malaria placental. A
anemia severa na gravidez esta fortemente associada a um alto grau de morbidade
fisica e psicossocial, causando sintomas como tonturas, falta de ar e palpitacdes com

frequéncia, impedindo o individuo de ter uma vida normal.*?

Mesmo com todos os esforgos e investimentos, ainda existem areas nas
quais a malaria € endémica. Diversas intervencdes eficazes vem sendo aplicadas

visando reduzir a mortalidade, de maneira geral, em regides endémicas. O uso de
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redes mosqueteiras tratadas com inseticida e a pulverizacao residual interna reduzem
as chances de um individuo ser picado pelo mosquito transmissor da doenca. Essas
duas estratégias sdo bem estabelecidas na prevencdo da malaria em criancas. Nos
casos de mulheres gravidas, ainda existe a estratégia de terapia preventiva
intermitente, a qual consiste na administracdo de medicamentos antimalaricos

eficazes de maneira profilatica.'*

As vacinas fazem parte de outra estratégia preventiva da malaria que tem
estado em evidéncia. De maneira geral, as vacinas sdo uma das ferramentas
preventivas mais bem-sucedidas na saude publica, no entanto, o desenvolvimento de
uma vacina eficaz para prevencéo de P. falciparum em humanos tem sido um desafio

durante décadas.1®

1.2. Principais farmacos disponiveis para o tratamento da malaria

O tratamento correto dos casos de malaria € essencial para 0 sucesso na
reducdo do agravamento e letalidade da infecgcdo. Até o final dos anos 50, a cloroquina
era o farmaco de escolha para o tratamento de todas as formas infectantes do
Plasmodium. Atualmente, devido aos casos de resisténcia a cloroquina e a outros
farmacos antimalariais, a terapia da malaria € um desafio para os profissionais de

salde.16

O tratamento da malaria deve atingir o parasito em pontos-chave de seu
ciclo de vida, visando (1) reduzir a patogenia e a manifestacdo clinica da infeccao,
através da interrupcdo da esquizogonia sanguinea, (2) evitar recaidas tardias em
casos de P. vivax, destruindo os hipnozoitos, (3) bloquear a transmissao do parasito.
Dessa forma, os farmacos antimalariais podem atuar em mais de uma forma do

parasito, bem como serem usados em combinacdes.!’

Os farmacos antimalariais podem ser divididos quimicamente em: (1)
quinolinas, (2) lactonas sesquiterpénicas, (3) alcoois derivados do fenantreno,
antraceno e fluoreno, (4) pirimidinas e bisguanidas, (5) naftoquinonas e (6)
antimicrobianos. Os farmacos quinolinicos podem ainda ser divididos em 4-

aminoquinolinas, 8-aminoquinolinas e alcoois quinolinicos (Figura 2).
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Figura 2. Exemplos de farmacos quinolinicos e suas classificacdes.

As 4-aminoquinolinas sédo a classe de farmacos mais bem-sucedidos no
tratamento da malaria (Figura 2a). O farmaco mais conhecido desse grupo é a
cloroquina, a qual age exclusivamente em formas presentes no estagio intra-
eritrocitico da doenca. O modo de acdo da cloroquina como farmaco antimalarico
ainda ndo é completamente elucidado, entretanto, devido ao estagio intra-eritrocitico
da doenca estar relacionado ao processo de digestéo, a hipétese mais aceita é que a
cloroquina interfira no processo de alimentacao do parasito, mais especificamente na

inibicdo da formacdo da hemozoina.'®-1°

A atividade antimalarica da cloroquina depende de sua captacdo e
concentracdo nos eritrocitos infectados com o parasito. Acredita-se que a entrada da
cloroquina no parasito seja devido ao mecanismo de captura de prétons: a cloroquina

€ uma base fraca que, na sua forma ndo carregada, difunde-se livremente em
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compartimentos acidos (incluindo o vacuolo digestivo), onde é protonada e impedida

de sair.2°

A maneira pela qual a cloroquina inibe a formag&o de hemozoina ainda ndo
foi completamente elucidada e diversas hipoteses foram formuladas. Uma hipétese é
gue a cloroquina forma um complexo com a ferriprotoporfirina 1X (FP), impedindo sua
incorporagao na B-hematina. Acredita-se que o complexo cloroquina-FP seja toxico e
isso resulte na morte do parasito. Outra possibilidade € a cloroquina inibir o
crescimento do cristal de hemozoina ao atracar na face de crescimento do cristal,

levando ao acumulo de B-hematina no parasito.?1-2?

Outra hipo6tese considera as duas primeiras. Nesse modelo, a cloroquina
forma o complexo cloroquina-FP e é esse complexo que interage com o cristal de B-
hematina, impedindo o seu crescimento. Uma quarta hipotese leva em consideragao
a HRP-II, uma proteina que contém duas repeticdes de aminoécidos (His-His-Ala-His-
His-Ala-Ala-Asp-Ala e His-His-Ala-Ala-Asp) e que se liga entre 20 — 50 moléculas de
FP. Acredita-se que a proteina HRP-II esteja envolvida na formacdo da hemozoina e

que a cloroquina substitua a FP, inibindo a formacéo do cristal.?1??

As 8-aminoquinolinas sdo empregadas contra as formas teciduais e nos
estagios sexuados do parasito (Figura 2b). A primaquina é amplamente utilizada
contra os hipnozoitos em infec¢Ges causadas por P. vivax e P. ovale.® Acredita-se que
o modo de acdo no estigio hepatico da primaquina envolva um mecanismo
bioguimico de retransmissdo em duas etapas. Na primeira etapa, a primaquina é
metabolizada em seus derivados hidroxilados (HO-PQm) pelo complexo
CPR/CYP2D6, no figado. Na etapa seguinte, os HO-PQm sofrem uma oxidacao
espontanea a quinonaiminas (O=PQm) com geracdo de H202. As HO-PQm séo
reduzidas as HO-PQm por elétrons provenientes de um processo envolvendo o
complexo CPR, NADH e FAD/FMN. Dessa forma, um ciclo catalitico é estabelecido
envolvendo metabdlitos da primaquina e com a geracdo espontanea de H202. O

acumulo de H20:2 é responsavel pela morte dos parasitos no local.?®

A primaquina €é o principal farmaco utilizado em infec¢es por P. vivax, visto
que tem sua ag¢do em hipnozoitos, formas latentes do parasito responsaveis pelo
retorno periédico da infeccéo. A dose total da primaquina € administrada entre 7 e 14

dias e € responsavel por evitar recaidas em mais de 90% dos casos por infeccéo por
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P. vivax. O grande desafio do emprego clinico desse farmaco é que ele tem efeitos
adversos severos, como hemdlise intravascular grave com urina escura e ictericia
leve, em contrapartida aos sintomas leves da infecgdo. Isso acaba resultando no
abandono do tratamento pelo paciente, aumentando o risco de desenvolvimento de

resisténcia.?*

Dessa forma, a tafenoquina foi aprovada para uso humano sendo
desenvolvida para melhorar o tratamento em infec¢cdes por P. vivax e P. ovale. O
grande diferencial da tafenoquina em relacdo as 8-aminoquinolinas € que ela é
utilizada em dose Unica, ndo havendo risco do paciente abandonar o tratamento. A
grande desvantagem dos farmacos primaquina e tafenoquina é que eles causam
hemolise em pessoas com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD),

uma deficiéncia genética comum em areas tropicais.?®

O principal representante do grupo dos &lcoois quinolinicos é a quinina, um
alcaloide natural encontrado na casca da Chinchona (Figura 2c). A quinina age nos
esquizontes presentes no estagio intra-eritrocitico e também possui agdo gametocida
para infec¢bes causadas por P. vivax e P. malarie. Em adic&o, a quinina é um farmaco
com baixo indice terapéutico e grandes efeitos adversos.?® Assim como a cloroquina,
acredita-se que a quinina exerca sua acao antiplasmodial através da inibicdo da
formacédo da hemozoina. No entanto, 0 modo com o qual isso acontece ainda nao foi

completamente elucidado.??

As lactonas sesquitepénicas incluem a artemisinina e seus derivados
(Figura 3). A artemisinina foi encontrada inicialmente na planta Artemisia annua
(Qinghao) pela farmacologista Youyou Tu, a qual ganhou o Prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina em 2015 pela sua descoberta.?” Esse farmaco e seus derivados
constituem a base da terapia combinada em artemisinina (ACT), tratamento de

primeira escolha para casos de malaria ndo complicada.?®

Artemisinina - R: =0
Dihidroartemisinina - R: -OH
Artemeter - R: -OMe

Arteeter - R: -OEt

Artesunato - R: -OCO(CH,),CO,H

Figura 3. Estrutura quimica da artemisinina e seus derivados.
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A reacéo de reducao da artemisinina deu origem a dihidroartemisinina, um
composto mais potente, e permitiu a obtencdo de pro-farmacos, como o artemeter e
0 artesunato, através da funcionalizacdo da hidroxila. As lactonas sesquiterpénicas
sao ativas nas formas do parasito presentes no estagio eritrocitico, além de serem

responsaveis pela reducéo da transmissédo através de sua acdo gametocida.??-3°

Os mecanismos pelos quais as lactonas sesquiterpénicas exercem sua
acao antimalarial ainda ndo foram completamente elucidados. No entanto, acredita-
se que a atividade das lactonas sesquiterpénicas resultem da ciséo redutiva da ponte
de peréxido pelo &tomo de ferro da FP reduzido, produzido no vacuolo digestivo a

medida que o parasito digere a hemoglobina.3!

A associacdo entre atovaquona, uma naftoquinona, e proguanil, um pro-
farmaco da classe dos antifolatos € amplamente empregada como tratamento
preventivo de infec¢Bes por P. falciparum (Figura 4). Acredita-se que a atovaquona
exerca seu mecanismo de acdo através da competicdo com a ubiquinona, inibindo

especificamente o complexo bcl (PfCytB) e levando a perda da fungdo mitocondrial.3?

As pirimidinas e biguanidas (Figura 4b) possuem mecanismo de acéo
semelhante, exercendo acao antagonista do folato. Os farmacos dessa classe ligam-
se seletivamente a enzima dihidrofolato redutase-timidilato sintase (FDHFR-TS) do
parasito, sendo agentes esquizonticidas e agindo sobre a forma assexuada do

parasito.116

(A) Naftoquinona (B) Pirimidinas e biguanidas
Me
HoN N
Cl 2
NH, NHZ/O/ z \|LMe
iP P P —_— N\ N
< N u \r \@\
NH
z cl
atovaquona proguanil (pro-farmaco) cicloguanil (farmaco)

Figura 4. Exemplos de farmacos classificados como (a) naftoquinonas e (b)

pirimidinas e biguanidas.

A monoterapia com a atovaquona resulta rapidamente no desenvolvimento

de resisténcia em cepas de P. falciparum. No entanto, a terapia deste farmaco em
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combinagdo com o proguanil resulta no aprimoramento de seu efeito, através do
sinergismo entre os dois farmacos, que resulta na reducdo da probabilidade de

desenvolvimento de resisténcia.3?

Existem diversos farmacos disponiveis no mercado para o tratamento da
malaria, além de diversas estratégias terapéuticas. Entretanto, o surgimento de cepas
resistentes € uma barreira na erradicacdo da doenca. A resisténcia aos farmacos
quinolinicos ja € bem conhecida e, infelizmente, disseminada nas regides endémicas.

O uso de quinolinas tem sido realizado somente na terapia com ACT 3435

A terapia com ACT tem sido o sucesso do tratamento antimalarial desde o
inicio do seu uso, nos anos 90. No entanto, desde 2015, a reducdo da morbidade e
da mortalidade por malaria tem desacelerado, mesmo com investimentos em saude
publica.®® Uma das causas disso é o surgimento e propagacdo da resisténcia aos
farmacos antimalariais. A monoterapia e a dosagem incompleta constituem os

principais motivos para o desenvolvimento de resisténcia.3436

A resisténcia a cloroquina ja € bastante conhecida. Mutagcfes no transportador
de resisténcia a cloroquina em P. falciparum (PfCRT) constituem a principal causa de
resisténcia a cloroquina conhecida. Um exemplo bastante conhecido é a mutacao
K76T (Figura 5). Nos parasitos sensiveis a cloroquina, o PfCRT, responsavel por
exportar substratos naturais de dentro do vacuolo digestivo, possui uma carga positiva
no aminoacido lisina’®. Nesse caso, a cloroquina ndo é exportada, ou € pouco
exportada, porque estd protonada dentro do vacuolo e ocorre uma repulsdo de

cargas.37-38

BN

Nos parasitos resistentes a cloroquina, ha uma mutacdo no gene K67T,
trocando o aminoacido lisina por treonina. O resultado € a perda da carga positiva
nessa posicao e ambos substratos naturais e a cloroquina protonada séo exportadas
do vacuolo digestivo. Assim, 0 parasito se torna resistente a cloroquina, pois a mesma

ndo consegue atuar na inibicdo da hemozoina no vacuolo digestivo.37-38
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substratos
naturais CQH,*
VACUOLO \ 7\[ VAcUoLo  CQH*
DIGESTIVO H* DIGESTIVO

Nai O Nar
od bo ¢ 30

CITOPLASMA PFCRT CITOPLASMA PFCRT

CLOROQUINA SENSIVEL CLOROQUINA RESISTENTE

Figura 5. Funcao do transportador PfCRT em cepas de P. falciparum resistentes a

cloroquina.

Mutacbes na proteina PfCRT também conferem resisténcia a outros
farmacos 4-aminoquinolinicos e aos 4alcoois quinolinicos, como a quinina e
halofantrina. No caso da atovaquona, muta¢cées no citocromo B do P. falciparum
PfCytB que levam a modificagdo em sua atividade catalitica conferem resisténcia a
esse farmaco. Recentemente, foram encontradas cepas resistentes a artemisinina e

seus derivados no Sudeste Asiatico.3?

Mutacdes na proteina Kelch 13 de P. falciparum (PfK13) estédo fortemente
associadas com a resisténcia a artemisinina. PfK13 é uma proteina essencial para o
desenvolvimento eritrocitico assexuado do parasito localizada no reticulo
endoplasmatico, porém sua funcdo ainda é desconhecida. Também né&o esta claro
como a mutacao nessa proteina permite que o parasito tolere o estresse oxidativo e 0

dano celular causado pela artemisinina.*°

O desenvolvimento da resisténcia a artemisinina € bastante preocupante,
pois as lactonas sesquiterpénicas constituem um dos farmacos para a terapia com
ACT, que tem sido o sucesso do tratamento da malaria. A resisténcia aos farmacos
disponiveis é o fator central na necessidade do desenvolvimento de farmacos

antimalariais com novos alvos terapéuticos.*!
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1.3. Marinoquinolinas

Heterociclos sdo compostos organicos que contém um ou mais
heteroatomos, como nitrogénio, oxigénio e enxofre, como partes de um ciclo. Essa
classe de compostos tem uma grande importancia nas quimicas organica, medicinal
e biologica e representam mais da metade dos compostos organicos conhecidos.
Além disso, muitos produtos naturais e de origem bioldgica apresentam partes
heterociclicas em sua estrutura. Alcaloides sdo exemplos conhecidos de compostos
heterociclos.*?

Dentre os heterociclos, podemos destacar os inddis e as quinolinas. Os
indois foram descritos inicialmente em 1806, por Bayer and Knop e desde entdo tem
sido encontrados em diversos produtos naturais e sintéticos. Assim como os indéis,
0s compostos quinolinicos também sdo considerados estruturas privilegiadas devido
ao seu amplo potencial farmacoldgico e biolégico.***4 Compostos quinolinicos, em
especial, sdo populares devido ao seu potencial farmacolégico e a sua aplicagdo como
farmacos antimalariais.*®

Dentro desse contexto, marinoquinolinas sao alcaloides, descobertos
inicialmente como produtos naturais, que possuem o nucleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina
(Figura 6). Esse nucleo foi inicialmente reportado em 1924 por Robinson e Robinson
ao estudar o mecanismo da reacéo de Fischer, na sintese de ind6is.*® No entanto,
somente ap6s a descoberta da primeira marinoquinolina, em 2006, o nucleo 3H-

pirrolo[2,3-c]quinolina passou a ser amplamente estudado.*’

1 2

9,95 \u

\3a
—
7 65aN 4
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Figura 6. Estrutura quimica e numeracao do nucleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina.

1.3.1. Marinoquinolinas como produtos naturais

As marinoquinolinas foram descobertas como produtos naturais em 2006,
através do isolamento da MQ A (Figura 7a) de uma bactéria deslizante marinha
Rapidithrix thailandica, encontrada no mar de Andaman, na costa tailandesa.*’*® Em
2011, os derivados MQ B-F foram isolados da bactéria deslizante Ohtaekwangia
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kribbensis, encontrada em Kukrail Reserva Florestal e Crocodile Centro de Pesquisa,

no estado de Uttar Pradexe, na india (Figura 7a).4°

(A) Okania e col. (2011) . (B) Choi e col. (2015)
MQ A: R=Me / \
~ \H MaB:R=Bu : ~ \H MQH: R=Ph-4-OH N
| X MQ C: R=Bn ' | X MQ I: R=(CH,);NHAC | mg 35.:5:'5"9
_ MQ D: R=Bn-4-OH : _ MQ K: R=H ;
N" R MQ E: R=3-indolyl : N" R l\llle

MQ F: R=1H-indole-3-carbonyl

Figura 7. Estrutura quimica das marinoquinolinas naturais.

Em 2015, novas cinco marinoquinolinas MQ G-K foram isoladas das
bactérias Gram-negativas Mooreia alkaloidigena and Catalinimonas alkaloidigena,
encontradas no Atol Palmyra, localizado na llha Catalina (Estados Unidos) (Figura
7b).5° Além de marinoquinolinas, outros produtos naturais também apresentam o
nacleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina (Figura 8).

A aplidiopsamina A foi isolada da ascidia colonial Aplidiopsis confluata,
encontrada na Tasmania, sudoeste australiano. Esse composto possui 0 nucleo 3H-
pirrolo[2,3-c]quinolina conjugado com uma adenina, através de uma ponte de
metileno. E raro encontrar produtos naturais ndo-glicosideos conjugados com bases

nitrogenadas puricas.>!

SN —
|N/ [ NH
NN MeO |N/N
e
g
—N (o]

H,N

Aplidiopsamine A Trigonoina B PN A: R'=Cl, R?=H
PN B: R'=H, R?=ClI
PN C: R'=H, R?=H
PN D: R'=CI, R?=ClI

Figura 8. Outros produtos naturais contendo o nucleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina.

Outro produto natural que contém o mesmo nucleo pirroloquinolinico € a
trigonoina B, a qual foi isolada de folhas da planta Trigonostemon lii, encontrada na

provincia chinesa de Yunnan.% Por sua vez, a familia de pionitrinas PN A-D foi isolada
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recentemente da pupa de um inseto coletado em campo, o qual foi encontrado em um

tronco podre no Parque Estadual de Devil's Lake, nos Estados Unidos.%3

Um estudo anterior com a bactéria marinha R. thailandica reportou o
isolamento, através da técnica de fermentacdo em larga escala, de duas estruturas
relacionadas com as marinoquinolinas (Figura 9). O composto 2, em especifico, esta
estruturalmente relacionado com as marinoquinolinas e € considerado um

intermediario para a biossintese desses compostos.>*

~ NH ~NH

Me

NH, H Me
2 3

Figura 9. Estrutura quimica de dois produtos naturais isolados da bactéria deslizante

marinha Rapidithrix thailandica.

O composto 2 se assemelha ao antibidtico pirrolnitrina (PRN) e seus
intermediarios biossintéticos (Esquema 1b). O produto natural PRN foi isolado de
diversas cepas de Pseudomonas, Myxococcus, Cystobacter, Enterobacter, entre
outros e possui atividade antibidtica.>® Estudos investigativos propuseram que a PRN
e seu analogo isopirrolnitrina sao biossintetizados a partir do aminoacido L-triptofano,

apresentando o composto 2 e derivados como intermediarios (Esquema 1).5

A
A 0 0@ PrnA ° 0@
triptofano-7-halogenase ®
NH, FADH,, O,, CI NH;
i\ N\
N
N H
Cl
L-triptofano 4
(B) PrnC
0 o@ PrnB _— monodecloroamino- cl R?
® enzima heme ~ NH pirrolnitrin-3-halogenase —
NH; 0, FADH,, O, Cl AL
N NH,
H R NH,
R R’
L-triptofano: R'=H 2: R'=H 6: R'=H, R2=ClI
4:R'=ClI 5: R'=Cl 7: R'=Cl, R?=H

R2
cl PrnD
NH  aminopirrolnitrin oxigenase
= FADH,, O,
NO,
R1

Isopirrolnitrina: R'=H, R2=ClI
Pirrolnitrina: R'=CI, R?=H

Esquema 1. Biossintese proposta para a pirrolnitrina e isopirrolnitrina.
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A primeira enzima envolvida na rota biogénica da PRN é a PrnA (Esquema
1a). Essa enzima participa apenas da biossintese da PRN e realiza uma cloragdo na
posicdo 7 do triptofano. As demais enzimas PRN B-D estdo envolvidas na biossintese
de ambos PRN e isopirrolnitrina. A etapa seguinte € o rearranjo oxidativo do triptofano
e seu derivado clorado, catalisado pela PrnB, uma dioxigenase contendo grupo heme,
dando origem aos intermediarios pirroloaninilinas 2 e 5. Em seguida, a PrnC catalisa
uma cloracao regiosseletiva, seguida pela a oxidacédo da anilina para o grupo nitro,

catalisada pela PrnD, dando origem aos compostos isopirrolnitrina e PRN.%®

Assim como as marinoquinolinas, os produtos naturais aplidiopsamina e
PN A-D também possuem sua biogénese a partir da pirroloanilina 2 (Esquema 2). E
proposto que a aplidiopsamina seja biossintetizada a partir da condensacédo do
composto 2 com o &cido 6-amino-9H-purina-9-acético 12, seguida de uma ciclizacao
intramolecular. Por sua vez, o composto 12 seria sintetizado a partir da reagéo entre

a adenina e o acido hidroxiacético.>!

N = -— -

N H
2 = 2,8-10 :
R N NH, N )
R2 N: . .
HO . 13 Trigonoina B
H,N ,

(A) Biogénese proposta para a Aplidiopsamina A e Pirrolnitrina A-D ,(B) Biogénese proposta para a Trigonoina B
o €] 1
| 0,C .
= L-Triptofano j . Triptamina
S N :
Nx, N 1
R! l < N = : l
_ OH 1 N_{ /N7 hw : =\
N R | : NH X
H,N = ! |
| <~ NH N : P
Z 1 12 N ! N —> MeO N™ °N
2 < Y o

PN A: R'=H, R?=Cl 2:R'=H, R%=H Aplidiopsamina A
PN B: R'=Cl, R2=H 8: R'=Cl, R2=H :
PN C: R'=H, R?=H 9: R'=CI, R?=CI
PN D: R'=CI, R?=CI 10: R'=H, R?=CI

Esgquema 2. Rota biossintética para (a) a aplidiopsamina A e a familia de

pirrolnitrinas A-D, e (b) trigonoina B.

Os compostos PN A-D seriam sintetizados a partir da reacédo de Pictet-
Spengler espontanea entre os intermediarios 2, 8-10 e o aeruginaldeido 11, um

intermediario encontrado na biossintese do aeruginol e sintetizado a partir do acido
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di-hidroaerugendico.>® Por sua vez, o nlcleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina na trigonoina

B seria formado a partir do rearranjo do esqueleto da B-carbolina 13.52

De maneira geral, a descoberta do composto 2 e seus derivados como
intermediario da biossintese de marinoquinolinas foi um marco na sintese total de
marinoquinolinas. Diversas rotas sintéticas buscaram inspiracdo na natureza e
utiizaram o composto 2 e/ou seus derivados como intermediario-chave para

construcdo do nucleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina, como veremos no proximo tépico.

1.3.2. Principais estratégias sintéticas para obtencdo de marinoquinolinas

A complexidade dos organismos vivos dificulta a obtencdo de produtos
naturais. Em relagdo aos compostos de origem marinha, normalmente a quantidade
obtida € bem pequena, o que torna inviavel estudos mais aprofundados e aplicacdes
biolégicas.®” Assim, uma alternativa a esse problema é a obtencéo sintética desses

compostos.

A descoberta de produtos naturais contendo o nucleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina
alavancou o interesse dos quimicos organicos em desenvolver rotas sintéticas para
obtencdo de maneira facil e direta as marinoquinolinas naturais e novos derivados
sintéticos. Diversas rotas ja foram publicadas na literatura empregando estratégias
classicas, como a reacao de Fischer, e/ou modernas, como catalise por paladio, para

obtencéo desse nucleo.

As marinoquinolinas podem ser vistas, do ponto de vista sintético, como um
benzo-aza-indois. Dessa forma, algumas estratégias empregadas usualmente na
sintese de indéis foram empregadas na construcdo desse nucleo. A primeira sintese
desse nucleo foi reportada em 1924 por Robison e Robison ao estudar o mecanismo
da reacgdo de indolizacéo de Fischer (Esquema 3).4
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Robinson e Robinson (1924)

H o Ac. acético
XY °NH, + refluxo ——NH
® — N
N Me
Z
N Me
14 15 16
Atkinson e Mattocks (1957)
1
1 Me R
H R —
_— > X
Z
N pn Me P
N Ph
17 18
R'=Me ou Ph

Esquema 3. Primeiros exemplos de construcédo do nucleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolina.

Alguns anos depois, Atkinson e Mattocks publicaram uma versao
intramolecular, partindo da hidrazona 18 em meio acido, da reacdo de Fischer na
construcdo do mesmo nucleo (Esquema 3).%8 Outros autores realizaram modificagGes
nessa versao da reagdo de Fischer para obter o nicleo marinoquinolinico a partir de
quinolilhidrazonas.59-60

A segunda estratégia classica envolveu a condensacao de Claisen-Schmidt
seguida pela ciclizacdo de Hemetsberger-Knittel (Esquema 4). Molina e colaboradores
(1993) se basearam no mecanismo da reacdo de Hemetsberger-Knittel, na qual a
decomposicao térmica de 3-aril- ou 3-heteroaril-2-azido leva a formacao do nucleo

inddlico.5?

Me 1) POCI,
CH refluxo N3 -COE
2 2)1,2-diclorobenzeno NaOEt, EtOH
NH (PhSe0),0, 140 °C -10°C-0°C, 4 h
(0]
R
R
19 20: 61-69 % (2 etapas) 21: R=H, 54 %
22: R=OMe, 59 %
23: R=Cl, 52 %

Esquema 4. Construcao do ndcleo marinoquinolinico reportada por Molina e
colaboradores (1993).

Outras estratégias de construcdo do nucleo marinoquinolinico empregaram a
sintese de derivados da pirroloanilina 2 como intermediarios-chave da rota sintética.

Reacdes classicas de sintese de pirrol, como a rea¢éao de van Leusen e Barton-Zard,
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foram empregadas na sintese dos intermediarios arilpirréis 25 e 30, respectivamente
(Esquema 5).

Na rota sintética desenvolvida por Ni e colaboradores (2012), o aril pirrol 25
é sintetizado a partir da reagdo de Van Leusen entre o acrilato 24, um aceptor de
Michael, e o isocianeto de tosilmetila (TosMiC).6? A reacdo de Van Leusen é
empregada na sintese de pirréis 3,4-dissubstituidos e consequentemente, o produto
é formado substituido com a funcéo éster na posicdo 3. Caso seja necessario, o pirrol
formado pode ser submetido a uma reacdo de descarboxilacéo.®?

O ndcleo marinoquinolinico foi construido a partir da ciclizacéo
intramolecular de 25 via reacdo de Morgen-Walls, empregando cloreto de fosforila
(POCiIs). Para obtencao das marinoquinolinas naturais MQ A-C, o intermediéario 26 foi
submetido a uma etapa adicional de descarboxilacéo.®?

Na rota sintética reportada por Guillon e colaboradores (2019), o arilpirrol
30 foi sintetizado em duas etapas a partir da reacdo de Barton-Zard entre o nitroalceno
29 e 0 2-isocianoacetato de etila em meio basico, seguido da substituicdo nucleofilica
com bromobenzeno. A reagéo de ciclizagéo redutiva empregando ferro e 4cido acético
levou a formacao do intermediario 31, o qual foi convertido & marinoquinolina 32 apos
a reacao de clorodehidroxilacdo empregando POCIs. Apds a construcdo do nucleo
marinoquinolinico, os autores ainda realizaram funcionaliza¢Ges através das reacdes
de Suzuki-Miyaura e de aminacéo redutiva.54

Entre os métodos modernos, as reacbes de acoplamento cruzado foram
empregadas na sintese de derivados da pirroloanilina 2. O Esquema 6 apresenta trés
rotas sintéticas para obtencdo de nudcleos marinoquinolinicos a partir da sintese de
intermediarios derivados da pirroloanilina 2, os quais levam a constru¢do do nucleo

marinoquinolinico apds uma etapa de ciclizagao.
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Ni e colaboradores (2012)

TosMIC, Buok  £102€ POCiMecN 02O\ Hel
X-CO,Et 3
(:(\/ _ DMSO, ta. _ refuxo _ refuxo
NHCOR
NHCOMe
24 25: 45-76 % 26: 85-92 % MQ A: R = Me, 65 %

MQB:R="Bu,72 %
MQC: R=Bn, 57 %

Guillon e colaboradores (2019)

Me.__NO
e 2 1)CN CozEt Ac. acetlco POCI3
_ refluxo NPh _ refluxo
BrPh
NO, OzEt

K2003 cul
refluxo
29 30:81 % 31:65 % 32:88 %
NHR'R2 (OH),BPh-4-CHO
NaBH,CN Pd(PPh;),
K,CO4
MeOH PhMe/EtOH

refluxo

refluxo

Esquema 5. Exemplos de reacdes classicas de sintese de pirrol aplicadas na

sintese de marinoquinolinas.

Schwalm e Correia utilizaram a reacdo de Heck-Matsuda para formacao da
ligagéo C-C entre o sal de arenodiazonio 35 e a olefina 36, obtendo como produto um
lactamol que é entdo desidratado in situ com anidrido trifluoroacético e 2,4-lutidina. As
etapas seguintes sdo a aromatizacdo para obtencdo da estrutura pirrélica do
substrato, desprotecdo do carbamato etilico em meio basico e reducao do grupo nitro
via hidrogenacgéo catalitica, dando origem ao intermediario-chave da rota sintética
(2).65

O intermediario 2 € empregado com diversos aldeidos na reacdo de Pictet-
Spengler. Essa rota sintética permitiu a obtencado das marinoquinolinas naturais MQ
A-E e novas marinoquinolinas de origem sintética. Em especial, a rota sintética
reportada por Schwalm e Correia (2012) permite a obtencdo divergente dos
compostos finais, o que a torna interessante frente a outras rotas desenvolvidas.® O
problema encontrado nessa rota sintética € que a etapa da reacao de Heck-Matsuda
nao tolerou bem a dupla substituicdo com grupos retiradores de elétrons (EWG) nos
sais de arenodiazbnio. Assim, tornou-se inviavel sintetizar marinoquinolinas

substituidas com EWG em seu nucleo quinolinico utilizando essa estratégia.®®
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Schwalm e Correia (2012) 1) DDQ, 150 °C
PhMe Aldeidos
tubo selado TFA, MgSO,4
N,BF, 1) Pd(?-iAg)th mol %) = \Wco,Et 2) NaOH ?iM 6|0 dC
@ N ENCOZEt ,0, ta. MeOH t.a. ubo selado
NO, 2) TFAA 3) Pd/C,10% (1 mol %)
2,4-lutidina MeOH, H, (baldo) NH,
35 36 PhMe 37:61-66 % (2 etapas) 2: 85 % (3 etapas) MQ A: R= Me, 46 %
-50 °C-refluxo MQ B: R=Bu, 50 %

MQ C: R=Bn, 27 %

. R= 3ndalil 96 ©
Ma e colaboradores (2012) MQ E: R= 3-indolil, 26 %

cu/cu'
Br 5 WL L (5°mol %) e ) MeLi &
@ S DMSO0, 75 °C ~ THF -78 °C MeOH %18 g
NO / \o 2) DMP
2 o NO, DCM, 0 °C NO,
38 39 40: 74 % 41: 42 % (2 etapas) MQA: 85 %

Panarese e Lindsey (2012)
1) Pd(OAc), (10 mol %)
Sphos (20 mol %)

| , K3POy4 NH —
@ . @T"’S "BuOH H,0 X Et3N DCM AL
) NaOMe HCI 4M
NH . = R
* PinB MeOH ta. NH, 1,4- dloxano N
42 43 2: 96 % (2 etapas) 44: 59 % (2 etapas) MQ A: R=H, 92 %
45: R= 1-indolil, 82 %
46: R= NHBn, 90 %
47: R= piperidinil, 96 %

Esquema 6. Exemplos de rotas sintéticas empregando rea¢des de acoplamento

cruzado na sintese de marinoquinolinas.

A reacdo de Heck-Matsuda é uma variante da reacao de Heck que utiliza sais
de arenodiaz6nio e olefinas para formar ligacdes C-C. O ciclo catalitico se da pelo
mecanismo catiénico devido a labilidade da ligacdo Pd-Nz, a qual ioniza apés a etapa
de adicéo oxidativa e origina a espécie de paladio catiénica.®’

A segunda etapa-chave da rota sintética desenvolvida por Schwalm e Correia
(2012) é a reacao de Pictet-Spengler, a qual € amplamente utilizada na construcao de
ndcleos quinolinicos. A reacdo de Pictet-Spengler envolve a condensacéo entre uma
amina ou anilina e um composto carbonilico, podendo ser um aldeido ou uma cetona,
seguida de uma etapa de ciclizac&o.®

Para ilustrar o mecanismo da reacéo de Pictet-Spengler, foi utilizada a MQ
A como exemplo (Esquema 7). A primeira etapa do mecanismo consiste na
condensacdao entre a anilina 2 e o acetaldeido 48, em condi¢des acidas, seguida de
uma etapa de transferéncia de proton. A desidratacdo do intermediario 49 leva a
formacao do iminio 50, o qual sofre uma cicliza¢do 6-endo-trig intramolecular. A etapa
final da reacdo de Pictet-Spengler € a restauragdo do sistema aromatico pirrolico

através, formando o composto 52.58
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“OH, H
2 48 50
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Z N7 Me
N Me N Me
H HH

51

Esquema 7. Mecanismo proposto para a reacao de Pictet-Spengler.

A MQ A é formada apés uma etapa adicional de desidrogenacdo. Em
contraste com a sintese do intermediario-chave 2, na qual foi necessaria a adicao de
DDQ para restauracdo da aromaticidade da parte pirrdlica, nessa etapa apenas o
oxigénio molecular presente no ar foi suficiente para oxidagdo do intermediario 52 a
MQ A.%5 Algumas vezes a etapa de desidrogenacdo requer a adicdo de algum
composto oxidante, como DDQ, iodo molecular (I2), acido 2-iodéxibenzoéico (IBX),
entre outros.®®

Outras estratégias empregando reacdes de acoplamento cruzado em sua rota
sintética envolveram as reacGes de Ulmann, reportada por Ma e col. (2012)7°, e de
Suzuki-Miyaura, reportada por Panarese e Lindsley (2012)1.

Em especial, a rota sintética reportada por Panarese e Lindsley (2012) foi
baseada na biogénese da aplidiopsamina (Esquema 2a) e utilizou a reacédo de Suzuki-
Miyaura como etapa-chave para sintese da pirroloanilina, enquanto a reacdo de
Bischler-Napieralski permitiu a constru¢édo do nucleo marinoquinolinico.

A reacdo de Suzuki-Miyaura é um dos métodos mais eficientes para a
construcdo de biarilas, heteroarilas ou aromaticos substituidos. Entre as razdes que a
tornam uma das ferramentas sintéticas mais empregadas em quimica medicinal, estéo
0 emprego de condigbes amenas, alta tolerancia a grupos funcionais, disponibilidade
comercial e estabilidade de acidos ou ésteres boronicos empregados como material
de partida.”?

Para ilustrar como ocorre a formacao da ligagdo C-C na reagcdo de Suzuki-
Miyaura, foi proposto um ciclo catalitico para a formacéo do produto 58, com base no

ciclo geral da reacéo (Esquema 8). Inicialmente, ocorre a formagéao in situ do complexo
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de Pd®. Em seguida, hd uma adicdo oxidativa do iodeto de arila 42, formando a

espécie de aril-Pd' 55.7%73

Pd"
53

Esguema 8. Ciclo catalitico proposto para a reacédo de Suzuki-Miyaura.

Uma etapa de transmetalacdo leva a formacédo do complexo de aril-heteroaril-
Pd" 57. Por fim, a etapa de eliminacdo redutiva resulta na liberacdo do produto

desejado 58 e restaura o complexo de Pd® 54.72

Estratégias mais recentes para sintese de ndcleos marinoquinolinicos
envolvem a (1) heterociclizacao-trifluorometilacao eletrofilica, empregando o reagente
de Togni’4, ciclizacdo de areno-inamida promovida por &cido de Brgnsted”,
cicloadicdo 1,3-dipolar de iletos de azometina’®, anulagdo [5 + 1] de 2-
isocianochalconas’’, ciclizacdo sequencial promovida por Il2/reacdo de
Staudinger/aza-Wittig/desidroaromatizacdo’®, cicloadicdo intramolecular de Diels-
Alder oxazol (IMDAQO)"?, entre outras. Atualmente, existem duas revisdes de literatura
reportando as diversas estratégias sintéticas para construgcdo do nucleo

marinoquinolinico.80-81
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1.3.3. Atividade biologica de marinoquinolinas

Produtos naturais sempre foram uma importante fonte de descoberta de novos
farmacos. A natureza permanece sendo, ao longo dos anos, fonte de inspiracao e
uma das principais fontes de moleculas bioativas, sejam elas produtos naturais

propriamente ditos ou suas variacdes sintéticas.®?

A partir do isolamento de marinoquinolinas como produtos naturais gerou-se o
interesse na descoberta de suas possiveis aplicacdes biologicas. A Figura 10 mostra
uma selecdo de produtos naturais contendo o nucleo marinoquinolinico e suas
atividades biologicas reportadas na literatura. Foram selecionados os compostos
mariquinolinicos mais promissores, de acordo com a atividade biologica reportada na

literatura.49:51.54

seulie el cclice

Marinoquinolina A

X

( Marinoquinolina B
Sangnoi e col. (2008) N—{ \7 Okanya e col. (2011)
Atividade inibitoria em —N C|50Pﬂ<1 1,8 uM
AChE H.N
2
Clsp 4,9+ 0,9 pM Aplidiopsamine A Marinoquinolina F
Carrol, Duffy e Avery (2010) Okanya e col. (2011)
Atividade antiplasmodial Clso™™1 1,7 uM

ClsoPRP7 1,47 uM
CI5,°P% 1,65 uM

Figura 10. Estruturas selecionadas de marinoquinolinas isoladas como produtos

naturais reportadas na literatura com atividade biol6gica promissora.

Dentre as atividades bioldgicas triadas empregando marinoquinolinas isoladas
como produtos naturais, destaca-se a atividade antiplasmodial. Trés marinoquinolinas
representadas na Figura 10 apresentaram atividade inibitéria em cepas de P.
falciparum. A aplidiopsamina A mostrou atividade comparavel em cepas sensivel a
cloroquina (Pf3D7) e com multirresisténcia (PfDd2), enquanto as marinoquinolinas MQ
B e F apresentaram atividade inibitdria em cepas com multirresisténcia aos principais

farmacos antimalariais (PfK1).4%-51

Dentre as aplicacbes bioldgicas descritas na literatura de marinoquinolinas

obtidas de forma sintética, destacam-se as atividades antiplasmodial e



46

antibuberculose. Aguiar e col. (2018) reportaram a sintese e avaliacédo antiplasmodial
de uma série de marinoquinolinas. Os autores realizaram um estudo de relacéo
estrutura-atividade (REA), com o auxilio de ferramentas computacionais, que resultou
na descoberta de diversas novas entidades quimicas com atividade inibitéria em
cepas de Pf3D7 e boa seletividade. O estudo de REA observou que compostos
substituidos com o grupo metéxi na posicao 7 do nucleo marinoquinolinico foram mais
ativos que os nao substituidos (Figura 11). Além disso, esse estudo reportou a
descoberta de diversos compostos com atividade inibitoria promissora, dentre eles,

um composto-lider (MQ-30) com atividade moderada in vivo.83

— Grupo metéxi na —
NH posicado 7 NH
X — X
~ —
N R MeO N R

59: R = Ph 62: R = Ph
ClsoP79,9£ 0,4 uM Clgo™P7 2,4 £ 0,5 uM
IS >75 IS 25
60: R = Ph-4-Cl 63: R = Ph-4-Cl
Clsp®P7 10,5 £ 0,5 uM ClsgP07 0,6 £ 0,3 uM
IS > 24 IS > 417
61: R = Ph-4-NMe;, 64: R = Ph-4-NMe,
Clsp”®P7 5,8 £ 0,2 uM ClsgP07 0,4 £ 0,1 uM
IS > 104 IS 50

Figura 11. Selecédo de marinoquinolinas e suas atividades bioldgicas reportadas por
Aguiar e col. (2018).

Dois estudos reportaram a atividade antituberculose de marinoquinolinas.
Akula e col. (2014) reportaram a sintese e a avaliacdo biol6gica de marinoquinolinas
em cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Dentre a série avaliada, seis

derivados apresentaram concentracdo minima inibitéria CIM < 10 yM (Tabela 1).84
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Tabela 1. Marinoquinolinas selecionadas e atividade antituberculose, reportadas por
Akula et al. (2014).

NH
X

Z
N

MtH37Rv  Citotoxicidade

i e CIM/UM (% inibicio)
65 'Bu 6,9 17,6

66 2-imidazolil 3,3 8,6

67 1-pirrolil 3,3 24,6

68 4-nitrofenil 6,0 16,4

69 4-trifluorometilfenil 5,6 18

70 2-cloro-3-piridinil 5,5 15,6

Por sua vez, Panciera e col. (2022) exploraram o potencial terapéutico de
marinoquinolinas como novos agentes antituberculose. Foi reportada a sintese e
avaliacdo bioldgica em cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv de 26 derivados
marinoquinolinicos. Dentre eles, duas novas marinoquinolinas (Figura 12)
apresentaram CIM < 5 puM. Estudos enzimaticos e de docagem molecular
demonstraram que 0os compostos 71 e 72 sao inibidores alostericos ndo-competitivos
de glutamato-5-kinase, uma enzima essencial para o desenvolvimento da bactéria

causadora da tuberculose.8®

71: CIMMISTRY 4 4 uM 72: CIMMISTRY 4 5 UM

Figura 12. Marinoquinolinas com atividade antituberculose reportadas por Panciera
e col. (2022).

1.4. Quimica medicinal

Diversas estratégias podem ser utilizadas como pontos de partida na

descoberta de novos farmacos, como por exemplo a triagem fenotipica in vitro de
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produtos naturais.84 Uma vez descoberto um novo composto hit ou uma classe de
cOompostos promissora, inicia-se um estudo investigativo na area de quimica medicinal
(Figura 13).

Iy
COMPOSTO
“HIT
y
Modelo de H
QSAR, .
PLANEJAMENTO [TPH

4

AVALIAGAO
BIOLOGICA

" COMPOSTO
-LIDER/
SONDA )

Figura 13. Estudo iterativo de “hit-to-lead” em quimica medicinal.

A partir desse composto “hit” inicia-se entdo a etapa de “hit-to-lead” (H2L). O
processo de otimizacdo de um composto “hit’, através da melhora de suas
propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas, visa a obten¢édo de novos compostos-
“hit” ou lideres. O estagio de H2L passa por um processo de expansao da biblioteca
de compostos, através da geracdo de novos analogos, que permite a realizacédo de
estudos de REA. Nesse estagio, almeija-se a obtencdo de compostos com desejaveis

propriedades farmacoldgicas e fisico-quimicas.®®

O entendimento da REA é construido a partir dos dados gerados pelos estudo
iterativo composto pelas etapas de planejamento dos compostos-alvo, sintese
quimica e avaliacao bioldgica das novas entidades quimicas. Por sua vez, o estudo
de REA pode ter diversos objetivos na area de quimica medicinal, como a descoberta
de sondas quimicas e compostos-lideres para alvos bioldgicos, demonstrar a

drogabilidade de um determinado alvo biolégico, entre outros.8”

Durante o estudo de quimica medicinal, as caracteristicas fisico-quimicas dos
compostos em investigacao sao indicadores-chave para que haja o desenvolvimento

de um novo farmaco com qualidade. Desde 1997, com a publicacdo da regra dos
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cinco, por Lipinski e colaboradores, as propriedades fisico-quimicas vem ganhando
notoriedade e atualmente, a analise dessas propriedades em conjunto com os dados

farmacoldgicos é parte da rotina dos quimicos medicinais.88

A regra dos cinco foi criada através de abordagens experimentais e
computacionais que estimaram a solubilidade e permeabilidade de aproximadamente
2500 farmacos e candidatos a farmacos em fase clinica Il administrados por via oral.
Essa regra diz que candidatos a farmacos com boa permeabilidade e solubilidade
devem possuir até cinco atomos doadores de hidrogénio, até dez atomos aceptores
de hidrogénio, peso molecular de até 500 Da e LogP menor ou igual a cinco. O nome
regra dos cinco se refere aos parametros serem mdltiplos de cinco, porém vale
ressaltar que sao apenas quatro regras aplicadas especificamente para a classe de

moléculas pequenas.®®

Dentre os parametros previstos na regra dos cinco, destaca-se a lipofilia,
expressa pelo coeficiente de particdo (LogP) ou pelo coeficiente de distribuicéo
(LogD). O coeficiente de particdo LogP € um valor constante e representa a
lipofilicidade intrinseca de um composto, comumente medida em octanol e agua . Por
sua vez, o coeficiente de distribuicdo (LogD) em um pH determinado, comumente
expresso em pH 7,4 na quimica medicinal, é a hidrofobicidade efetiva de um composto
e mede a distribuicdo de todas as espécies. Outras propriedades fisico-quimicas
importantes e que ndo sao citadas na regra dos cinco séo o pKa e a solubilidade em

agua.®®

A regra dos cinco correlaciona as propriedades fisico-quimicas com
caracteristicas farmacocinéticas desejaveis para os farmacos. De maneira geral, as
novas entidades quimicas devem ser pequenas o suficiente para permitir sua
absorcdo, devem possuir solubilidade em &gua para serem distribuidas, devem
apresentar certa lipofilia para permear membranas. Em adicdo, ha uma limitacdo no
namero de grupos polares para que ndo haja rapida metabolizacéo e eliminacdo do

farmaco, permitindo que o mesmo exerca seu efeito terapéutico.%

O controle das propriedades fisico-quimicas e parametros farmacocinéticos
esta intimamente relacionado com o alvo terapéutico, mecanismo de agéo e a série
de novas entidades quimicas em desenvolvimento. Para tal, faz-se o emprego de

métricas de ligacdo.?? Existem diversas métricas que normalizam as propriedades
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farmacoldgicas em relacdo as propriedades fisico-quimicas, sendo a eficiéncia do

ligante (EL) e eficiéncia lipofilica (LipE) as mais importantes.®3

As equacg0es para calculo das métricas EL e LipE, bem como seus valores de
referéncia, estdo descritos na Tabela 2. A EL pode ser definida como a média da
energia livre de ligacdo (Kcal/mol) por atomo diferente de hidrogénio (NHA). A LipE,
por sua vez, correlaciona, de maneira simples, a poténcia com a lipofilia. Em ambas
as métricas, a poténcia é expressa em termos de pClso, que é o valor logaritmo da

Clso quando convertida para molar.®3

Tabela 2. Equacao e valores de referéncia para célculo de eficiéncia do ligante (EL)

e eficiéncia lipofilica (LipE).

o . ~ Valores de
Métricas do ligante Equacéo referéncia
1,37
Eficiéncia do ligante (EL = 20,3
g (EL) EL NHA pClso
Eficiéncia lipofilica
LipE = pClso — LogP 25,0

(LipE).
NHA — atomos diferentes de hidrogénio.

O primeiro aspecto a ser determinado na descoberta de novos farmacos é o
perfil do candidato alvo (TCP do inglés, target candidate profile), isto €&, as
caracteristicas desejadas para o candidato pré-clinico. O TCP abrange as principais
caracteristicas desejadas para os compostos hit, lead e/ou sonda e tem a funcéo de

orientar o estudo a ser desenvolvido.%4

Em relacdo a descoberta de novos farmacos antimalariais, é importante que o
candidato alvo apresente poténcia em cepas sensiveis e resistentes do parasito,
preferencialmente através de um novo mecanismo de acdo, acdo em mais de um
estagio do ciclo de vida do parasito. E importante que o candidato apresente também

menor toxicidade e um maior tempo de meia-vida.%

ApoOs a selecdo dos melhores compostos da série em questdo, o estudo de
quimica medicinal passa para a etapa de otimiza¢cdo do composto-lider. Em geral, as

etapas envolvidas na descoberta de um novo composto “hit” até o inicio dos estudos
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pré-clinicos duram em meédia 5 anos, com um custo de aproximadamente £ 436
milhdes e sdo testados, em média, entre 5-10 mil candidatos a farmacos para cada

medicamento aprovado.%
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

- Descoberta de novos derivados marinoquinolinicos com atividade antiplasmodial em
fase assexuada (ClsoPP7 < 1 uM), alta seletividade (IS > 10) e melhores propriedades

fisico-quimicas (lipofilia e solubilidade);

- Descoberta do alvo terapéutico de marinoquinolinas.

2.2. Objetivos especificos
- Planejamento e sintese de novos analogos marinoquinolinicos;

- Estudo de relacdo estrutura-atividade, empregando o composto-hit MQ-30 como

ponto de partida;

- Obtencéo de um composto-sonda para investigacdo do mecanismo de acao através

de ensaios bioguimicos e imageamento;

- Uso de ferramentas in silico de docagem reversa para descoberta do alvo terapéutico

de marinoquinolinas como agentes antiplasmodiais.
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3. ANALISE DE RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE MARINOQUINOLINAS:
AVALIACAO DA IMPORTANCIA DO CARBAMATO TERC-BUTILICO

3.1. Aspectos gerais

Existem diversas ferramentas disponiveis para auxiliar guimicos medicinais na
descoberta e otimizacdo de novos compostos-lideres. A aplicacdo de estratégias de
planejamento de farmacos baseado no ligante (do inglés, ligand based drug design —
LBDD) resultou na descoberta de um novo composto-lider. A MQ-30, como é
chamado esse novo composto-lider, possui caracteristicas importantes para a

descoberta de novas entidades quimicas com atividade antiplasmodial promissora.83

A Tabela 3 apresenta a estrutura da MQ-30 e sua atividade antiplasmodial
reportada na literatura. Além de apresentar poténcia em escala nanomolar e alta
seletividade (IS > 6410), a MQ-30 apresentou Clso comparavel em cepas de formas
eritrocitica do parasito, sensivel (Pf3D7) e resistente (PfK1), bem como hepatica
(PbEEF). Em relacao a atividade sanguinea do parasito, a MQ-30 também apresentou

Clso comparavel em todas as formas eritrociticas do parasito.®3

Tabela 3. Estrutura quimica e atividade biolégica do composto-lider reportado por
Aguiar e col. (2018).

Aguiar e colaboradores (2018)

Cepa de Plasmodium  Clso (nM)

Pf3D7 39
PfK1 41
PbEEF 50

As desvantagens da MQ-30 como composto-lider incluem, principalmente,

suas propriedades fisico-quimicas. A baixa solubilidade desse composto impede a
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continuidade dos estudos farmacoldgicos e a presenca do carbamato terc-butilico,
importante para a atividade antiplasmodial, o que limita a possibilidade de transforma-

la em um sal estavel e de alta pureza.

Em adicéo, o LogDv7.4 calculado para a MQ-30 utilizando o programa SeeSAR
(BioSolvelT®) foi de 5,7387, um valor considerado alto para um entidade quimica néo

otimizada. O interessante seria obter um composto-lider inicial com valor de LogD7.4

< 3.97

O sucesso da atividade antiplasmodial e as limitagbes causadas pelas
propriedades fisico-quimicas foram atribuidas, principalmente, a presenca do grupo
carbamato na MQ-30. A presenca de grupos carbamatos em farmacos e novas

entidades quimicas € controversa devido ao seu potencial toxicologico.

Em relagdo aos alertas estruturais no planejamento de novos farmacos, os
grupos carbamatos séao classificados como subestruturas moleculares que podem ser
responsaveis por efeitos tdéxicos. De maneira geral, farmacos e novas entidades
quimicas contendo grupos carbamatos em sua estrutura apresentam alertas

estruturais para genotoxicidade.%-%°

Por sua vez, ja existem farmacos contendo grupos carbamatos em sua
estrutura, como o ritonavir e o irinotecano, por exemplo. Muitas vezes, os efeitos
benéficos da presenca dos carbamatos se sobressaem aos efeitos indesejaveis. Os
grupos carbamatos podem conferir estabilidade quimica e proteolitica, melhorar a
permeabilidade em membranas, bem como modular interacdes intra e
intermoleculares, entre outros.!® Dessa forma, cabe aos quimicos medicinais a
avaliacdo, de acordo com os parametros farmacolégicos e toxicolégicos, do custo-
beneficio da presenca do carbamato na estrutura quimica da entidade em

desenvolvimento.

Em relagdo ao estudo de descoberta de marinoquinolinas como uma nova
classe de agentes antiplasmodiais, a presenca do carbamato na estrutura da MQ-30
foi associada a poténcia em escala nanomolar. Dando continuidade a esse estudo,
esse trabalho tem como objetivo avaliar, através de uma anélise de REA qualitativa,
a importancia do carbamato na MQ-30 para a atividade antiplasmodial de

marinoquinolinas.
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O estudo qualitativo de REA envolveu a variagdo de substituintes alquilicos e
arilicos, alongamento de cadeia, bem como a substituicdo bioisostérica, sendo todas
abordagens classicas de quimica medicinal. Novas entidades quimicas foram
sintetizadas e avaliadas quanto a sua atividade antiplasmodial com o objetivo de
aumentar a nossa compreensao sobre trés aspectos principais da estrutura do
carbamato: a influéncia do volume estérico causado pelo grupo terc-butila, bem como

a importancia do NH e do O para atividade biolégica (Figura 14).

» - Grupo uréia;

R Diversas cadeias laterais;
.

- N-alquil;
. Grupo carbonato.

,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 14. Modificacfes estruturais propostas para analise de relacdo-estrutura
atividade da MQ-30.

A analise de REA de marinoquinolinas como uma nova classe de agentes
antiplasmodiais envolveu um estudo iterativo e colaborativo. Os ensaios biolégicos
discutidos neste trabalho foram realizados e coordenados pelo grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Rafael Guido (IFSC — USP). A atividade antiplasmodial in vitro foi avaliada
em cepas de P. Falciparum, através do método SYBR green 1,1%1 enquanto a
citotoxicidade foi realizada em células de hepatocarcinoma humano (HepG2), através
do método do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT).102

3.2. Resultados e discussao

3.2.1. Sintese do material de partida

A rota sintética pré-estabelecida no grupo de pesquisa do Prof. Dr. Correia
envolve a obtencdo de trés intermediarios-chave, conforme o Esquema 2. O
intermediario Al, pode ser sintetizado em trés etapas a partir do pirrol 73,
comercialmente disponivel. Por sua vez, o intermediario A2 pode ser obtido a partir

da reacdo entre intermediario Al, préviamente sintetizado, e o iodeto de arila 74,
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comercialmente disponivel, em trés etapas, sendo a reacdo de formacéo de ligacéo
C-C a etapa-chave. Por fim, o intermediario avancado de marinoquinolina A3 pode ser
obtido em duas etapas a partir do intermediario A2, préviamente sintetizado, e 0 4-
nitrobenzaldeido 75, comercialmente disponivel. O intermediario avancado A3 foi

entdo empregado na obtencéo divergente de novas marinoquinolinas.

Reacgao de
protecao do

Reacéo de -
bromagao ~ pirrol
+ . JPr
= I —
borilagdo \ N=Si-Pr —— NH
Reacs PinB~" - ipr X
eacao de — Al 73
Suzuki-Miyaura . NH
X X — + Comercialmente
disponivel
MeO NH, |
g X
MeO NO
MeO > + 74 2
Reacédo de NH, cl) Comercialmente
Pictet-Spengler K@\ disponivel
A3 NO,
75
Comercialmente
disponivel

Esquema 9. Andlise retrossintética para obtencéo do intermediario avancado de

marinoquinolina.

O Esquema 10 mostra a obtencdo dos intermediarios-chave Al e A2. O éster
borénico Al foi preparado em trés etapas (Esquema 10a). As duas primeiras etapas
fazem parte da estratégia de Muchowski para obtengao de pirréis B-halogenados.10%
105 A primeira etapa envolveu a N-protecédo do pirrol 73 com o grupo triisopropilsilil
(TIPS), um grupo volumoso que tem a fungédo de bloquear a posi¢cao a do pirrol e

garantir regiosseletividade na etapa de bromacgé&o.1%°

A etapa seguinte envolveu uma bromacéo seletiva da posicédo B de 10,
realizada especificamente com N-bromosuccinimida (NBS) recém-recristalizada (1-2
dia anterior a reacao), tetraidrofurano (THF) anidro e temperatura controlada de — 78
°C por 4 horas.'% Nessa etapa, o pirrol 73 reage com o NBS via reacéo de substituicéo

eletrofilica aromatica (SeAr).106

A participacao do par de elétrons do nitrogénio na ressonancia do anel pirrolico
faz com que os carbonos sejam mais nucleofilicos. Além disso, a posicao a € mais

reativa devido a maior estabilidade do intermediario de Wheland formado.1%” Dessa
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forma, o bloqueio estérico da posi¢ao a se faz necessario para que a bromagao ocorra
com alta regiosseletividade na posicéo 3. Por fim, uma metalagao direta utilizando butil
litio (BuLi), seguida de uma borilagdo, resultou na obtencéo rapida e eficiente de
Al, em 68% de rendimento para 3 etapas.

(A) Obtengédo do composto organico de boro

BulLi (1,2 equiv.) BulLi (2 equiv.)
TIPSCI (1,5 equiv.) NBS (1,1 equiv.) BpinOiPr (3 equiv.)
_— THF (0,2 M) THF (0,2 M), _ THF (0,2 M),
@NH -78°C,3h CNTIPS -78°C-ta., 16 h NTies -78°C-t.a., 16 h DNT,PS
Br PinB
73 76:91 % 77:90 % A1:83 %

(B) Obtencgéao da pirroloanilina
Pd(OAc), (2 mol%)

SPhos (4 mol%)

K3PO, (3 equiv.) 1) NaOH (1,0 M)

— . . —
BuOH/H,0 NTIPS MeOH.‘I;HF ;:1 (0,2 M) NH
ENTIPS + /@ __s0Cc _ ta,2n

PinB 2) Zn (20 equiv.),

MeO' NO, NH4CI(aq) MeO NH,
A1 78:92 % MeOH (0,2 M), A2:81%
ta., 2h

Esquema 10. Rota sintética para obtencao dos intermediarios-chave Al e A2.

Em sequéncia, a reacdo de Suzuki-Miyaura entre Al e iodeto de arila 74
resultou na obtencdo do composto 78.1%° Essa reacdo é considerada a etapa-chave
da rota sintética de obtencdo da pirroloanilina A2, visto que permite a formacao da
ligacdo C-C entre o sistema arilico 74 e o sistema heteroarilico A1 de maneira direta

e eficaz.

Essa reacdo faz parte do grupo de reacdes de acoplamento cruzado por
paladio que revolucionaram a sintese organica. Nesse contexto, o prémio Nobel de
Quimica de 2010 foi entregue a Richard F. Heck, Ei-chi Neguishi e Akira Suzuki, por

suas contribuicdes no desenvolvimento dessa quimica.''©

Devido a sua robustez, a reacdo de Suzuki-Miyaura € uma das reacdes mais
utilizadas em quimica medicinal.}'1"112 Dentre suas vantagens, podemos destacar o
emprego de condi¢Ges brandas, alta tolerancia a presenca de grupos funcionais e facil

isolamento do produto desejado.*'3

ApoOs a obtencao do produto de Suzuki 78, as etapas de desprotecao do grupo
TIPS em meio basico e a reducéo do grupo nitro levaram a formacéo da pirroloanilina
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A2 em rendimentos de 88 % para 2 etapas. Com isso, foi possivel partir para a

construcdo do nucleo marinoquinolinico e obtencdo do intemediario avancado A3.

O nucleo 3H-pirrolo[2,3-c]quinolinico foi construido a partir da reacéo de Pictet-
Spengler entre a pirroloanilina préviamente preparada A2 e o 4-nitro-benzaldeido 75,
obtido comercialmente (Esquema 11).114 A reacéo de Pictet-Spengler é conhecida ha
mais de 100 anos, sendo uma ferramenta direta e eficiente na obtencéo de nucleos

quinolinicos.1®

—_—
MeO NH,  TSOH (10mol %) Zn (20 equiv.),

benzotriazol (1 equiv.), NH,Clag),
A2 PhMe (0,2 M), MeOH (0,2 M),

. ta., 16 h ta.,2h
(o]
h
NO,
75

Esquema 11. Rota sintética empregada na obtencéo do intermediario avancado

marinoquinolinico A3.

No método escolhido para a reacédo de Pictet-Spengler, ha inicialmente uma
reacao entre o benzotriazol 80 e o aldeido 81, em meio acido, resultando na formacéo
do hemiaminal 82 (Esquema 12a). Em seguida, o hemiaminal 82 sofre uma
desidratacdo, resultando no intermediario iminium 83.116 O inicio do mecanismo da
reacdo de Pictet-Spengler ocorre com o ataque nucleofilico da pirroloanilina A2 no
intermediario iminium 83 préviamente formado. Em seguida, espera-se que a reacao

proceda com um mecanismo similar ao descrito no Esquema 7.1/

Em seguida, o intermediario 79 foi submetido a etapa de reduc¢éo do grupo nitro
empregando zinco e solu¢do aquosa de cloreto de amoénio, em metanol. Assim, o
intermediario avancado A3 foi obtido em conversao total e utilizado, sem purificagdo
prévia, como substrato para a obtencdo dos derivados marinoquinolinicos a serem

estudados.
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(A) Reacao entre o aldeido e o benzotriazol

—=0®

vl
3
]
3

NO,
80 81 82

(B) Inicio do mecanismo da reagao de Pictet-Spengler

-

— «®Bt _NH
AN - BtH —

- A _— EAJ W —_—
N MeO N -

MeO NH, NO, H
NO,
A2 83

84

Esquema 12. Mecanismo plausivel para a reacdo de Pictet-Spengler empregada na

sintese de marinoquinolinas.

3.2.2. Influéncia do volume estérico

O reconhecimento de um ligante por um receptor depende da existéncia de
interacdes moleculares no sitio de ligacdo. As cadeias carbdnicas contribuem,
principalmente, na formacgéo de interagdes hidrofébicas entre o ligante e seu sitio de

ligacdo no alvo terapéutico.*®

A ocupacao otimizada de um bolsédo hidrofébico garante ganhos energéticos
gue refletem na melhora da poténcia e seletividade de um farmaco ou entidade
guimica. A poténcia ideal € normalmente alcancada com o enchimento parcial do
bolsédo, numa razdo de 55 + 9 % do volume para complexos sintéticos hospedeiro-
hospede.''® Isso ressalta a importancia da investigacdo da influéncia do volume
estérico do carbamato através de um estudo de relacdo estrutura-atividade.

Para isso, novos derivados marinoquinolinicos foram planejados contendo
diferentes carbamatos alquilicos, fenilico ou benzilico. As cadeias laterais presentes
nos carbamatos foram desenhadas considerando a disponibilidade comercial dos

cloroformiatos.

Os novos analogos marinoquinolinicos contendo os grupos carbamatos foram
obtidos de maneira divergente, a partir do intermediario avancado A3 (Esquema 13).
Os derivados 85-92 foram obtidos em rendimentos satisfatérios (27-95 %) a partir do
tratamento da anilina A3 com diferentes cloroformiatos comercialmente disponiveis,

em meio basico.120
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85:@= Me, 30 %

CO,RCI (1,5 equiv.) N ggE:f !EBt, 8g4‘%;/

Et3;N (2,0 equiv) _ 88:Q; IBuu,95 o/o

DCM, 0°C - t.a., 16 h_ MeOQ N O o 89:@ = Npt. 26 %

. - y 0

NH 26-95% NJ\O/O 90:@= Ph, 92 %
2 85-92 H 91:@=Bn, 27 %

92:@= Cpt, 35 %

Esquema 13. Obtencéo das novas marinoquinolinas contendo varia¢cdes na cadeia

lateral do grupo carbamato.

Nesta etapa, foram obtidas oito marinoquinolinas inéditas 85-92 com variacfes
na cadeia lateral do carbamato. Em adicado aos novos derivados obtidos, 0 composto-
lider MQ-30 foi sintetizado novamente, a partir do tratamento da anilina A3 com o
dicarbonato de di-terc-butila, em meio basico. Os derivados obtidos sintéticamente 85-
92 e MQ-30 foram submetidos a avaliacdo da atividade antiplasmodial in vitro em
cepas de Pf3D7 e citotoxicidade em células mamalias HepG2, pelo grupo de pesquisa
do Prof. Dr. Rafael Guido (IFSC/USP).

O método SYBR green | possui potencial para triagens rapidas em laboratorio
para deteccéo de novas entidades quimicas biol6gicamente ativas. Nesse ensaio, 0s
compostos podem ser divididos qualitativamente em inativos (Clso > 10 uM),
moderadamente ativos (Clso entre 1-10 uM) e ativos (Clso < 1 uM). Assim, compostos
ativos podem ser rapidamente identificados e submetidos a ensaios bioquimicos
adicionais para melhor comprovacéo cientifica de sua atividade biol6gica.*?!

Os resultados biolégicos dos derivados marinoquinolinicos 85-92 e MQ-30
estdo descritos na Tabela 4. Os compostos 85-87, substituidos com os grupos metila,
etila e butila, respectivamente, apresentaram atividade inibitéria moderada. Por sua
vez, os compostos 88 e MQ-30, substituidos com os grupos isobutila e terc-butila
apresentou boa atividade inibitéria. Na reavaliagdo do composto-lider MQ-30, o valor
de Clso divergiu do valor reportado anteriormente por Aguiar et al (2018).83 Uma
hipotese para essa divergéncia é a baixa solubilidade desse composto. Também vale
ressaltar que, inicialmente, a MQ-30 era sintetizada a partir de uma rota sintética

diferente.



Tabela 4. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade dos derivados
marinoquinolinicos contendo grupos carbamatos.
- NH
9®
MeO N7 O 0
NJ\O’.
H
Clso Clso
# ® Pf3D7 pClso HepG2 IS
(M) (M)
85 Me 5,29 £ 0,09 5,28 n.d. -
86 Et 4,40 + 0,80 5,35 n.d. -
87 Bu 1,80 + 0,40 5,75 >12,5 >7
88 'Bu 1,50 + 0,40 5,82 19,0+ 4,0 12 +4
MQ-30 t-Bu 1,06 + 0,05 5,97 23,0+ 2,0 22+1
89 Npt 0,50 + 0,30 6,30 146,5 + 58,7 293 + 147
90 Ph 11,00 + 2,00 4,96 230,0 + 30,0 22+4
91 Bn 1,50 + 0,40 5,82 19,5+ 0,7 13+4
92 Cpt 5,00 £ 2,00 5,30 70,0 £ 30,0 14 +8

Npt — neopentila; Cpt — ciclopentila.
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O composto 89, substituido com o grupo neopentila, foi considerado o melhor

na poténcia.l??

e

NH

N
—
N O o)
H)l\o,o

Me
Me
MQ-30 @ =
®= Ko
~Me
89 @ = Y\i/Me
Me

Figura 15. Estruturas expandidas das marinoquinolinas MQ-30 e 89.

composto da série, apresentando atividade inibitoria submicromolar. Comparando as
estruturas do grupo terc-butila MQ-30 e neopentila 89 (Figura 15), pode-se observar
um alongamento de cadeia através de uma ponte metilénica no composto 89. Essa
caracteristica estrutural garante uma maior flexibilidade nessa regido da molécula. E
conhecido que a flexibilidade intrinseca de ligantes pode ajudar na adoc¢do de

conformacdes favoraveis para reconhecimento pelo receptor, resultando na melhora
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Substituices com cadeias laterais ciclicas se mostraram desfavoraveis para a
atividade inibitéria. Os compostos 90 e 92, substituidos com os grupos fenila e
ciclopentila, foram considerados inativo e moderadamente ativo, respectivamente. Por
outro lado, o derivado 91, substituido com o grupo benzila, se mostrou ativo. De
maneira similar ao composto 89, o derivado 91 também apresenta uma ponte

metilénica que garante uma maior flexibilidade na adoc¢édo de conformagées.'??

De maneira geral, pode-se observar que o aumento do volume estérico na
cadeia lateral do carbamato causa uma melhora na atividade inibitoria antiplasmodial,
sendo o derivado contendo o grupo neopentila 89 o melhor composto da série.
Substituicbes com grupos maiores, como fenila ou benzila, e cadeia ciclica, como

ciclopentila, resultaram na perda de poténcia.

Essa analise é facilmente observada quando se compara os valores de pClso.
Quanto maior o valor de pClso melhor a poténcia do derivado marinoquinolinico. Dessa
forma, compostos substituidos com cadeias laterais menores, como metila 85 e etila
86, apresentam menores valores de pCI50 (5,28 e 5,35, respectivamente). O melhor
composto da série, substituido com a neopentila 89 apresentou o maior valor de pClso

(6,30). Para os compostos 90-92, observamos o declinio dos valores de pClso.

BN

Em relagcdo a seletividade, o composto 87 (R = Bu) ndo apresentou
citotoxicidade na concentracdo maxima testada, enquanto os compostos 88 (R = Bu)
e MQ-30 (R =t-Bu) apresentaram citotoxicidade em células HepG2. Os compostos 89
(R = Npt), 90 (R = Ph) e 92 (R = Cpt) ndo apresentaram citotoxicidade. Dentre eles, 0
composto 89, substituido com o grupo neopentila, destacou-se, apresentando IS 293

+ 147, valor desejavel para compostos-lideres.1?3

3.2.3. Investigacao da importancia do NH

Dentre as interacfes intermoleculares responsaveis pela formacdo do
complexo farmaco-receptor, as interagdes de hidrogénio sdo consideradas as mais
importantes. Elas sdo interacOes fortes e com alta especificidade que levam a
alteracdes consideraveis na poténcia e seletividade de compostos biologicamente

ativos.124
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O grupo NH é conhecido pela sua dualidade como doador ou aceptor de
prétons. Entretando, no grupo carbamato, o par de elétrons do nitrogénio ndo esta
disponivel para atuar como aceptor de prétons.?-99 Assim, nessa parte do trabalho, o
objetivo foi verificar a importancia do NH presente no carbamato. Para tal,
marinoquinolinas foram planejadas através da troca isostérica do nitrogénio pelo

oxigénio e de N-alquilacdes.

A sintese dos analogos planejados se iniciou com a obtencdo do carbonato
terc-butilico. A marinoquinolina 94 foi obtida através da reacdo de Pictet-Spengler

entre o intermediario A2 e o aldeido 93 em 54 % de rendimento (Esquema 14).

TsOH (10 mol%)
benzotriazol (1,1 equiv.)

= NH
NH ? PhMe (0,2 M), X
. ta. 16 h ~
54 % MeO N
MeO NH OBoc
OBoc

2

A2 93 94

Esquema 14. Obtencéo do derivado marinoquinolinico contendo o grupo carbonato.

Para a sintese dos carbamatos N-etilados, empregou-se a reacdo one-pot de
mono-N-alquilacdo redutiva,'?® partindo da marinoquinolina nitrada 79 (Esquema 15).
Foi escolhida a estratégia de aminacao redutiva, afim de evitar a obtencéo de produtos
multialquilados. Assim, na reacdo de aminacdo redutiva, cada anilina ird formar

apenas um grupo imina, o qual sera reduzido e dara origem ao produto desejado.

Existem diversos métodos para obtencéo de anilinas N-alquiladas via aminacao
redutiva empregando catalisadores metalicos.?® A estratégia escolhida realiza duas
etapas da rota sintética de maneira one-pot. Apds a N-alquilagdo via aminacdo
redutiva, 95 foi empregado na obtencdo dos carbamatos terc-butilico, neopentilico e

benzilico, obtendo as marinoquinolinas N-etiladas 96-98, respectivamente.

As marinoquinolinas N-alquiladas foram planejadas de acordo com o resultado
biolégico dos carbamatos reportados na secdo 2.2.2. Foram selecionados os trés
derivados que apresentaram as melhores atividades inibitérias e seus analogos N-
alquilados foram obtidos e avaliados quanto as suas atividades antiplasmodiais,

empregando 0 mesmo ensaio bioldgico.
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Boc,0 (5 equiv.)

THF (0,2 M)
ta., 16 h o
HCO,NH, (10 equiv.) Cloroformiato @ etapas) N otBu
Pd/C 10% (10 mol %) de Npt (1,5 equiv.), Et
NH MeCHO (2,0 equiv.) Et3N (2 equiv.),

O X IPrOH (0,2 M) O x DCM (0,2 M) O A
MeO N” O — ta.4h . veo O - ta.18h _ heo O
79 NO, 95 NH 97,32 % rlq)l\ONpt

2 etapas
Bt 1cB2CI (1,5 equiv.), (2 etapas) Et
Et3N (2 equiv.),
DCM (0,2 M) O \
| ta,16h _ oo
98,27 % N™ "OBn
(2 etapas) Et

Esquema 15. Rota sintética para obtencdo de marinoquinolinas N-etiladas de

maneira divergente.

Nesta etapa, foram obtidas sintéticamente quatro novos derivados
marinoquinolinicos. O composto 94, substituido com o carbonato terc-butilico,
apresentou atividade inibitéria moderada, com valor de ClsoPP7 de 2,1 + 0,3 uM. Por

sua vez, os resultados das marinoquinolinas N-etiladas estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade dos derivados

marinoquinolinicos contendo grupos carbamatos N-etilados.

NH
®
—
MeO N O o)
»I.J\o/‘
Et

C|50 C|5O
# o Pf3D7 HepG2 IS
(M) (nM)
96 t-Bu 8,2+0,7 38+1 47 +4
97 Npt 7+1 39+5 5+1
98 Bn > 10 n.d. -

Npt — neopentila.
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Os compostos 96 e 97, substituidos com os carbamatos terc-butilico e
neopentilico, apresentaram atividade inibitéria moderada, respectivamente. O
composto 98, substituido com o carbamato benzilico, ndo apresentou atividade
inibitoria.

Para todos os compostos dessa série, foi observado que a remocédo do
hidrogénio labil nessa regido da molécula resultou na perda de poténcia. Tanto o
carbonato terc-butilico 93 quanto os carbamatos N-etilados 96-98 se mostraram
menos potentes em comparacdo com seus analogos ndo-alquilados. Esse resultado
demonstra que o NH é importante, de certa forma, para a atividade antiplasmodial de
marinoquinolinas, sugerindo uma importante interacdo de hidrogénio para

estabilizacdo do complexo farmaco-receptor.

3.2.4. Troca bioisostérica do carbamato por ureias

Dentre as possibilidades bioisostéricas do grupo carbamato, uma delas é o
grupo ureia.*?’” Em particular, a substituicdo do carbamato nas marinoquinolinas por
ureias apresenta como vantagem a presenca de dois NH préoximos, o que pode
potencializar ou criar interacBes importantes para a estabilizacdo do complexo

farmaco-receptor.

Dessa forma, novos analogos marinoquinolinicos contendo os grupos ureia 99-
102 foram obtidas de maneira divergente, a partir do intermediario avancado A3
(Esquema 16). As marinoquinolinas contendo os grupos ureias 99-102 foram obtidas
a partir do tratamento de A3 com o0s respectivos isocianatos alquilicos obtidos

comercialmente, em rendimentos satisfatérios (24-60 %).128

RNCO (1,2 equiv.)
DCM (0,2 M), 99: @= Et, 24 %
_0°C-ta,16h 16h 100:@ = /Pr, 27 %
T " MeO

S
O 101:@ = t-Bu, 47 %
102:@ = Bu, 60 %
NJ\N»
H

NH, 99-102 H

Esquema 16. Reacado de obtencdo de novas marinoquinolinas substituidas com

grupos ureia.
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Assim, quatro novos derivados marinoquinolinicos, contendo diferentes ureias
alquilicas, foram sintetizados e avaliados quanto as suas atividades antiplasmodiais,

empregando o ensaio bioldgico descrito anteriormente.

A atividade inibitéria dos derivados marinoquinolinicos substituidos com ureias
alquilicas esta descrita na Tabela 6. Nessa série, todos os derivados avaliados 99-
102 apresentaram atividade inibitéria. Os compostos 99 e 100, substituidos com os
grupos etila e isopropila, apresentaram atividade inibitria moderada e boa,
respectivamente. Os compostos 101 e 102, substituidos com 0s grupos terc-butila e
butila, respectivamente, foram ativos, apresentando atividade inibitoria comparavel na

faixa submicromolar.

Tabela 6. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade dos derivados

marinoquinolinicos contendo grupos ureias alquilicas.

SN
O _
MeO N

NH

O e

H H

C|50 C|50
# ° Pf3D7 pClso HepG2 IS

(uM) (uM)
99 Et 2,3+0,8 5,64 > 08,7 > 43
100 Pr 0,8+0,4 6,10 94 +6 120 £ 50
101 t-Bu 0,5+0,1 6,30 96,7 £ 4,7 193+ 24
102 Bu 0,3+£0,2 6,52 >125 > 28

pY

Em relacdo a seletividade da série das ureias 99-102, os compostos
substituidos com o0s grupos etila 99, isoproprila 100 e terc-butila 101 né&o
apresentaram citotoxicidade. A avaliacdo da citotoxicidade do composto substituido
com o grupo butila 102 ndo foi totalmente conclusivo devido a problemas de
solubilidade, apresentando o valor de ClsoHeP%2 > 12 5 yM. Os compostos 100 e 101
apresentaram os melhores indices de seletividade, com valores de Sl > 100, desejavel

para compostos-lideres.1??
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3.2.5. Perfil farmacéutico das séries de marinoquinolinas contendo 0s grupos

carbamatos e ureias

ApOs analise de REA, duas séries de novas marinoquinolinas foram
submetidas a uma predicdo de suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
toxicolégicas (ADMETox), bem como analise de eficiéncia do ligante. As predicdes
descritas nesta parte foram realizadas pelo cientista Tomasz Fraczek utilizando os
softwares SeeSAR® (BiosolvelT) e ADMET Predictor® (SimulationsPlus), membro do
grupo de quimica computacional da empresa Selvita S.A.. Para calculo de eficiéncia
do ligante, foram considerados os dados biolégicos descritos nas Tabelas 5 e 6 e a

atividade antiplasmodial in vitro esta expressa em termos de pClso.

A primeira série submetida a anélise computacional foram as marinoquinolinas
contendo grupos carbamatos 85-92 e MQ-30 (Tabela 7). Em relacdo as métricas de
ligacdo, nenhum composto atendeu aos critérios de eficiéncia do ligante e eficiéncia
lipofilica. O carbamato neopentilico 89, que apresentou a melhor atividade inibitoria
da série (ClsoP™7 500 + 300 nM), apresentou o valor de EL = 0,29 e LipE = 1,47. Isso
sugeriu que as propriedades fisico-quimicas da série ainda seriam passiveis de

otimizacdo em termos de propriedades farmacodinamicas.

Analisando os dados de solubilidade (LogS @pH7,4) e volume molecular
(MolVol), pode-se observar que a reducao da solubilidade acompanha o aumento do
volume molecular. Esse resultado sugeriu que o aumento da cadeia lateral contribui
para a reducdo da solubilidade. A substitucdo com grupos alquilicos, arilico ou
benzilico ndo foi favoravel em termos de drogabilidade. Interessante que o melhor
composto da série 89 apresentou menor valor de LogS @pH7,4 e maior valor de

volume molecular.

A segunda série analisada, composta por marinoquinolinas substituidas com o
grupo ureia 99-102, apresentou melhores caracteristicas fisico-quimicas, de maneira
geral. A substituicao isostérica do oxigénio dos carbamatos 85-92 pelo nitrogénio das
ureias 99-102 resultou na melhora da area de superficie polar topoldgica (TPSA) de
76,24 para 79,04 A2
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Tabela 7. Atividade antiplasmodial in vitro e propriedades fisico-quimicas calculadas

para marinoquinolinas selecionadas.

# pClso LogP é;ﬂi LE  LipE TZS Si's;gc MolVol
85 5,28 3,25 08218 028 203 7624 4,77 343
86 5,35 3,67 05838 0,27 168 7624  4.84 364
87 5,75 4,44 03160 027 131 7624  4.95 406
88 5,82 4,27 03674 028 155 7624  4.95 406
MQ-30 5,97 4,33 02973 0,28 164 7624  4.95 406
89 6,30 4,83 00578 029 147 7624 499 427
90 4,96 454 04254 023 042 7624 452 406
91 5,82 4,60 03837 026 122 7624 454 427
92 5,30 4,60 00884 024 07 7624 491 406
99 5,64 3,50 07503 0,29 214 79,04  4.93 371
100 6,10 3,89 05792 0,30 222 79,04  4.99 392
101 6,30 4,14 04976 0,30 216 79,04  5.04 413
102 100 4,23 04797 031 229 7904  5.03 413

A TPSA esté relacionada com toxicidade e permeabilidade. Um valor de TPSA
baixo esta4 associado com toxicidade, especialmente se o composto apresentar um
alto valor de Log P (> 4).12°

Compostos biolégicamente ativos que apresentam TPSA < 80 A2 normalmente
apresentam permeabilidade na barreira hematoencefalica. Por outro lado, o limite
superior para uma boa absorcéo oral é de 140 A2. Assim, especificamente para os
compostos descritos neste trabalho, se faz necessario otimizar a TPSA para valores
entre 80-140 A2129

Em relacdo as métricas de ligacdo, a série de ureias apresentou resultados
mais promissores do que seus analogos anteriores. Os compostos 100 (R = Et), 101
(R = t-Bu) e 102 (R = Bu) apresentaram valores de EL = 0,3. Ja os valores de LipE
ficaram entre 2,14-2,29, sugerindo que esses compostos ainda seriam passiveis de

otimizacéo da lipofilia.®6-87
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Em relacéo a solubilidade, os derivados 99-102 apresentaram melhores valores
de LogS @pH7.4 do que seus derivados carbamatos 85-92. Os resultados discutidos
até aqui sugerem que a troca bioisostérica do grupo carbamato pelo grupo ureia
resultou na melhora das propriedades fisico-quimicas associada a melhora da

atividade bioldgica.

Outros dados interessantes expostos na Tabela 7 séo os valores de pKa. Para
ambas as séries de marinoquinolinas 85-92 (carbamatos) e 99-102 (ureias) foram
encontrados valores de pKa basicos para o nitrogénio quinolinico. Isso sugere que

essas marinoquinolinas possuem carater basico.

Em seguida, foram analisados os dados obtidos com as predi¢cdes das
propriedades ADMETox. Todos os compostos receberam os alertas “ Kow + Sw + Fu”,
significando alertas de lipofilia, solubilidade e fracdo livre, respectivamente. Em
adicdo, os compostos 90 (carbamato fenilico) e 91 (carbamato benzilico)
apresentaram o alerta de “Size”, que significa peso molecular. Esses alertas séo

caracteristicas que devem ser monitoradas durante o estudo de quimica medicinal.

Em relacdo a permeabilidade (S+MDCK), os carbamatos 85-92 apresentaram
valores preditos entre 354,41 — 130,70 x10° cm/s, enquanto as ureias apresentaram
valores que sugerem uma menor permeabilidade, entre 30,09-75,50 x10°® cm/s
(Tabela 8). No sistema de classificacdo de clearance estendido (ECCS), todos os

compostos apresentaram classe 2.

Compostos de ECCS classe 2 normalmente sdo basicos ou neutros com alta
lipofilia e permeabilidade de membrana, o que corrobora com o resultado anterior.
Essa classe também indica uma eliminacéo via metabolismo (> 70 %), principalmente
pelas enzimas do citocromo P450 (CYP450).:3° Por outro lado, a predicdo da
probabilidade de clearance calculada (S+Cl_met) indica que os carbamatos seriam

metabolizados dessa forma e as ureias nao.

Dessa forma, foram preditas a potencial inibicdo dessas duas séries para 0s
CYP2D6 e CYP2C9. O primeiro citocromo (CYP2D6) foi predito de forma qualitativa e
0S compostos apresentaram probabilidade de inibicdo de média (M) a alta (H). Ja a
predicdo do CYP2C9 esta expressa em termos de pKi, com valores calculados entre
5,44 e 6,20. Esses valores significam Clso entre 3,5-0,63 pM. Apdés o CYP3A4, os

CYP2D6 e CYP2C9 sédo as enzimas mais importantes para o metabolismo de
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farmacos. Especificamente o CYP2C9 é o principal citocromo responsavel pelo

metabolismo de farmacos com indice terapéutico estreito.3!

Tabela 8. Propriedades ADMET calculadas para marinoquinolinas
selecionadas.

SIMOOK  oypans 209 NERG TGE oo
(%) (%)

85 354,41 M 5,84 5,08 88 Sim (99)
86 296,92 M 5,88 5,21 90 Sim (99)
87 257,74 M 5,81 5,53 93 Sim (99)
88 258,70 H 5,90 5,38 97 Sim (99)
MQ-30 130,70 H 5,96 5,37 88 Sim (55)
89 202,69 M 5,87 5,46 93 Sim (87)
90 259,19 M 6,20 5,52 86 Sim (99)
91 226,67 M 6,17 5,55 93 Sim (99)
92 226,22 H 5,44 5,58 93 Sim (99)
99 75,50 M 5,81 5,10 97 N&o (44)
100 50,35 H 5,80 5,19 97 N&o (49)
101 30,09 H 5,82 5,31 97 N&o (74)
102 65,48 M 5,70 5,42 97 N&o (78)

O gene humano ether-a-go-go codifica uma subunidade formadora de poros do
canal controlado por voltagem de potassio. A inibicdo da subunidade a desse canal,
conhecida por hERG, esta associada a cardiotoxicidade. Esse ensaio ganhou
notoriedade no final da década de 90 com a remocdo da terfenadina e da
grepafloxacina do mercado por causarem cardiotoxicidade.'3? A partir de entdo, a
inibicdo da hERG, seja por ensaios bioldgicos ou por predi¢do, passaram a fazer parte
da rotina dos quimicos medicinais.'33134 Para as duas séries avaliadas, os compostos
apresentaram valores de pClso para hERG entre 5,08-5,58, o que significa Clso entre
8,3-2,6 PM. Isso sugere fortemente que 0sS compostos podem apresentar

cardiotoxicidade.
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O ultimo parametro a ser discutido nesta etapa é a predicdo da probabilidade
das marinoquinolinas aqui discutidas serem substratos da glicoproteina-P (Pgp). A
Pgp funciona como uma bomba de efluxo transmembrana que bombeia seus
substratos de dentro para fora da célula. A Pgp esta localizada nos principais locais
de entrada de xenobidticos do organismo humano e, consequentemente, influencia
na captacdo e no efluxo de farmacos.'*> Todas as marinoquinolinas descritas nessa

etapa apresentaram > 88 % de probabilidade de serem substratos da Pgp.

3.3. Conclusao

De maneira geral, marinoquinolinas se apresentam como uma nova classe de
compostos com atividade antiplasmodial. O ponto de partida para o desenvolvimento
desse trabalho foi o composto-lider MQ-30, obtido em um estudo anterior. A MQ-30
possui em sua estrutura um carbamato terc-butilico e este capitulo se dedicou a
avaliar a importancia e influéncia deste carbamato presente na estrutura

marinoquinolilica para a atividade inibitoria.

Este capitulo reportou a sintese e avaliagdo antiplasmodial in vitro de 17
analogos marinoquinolinicos. Dentre os compostos submetidos a analise, foram
encontrados compostos inativos até ativos na faixa submicromolar, indicando o
potencial antimalarial desta nova classe de compostos. O resultado da atividade
inibitéria desses analogos permitiu a obtencdo de um estudo de relacdo estrutura-
atividade qualitativo, bem como a descoberta de novas marinoquinolinas com

atividade inibitoria antiplasmodial na faixa submicromolar.

A primeira série reportada foi baseada em alteracdes na cadeia lateral do
carbamato. Foram exploradas cadeias alquilicas de diversos tamanhos, bem como
fenilica e benzilica, a fim de obter informacdes sobre a influéncia do volume estérico
nessa regido. Como resultado, foi observado que a marinoquinolina substituida com
o carbamato neopentilico 89 apresentou melhor atividade inibitéria, na faixa
submicromolar, bem como melhor indice de seletividade. Entre os analogos 85-89, foi
possivel observar que o aumento do volume estérico na cadeia lateral do carbamato
foi favoravel para a atividade inibitoria. Substituicdes com cadeias laterais mais

volumosas e menos flexiveis 90-92 resultaram em perda de poténcia.
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A etapa seguinte foi a avaliacdo da importancia do NH do carbamato para a
atividade inibitéria. Para tal, foram sintetizados 3 novos analogos N-alquilados 96-98
e um analogo de marinoquinolina contendo o grupo carbonato terc-butilico 94. Como
resultado, foi obervada a reducdo até perda total de atividade inibitéria em
comparacdo com seus analogos carbamatos nao-alquilados. Essa nova série de
marinoquinolinas demonstrou que a presenca do nitrogénio doador de protons
naquela regido do nudcleo marinoquinolinico é importante para a atividade

antiplasmodial.

A Ultima série avaliada foi a substituic&o bioisostérica de carbamatos por ureias
alquilicas 99-102. Essa série apresentou 0s compostos mais promissores, em termos
de atividade inibitéria. Todas as marinoquinolinas sintetizadas apresentaram atividade
inibitoria, sendo o derivado contendo a ureia terc-butilica 101 o melhor composto da
série. O composto 101 é um biois6stero do composto-lider MQ-30. Assim como ha
série dos carbamatos, nessa serie também foi observada a melhora da atividade

inibitéria com o aumento do volume estérico na cadeia lateral das ureias.

Assim, o estudo iterativo da avaliacdo da atividade antiplasmodial in vitro das
marinoquinolinas descritas neste capitulo permitiu compreender as caracteristicas
estruturais presentes na regido do carbamato da MQ-30 importantes para a atividade
antiplasmodial in vitro. Também foi possivel descobrir novos compostos com atividade
inibitoria na faixa submicromolar com propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
otimizadas. Assim, os derivados promissores descritos neste capitulo podem servir de
ponto de partida para a descoberta de novos analogos, dando continuidade ao estudo

iterativo de quimica medicinal.



73

4. INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO DE MARINOQUINOLINAS

4.1. Aspectos gerais

No campo da quimica medicinal e biolégica, uma sonda quimica € um
composto utilizado para estudar um sistema bioldgico. Diversas estratégias podem
ser empregadas na compreensao dos fenémenos bioldgicos, dentre elas as técnicas
de imagens baseadas em fluorescéncia. Essas técnicas permitem a visualizacdo e

caracterizacédo desses fenomenos em nivel molecular.36

O desenvolvimento bem sucedido de um estudo de quimica medicinal e
biolégica envolvendo sondas fluorescentes depende da combinacdo de estratégias
sintéticas eficientes, instrumentacdo de imagem suficiente para estudos in cellulo e in
vivo, metodos bioquimicos in vitro eficientes, bem como métodos in silico. Esse estudo
interdisciplinar permite a obtencdo de ensaios sofisticados a partir de imagens de

sistemas bioldégicos em tempo real.'?®

Em estudos de investigacdo do mecanismo de acdo de farmacos e/ou novas
entidades quimicas, faz-se necessario que o composto-sonda possua algumas
caracteristicas farmacologicas. E desejavel que o composto-sonda possua alta
poténcia (Clso < 500 nM), seletividade (IS > 10), solubilidade em agua e
permeabilidade. Essas caracteristicas sdo importantes para que a sonda mimetize ao

méaximo o farmaco ou candidato a farmaco em estudo.137-13°

Dessa forma, esta etapa aborda a sintese de derivados marinoquinolinicos com
autofluorescéncia e propriedades fisico-quimicas otimizadas, como lipofilia e
solubilidade. Um composto representativo dessa série foi escolhido para uma
investigacdo inicial do mecanismo de acdo de marinoquinolinas, empregando a

combinacao de técnicas de imageamento e estudos bioquimicos.

Os ensaios biologicos descritos neste capitulo foram realizados em
colaboracdo e com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Rafael Guido (IFSC/USP), Prof.
Dra. Anna Caroline Campos Aguiar (UNIFESP) and Prof. Marcos Gazarini (UNIFESP).
A atividade antiplasmodial in vitro foi avaliada em cepas de P. Falciparum, através do

método SYBR green 1,1%1 enquanto a citotoxicidade foi realizada em células de
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hepatocarcinoma humano (HepG2), através do método do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT).102

4.2. Resultados e discusséao
4.2.1. Selegao do composto-sonda

Foi reportado em estudos preliminares de REA de marinoquinolinas que o
grupo metoxi na posicdo 7 € importante para a atividade antiplasmodial de
marinoquinolinas,®® enquanto o carbamato, como visto no capitulo anterior, pode ser
substituido por bioisésteros. Dessa forma, novas marinoquinolinas foram planejadas

substituindo o grupo carbamato por amidas, derivadas de aminoacidos.

O preparo dessa série de compostos 103-120 iniciou-se através da reacdo de
acoplamento entre o intermediario avancado A3 com diversos aminoacidos N-
protegidos com o grupo Boc (Esquema 17). Foram empregados aminoacidos naturais
e ndo-naturais na sintese dessa série de compostos, utilizando sempre o agente de
acoplamento HATU. Ap6s a reacdo de formagcdo da amida em rendimentos
satisfatorios (50-91 %), os derivados 103-110 foram utilizados como substratos na

reacdo de remocao do grupo protetor Boc.

Para remocédo do grupo Boc, foi empregada a estratégia de preparo in situ de
acido cloridrico, através do tratamento de cloreto de acetila em metanol. Essa
estratégia forneceu os derivados marinoquinolinicos 111-120 como hidrocloridratos,

em rendimentos moderados a bons.

Em seguida, os novos derivados de MQ 103-120 foram submetidos a avaliacao
da atividade antiplasmodial in vitro em cepas de P. falciparum 3D7 e citotoxicidade
utilizando células HepG2. Foram empregados aminoacidos naturais e ndo naturais na
etapa de formacdo do grupo amida, afim de avaliar o efeito do volume estérico da
cadeia lateral, bem como a presenca do centro estereogénico, ambos presentes no
aminoacido. A escolha dos aminoéacidos foi baseada na estratégia de bioisosterismo
entre carbamatos e amidas e permitiu a obtencdo de novos analogos com intensa

autofluorescéncia.
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— @ Derivados de L-aminoacidos
103, 111: @ Me
o] 104, 112: @ Pr
@ 105, 113: @ t-Bu

SN )
L7 106, 114:® iBu

N-Boc-AA (1,5 equiv.) R: NHBoc 107, 115: @ Ph
HATU (1,2 equiv.) ouNBoc  108,116: @ Bn
DIPEA (5,75 equiv.) 109, 117: @ Pirrolidinil
DMF, 50 °C, 4 h
50-91 % ~ @ Derivados de DL-aminoacidos—

NH

N o
MeO N 0 WNHR LB
e O 110, 118:.\(@/

H R: Boc ou H
103-110
AcCl (5,0 equiv.)
MeOH, 0 °C- t.a.
2 h @ Derivados de D-aminoacidos —
o
® 119: @ t-Bu
R- 120: @ Cpt
R: NH ou NH,

111-120

Esguema 17. Rota sintética para obtencdo de marinoquinolinas acopladas com

aminoacidos.

Para discussao dos resultados, essa série de marinoquinolinas foi dividida em
trés subséries de acordo com os aminoacidos de origem. Os resultados dos
intermediarios de marinoquinolina N-protegidos empregando L-aminoacidos 103-109

sdo mostrados na Tabela 9.

Os compostos 103-105, sintetizados empregando a L-Ala, L-Val e L-Tle,
respectivamente, apresentaram atividade inibitéria moderada. Por sua vez, o0s
compostos 107 e 108, substituidos com os grupos fenila e benzila, respectivamente,
apresentaram atividade inibitéria submicromolar. Esse resultado sugeriu que entre 0s
derivados 103-109, o volume estérico presente na cadeia lateral do aminoacido é

favoravel para a atividade inibitéria.

BN

Em relacdo a seletividade, todos os compostos avaliados 103-109 né&o
apresentaram citotoxicidade na concentracdo maxima testada. Dentre os compostos
da série, os derivados 106-108, substituidos com os grupos isobutila, fenila e benzila,

destacaram-se, apresentando IS > 100, desejavel para compostos-lideres.'??
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Tabela 9. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade de marinoquinolinas

derivadas de aminoacidos contendo o grupo N-Boc.

NH
®
Z
MeO N O j
fS) @
N

BocHNf—J/

Clso Clso
N ° Pf3D7  HepG2 IS  LogDre
(uM) (uM)
103 L-Ala Me 7,40+ 0,10 >400 > 53 3,72
104 L-Val 'Pr 4,00 £ 1,00 > 200 > 38 4,23
105 L-Tle t-Bu 500+£1,00 >400 > 67 4,71
106 L-Leu 'Bu 1,20+ 1,00 >400 > 300 4,54
107 L-Phg Ph 0,70+£0,30 >1400 > 400 4,60
108 L-Phe Bn 0,41 £ 0,03 > 400 > 930 4,91
2-
109  L-Pro T 51000 ND ND 4,44
pirrolidinil

aSeeSAR foi utilizado para calcular o LogDz.4; ND = ndo determinado.

O destaque dessa série foi para os compostos 107 (R = Ph) e 108 (R = Bn).
Ambos apresentaram poténcia na faixa desejada para compostos-sonda, bem como
seletividade adequada. No entanto, ambos os compostos 107 e 108 sao substituidos
com cadeias laterais volumosas, que elevam a lipofilia do composto. Isso pode ser
observado comparando os valores de LogD74 para os compostos 103-109. Essa
elevacdo da lipofilia € indesejada, visto que a otimizacdo da permeabilidade é

importante em estudos de investigacdo do mecanismo de a¢éo de farmacos.

Nesse sentido, procurou-se uma cadeia lateral ciclica alifatica como alternativa.
O composto 109, substituido com um ciclo de 5 membros derivado da L-prolina, foi
avaliado quanto a sua atividade inibitéria e mostrou-se inativo. Esse dado sugere que

a flexibilidade nessa regido da molécula é importante para a atividade antiplasmodial.

A estratégia seguinte foi a aplicacdo dos insights obtidos através da REA dos
carbamatos 85-92, discutidas anteriormente neste trabalho. Um novo derivado

marinoquinolinico derivado de aminoéacido foi planejado empregando a técnica de
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bioisosterismo no carbamato neopentilico 89, considerado o composto com melhor

atividade inibitoria da série dos carbamatos 85-92.

Para tal, empregou-se o amino&cido ndo-quiral DL-neopentilglicina N-protegido
na reacao de formacéo do grupo amida. O composto 110 (Esquema 17) apresenta um
centro estereogénico em C-a, no entanto, o0 mesmo foi sintetizado em sua forma
racémica. Como resultado da avaliacéo bioldgica, o derivado 110 mostrou-se inativo
(Clso > 10 uM), sugerindo que esta modificacdo é desfavoravel para a atividade
inibitoria.

Esse resultado néo era esperado, visto que foi observado que o aumento do
volume estérico era favoravel para a atividade biolégica da série de a-aminoamidas
N-protegidas 103-109. Analisando a REA entre os compostos 107 (R = Ph), 108 (R =
Bn) e 110 (R = Npt) (Figura 16), podemos observar que existem dois fatores estruturais

gue podem influenciar a atividade antiplasmodial in vitro.

— 1o7o=\/©
NH
A
MeO ‘ N7 o \(\O
e 108 @ =
O NJ\@/.
H

NHBoc | 119 @ = Me

Figura 16. Comparacao entre a estrutura quimica dos derivados marinoquinolinicos
107, 108 e 110.

Um deles € a presenca do centro estereogénico em C-a. Os compostos 107 e
108 foram sintetizados empregando L-aminoacidos e, portanto, possuem um centro
estereogénico (S). Por outro lado, o composto 110 foi obtido empregando um DL-

aminoacido, sendo um racemato.

A fim de analisar a influéncia do centro estereogénico, o composto 110 foi
submetido a uma resolucéo quiral por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
analitica. Para tal, empregou-se uma coluna Daicel CHIRALPAK® IB e 20% de

isopropanol em hexano como fase mével (1,0 mL/min) (Figura 16).
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284

o g o
i . S {#)-110
o i ° Pico# RT [min] Area [mAu®s]  Area %
P 1 4804 1370.24792 50.0054
0 2 5.538 1369.95471 49.9946
.

@ (-)-110

p Pico# RT[min] Area[mAu’s] Area %
& 1 4.803 935.90161 98.0006

36" 2 5.636 19.09445 1.9994

: (#)-110

125 Pico# RT[min] Area[mAu’s] Area %
5
5

= 1
R 4

. & 1 4.837 29.08599 8.3460
L% 2 5.683 319.19760 91.6540

Figura 17. Cromatogramas obtidos apés resolucédo quiral utilizando HPLC analitico

do composto (110).

Os enantibmeros do composto ()-110 foram obtidos em excesso
enantiomérico de 96 % e 84 % para os compostos (-)-110 e (+)-110, respectivamente.
Ambos enantibmeros foram submetidos a avaliacdo antiplasmodial in vitro e néo
apresentaram atividade inibitéria em cepas de Pf3D7. Com esse experimento, foi
possivel obter informacfes de que o centro estereogénico ndo estaria causando

grande influéncia na atividade antiplasmodial para essa série de compostos.

O segundo fator seria a natureza da cadeia lateral dos aminoacidos. Os
compostos 107 e 108 sdo substituidos com grupos aromaticos, enquanto o derivado
110 é substituido com uma cadeia alifatica (Figura 16). Dessa forma, € possivel que
haja uma interacdo do tipo empilhamento 1, favorecendo a atividade inibitoria em 107-
108.

Com a obtencédo dos resultados biolégicos da série de marinoquinolinas a-
aminoamidas N-protegidas 103-110, percebeu-se que os melhores inibidores de
Pf3D7 apresentaram valores de LogD7,4 acima do limite recomendado (LogD7,4 > 3).
Diante disso, esforcos foram direcionados para transformacédo do grupo carbamato

em aminas.

ApoOs a reacao de remocao do grupo protetor, marinoquinolinas contendo o0s
grupos a-aminoamidas 111-120 foram obtidas e enviadas para avaliagéo inibitéria
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antiplasmodial. A primeira série avaliada foi derivada de L-aminoacidos 111-117 e as

atividades inibitdrias sdo mostradas na Tabela 10.

Tabela 10. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade de marinoquinolinas

derivadas de L-aminoacidos.

‘ X
s
MeO N

NH

B
Joe

HoN--~'
C|5o C|50
# N-Boc-AA o Pf3D7 HepG2 1S LogDg7,4?

(uM) (uM)
111 L-Ala Me 1.11+£0.02 8030 70+ 30 1.83
112 L-val 'Pr 0.63+x0.08 7020 112x44 2.49
113 L-Tle t-Bu 0.28 £ 0.08 53+9 190 + 20 2.73
114 L-Leu 'Bu 1.2+0.2 80+ 30 70 + 40 2.64
115 L-Phg Ph 1.19+0.07 180+10 154+18 2.99
116 L-Phe Bn 0.31+0.01 20+ 8 60 + 30 2.81
2- 0.33+x0.02 50+10 170zx20 2.24

117 L-Pro o
pirrolidinil

aSeeSAR foi utilizado para calcular o LogDy7.4; ND = ndo determinado.

Nessa série, todos os compostos apresentaram boa atividade inibitéria. Em
adicdo, também é possivel observar que o volume da cadeia lateral influencia
positivamente na atividade inibitéria. A substituicdo do grupo metila (111) pelo grupo

isoproprila (112) resultou em um aumento de poténcia de 1,8 vezes.

Continuando com o aumento do volume da cadeia lateral, o composto
substituido com o grupo terc-butila (113) apresentou uma atividade inibitéria na faixa
submicromolar. Esse é um excelente resultado e 0 composto 113 apresenta grande

similaridade estrutural com o composto-lider MQ-30.

Substituicbes com grupos mais volumosos, como isobutila (114) e fenila (115)
foram toleradas e resultaram em compostos com atividade inibitoria boa, porém com

poténcia inferior ao composto 113. Por sua vez, o composto 116, substituido com o
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grupo benzil, apresentou atividade inibitéria na faixa submicromolar, similar ao
composto 113 (R = t-Bu). Esse resultado sugeriu que o tamanho do substituinte ndo

€ 0 Unico fator que interfere na atividade antiplasmodial.

Surpreendentemente, o composto 117, derivado de L-prolina, apresentou
atividade inibitoria na faixa submicromolar (Clso = 0,33 pM). Esse resultado foi
inesperado, visto que na analise de REA anterior, seu analogo N-Boc 109 foi inativo
(Clso > 10 uM). Este resultado sugeriu que a remoc¢ao do grupo carbamato terc-butila

foi favoravel para a atividade inibitoria.

Em seguida, o composto 118, derivado do aminoacido DL-neopentilglicina foi
avaliado (Tabela 11). Em contradicdo com o seu derivado carbamato 110, que ndo
apresentou atividade inibitéria, o composto 118 apresentou poténcia na faixa
submicromolar. O derivado 118 é um exemplo adicional de melhora na atividade

inibitéria apds a remocéo do grupo Boc.

Tabela 11. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade da marinoquinolina

derivada do DL-neopentilglicina.

Me
Me

Iz

NH, Me
C|50 C|5O
#  N-Boc-AA Pf3D7 HepG2 IS LogD7.4?
(uM) (uM)
118 DL-NptGly> 0,63 + 0,02 18+5 28+7 2.87

2SeeSAR foi utilizado para calcular o LogD~.4; “Abreviacéo para acido 2-Amino-4,4-

dimetilpentandico.

Como o composto 118 foi avaliado em sua forma racémica, decidiu-se avaliar
seus enantibmeros separadamente. N&o foi possivel encontrar uma condicdo de
resolucao quiral por HPLC analitico com os recursos disponiveis no laboratorio de
pesquisa do Prof. Dr. Correia. Como alternativa, aproveitamos a condi¢éo encontrada

para a resolucdo quiral por HPLC analitico de seu intermediario, o composto 110. Apés
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obtencédo dos compostos enantiomericamente enriquecidos, ambos foram submetidos
separadamente a etapa de remocdo do grupo Boc. Os compostos
enantiomericamente enriquecidos de 118 foram submetidos a avaliagédo bioldgica e o
resultado esta descrito na Tabela 12.

Tabela 12. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade dos compostos

enantiomericamente enriquecidos derivados do aminoacido DL-NptGili.

Me
Me

NH, Me
C|50 C|50
Composto Pf3D7 HepG2 IS
(uM) (uM)

(-)-118 0,31 +0,04 24+4 130 + 40
(+)-118 0,99+0,06 548+08 55*4

Ambos os compostos enantiomericamente enriquecidos foram ativos, com
poténcia submicromolar. O composto (-)-118 se mostrou mais potente do que seu
derivado (+)-118. Por outro lado, o composto (-)-118 é mais citotéxico do que seu

enantiomero.

Esse resultado sugeriu que o centro estereogénico pode interferir na atividade
antiplasmodial da série de marinoquinolinas substituidas com a-aminoamidas. Assim,
duas novas marinoquinolinas foram planejadas a fim de investigar a influéncia do

centro estereogénico na atividade antiplasmodial.

Os melhores derivados marinoquinolinicos da série de L-amino&cidos foram
selecionados para sintese de seus enantibmeros, partindo dos D-aminoéacidos. Dessa
forma, os enantiobmeros (R) substituidos com os grupos terc-butila (119) e 2-pirrolidinil
(120) foram obtidos sintéticamente e avaliados quanto a sua atividade antiplasmodial
(Tabela 13).

Ambos os compostos derivados de D-aminoacidos apresentaram atividade

inibitoria antiplasmodial, apresentando poténcia na mesma faixa submicromolar.
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Comparando a atividade inibitéria entre os compostos 119 e 120 (Tabela 13),
derivados de D-aminoacidos, com 0s seus respectivos enantibmeros 113 e 117
(Tabela 10), observa-se que a atividade antiplasmodial permaneceu na mesma faixa
submicromolar. Esse resultado sugere que a configuragcdo do centro estereogénico
nao € determinante para a atividade antiplasmodial de marinoquinolinas contendo os

grupos a-aminoamidas.

Tabela 13. Atividade antiplasmodial in vitro e seletividade de marinoquinolinas

derivadas de D-aminoacidos.

‘ X
s
MeO N

NH

Ol fon

HoN--~'

i

Clso CISO
# N-Boc-AA o Pf3D7 HepG2 IS
(nM) (nM)
119 D-Tle t-Bu 0,31 +£0,04 24+ 4 80+ 20

120 D-Pro 2-pirrolidinil 0,38 + 0,02 9+3 24+ 7

A mudanca de configuracdo do centro estereogénico afetou principalmente a
citotoxicidade e a seletividade dos compostos marinoquinolinicos substituidos com
grupos a-aminoamidas. Os compostos 119 (R = t-Bu) e 120 (R = 2-pirrolidinil)
apresentaram citotoxicidade em células HepG2 e, consequentemente, o indice de

seletividade desses derivados foi inferior do que o de seus enantibmeros 113 e 117.

Apos avaliacdo da atividade inibitéria em cepas de Pf3D7 e a determinacao da
seletividade de toda a série de marinoquinolinas acopladas com aminoécidos, foi
possivel analisar a REA e selecionar 0 composto-sonda para a posterior investigacao

do mecanismo de agéo.

Os derivados substituidos com os grupos a-aminoamidas N-protegidos nao
foram considerados na selecdo do composto-sonda devido a alta lipofilia de toda a
série. Dentre os compostos a-aminoamidas 111-120, dois derivados se mostraram

promissores como compostos-sonda. Os compostos 113 e 117 apresentaram
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poténcia na faixa desejada, ndo foram citotoxicos, apresentaram alta seletividade e

lipofilia adequada.

O composto 113 é um bioisostero do composto-lider MQ-30, sendo ambos os
compostos substituidos com o grupo terc-butila. Dessa forma, devido a similaridade
estrutural com o composto-lider reportado anteriormente, o derivado 113 foi

selecionado como composto-sonda nos estudos de investigacdo do MoA.

4.2.2. Perfil farmacéutico da série de marinoquinolinas contendo os grupos (R)-

aminoamidas

Apés andlise da REA para selecdo do composto-sonda, a série de
marinoquinolinas substituidas com o0s grupos a-aminoamidas 111-118 foram
submetidas a uma predicédo de seu perfil farmacéutico. As predi¢cdes descritas nesta
parte foram realizadas pelo cientista Tomasz Frgczek, membro do grupo de quimica
computacional da empresa Selvita S.A., utilizando os softwares SeeSAR®
(BiosolvelT) e ADMET Predictor® (SimulationsPlus). Para célculo de eficiéncia do
ligante, foram considerados os dados biologicos descritos nas Tabelas 10 e 11 e a

atividade antiplasmodial in vitro esta expressa em termos de pClso.

Em relacdo as métricas de ligacdo, os compostos 111 (R = Me), 113 (R =t-Bu)
e 117 (R = 2-pirrolidinil) apresentaram valores de EL = 0,3 (valor de referéncia) (Tabela
14). A eficiéncia lipofilica, por sua vez, apresentou valores melhores do que as séries
anteriores.?! |sso demonstra que a substituicdo bioisostérica dos carbamatos pelos
derivados de aminoécidos foi benéfica em termos de poténcia e lipofilia. O composto
113 (R = t-Bu), selecionado como sonda para os estudos de mecanismo de acéo,
apresentou EL = 0,3 e LipE = 3,17.

Analisando os dados de solubilidade (LogS @pH7,4) e volume molecular
(MolVol), pode-se observar que a solubilidade é alta independente do volume
molecular. A substituicdo com grupos volumosos ndo afetou significativamente a

solubilidade da série.

A area de superficie polar topolégica (TPSA) também foi melhorada, estando

agora dentro dos limites desejados (80-140 A2).122 A TPSA para a série de
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marinoquinolinas derivadas de aminoéacidos foi de 94,65 A2, exceto para 0 composto

117, derivado da L-prolina, o qual apresentou valor de 83,62 A2

Outro dado obtido importante foi o pKa. Especificamente na série de MQ
derivadas de aminoacidos 111-118, os compostos apresentam dois centros basicos:
0 nitrogénio quinolinico, presente em todas as estruturas marinoquinolinicas, e a

amina primaria, proveniente da estrutura do aminoécido.

Tabela 14. Atividade antiplasmodial in vitro e propriedades fisico-quimicas

calculadas para marinoquinolinas derivadas de (S)-aminoamidas.

LogS . S+Basic
@pHr.4 LE LipE  TPSA pKa MolVol

111 5,96 2,18 2,47 0,30 3,78 94,65 8.01; 4.55 371

# pClso LogP

112 6,20 2,80 2,25 0,29 3,40 94,65 7.97; 4.65 413
113 6,55 3,38 2,10 0,30 3,17 94,65 7.91; 4.70 434
114 5,92 3,13 2,20 0,27 2,79 94,65 8.07; 4.66 434
115 5,93 3,09 1,96 025 284 94,65 7.08; 4.35 434
116 6,51 3,41 1,99 0,27 3,1 94,65 7.39; 4.38 455
117 6,48 2,99 2,30 0,31 3,49 83,62 7.86; 4.58 392

118 6,20 3,69 2,05 0,27 251 94,65 8.14; 4.68 455

Continuando com a anadlise, os dados obtidos com as predicbes das
propriedades ADMET foram analisados. Os compostos 115 (R = Ph) e 116 (R = Bn)

receberam os alertas “ Kow + Sw + Fu + Size”, significando alertas de lipcfilia,
solubilidade, fracéo livre e peso molecular, respectivamente. Ja o composto 118 (R =
Npt) apresentou apenas o alerta Size relativo ao peso molecular. Os demais

compostos ndo receberam alertas.

Em relacdo a permeabilidade (S+MDCK), as MQ’s 111-118 apresentaram
valores preditos baixos, entre 16,08 - 93,01 x10° cm/s (Tabela 15). No sistema de

classificagao de clearance estendido (ECCS), todos 0s compostos permaneceram na
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classe 2, sendo compostos basicos ou neutros com alta lipofilia e permeabilidade em

membranas.130

Tabela 15. Propriedades ADMET calculadas para marinoquinolinas derivadas de
(S)-aminoamidas.

i xsfol\-/flsl?;%s By 2pCI:<? r;)ECFIZ(;J Pg?o/_(;Ub Mest;(b:I@/o)
111 31,46 H 554 447 99 N&o (52)
112 24,32 M 580 465 99 N&o (44)
113 18,27 M 586 4,73 99 N&o (49)
114 21,70 M 567 476 99 N&o (46)
115 22,00 H 601 484 99 N&o (49)
116 21,07 H 588 495 99 N&o (49)
117 93,01 L 558 530 03 sim (48)
118 16,08 M 574 479 99 NEo (74)

A predicdo da probabilidade de clearance (S+Cl_met) indica que as
marinoquinolinas 111-116 e 118 ndo seriam metabolizadas pelo figado, mas somente
eliminadas pelos rins. Apenas o composto 117, derivado da L-prolina, seria passivel
de metabolismo hepético. Ainda sobre o composto 117, este foi o Unico que
apresentou baixa (L) probabilidade na afinidade pelo CYP2D6. Todas as outras

marinoquinolinas apresentaram probabilidade média (M) ou alta (H).

A predicao do CYP2C9, expressa em termos de pKj, apresentou valores entre
554 e 6,01, valores proximos das séries de marinoquinolinas derivadas de
carbamatos e ureias. Os valores calculados de pClso para inibicdo da hERG foram
menores para a série de marinoquinolinas derivadas de a-aminoamidas, sugerindo

que essa série apresenta uma probabilidade menor de cardiotoxicidade.32

Em relac&o a probabilidade de serem substratos da Pgp, os compostos 111-
118 apresentaram probabilidade acima de 90 %. Isso sugere que o efluxo pela Pgp

pode afetar a absorcdo de marinoquinolinas, de maneira geral.3°

Comparando os perfis farmacéuticos do composto-lider MQ-30 e do composto
113, pode-se observar que o composto selecionado como sonda apresentou um

s

melhor perfil farmacéutico, de maneira geral. Essa analise € importante afim de
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garantir que a sonda tenha uma maior drogabilidade e possa mimetizar a acao do

farmaco a ser desenvolvido.

Em seguida, foi analisado o perfil toxicolégico do composto-lider MQ-30 e do
composto-sonda 113. Os relatorios de perfil toxicolégico foram emitidos pelo cientista

Jorg Wichard, lider da equipe de quimica computacional da empresa Selvita S. A..

A teoria mais aceita de mutagenicidade de nucleos quinolinicos diz que o
mecanismo acontece através de uma epoxidacao (123), com posterior formacao de
uma ligacdo covalente com o DNA (124) (Esquema 18). Esse mecanismo ocorre
durante o processo de metabolizagdo de quinolinas (121) pelo CYP450 em 3-
hidroxiquinolinas (125).14°

5 4 H OH H OH H OH
Gms H,0 CYP450 DNA OH ~OH
—_— | —_— o ————— —_—
7 N 2 . ~
N N N~ “DNA N
8 1 H H H
121 122 123 124 125

| !

Esquema 18. Mecanismo proposto para genotoxicidade do nucleo quinolinico.

Outro alerta de seguranca reportado para farmacos quinolinicos é a
hepatotoxicidade. Esse tipo de toxicidade pode se iniciar causando estresse celular,
inibicdo mitocondrial ou uma reacao imune celular. Esses trés principais mecanismos
podem resultar na disfuncdo mitocondrial, levando a uma transicao de permeabilidade
mitocondrial e que resulta em hepatotoxicidade.#' Existem relatos na literatura de
diagnostico de hepatoesplenomegalia e hepatite aguda apds administracdo de

farmacos como quinidina e tacrina, respectivamente.'4?

Os relatorios toxicologicos dos compostos MQ-30 e 113 ndo apresentam
alertas estruturais para mutagenicidade. A presenca da estrutura pirrolica fundida ao
ndacleo quinolinico, bem como a substituicAio em C-4 (Figura 6), impedem o
mecanismo de epoxidagao via enamina, descrito no Esquema 18. Isso sugere que
marinoquinolinas, além de se apresentarem como uma nova classe de agentes
antiplasmodiais, surgem como uma nova classe de compostos quinolinicos com

menor toxicidade.
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O composto MQ-30 apresentou um alerta para hepatotoxicidade, devido a
presenca do carbamato terc-butilico. Entretanto, esse alerta foi removido com a

substituicdo bioisostérica do carbamato (MQ-30) pela a-aminoamida (113).

O alerta de toxicidade mais preocupante foi a cardiotoxicidade. Ambos os
compostos (MQ-30 e 113) apresentaram predicao plausivel para inibicdo da hERG.
As predicdes dos valores de pClso descritas nas Tabelas 8 e 15 para a MQ-30 e para
o composto 113, respectivamente, indicam que a substituicdo bioisostérica resultou
na reducéo de probabilidade de inibicdo da hERG, passando de 5,37 para 4,73. Um
valor de pClso de 4,73 significa um valor de Clso de aproximadamente 20 uM, bem
acima da poténcia encontrada em cepas de Pf3D7. Isso sugere que o composto 113
apresenta certa seguranca em termos de cardiotoxicidade.

4.2.3. Investigacdo do mecanismo de acéo

O composto-lider MQ-30 foi descoberto em um ensaio fenotipico e até o
presente momento ndo se sabe seus possiveis mecanismos de acdo como agente
antiplasmodial, bem como seu alvo terapéutico.®® Foi verificado que os derivados
marinoquinolinicos com atividade antiplasmodial possuem acéo rapida, o que é
benéfico em termos de eficiéncia como composto antiplasmodial. No entanto, essa

caracteristica limitou as possibilidades de investigacdo do MoA.

A descoberta dos possiveis MoA e mecanismos de resisténcia de novos
compostos bioativos através do estudo das mudancas metabdlicas de uma populagéo
celular ap6s perturbacdo pelo composto em estudo nado é indicada para agentes de
acdo rapida.’*® A alternativa encontrada para obter insights sobre o MoA de
marinoquinolinas com atividade inibitéria antiplasmodial foi a combinacdo entre
estudos de imageamento, ensaios bioquimicos e uma busca in silico utilizando redes

de interacao farmaco-alvo.

Inicialmente, realizou-se a analise do perfil de resisténcia cruzada do
composto-sonda 113. Esse ensaio foi realizado empregando um painel de cepas
resistentes aos principais farmacos antimalariais. O painel de cepas foi
estrategicamente composto por cepas resistentes a diversas classes de

medicamentos utilizados clinicamente, como endoperéxidos (ART), naftoquinona
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(ATO), antifolatos (PYR e CG) e 4-aminoquinolina (CQ), além dos inibidores de
fosfatidilinositol 4-quinase (PI4K). A cepa P. falciparum 3D7 € sensivel a todos os
antimaléricos convencionais e e utilizada como um padrdo nesse ensaio. As demais

cepas resistentes e seus perfis de resisténcia sao descritos na Tabela 16.

Tabela 16. Cepas de P. falciparum resistentes aos principais farmacos antimalariais

e seus perfis de resisténcia.

Cepas de P. falciparum Perfis de resistencia
K1 Cepas multirresistentes aos antimalaricos padroes,
Dd2 incluindo CQ, CG e PYR.
TM90C6B Resistente a ATO.
IPC4912 Parcialmente resistente aos derivados da Artemisinina.
PI4KR Resisténcia aos inibidores de Pl4K.

CQ - cloroquina; CG - cicloguanil; PYR — pirimetamina; ATO — atovaquona, Pl14K — fosfatidilinositol 4-

quinase.

Nesse estudo, é importante determinar o indice de resisténcia (IR) para os
controles utilizados, bem como para o composto em estudo. O indice de resisténcia €
arazao entre os valores de ICso obtidos para a cepa resistente e para a cepa sensivel,
o gue significa que o valor de Rl aumenta com o nivel de resisténcia.*** Normalmente,
um IR de 100 indica um alto nivel de resisténcia, entretanto, em casos especiais, esse

valor pode ser inferior a 10.

Para verificar o perfil de resisténcia das cepas, farmacos antimalaricos padrées
foram avaliados e utilizados como controle positivo para inibicdo. Os farmacos PYR e
CQ apresentaram maiores valores de ICso na cepa PfK1, com IR de 63,5 e 7,2,
respectivamente. Da mesma forma, ATO mostrou um valor de ICso > 1 pM e RI > 769
na cepa TM90CG6B.

Como esperado, o artesunato (ART) nao exibiu diferencas no valor de ICso
guando testado na cepa IPC4912. Dessa forma, os valores de ICsp avaliados estavam
de acordo com o perfil de resisténcia esperado e indicaram que o painel é util para

analises de resisténcia cruzada.
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Em seguida, a atividade inibitria do composto 113 no painel de cepas
resistentes foi avaliada. Conforme descrito na Figura 18, o derivado 113 mostrou
valores de ICso comparaveis em todas as cepas de P. falciparum resistentes presentes
no painel avaliado. Os valores de IR variaram de 0,7 a 1,5, o que é visivelmente menor
do que os valores de IR observados para os controles positivos. E considerada
resisténcia cruzada sempre que O composto em investigacdo apresentar um

deslocamento superior a 5 vezes no 1Cs0.14°

Além disso, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
nas poténcias avaliadas nas cepas sensivel e resistentes. O resultado desse ensaio
sugeriu que ndo ha resisténcia cruzada entre o derivado marinoquinolinico 113 e os
antimaléricos padrdes, indicando assim que os possiveis MoAs de marinoquinolinas

estdo envolvidos em vias bioquimicas alternativas.
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Figura 18. (a) Valores de Clso para 0 composto (113) entre as cepas sensivel e

resistentes de P. falciparum; (b) indices de resisténcia calculados para as cepas

sensivel 3D7 e para as cepas resistentes K1, DD2, TM90C6B, IPC4912 e Pl4K.

Esse achado corroborou com a hipotese de que os marinoquinolinas, apesar
de sua semelhanca com os farmacos quinolinicos antimalariais, surgem como uma
nova classe de compostos antiplasmodiais, apresentando um novo mecanismo de
acao. Aguiar et al. (2018) reportaram a dupla acdo do composto MQ-30 nas formas
assexuada e hepatica do parasito. No mesmo estudo, o composto MQ-30 interferiu no
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sequestro da espécie heme com uma poténcia 100 vezes menor que a apresentada
em cepas 3D7. Esse resultado sugeriu que o metabolismo da hemozoina ndo é a
principal via bioquimica de acdo de marinoquinolinas. Em adi¢do, esse resultado
corroborou com o resultado da dupla agao para o composto MQ-30, uma vez que o

metabolismo da hemozoina ndo esta presente nas formas hepaticas do parasito.®?

No estudo de resisténcia cruzada, foi observada uma menor poténcia para o
composto 113 quando comparado com o valor observado na andlise de REA. Para
avaliar uma possivel degradacao, foi realizada uma avaliacdo de degradacao para
verificar a estabilidade do composto 113 através de varias etapas de congelamento e

descongelamento, conforme efetivado na rotina experimental (Figura 19).
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Figura 19. Avaliacdo qualitativa da degradacédo do composto (113) frente a

procedimentos da rotina experimental.

Este teste teve como objetivo entender por que o composto 113 apresentou
variacao de poténcia antiplasmodial em funcdo do tempo, uma vez que observamos
esse comportamento em todas as séries de marinoquinolinas. Como resultado, as
analises de HPLC ndo puderam detectar degradacdo significativa que pudesse

interferir na pureza até 28 dias apds o primeiro congelamento.
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Em seguida, foi realizado um estudo de imageamento utlizando microscopia
confocal. Esse estudo preliminar foi realizado pela Dra. Sarah Maluf, na Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). A autofluorescéncia do composto-sonda 113
permitiu estudar sua distribuicdo intracelular em eritrocitos vivos infectados com cepas

de P. falciparum 3D7 por microscopia de fluorescéncia.

Para realizar este estudo, os eritrécitos infectados foram incubados com o
composto 113 na concentracdo Unica de 10 uM. Imagens 24 horas apos o tratamento
mostraram o rapido acumulo do composto 113 em P. falciparum e uma fluorescéncia
citoplasmatica difusa em todos os estagios sanguineos assexuados do parasito
(Figura 20). Esse resultado sugeriu que 0s compostos marinoquinolinicos devem atuar
em alguma via bioquimica presente no citoplasma de todos os estagios sanguineos

assexuados do parasito.

Compound 18 = 3

Figura 20. Microscopia confocal de células vivas de eritrocitos infectados com cepas
de P. falciparum 3D7 tratadas com o composto (113). O composto (113) (10 pM) foi
visualizado por sua autofluorescéncia a 405 nm (excitagéo)/450-490 nm (emissao).
As imagens foram adquiridas usando o microscopio confocal TCS SP5 X (Leica
Microsystems, Alemanha) equipado com uma lente de imersédo em 6leo de abertura

numérica de 60 x 1,4. Barra de escala: 10 um.

Surpreendentemente, nenhuma marcacao foi detectada em hemacias nao
infectadas. Isso demonstrou a especificidade do acumulo do composto-sonda 113 por

cepas do P. falciparum 3D7.
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O emprego da microscopia confocal também permitiu investigar a seletividade
de marinoquinolinas para eritrocitos infectados com Pf3D7 em comparacdo com
células mamdlias. Assim, células do tipo HepG2, empregadas nos ensaios de
citotoxicidade, foram tratadas com com o composto-sonda 113 na concentracdo de
10 pM.

Nas imagens obtidas, € evidente a captacdo deste composto pelas células
HepG2, mostrando forte intensidade de fluorescéncia intracelular por célula (Figura
21). Embora seja observada a sua captacéo pelas células HepG2, o composto 113
nao apresentou citotoxicidade nos ensaios fenotipicos (Clso 53 £+ 9 yM) e o IS
calculado para este composto foi de 190 + 20, acima da seletividade desejada para

um composto-lider.146

Compound 18

Figura 21. Microscopia confocal de células vivas de HepG2 incubado com composto
(113). Composto (113) (10 pM) foi visualizado por sua autofluorescéncia a 405 nm
(excitacéo)/450-490 nm (emissédo). As imagens foram adquiridas usando microscépio

confocal TCS SP5 X (Leica Microsystems, Alemanha). Barra de escala: 10 pum.

A captacdo do composto 113 por todos os estagios sanguineos assexuados do
parasito sugeriu que um dos mecanismos de acdo poderia estar acontecendo por uma
via bioguimica presente em todos esses estagios. Em adicdo, a auséncia de
resisténcia cruzada no painel de cepas resistentes sugeriu que os MoA devem
acontecer por vias bioquimicas distintas dos mecanismos de resisténcia

desenvolvidos pelas cepas em estudo.
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Uma das vias bioquimicas importantes para a descoberta de farmacos com
novos mecanismos de acao é a atividade proteolitica. Proteases foram encontradas
participando de varios estagios do ciclo de vida do Plasmodium. Dessa forma, decidiu-

se investigar a atividade proteolitica de marinoquinolinas.

Apenas enzimas proteoliticas envolvidas em vias bioquimicas cruciais sao
consideradas interessantes como alvos terapéuticos e as cisteino proteases
desempenham bem esse papel.*” No P. falciparum, as cisteino proteases
metabolizam a hemoglobina em um processo essencial para o crescimento e

sobrevivéncia do parasito.

Assim, a inibicdo da atividade proteolitica pelo composto 113 foi avaliada em
parasitos isolados através do monitoramento da hidrolise do substrato fluorogénico Z-
Phe-Arg-AMC, usando o inibidor de protease de cisteina E64 como controle positivo
(Figura 22).148
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Figura 22. Atividade proteolitica do composto (113).

Esta abordagem € vantajosa porque o inibidor foi testado contra as proteases
em seu ambiente natural, o citoplasma do parasito. Dessa forma, este ensaio garantiu

que o composto 113 pudesse acessar as proteases enddgenas.

O composto 113 foi avaliado em quatro concentracdes. Concentracdes

menores do composto 113 inibiram entre 50-70 % da atividade proteolitica. O
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composto 113 aboliu a atividade proteolitica intracelular na concentracdo de 10 uM,
mostrando um resultado comparavel com o controle E-64, um potente inibidor

irreversivel de cisteino proteases.'4°

Nesse ensaio, foi possivel observar uma interferéncia significativa na atividade
proteolitica pelo composto 113, sendo necessario uma concentragcdo maior que a
poténcia avaliada anteriormente para causar esse efeito. Esse resultado sugeriu que
as marinoquinolinas podem estar atuando como inibidores de proteases em um

mecanismo de acdo secundario.

Cisteino proteases ja sdo descritas como alvos terapéuticos adequados para a
descoberta de novos farmacos antimalariais. Enquanto as falcipainas tém a maior
contribuicdo para a atividade de cisteino protease no compartimento acido das fases
eritrocitarias de P. falciparum e vem sendo bem estudadas, outras proteases como as
dipeptidil peptidases (DPAP) e as proteinas SERA também desempenham papel

importante em uma ampla gama de vias bioguimicas.50-151

Em geral, possiveis cisteino-proteases como alvos terapéuticos estdo
presentes em diferentes estagios do parasito e estdo envolvidas na degradacao da
hemoglobina (vacuolo alimentar), saida de gametdécitos (corpos osmiofilicos), saida
de esporozoitos (vacuolo parasitéforo) e invasao (organela apical) ou egresso

(vactolo parasitéforo) da célula hospedeira.150-151

Afim de obter maiores informacdes sobre o mecanismo de ac¢ao principal de
marinoquinolinas, empregou-se uma nova estratégia, dessa vez in silico, na busca do
alvo terapéutico. A docagem molecular € uma ferramente importante da quimica
medicinal empregada para entender as interagdes intermoleculares entre um ligante
e uma proteina e possui diversas aplicacdes, a depender da necessidade do

estudo.1%?

Na investigagdo do mecanismo de agao de marinoquinolinas como uma nova
classe de agentes antiplasmodiais foi empregada a ferramenta de docagem molecular
reversa. Dessa forma, tentou-se encontrar um ou mais alvos terapéuticos de

marinoquinolinas empregando ligantes especificos.152

Para tal, proteinas disponiveis no Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)

provenientes de Plasmodium cocristalizadas com algum ligante foram consideradas e



95

0s compostos marinoquinolinicos lider (MQ-30) e sonda (113) foram escolhidos como
ligantes. As predicdes foram realizadas pelo cientista Szymon Czaplak empregando
um modelo de aprendizado de maquina desenvolvido internamente pela empresa
Selvita S. A.. O resultado desse estudo € a probabilidade (escore entre 0-1) de cada

proteina ser o alvo terapéutico do ligante em questao.

A Tabela 17 mostra as proteinas que apresentaram probabilidade maior que
75 % de serem o alvo de ambos os compostos. E possivel observar que, de maneira

geral, as proteinas descritas na Tabela 17 sdo proteinas quinases.

Tabela 17. Proteinas com probabilidade maior que 75 % de serem o alvo terapéutico

de marinoquinolinas.

i ) Escore (0-1) i
Proteina_Ligante Caracteristicas*
MQ-30 113

PfPK7 em complexo com a
2PMO_HMD 0,866681725  0,845439506 himenialdisina; proveniente de P.
falciparum; proteina kinase 7.
PfPK7 em complexo com um analogo do
2PML_ANP 0,837522691  0,849081796 ATP; proveniente de P. falciparum;
proteina kinase 7.
PVX_ 084705 em complexo com um
derivado de imidazopirimidina;
5FET _1TR 0,830402827  0,851031864 : o . .
- proveniente de P. vivax; proteina quinase
dependente de GMPc; ndo publicada.
CDPK4 em complexo com um derivado
de pirazolopirimidina; proveniente de P.
4Q0X_DXR 0,793155956  0,772555506 . ) . .
falciparum; proteina kinase 4 dependente
de célcio.
HPPK-DHPS tipo selvagem em complexo
com AMP; proveniente de P. falciparum;
6JWQ_AMP 0788737124 0.758377844 6-hidroximetil-7,8-dihidropterina
pirofosfoquinase tipo selvagem.
PVX_084705 em complexo com um
derivado de imidazopirimidina;
5EZR_47ZS 0.762082577  0.802867907 : L . .
- proveniente de P. vivax; proteina quinase

dependente de GMPc; ndo publicada.

*Fonte: Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/).
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Os melhores resultados foram atribuidos a mesma proteina co-cristalizada com
dois ligantes diferentes. A proteina quinase 7 de P. falciparum (PfPK7) € uma quinase

orfa, isto €, ndo possui ortdlogos em células mamalias.

As proteinas quinases humanas mais semelhantes a PfPK7 sdo a proteina
quinase 3 ativada por mitégeno de especificidade dupla (MAP2K3) e proteina serina-
treonina quinase 6 apresentando 33 % e 26 % de homologia de sequéncia,
respectivamente. Apesar da semelhanca, a PfPK7 ndo € um ortélogo dessas

enzimas.1®*

A ferramenta de docagem molecular reversa associada ao aprendizado de
maquina considerou a estrutura cristalografica da proteina disponivel no PDB co-
cristalizada com um ligante. A importancia desse ligante estd em determinar o sitio

ativo da proteina a ser considerado nas predi¢ées.'>®

As estruturas cristalograficas com alta probabilidade de serem o alvo
terapéutico de marinoquinolinas possuem ligantes no sitio ativo do ATP, sendo este 0
sitio ativo considerado nas predicdes. Dessa forma, considerando a PfPK7 como alvo,
as marinoquinolinas seriam inibidores competitivos de ATP.1% Apesar disso, poucas

sao as chances da PfPK7 ser um alvo importante para marinoquinolinas.

Acredita-se que esta proteina quinase esteja envolvida em uma via bioquimica
que regula a proliferacéo e o desenvolvimento do parasito. Sua fungao ainda néo foi
totalmente esclarecida, entretanto, sabe-se que parasitos PfPK7- apresentam
proliferacdo reduzida durante esquizogonia e sdo incapazes de se desenvolverem de
oocineto para oocisto no mosquito. A obtencdo e cultivo em laboratério de P.

falciparum PfPK7- indica que essa proteina quinase ndo € essencial para a

sobrevivéncia do parasito.®’

Uma segunda proteina quinase com alta probabilidade de ser o alvo terapéutico
€ a PVX_084705. Sabe-se que essa enzima € uma proteina quinase dependente de
GMPc (PKG) proveniente de P. vivax. As enzimas PKG possuem multiplas fungdes
essenciais nos diversos estagios parasito. Dessa forma, inibidores de PKG
demonstraram potencial atividade antiplasmodial nas formas assexuada sanguinea e

hepatica, bem como bloqueadores de transmiss&do.%6
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Assim como na PfPK7, as enzimas PKG provenientes de P. falciparum também
possuem diferencas significantes nos mecanismos de ativacdo e especificidade dos
sitios regulatorios quando comparadas com as PKG humanas, 0 que garante certa
seletividade.'*® A enzima equivalente a PVX_084705 em P. falciparum seria a PfPKG,
a qual possui um bolso hidrofébico substancialmente diferente quando comparado
com a sua versdo humana. Isso ajuda a diferenciar as duas versdes de proteina

kinase, garantindo seletividade.*>®

A terceira enzima com alta probabilidade de ser um alvo de marinoquinolinas &
a proteina kinase 4 dependente de calcio (CDPK4). A auséncia da CDPK4 nao afeta
o desenvolvimento do estagio sanguineo do parasito, 0 que sugere que essa enzima
nao € essencial neste estagio do parasito. Por outro lado, a CDPK4 é critica para a
gametogénese.'®® Esses dados sugerem que a CDPK4 n&o seria um alvo terapéutico
de marinoquinolinas, visto que esses compostos apresentam atividade inibitoria na

fase intra-eritrocitica e ndo apresentam atividade gametocida.®?

Por fim, a Ultima enzima com escore maior que 75 % para os compostos (MQ-
30) e (113) foi a 6-hidroximetil-7,8-dihidropterina pirofosfoquinase (HPPK-DHPS).
Essa proteina quinase esta envolvida na via da sintese do folato, através de duas
reacoes sequenciais: transferéncia de um pirofosfato, seguida de uma

condensacéo.60

DHPS é um alvo molecular conhecido da sulfadoxina, farmaco antimalarial
empregado como prevencdo durante a gravidez.'®! A cepa de P. falciparum 3D7,
empregada usualmente como cepa sensivel a cloroquina, é resistente a sulfadoxina
devido a sua capacidade de usar folato exégeno.'%? Esse fato, entretanto, ndo interfere

na possibilidade de a HPPK-DHPS ser um possivel alvo de marinoquinolinas.

O resultado dessas predicfes indica que a proteina PKG e HPPK-DHPS podem
ser alvos importantes de marinoquinolinas como uma nova classe de agentes
antiplasmodiais. O resultado da predicdo do alvo de marinoquinolinas, juntamente
com uma investigacao da literatura corroborada pelos ensaios bioldgicos ja realizados
forneceram um novo ponto de partida. Dessa forma, novos ensaios bioquimicos

devem ser realizados para uma investigacado mais profunda.
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4.3. Conclusao

A descoberta de novas entidades antimalaricas atuando contra o
desenvolvimento intraeritrocitario € vantajosa em termos de uso clinico. Os principais
sintomas da malaria, decorrentes do ciclo eritrocitdrio do parasito, podem causar
incapacidades periodicas. Em relagcdo aos esforcos feitos para encontrar novos
medicamentos antimalariais com novos mecanismos de acdo, a classe de

marinoquinolinas surgem como alternativa promissora.

Uma breve andlise da relacéo estrutura-atividade auxiliou na selecdo de um
composto-sonda de marinoquinolina para estudos de imageamento e ensaios
biogquimicos. O composto 113 apresentou a melhor combinacdo de poténcia,
seletividade, propriedades fisico-quimicas e de fluorescéncia, bem como a maior

semelhanca estrutural com o composto-lider MQ-30, reportado anteriormente.

Com os ensaios biolégicos, foi possivel obter insights de que o composto 113
apresenta mecanismos de acédo diferentes dos farmacos antimalariais padrées, bem
como foi possivel visualizar o acumulo de marinoquinolina exclusivamente em
eritrocitos infectados. Ainda nos estudos preliminares de imagem, a sonda 113
mostrou um acumulo difusivo em todo o citoplasma do parasito, bem como uma
captacdo pelas células HepG2. A captacdo de composto pelas células HepG2 no
estudo de imagem nao foi preocupante, pois o derivado 113 ndo apresentou

citotoxicidade, com grande IS no estudo fenotipico nha mesma linhagem celular.

A etapa final desse estudo foi a selecdo de um caminho para a investigacéo do
mecanismo de acdo. Como foi observado o acumulo de marinoquinolinas por todo o
citoplasma do parasito, o estudo de imageamento nao foi decisivo para a escolha de

qual via bioguimica investigar.

Considerando a inibicdo de proteases como uma via importante para a
descoberta de novos farmacos antimalariais, decidiu-se investigar a atividade inibitéria
de marinoquinolinas. Dessa forma, ao investigar a atividade proteolitica da
marinoquinolina 113 observou-se a abolicdo da atividade em concentragcdes maiores,
0 que indicou que o0s compostos marinoquinolinicos podem estar atuando como

inibidores de proteases através de um mecanismo de agéo secundario.
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Como nao foi possivel descobrir o mecanismo de acgao principal até o presente
momento, partiu-se para o emprego de uma ferramenta in silico para a investigacao
do alvo terapéutico. A docagem molecular reversa empregada num modelo de
aprendizado de maquina desenvolvido internamente pela Selvita S. A. permitiu obter

predicdes sobre os possiveis alvos terapéuticos de marinoquinolinas.

Assim, foi possivel selecionar quatro proteinas quinases como possiveis alvos
terapéuticos de marinoquinolinas. Dentre elas, as proteinas PKG e HPPK-DHPS séo
possiveis alvos terapéuticos de marinoquinolinas e essenciais para a sobrevivéncia

do parasito.

Esse resultado forneceu um novo ponto de partida para a investigacao do
mecanismo de ac¢ao. As vias bioquimicas envolvendo a PfPKG e HPPK-DHPS devem

ser investigadas, bem como a inibicdo dessas proteinas em ensaios enzimaticos.
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5. CONCLUSAO GERAL

Marinoquinolinas se apresentam como uma nova classe de compostos com
atividade antiplasmodial. O desenvolvimento desse trabalho partiu do composto MQ-
30, reportado na literatura como um novo composto-lider com atividade
antiplasmodial. O interessante do derivado MQ-30 € a presenca do carbamato terc-
butilico em sua estrutura quimica, responsavel por fornecer interacbes moleculares

desconhecidas que elevaram a poténcia para uma escala nanomolar.

Dessa forma, esta tese se dedicou a realizar uma analise da relacéo estrutura-
atividade de marinoquinolinas, tendo como ponto de partida a MQ-30. Novos

derivados foram planejados e avaliados quanto a sua atividade antiplasmodial.

A partir desse estudo iterativo e em colaboracdo de quimica medicinal, foi
possivel obter insights sobre a influéncia do carbamato terc-butilico na atividade
antiplasmodial (Figura 23). Em adicdo, foi possivel encontrar novos derivados

marinoquinolinicos com atividade inibitoria antiplasmodial e alta seletividade.

» Substituicio com doadores de H
favorece a atividade antiplasmodial

Grupos volumosos flexiveis
favorecem a
atividade antiplasmodial.

Essencial para a atividade
antiplasmodial.

,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 23. Principais conclusfes obtidas com o estudo de relacéo estrutura-

atividade.

A substituicdo bioisostérica de carbamatos por outros grupos funcionais, como
ureias e amidas, resultou nos melhores compostos. Foram observadas melhores

atividades inibitérias, seletividade, bem como propriedades fisico-quimicas.

Em adicdo, os compostos contendo os grupos a-aminoamidas apresentaram
autofluorescéncia exarcebada, o que permitiu realizar uma breve investigacdo do

mecanismo de a¢do dessa classe de compostos. O melhor composto da série (113)
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foi selecionado como sonda, considerando as caracteristicas farmacoldgicas,

propriedades fisico-quimicas e similaridade estrutural com o composto-lider MQ-30.

Com os estudos preliminares de imageamento e ensaios bioquimicos, foi
possivel visualizar 0 acamulo citoplasmatico do composto-sonda 113 em todos 0s
estagios intraeritrociticos do parasito e concluir que marinoquinolinas possuem um
mecanismo de acdo diferente dos farmacos antimalariais empregados no painel de
cepas resistentes. Além disso, marinoquinolinas podem estar atuando como inibidores

de cisteino proteases, através de um mecanismo de acéo secundario.

O emprego de uma ferramenta in silico permitiu obter predigcbes sobre os
possiveis alvos terapéuticos de marinoquinolinas, sendo proteinas quinases como
possiveis alvos terapéuticos de marinoquinolinas. O destaque foi para as proteinas
PKG e HPPK-DHPS, essenciais para a sobrevivéncia do parasito e importantes alvos
terapéuticos para a descoberta de novos agentes antiplasmodiais. Como perspectiva,
novos ensaios bioquimicos devem ser realizados para investigar a inibicdo dessas

proteinas por marinoquinolinas.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Consideracdes gerais

Os solventes utilizados para cromatografia foram de grau técnico e ndo foram
destilados antes do uso. Produtos quimicos comercialmente disponiveis foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. ou Oakwood Products Inc. e usados como

recebidos.

As andlises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se cromatofolhas de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia F254 sobre
placa de aluminio, da marca Merck. Os compostos foram visualizados sob radiacao
ultravioleta (UV) no comprimento de onda de 254 nm ou 365 nm, e/ou utilizando iodo

e solucdes reveladoras de vanilina ou ninhidrina, seguidas de aquecimento.

As purificages por cromatografia flash foram realizadas utilizando-se silica gel
230-400 mesh como fase estacionaria e misturas de hexano e acetato de etila ou
diclorometano e metanol como eluentes, seguindo o procedimento de cromatografia
flash descrito por Still, Khan e Mitra (1978).163

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C foram obtidos
nos espectrometros: (a) Bruker, modelo Avance DPX-250, operando a 250 MHz para
as andlises de 'H e a 62,5 MHz para as andlises de 3C; (b) Bruker, modelo Avance
400, operando a 400 MHz para as andlises de 'H e a 100 MHz para as analises de
13C; ou (c) Bruker, modelo Avance 500, operando a 500 MHz para as anélises de H,

125 MHz para as analises de 3C; em solventes deuterados, conforme indicado.

Os deslocamentos quimicos (d) para os espectros de *H e 3C NMR séo dados
em ppm em relacdo aos deslocamentos quimicos do solvente residual convertidos
para a escala TMS (CDCls: 6H = 7,26 ppm, 6C = 77,16 ppm, DMSO-ds: dH = 2,50
ppm, 6C = 39,52 ppm, MeOD: 6H = 3,31 ppm, 6C = 49,00 ppm). Os dados sao
relatados da seguinte forma: deslocamento quimico (d), multiplicidade, constantes de

acoplamento (J) em Hertz e intensidade integrada.

As analises de espectrometria de massa de alta resolugdo (HRMS) foram
registradas em um sistema Agilent 6550 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS com

tecnologia Agilent Jet Stream para ionizagdo por eletrospray, em um espectrometro
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Thermo Scientific QExactive® Hybrid Quadrupole-Orbitrap trabalhando com ionizacéo
por eletrospray (ESI) no modo positivo, ou em um espectrometro de massa BRUKER

Impact Il no modo positivo.

Os pontos de fusdo foram determinados usando um aparelho Stuart SMP30 e
nao foram corrigidos. A pureza dos compostos testados foi analisada por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) em um equipamento Shimadzu
prominence HPLC LC-20AT com detector de matriz de fotodiodos (DAD), em um
sistema ACQUITYTM UPLC equipado com DAD e detectores de fluorescéncia ou em
um Agilent Tecnologias 1260 Infinity com detector DAD. A fase estacionaria foi
equipada com coluna de HPLC Ascentis Express® C-18 (tamanho de particula de 5
pMm, 10 cm x 4,6 mm); e misturas de ACN:H20 (0,1% TFA) como fase mével (método
A: 5-85% de ACN em H20 com 0,1% de TFA, 15 min, 1,0 mL/min) ou método B: 5-
85% de ACN em H20 com 0,1% TFA, 40 min, 1,0 mL/min). A analise de HPLC

confirmou que todos os compostos finais possuiram purezas = 90 %.

As rotagdes Opticas (a) foram medidas em um polarimetro Perkin Elmer modelo
341 a 20 °C usando uma célula de vidro de quartzo (comprimento de caminho de 10
mm). Rotacdes especificas e concentracdo das amostras sdo expressas em
[degcmigtdm] e [g.100 mL™1], respectivamente.

6.2. Sintese dos materiais de partida

6.2.1. Sintese de 3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1-(triisopropilsilil)-1H-

TIPSCI, BPinO'Pr

= Buli, THF @ NBS,THF E BuLi, THF =
NH ——— % NTIPS ——> 1% NTIPS === L /@NTIPS
@ X Br = Bpin

12 13 A1

Sintese de 1-(triisopropilsilil)-1H-pirrol (76)

A uma solucao de pirrol (60 mmol, 4,03 g) em THF anidro (100 mL) a - 78 °C e em
atmosfera de N2, BuLi (66 mmol, 41,3 mL, 1,6 M em hexano) foi adicionado gota a
gota durante 30 minutos. Apés uma hora de agitacdo, cloreto de triisopropilsilil (60

mmol, 12.9 mL) foi adicionado gota a gota e a mistura reacional foi mantida por trés
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horas adicionais a - 78 °C. Em seguida, a mistura reacional foi resfriada até a
temperatura ambiente e a agitacéo foi mantida por 30 minutos adicionais. Apos o fim
da reacado, a mistura reacional foi concentrada sob pressao reduzida, adicionou-se
agua destilada (100 mL) e o produto foi extraido com éter etilico (3 x 100 mL). As fases
organicas combinadas foram entdo lavadas com salmoura e a agua residual foi
removida através da adigédo de Na2SOa. O residuo foi entdo concentrado e o material
bruto foi purificado através de cromatografia flash utilizando uma mistura de 5 % de
AcOEt em hexano como eluente para obtencéo do produto correspondente (76) como

um oleo incolor em 91 % de rendimento (12.2 g).

RMN H (250 MHz, CDCl3) & 6,86 (d, J = 1,6 Hz, 2H); 6,38 (d, J = 1,7 Hz, 2H); 1,61 —
1,40 (m, 3H); 1,16 (d, J = 7,4 Hz, 18H).

RMN 13C (63 MHz, CDCls) & 124,1; 110,2; 17,9; 11,9.

Sintese de 3-bromo-1-(triisopropilsilil)-1H-pirrol (77)

A uma solucdo de 12 (12,2 g, 54,6 mmol) em THF anidro (120 mL) a - 78 °C e
atmosfera de nitrogénio adicionou-se N-bromosuccinimida recristalizada (54,6 mmol,
9,7 g) em porcdo unica. A mistura reacional foi mantida a - 78 °C por trés horas e
deixada atingir a temperatura ambiente durante a noite. Ap6s o fim da reacdo, a
mistura reacional foi concentrada e o material bruto foi ressolubilizado em hexano,
filtrado em uma plug de alumina neutra e concentrado para produzir 77 como um 6leo

incolor em 90 % de rendimento (14,9 g).
Rf 0,71 (100 % hex.).

RMN H (250 MHz, CDCl3) & 6,75 — 6,70 (m, 1H), 6,67 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 6,29 (dd, J
= 2,8, 1,4 Hz, 1H), 1,48 — 1,33 (m, 3H), 1,09 (d, J = 7,4 Hz, 18H).

RMN 13C (63 MHz, CDCls) & 124,8; 123,5; 113,2; 98,0; 17,9; 11,7.
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Sintese de 3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1-(triisopropilsilil)-1H-pirrol
(A1)

A uma solugéo de 13 (49,14 mmol, 14,9 g) em THF anidro (246 mL) a - 78 °C e
atmosfera de nitrogénio, BuLi (98,3 mmol, 61,4 mL, 1,6 M em hexano) foi adicionado
gota a gota durante 30 minutos. A mistura reacional foi agitada por 1 horaa— 78 °C e
em seguida, 2-isopropoxi-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolana (294,1 mmol, 60 mL)
foi adicionada gota a gota por 20 minutos. A mistura resultante foi agitada por trés
horas a - 78 °C e entdo deixada vir a temperatura ambiente durante a noite. Em
seguida, a reacdao foi finalizada através da adicdo de solucdo aquosa saturada de
NH4CI (150 mL) e a mistura resultante foi extraida com eter dietilico (3 x 150 mL). As
fases organicas combinadas foram lavadas com salmora e a &agua residual foi
removida através da adigcdo de Na2S0a4.0 solvente foi entdo removido sob pressao

reduzida e o produto (A1) foi empregado na etapa seguinte sem purificacdo prévia.
Rf 0,56 (5 % de AcCOEt em hex.).

RMN *H (250 MHz, CDCl3) & 7,25 — 7,22 (m, 1H), 6,82 — 6,80 (m, 1H), 6,62 (dd, J =
2,6, 1,1 Hz, 1H), 1,46 (hept, J = 7,5 Hz, 3H), 1,32 (s, 12H), 1,09 (d, J = 7,5 Hz, 18H).

RMN 3C (63 MHz, CDClzs) & 133,8; 125,1; 115,8; 82,9; 25,0; 18,0; 11,8.

6.2.2. Sintese de 3-(4-metoxi-2-nitrofenil)-1-(triisopropilsilil)-1H-pirrol (A2)10°83

.
MeO NO d(OAc),, SPhos

74 2 KsPO,. NaOH 1,0M Zn, NH,CI
+ _ BuOHH,0 NT"’S MeOH:THF_ NH MeOH, ta, NH
—
J:/Nﬂps
PinB

A1

Sintese de 3-(4-metdxi-2-nitrofenil)-1-(triisopropilsilil)-1H-pirrol (78).

A um tubo de Schlenk adicionou-se Pd(OAc)2 (0,276 mmol, 62,0 mg), SPhos (0,552
mmol, 226,6 mg), 3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1-(triisopropilsilil)-1H-
pirrol (A1) (20,7 mmol, 4,60 g), 1-iodo-4-metoxi-2-nitrobenzeno (74) (13,8 mmol, 3,85
g) e KsPOg4 (27,6 mmol, 5,86 g). O tubo de Schlenk foi fechado com um septo de



106

borracha e entédo evacuado e preenchido com atmosfera de nitrogénio (3x). Butanol
(19,7 mL) e agua (7,9 mL) foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a 80
°C durante a noite. A mistura reacional foi arrefecida até a temperatura ambiente e foi
entdo filtrada através de uma camada fina de silica (eluindo com AcOEt). O solvente
foi concentrado sob pressdo reduzida e o material bruto foi purificado por
cromatografia flash usando uma mistura de 10 % de AcOEt em hexano como eluente
para fornecer o produto correspondente (78) como um 6leo marrom escuro em 89 %

de rendimento (4,61 g).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 7,45 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 7,06
(dd, J = 8,6, 2,7 Hz, 1H), 6,88 — 6,84 (m, 1H), 6,81 — 6,77 (m, 1H), 6,38 (dd, J = 2,7,
1,5 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H), 1,53 — 1,41 (m, 3H), 1,13 (d, J = 7,7 Hz, 18H).

RMN 13C (126 MHz, CDCl3) & 157,78; 149,52; 131,96, 124,87; 122,60; 122,49; 120,74;
118,17;110,53; 108,11, 55,83; 17,85; 11,71.

Sintese de 3-(4-metoxi-2-nitrofenil)-1H-pirrol (121).

Uma solucdo de NaOH (60 mL, 1,0 M) foi adicionada lentamente a uma solucdo
contendo 3-(4-metoxi-2-nitrofenil)-1-(triisopropilsilil)-1H-pirrol (78) (12,3 mmol, 4,61 g)
em MeOH:THF (1:1, 120 mL) & temperatura ambiente. A mistura resultante foi mantida
sob agitacdo por 16 horas. Apds esse periodo, o solvente organico foi removido sob
pressédo reduzida. O pH da solucao resultante foi neutralizado com a adicdo de acido
acido citrico sélido e o produto bruto foi extraido da fase aquosa com AcOEt (3 x 60
mL). As fases organicas combinadas foram lavadas com salmora e a agua residual foi
removida com Na2SOas. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o produto
bruto (121) foi obtido como um s6lido marrom escuro (12 mmol, 2,62 g) e empregado

na proxima etapa sem purificacdo prévia.

RMN H (400 MHz, CDCl3) & 8,36 (s, 1H), 7,41 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,15 (d, J= 2,6 Hz,
1H), 7,07 (dd, J = 8,6, 2,7 Hz, 1H), 6,90 (dd, J = 4,2, 1,9 Hz, 1H), 6,81 (dd, J = 4,8, 2,5
Hz, 1H), 6,27 (dd, J = 4,3, 2,6 Hz, 1H), 3,86 (s, 3H).

RMN 3C (63 MHz, CDCls) & 158,1; 149,6; 132,2; 122,5; 119,1; 118,8; 118,4; 116,5;
108,6; 108,3; 56,0.
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Sintese de 5-metoxi-2-(1H-pirrol-3-il)anilina (A2).

A uma solucao de 3-(4-metoxi-2-nitrofenil)-1H-pirrol (121) (12 mmol, 2,62 g) em MeOH
(200 mL) foi adicionada uma solugéo aquosa de NH4ClI (1,09 g, 20,4 mmol em 6 mL
de H20). A mistura de reagéo foi vigorosamente agitada e Zinco em po (186 mmol,
12,16 g) foi adicionado. Apos 3 horas, a mistura reacional foi filtrada através de uma
camada fina de celite e lavada com AcOEt (1 x 100 mL) e MeOH (1 x 100 mL). O
solvente foi entdo removido sob pressao reduzida e o material bruto foi purificado por
cromatografia flash usando uma mistura de 50 % de AcOEt em hexano como eluente

para fornecer a pirroloanilina (A2) como um soélido marrom em 93 % de rendimento
(2,1 9).

RMN H (400 MHz, CDCls) & 8,40 (s, 1H), 7,17 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,90 (dd, J = 3,8,
1,8 Hz, 1H), 6,85 (dd, J = 4,8, 2,5 Hz, 1H), 6,44 — 6,38 (m, 2H), 6,35 (d, J = 2,4 Hz,
1H), 3,99 (s, 2H), 3,80 (s, 3H).

6.2.3. Sintese de 7-metdxi-4-(4-nitrofenil)-3H-pirrolo[2,3-c]quinolina (A3)83

MeO NH

2 TsOH (10 mol %) = =

NH Zn, NH,Cliag), NH

benzotriazol,
PhMe, t.a. O \ MeOH, ta. O A
~ —_— ~
MeO N MeO N

NO,

=0
Ny I

~

©

4

o

N

>

w
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I
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Sintese de 7-metoxi-4-(4-nitrofenil)-3H-pirrolo[2,3-c]quinolina (79).

A uma solucéo da pirroloanilina A2 (1 mmol, 188,2 mg) e benzotriazol (1 mmol, 119,1
mg) dissolvidos em tolueno anidro (4,0 mL) foram adicionados 4-nitrobenzaldeido (1,2
mmol, 181,3 mg) e acido p-toluenossulfénico (0,1 mmol, 19,02 mg). A mistura
reacional foi agitada durante 16 h a temperatura ambiente (atmosfera ambiente). Apds
este periodo, 30 mL de solucéo saturada de NaHCOs3 foram adicionados a reacéo e a
fase aquosa foi extraida com AcOEt (3 x 50 mL). A fase organica foi lavada com
salmora e a agua residual foi removida através da adicdo de Na2S0Oa4. O solvente foi
concentrado sob pressdo reduzida e o produto bruto foi entdo purificado por
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cromatografia flash usando 20% de AcOEt em hexano como eluente para fornecer a

marinoquinolina 79 como uma goma amarela em 54 % de rendimento (172,4 mg).
Rf 0,45 (30 % de AcOEt em hex.).

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,78 (s, 1H), 8,46 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,19 (d, J = 8,7 Hz,
2H), 8,15 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,49 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,31
(dd, J = 8,9, 2,6 Hz, 1H), 7,14 — 7,09 (m, 1H), 3,98 (s, 3H).

Sintese de 4-(7-metodxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)anilina (A3).

A uma solucédo de 7-metoxi-4-(4-nitrofenil)-3H-pirrolo[2,3-c]quinolina (79) (5,4 mmol,
1,72 g) em MeOH (92 mL) foi adicionada uma solucdo aquosa de NH4Cl (0,49 g, 9,2
mmol em 2,7 mL de H20). A mistura de reacao foi vigorosamente agitada e Zinco em
po (83,7 mmol, 5,47 g) foi adicionado. Apds uma hora, a mistura reacional foi filtrada
através de uma camada fina de celite e lavada com AcOEt (1 x 50 mL) e MeOH (1 x
50 mL). O solvente foi entdo removido sob pressdo reduzida e o intermediario
avancado de marinoquinolina A3 foi obtido em conversao total e empregado na etapa

seguinte sem purificacao prévia.

1H NMR (500 MHz, MeOD) & 8,12 (dd, J = 8,9, 2,8 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
7,51 (d, J = 2,6 Hz, 2H), 7,18 (dt, J = 8,9, 2,3 Hz, 1H), 7,04 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 6,92 (d,
J=8,4 Hz, 2H), 3,94 (s, 3H).

HRMS (ESI+) m/z calculado para CisHisNsO* [M+ H]*: 290,12879, encontrado:
290,12838.

6.3. Procedimento geral para sintese de marinoquinolinas contendo grupos

carbamatos alquilicos, fenilico ou benzilico (85-92)

Procedimento geral para obtencéo dos derivados marinoquinolinicos contendo grupos

carbamatos a partir dos respectivos cloroformatos
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A uma solucao contendo a anilina A3 (0,20 mmol; 57,87 mg) e trietilamina
anidra (0,43 mmol; 0,6 mL) em DCM anidro (1,0 mL) em atmosfera de nitrogénio e
banho de gelo foi adicionado o respectivo cloroformiato (0,35 mmol, 1,5 equiv.) gota a
gota. O banho de gelo foi removido e a mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente durante a noite. Apos este periodo, foram adicionados 5 mL de agua e a
fase aquosa foi extraida com AcOEt (3 x 10 mL). A fase organica foi lavada com
salmoura e a agua residual foi removida através da adi¢do de Na2SOa. O solvente foi
concentrado sob pressao reduzida e o material bruto foi entdo purificado por
cromatografia flash usando um gradiente de 0-80 % de AcOEt em hexano como

eluente para fornecer as marinoquinolinas correspondentes (85-92).

N-(4-{7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de metila (85)

NH
o®
-
MeO N O o)
NJ\OM
85 H

RMN H (250 MHz, DMSO-de) & 11,74 (s, 1H), 9,94 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,99 (d, J=8,6 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,57 (s, 1H), 7,48 (d, J = 2,5 Hz, 1H),
7,19 (dd, J=8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,72 (s, 3H).
RMN 13C (63 MHz, DMSO) & 158,0; 154,4; 146,2; 143,9; 140,5; 132,7; 129,8; 129,6;
128,7; 126,3; 124,5; 118,5; 117,5; 117,1; 109,1; 101,0; 55,6; 52,2.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C20HisN3Os* [M+ H]*: 348,13427, encontrado:
348,13388.

Obtido a partir do cloroformato de metila (27 yL) como uma
goma amarela em 30 % de rendimento (20,8 mg).

e

N-(4-{7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de etila (86)

O :NH Obtido a partir do cloroformato de etila (34 yL) como uma
MeO N7 O o goma amarela em 86 % de rendimento (62,2 mg).

N)I\OEt

86 H

RMN 'H (250 MHz, DMSO-ds) & 11,73 (s, 1H), 9,90 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,99 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 7,49 (d, J =



110

2,5 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 4,18 (q, J = 7,1
Hz, 2H), 3,91 (s, 3H), 1,28 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO) & 158,0; 154,0; 146,2; 144,0; 140,6; 132,6; 129,8; 129,6;
128,7; 126,3; 124,5; 118,4, 117,5; 117,1; 109,1; 101,0; 60,7; 55,6; 15,0.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2iH20N3Os* [M+ H]*: 362,14992, encontrado:
362,14840.

N-(4-{7- metoOxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de iso-butila (87)

_ Obtido a partir do cloroformato de iso-butila (45 pL) como
NH
O N uma goma amarela em 64 % de rendimento (49,9 mg).
MeO N

[0}
O uJ\ofBu Rf 0,48 (50 % de AcOEt em Hex.).

87
RMN H (250 MHz, DMSO-de) & 11,72 (s, 1H), 9,89 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,99 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,49 (d, J =
2,6 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,9, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 3,0, 1,5 Hz, 1H), 3,93 (d, J =
6,6 Hz, 2H), 3,90 (s, 3H), 2,02 - 1,89 (m, 1H), 0,96 (d, J = 6,7 Hz, 6H).
RMN 13C (63 MHz, DMSO) & 158,0; 154,1; 146,2; 143,9; 140,6; 132,6; 129,8; 129,6;
128,7; 126,3; 124,5; 118,5; 117,5; 117,1; 109,1; 101,0; 70,7; 55,6; 28,0; 19,3.
HRMS (ESI+) m/z calcd. para C23H24N3Os* [M+ H]*: 390,18122, encontrado:
390,18043.

N-(4-{7- metdxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de butila (88)

Obtido a partir do cloroformato de butila (45 pyL) como uma

goma amarela em 95 % de rendimento (74,0 mg).

RMN 'H (250 MHz, DMSO-de) & 11,72 (s, 1H), 9,89 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,99 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,58 (1, J = 2,8 Hz, 1H), 7,49 (d, J =
2,6 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,9, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,9, 1,4 Hz, 1H), 4,13 (t, J =
6,6 Hz, 2H), 3,90 (s, 3H), 1,70 — 1,58 (m, 2H), 1,48 — 1,33 (m, 2H), 0,93 (t, J = 7,3 Hz,
3H).
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RMN 13C (63 MHz, DMSO) & 158,0; 154,1; 146,2; 144,0; 140,6; 132,6; 129,8; 129,6;
128,7; 126,3; 124,5; 118,4, 117,5; 117,1; 109,1; 101,0; 64,5; 55,6; 31,0; 19,1, 14,0.
HRMS (ESI+) m/z calcd. para C23H2aN3Os* [M+ H]*: 390,18122, encontrado:
390,18128.

N-(4-{7- metoOxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de neopentila (89)

Obtido a partir do cloroformato de neopentila (53 uL) como

uma goma amarela em 39 % de rendimento (31,5 mg).

Rf 0,55 (50 % de AcOEt em Hex.).

RMN H (250 MHz, DMSO-de) & 11,72 (s, 1H), 9,87 (s, 1H), 8,20 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,99 (d, J=8,7 Hz, 2H), 7,73 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,59 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,48 (d, J =
2,6 Hz, 1H), 7,20 (dd, J = 8,9, 2,6 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 3,0, 1,6 Hz, 1H), 3,91 (s, 3H),
3,86 (s, 2H), 0,99 (s, 9H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO-ds) 8 158,0; 154,2; 146,2; 143,9; 140,6; 132,6; 129,8; 129,6;
128,7; 126,3; 124,5; 118,5; 117,5; 117,1; 109,1; 101,0; 73,7; 55,6; 31,9, 26,7.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C24H26N3Os* [M+ H]*: 404,19687, encontrado:
404,19574.

N-(4-{7- met6xi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de fenila (90)

Obtido a partir do cloroformato de fenila (44 uL) como uma
NH

O t goma amarela em 32 % de rendimento (26,2 mg).
MeO N

O Nj\OPh

90 H

Rf 0,48 (30 % de AcOEt em Hex.).

RMN H (250 MHz, DMSO-de) & 11,73 (s, 1H), 10,50 (s, 1H), 8,20 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
8,03 (d, J=8,7 Hz, 2H), 7,75 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,59 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,50 — 7,41
(m, 3H), 7,33 - 7,25 (m, 3H), 7,20 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 2,9, 1,5 Hz,
1H), 3,91 (s, 3H).

RMN *3C (63 MHz, DMSO) & 157,4; 149,9; 146,7; 143,6; 139,3; 129,6; 129,3; 129,0;
128,1; 127,8; 125,7; 125,5; 124,9; 123,9; 118,7; 116,8; 115,9; 115,3; 113,7; 108,6;
100,4; 55,1.
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HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2sH20N3Os* [M+ H]*: 410,14992, encontrado:
410,10706.

N-(4-{7- metbxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de benzila (91)

\H Obtido a partir do cloroformato de benzila (49 yL) como um

N

OBn

o H PF 67-68 °C.

A
MeO O N7 O o solido amarelo em 27 % de rendimento (22,9 mg).
N

Rf 0,53 (50 % de AcOEt em Hex.).

RMN H (250 MHz, DMSO-ds) & 11,72 (s, 1H), 10,05 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,99 (d, J=8,7 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,53 - 7,29
(m, 6H), 7,20 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,9, 1,5 Hz, 1H), 5,21 (s, 2H), 3,90
(s, 3H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO) & 157,5; 153,3; 145,7; 143,4; 139,9; 136,5; 132,3; 129,4;
129,2; 128,4; 128,4; 128,3; 128,1; 128,1; 128,0; 125,9; 124,0; 118,0; 117,1; 116,7,
108,6; 100,5; 65,9; 55,1.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2sH22N3Os* [M+ H]*: 424,16557, encontrado:
424,16418.

N-(4-{7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de ciclopentila (92)

Obtido a partir do cloroformato de ciclopentila (45 pL)

NH .
como uma goma castanho claro em 29 % de rendimento

(L% (233mg).

N~ "OCpt
t P

‘ SN
s
MeO N

92
Rf 0,74 (50 % de AcOEt em Hex.).
RMN IH (250 MHz, DMSO-de) 3 11,70 (s, 1H), 9,81 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,97 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,70 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,57 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,48 (d, J =
2,5 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,8, 1,5 Hz, 1H), 5,16 — 5,11
(m,J=5,9, 3,1 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 1,96 — 1,60 (m, 8H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO-ds) d 157,6; 153,4; 145,8; 143,5; 140,2; 132,1; 129,4; 129,1;
128,2; 125,9; 124,1; 118,0; 117,1; 116,7,; 108,7; 100,5; 76,9; 55,2; 32,3; 23,3.
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HRMS (ESI+) m/z calcd. para C24H2sN4O2* [M+ H]*: 401,19720, encontrado:
401,19595.

Sintese do derivado N-(4-{7- metoxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de
terc-butila (MQ-30)

Boc,0, THF S
Et;N O
-
ta.,24h MeO N O o)
NJ\Ot-Bu

MQ-30 H

NH,

A uma solucdo contendo a anilina A3 (0,20 mmol; 57,87 mg) e trietilamina
anidra (0,43 mmol; 0,6 mL) em THF anidro (1,0 mL) foi adicionado o dicarbonato de
di-terc-butila (1 mmol, 0,23 mL). A mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente por 24 horas. Apoés este periodo, foram adicionados 25 mL de agua e a fase
aguosa foi extraida com AcOEt (3 x 30 mL). A fase organica foi lavada com salmoura
e a agua residual foi removida através da adicdo de Na2SOas. O solvente foi
concentrado sob pressdo reduzida e o material bruto foi entdo purificado por
cromatografia flash usando um gradiente de 0-80 % de AcOEt em hexano como

eluente para fornecer o composto correspondente em 75 % de rendimento (58,4 mg).

RMN H (250 MHz, DMSO-ds) & 11,79 (s, 1H), 9,63 (s, 1H), 8,20 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,96 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,63 (s, 1H), 7,50 (d, J = 2,3 Hz, 1H),
7,21 (dd, J = 8,8, 2,4 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 1,52 (s, 9H),

6.5. Sintese do derivado N-(4-{7- metéxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-

il}fenil)carbonato de terc-butila (94)

TsOH (10 mol %)
benzotrlazol
K@\ PhMe t.a.
OBoc

A uma solucdo da pirroloanilina A2 (0,2 mmol, 37,6 mg) e benzotriazol (0,2

mmol, 24 mg) dissolvidos em tolueno anidro (0,8 mL) foram adicionados 4-formilfenil
carbonato de terc-butila (93) (0,24 mmol, 53 mg) e TsOH (0,02 mmol, 3,8 mg). A
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mistura reacional foi agitada durante 16 h a temperatura ambiente (atmosfera
ambiente). Apés este periodo, 10 mL de solucdo saturada de NaHCOs foram
adicionados a reacado e a fase aquosa foi extraida com AcOEt (3 x 10 mL). A fase
organica foi lavada com salmora e a agua residual foi removida através da adicao de
Na2SOa. O solvente foi concentrado sob presséo reduzida e o produto bruto foi entdo
purificado por cromatografia flash usando um gradiente de 0-50 % de AcOEt em
hexano como eluente para fornecer a marinoquinolina 94 como um sélido bege em 41

% de rendimento (32 mg).

PF 159 °C.
Rf 0,50 (50 % de AcOEt em Hex.).

RMN 'H (250 MHz, DMSO-d6) & 11,82 (s, 1H), 8,22 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 8,07 (d, J =
8,7 Hz, 2H), 7,61 (t, J = 2,7 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,7 Hz, 2H),
7,23 (dd, J =8,9; 2,6 Hz, 1H), 7,15 (d-ap, J = 1,8 Hz, 1H), 3,91 (s, 3H), 1,54 (s, 9H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO-d6) & 157,6; 151,2; 151,2; 145,2; 143,4; 135,9; 129,9;
129,6; 128,5; 125,9; 124,1; 121,6; 117,2; 117,1; 108,7; 100,7; 83,4; 55,2; 27,2.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para Cz23H2sN204* [M+ H]*: 391,16523, encontrado:
391,16530.

6.6. Procedimento geral para sintese de marinoquinolinas contendo grupos
carbamatos N-alquilados (96-98)

NH
O X NH,HCO,, Pd/C
P> i
MeO N O MeCHO, 'PrOH e
NO,

A uma solucéo contendo a anilina A3 (0,20 mmol; 57,9 mg) e Pd/C 10 % (0,02
mmol; 21,3 mg) em isopropanol (1,5 mL) foi adicionado uma solugéo de formato de

CO,RCl ou Boc,0 O A
Et3N DCM MeO O
NJ\OR

96-98 Et

79

amoénio (2 mmol, 126 mg) em agua (0,2 mL). A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 2 horas. Apds este periodo, a mistura reacional foi filtrada
em celite e o solvente foi concentrado sob pressao reduzida. Em seguida, a mistura
reacional bruta foi diluida em DCM anidro (1,0 mL) e adicionou-se trietilamina anidra

(0,43 mmol; 0,6 mL). A mistura reacional foi resfriada utilizando banho de gelo e, em
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seguida, adicionou-se o respectivo cloroformiato (0,35 mmol) ou dicarbonato de di-
terc-butila (1 mmol, 0,23 mL) gota a gota. O banho de gelo foi removido e a mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente durante a noite. Apds este periodo, foram
adicionados 5 mL de agua e a fase aquosa foi extraida com AcOEt (3 x 10 mL). A fase
organica foi lavada com salmoura e a agua residual foi removida através da adicao de
Na2SOa. O solvente foi concentrado sob presséo reduzida e o material bruto foi entéo
purificado por cromatografia flash automatizada empregando um gradiente de 0-50 %
de AcOEt em hexano como eluente para fornecer as marinoquinolinas

correspondentes (96-98).

N-etil-N-(4-{7-meto6xi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de terc-butila
(96)

Obtido a partir do dicarbonato de di-terc-butila como um

NH s6lido amarelo em 44 % de rendimento (36,7 mg).

‘ N
s
MeO N

96

[o]
O EtJ\Ot_Bu Rf 0,49 (40 % de AcOEt em Hex.).

PF 62-63 °C.
RMN *H (250 MHz, DMSO-de) & 11,79 (s, 1H), 8,21 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 8,03 (d, J =
8,2 Hz, 2H), 7,60 (t, J = 2,9 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 8,2 Hz, 2H),
7,22 (dd, J=8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,15 (s, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,72 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,43
(s, 9H), 1,14 (t, J = 7,1 Hz, 3H).
RMN %3C (63 MHz, DMSO) & 157,6; 153,4; 145,4; 143,5; 142,8; 135,4; 129,5; 128,9;
128,4; 126,6; 125,9; 124,1; 117,2; 117,0; 108,7; 100,6; 79,6; 55,2; 44,4, 28,0; 13,7.
HRMS (ESI+) m/z calcd. para Ca2sH2sN3Os* [M+ H]*: 418,21252, encontrado:
418,21183.

N-etil-N-(4-{7-met6xi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de neopentila
(97)

~\H Obtido a partir do cloroformato de neopentila (53 uL) como

X
MeO O N O o uma goma amarela em 41 % de rendimento (28,2 mg).

NJ]\ON
o7 Et Rf 0,52 (40 % de AcOEt em Hex.).
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RMN !H (250 MHz, DMSO-de) 8 11,81 (s, 1H), 8,22 (dd, J = 8,9, 1,9 Hz, 1H), 8,07 (dd,
J=8,5,1,9 Hz, 2H), 7,61 (g, J = 2,5 Hz, 1H), 7,56 — 7,44 (m, 3H), 7,23 (dt, J = 8,9, 2,3
Hz, 1H), 7,16 (dd, J = 2,9, 1,6 Hz, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,84 — 3,69 (m, 4H), 1,17 (t, J =
7,1 Hz, 3H), 0,86 (s, 9H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO) & 157,6; 154,5; 145,3; 143,5; 142,3; 136,0; 129,6; 129,0;
128,5; 127,0; 125,9; 124,1; 117,2; 117,1; 108,7; 100,6; 74,3; 55,2; 44,7, 31,3; 26,2;
13,7.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para Ca2sH3oN3Os* [M+ H]*: 432,22817, encontrado:
432,22696.

N-etil-N-(4-{7-meto6xi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)carbamato de benzila
(98)

— \H Obtido a partir do cloroformato de benzila (49 yL) como uma
X
MeO O N7 O o goma amarela em 29 % de rendimento (26,2 mg).

N OBn
98 Et Rf 0,48 (45 % de AcOEt em Hex.).

RMN H (250 MHz, DMSO-de) & 11,72 (s, 1H), 10,05 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,99 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,50 — 7,32
(m, 7H), 7,20 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,9, 1,5 Hz, 1H), 5,21 (s, 2H), 3,90
(s, 3H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO-de) & 157,7; 154,3; 145,2; 143,2; 142,2; 136,7; 130,3; 129,7;
129,7; 129,2; 128,4, 127,8; 127,5; 127,1; 125,8; 124,2; 117,2; 117,1; 108,5; 100,7;
66,5; 55,2; 44,9; 13,5.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2sH2s6N3Os* [M+ H]*: 452,19687, encontrado:
452,19567.

6.7. Procedimento geral para sintese de marinoquinolinas contendo grupos

ureias alquilicas (99-102)

A uma solucéo contendo a anilina A3 (0,20 mmol; 57,9 mg) em DCM anidro
(1,0 mL) em banho de gelo foi adicionado o respectivo isocianato (0,24 mmol, 1,2
equiv.). O banho de gelo foi removido e a mistura reacional foi agitada a temperatura
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ambiente durante a noite. Apds este periodo, o solvente foi concentrado sob pressao
reduzida e o material bruto foi entdo purificado por cromatografia flash usando um
gradiente de 30-80 % de AcOEt em hexano como eluente, seguida de uma HPLC
semi-preparativo em fase reversa (5-100 % de ACN em H20 com 0,1 % de TFA) para

fornecer as marinoquinolinas correspondentes (99-71).

3-Etil-1-(4-{7-metb6xi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)urea (99)

O : NH Obtido a partir do isocianato de etila (19 yL) como uma goma
MeO N7

O o amarela em 24 % de rendimento (17,4 mg).
|I‘:IIJI\NHEt

Rf 0,52 (80 % de AcOEt em Hex.).

99

RMN H (250 MHz, DMSO-ds) & 11,83 (s, 1H), 9,57 (s, 1H), 8,26 — 8,14 (m, 3H), 7,74
(d, J=8,7Hz, 2H), 7,63 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,51 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,23 (dd, J = 8,9,
2,6 Hz, 1H), 7,16 (s, 1H), 6,29 (s, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,61 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 1,28 (t, J
= 7,2 Hz, 3H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO-ds) & 158,0; 155,5; 146,4; 143,9; 142,1; 129,8; 129,6; 128,7;
126,3; 124,5; 117,8; 117,4; 117,0; 112,6; 109,0; 101,0; 55,6; 34,4; 15,9.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2iH21N4O2* [M+ H]*: 361,16590, encontrado:
361,16505.

1-(4-{7-Metdxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)-3-(propan-2-il)urea (100)
\H Obtido a partir do isocianato de isopropila (24 uL) como uma

o®

-

MeO N O o
NJ\NH"Pr

100 H Rf 0,43 (70 % de AcOEt em Hex.).

goma amarela em 27 % de rendimento (20,2 mg).

RMN 'H (250 MHz, DMSO-de) & 11,71 (s, 1H), 9,92 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,97 (d, J =8,7 Hz, 2H), 7,69 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,57 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,47 (d, J =
2,6 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,9, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,9, 1,5 Hz, 1H), 5,50 (d, J =
7,8 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,67 — 3,56 (m, 1H), 0,99 (d, J = 6,5 Hz, 6H).

RMN 13C (63 MHz, DMSO-ds) & 158,0; 154,5; 146,2; 143,9; 140,5; 132,7; 129,8; 129,6;
128,8; 126,3; 124,5; 118,5; 117,5; 117,2; 109,1; 101,0; 55,6; 52,2; 23,7.
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HRMS (ESI+) m/z calcd. para C22H23N4O2* [M+ H]*: 375,18155, encontrado:
375,17846.

3-Terc-butil-1-(4-{7-metoxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)urea (101)

Obtido a partir do isocianato de terc-butila (27 pL) como

uma goma amarela em 47 % de rendimento (36,5 mg).

NH¢t-Bu

Rf 0,52 (80 % de AcOEt em Hex.).

RMN H (250 MHz, DMSO-de) & 11,68 (s, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
7,95 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,93 — 7,91 (m, 1H), 7,63 — 7,59 (m, 1H), 7,58 — 7,56 (m, 1H),
7,48 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,18 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 2,9, 1,5 Hz, 1H),
6,08 (s, 1H), 3,90 (s, 3H), 1,33 (s, 9H),

RMN 13C (63 MHz, DMSO-de) & 157,5; 154,3; 146,0; 143,5; 141,6; 130,6; 129,3; 129,1;
128,1; 125,9; 124,0; 117,1, 117,0; 116,5; 108,6; 100,5; 55,1, 49,5; 29,0.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para Ca23H2sN4O2* [M+ H]*: 389,19720, encontrado:
389,19639.

3-Butil-1-(4-{7-meto6xi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il}fenil)urea (102)

~\H Obtido a partir do isocianato de butila (27 yL) como uma
AS
oo O 7 O o goma amarela em 60 % de rendimento (46,6 mg).
NJI\NHBU
102 H Rf 0,45 (70 % de AcOEt em Hex.).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & 11,69 (s, 1H), 8,69 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
7,94 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,62 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,57 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,47 (d, J =
2,6 Hz, 1H), 7,18 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,11 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 6,22 (t, J = 5,7 Hz,
1H), 3,90 (s, 3H), 3,12 (q, J = 6,5 Hz, 2H), 1,49 — 1,41 (m, 2H), 1,38 — 1,30 (m, 3H),
0,91 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

RMN 13C (101 MHz, DMSO) & 157,6; 155,1; 145,9; 143,5; 141,6; 130,7; 129,3; 129,1;
128,2; 125,8; 124,0; 117,3; 117,0; 116,5; 108,6; 100,5; 55,2; 38,7; 31,8; 19,5; 13,7.
HRMS (ESI+) m/z calcd. para C23H2sN4O2* [M+ H]": 389,19720, encontrado:
389,19662.
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6.8. Procedimentos gerais para obtencdo das marinoquinolinas contendo os
grupos a-aminoamidas (103-120)

Procedimento geral para o formacéo do grupo amida (103-110)

A uma solucao contendo o respectivo N-Boc-aminoacido (0,3 mmol), a anilina
A3 (0,2 mmol, 57,9 mg) e DIPEA (1,15 mmol, 0,2 mL) em DMF anidro (1,0 mL) foi
adicionado HATU (0,24 mmol, 91,3 mg). A mistura foi agitada a 50 °C durante 4 h.
Apos este periodo, foram adicionados 20 mL de agua e a fase aquosa foi extraida
com AcOEt (3 x 20 mL). A fase orgénica foi lavada com salmoura e a agua residual
foi removida através da adicdo de Na2S0Oa4. O solvente foi concentrado sob presséo
reduzida e o produto bruto foi entdo purificado por cromatografia flash usando uma
mistura de 50% de AcOEt em hexano ou 0-5 % de MeOH em DCM como eluente para

fornecer as marinoquinolinas correspondentes 103-110.

(S)-(1-((4-(7-metoxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)amino)-1-oxopropan-2-

il)carbamato terc-butilico (103).

Obtido a partir de N-Boc-L-Ala-OH (56,8 mg) como uma

O N goma amarela em 83 % de rendimento (76,5 mg).
MeO N/

o
C \ Ao R () 53 (20 % de ACOE em Hex.).

103 H N

[a]p?°— 37 (1,0; MeOH).

RMN H (250 MHz, DMSO-ds) & 11,75 (s, 1H), 10,17 (s, 1H), 8,21 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
8,01 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,85 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,61 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 7,50 (d, J =
2,5 Hz, 1H), 7,21 (dd, J = 8,9, 2,6 Hz, 1H), 7,14 (s, 1H), 4,28 — 4,08 (m, 1H), 3,91 (s,
3H), 1,40 (s, 9H), 1,31 (d, J = 7,1 Hz, 3H).

RMN %3C (63 MHz, DMSO-ds) 6 172,2; 157,7; 155,3; 145,6; 143,2; 140,0; 129,6; 129,2;
125,9; 124,2; 119,1, 117,1,; 116,9; 108,5; 100,7; 79,2; 78,1, 55,2; 50,6; 28,2; 18,0.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para Ca2sH20N4O4* [M+ H]*: 461,21833, encontrado:
461,21836. Pureza 91 %.
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(S)-(1-((4-(7-metdxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)amino)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)carbamato terc-butilico (104).

_ Obtido a partir de N-Boc-L-Val-OH (65,2 mg) como uma
NH

O t goma amarela em 91 % de rendimento (88,9 mg).

MeO N

[o]
( WP B .52 (60 % of ACOET em hex.).
Pr

104 H

[a]o2° — 14 (1,0; MeOH).

RMN H (250 MHz, DMSO-de) & 11,76 (s, 1H), 10,24 (s, 1H), 8,21 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
8,01 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,61 (s, 1H), 7,49 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
7,21 (dd, J = 8,9, 2,2 Hz, 1H), 7,14 (s, 1H), 6,95 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 3,99 (t, J = 8,0 Hz,
1H), 3,91 (s, 3H), 2,13 — 1,95 (m, 1H), 1,41 (s, 9H), 0,94 (d, J = 6,5 Hz, 6H).

RMN %3C (63 MHz, DMSO-ds) 6 171,1; 157,7; 155,7; 145,6; 143,2; 139,8; 132,8; 129,7;
129,3; 128,8; 125,9; 124,2; 119,2; 117,1; 116,9; 108,4; 100,7; 78,2; 60,8; 55,2; 28,2,
19,3; 18,6.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2sHssN4Os™ [M+ H]*: 489,24963, encontrado:
489,24954.

(S)-(1-((4-(7-metoxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)amino)-3,3-dimetil-1-

oxobutan-2-il)carbamato terc-butilico (105).

Obtido a partir de N-Boc-L-Tle-OH (69,4 mg) como uma

o goma amarela em 68 % de rendimento (68,4 mg).

B
O P
MeO N

(o]
C y @B Rf 0,57 (50 % ACOEt em hex.).

105 H o By

[a]p?°— 14 (1,0; MeOH).

RMN H (250 MHz, DMSO-ds) & 11,73 (s, 1H), 10,26 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,88 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 2,7 Hz, 1H), 7,50 (d, J =
2,5 Hz, 1H), 7,20 (dd, J = 8,9, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 6,70 (d, J = 9,0
Hz, 1H), 4,15 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 3,91 (s, 3H), 1,41 (s, 9H), 1,01 (s, 9H).
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RMN 13C (63 MHz, DMSO-ds) 8 170,0; 157,6; 155,6; 145,8; 143,6; 139,5; 133,3; 129,5;
129,2; 128,3; 126,0; 124,1; 119,3; 117,2; 116,8; 108,7; 100,6; 78,3; 62,7; 55,2; 34,3;
28,2; 26,6.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C29HssN4O4* [M+ H]*: 503,26528, encontrado:
503,26528.

(S)-(1-((4-(7-metdxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)amino)-4-metil-1-
oxopentan-2-il)carbamato terc-butilico (106).

Obtido a partir de N-Boc-L-Leu-OH (69,4 mg) como uma

N goma amarela em 91 % de rendimento (91,5 mg).

N
O P
MeO N

(o}
O N*ﬂ%"“m Rf 0,47 (50 % AcOEt em hex.).

106 H iBu

[a]o% — 22 (1.0; MeOH).

RMN !H (250 MHz, DMSO-de) & 11,72 (s, 1H), 10,21 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
8,02 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,86 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,59 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,50 (d, J =
2,5 Hz, 1H), 7,20 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,7, 1,5 Hz, 1H), 7,09 (d, J =
7,9 Hz, 1H), 4,24 — 4,15 (m, 1H), 3,91 (s, 3H), 1,76 — 1,47 (m, 3H), 1,40 (s, 9H), 0,93
(dd, J = 6,3, 1,0 Hz, 6H).

RMN %3C (63 MHz, DMSO-ds) 6 172,2; 157,6; 155,6; 145,7; 143,5; 139,9; 133,0; 129,5;
129,2; 128,4; 126,0; 124,1; 119,2; 117,2; 116,8; 108,7; 100,6; 78,1; 55,2; 53,7; 28,2,
24,4, 23,0; 21,6.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C29H3ssN4Os* [M+ H]*: 503,26528, encontrado:
503,26487.

(S)-(2-((4-(7-metoxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)amino)-2-0x0-1-
feniletil)carbamato terc-butilico (107).

Obtido a partir de N-Boc-L-Phg-OH (75,4 mg) como uma

/NH
O j goma amarela em 88 % de rendimento (92,0 mg).
MeO N

O

)kLerHBoc
w7 H L Rf 0,52 (40 % AcOEt em hex.).
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[a]p?° + 6 (1,0; MeOH).

RMN *H (500 MHz, DMSO-de) & 11,69 (s, 1H), 10,49 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
8,00 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,83 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 2,7 Hz, 1H), 7,55 (d, J =
7,5 Hz, 2H), 7,49 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,39 (t, = 7,5 Hz, 2H), 7,32 (t, J = 7,3 Hz, 1H),
7,20 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,5, 1,7 Hz, 1H), 5,43 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
3,90 (s, 3H), 1,41 (s, 9H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 169,4; 157,6; 155,2; 145,6; 143,5; 139,6; 138,0;
133,3; 129,5; 129,2; 128,5; 128,4; 127,9; 127,5; 126,0; 124,1; 119,1; 117,2; 116,9;
108,7; 100,6; 78,5; 55,2; 38,3, 28,2.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para CsiH3iN4Os4* [M+ H]*: 523,23398, encontrado:
523,23373.

(S)-(2-((4-(7-metoxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)amino)-1-0x0-3-

fenilpropan-2-il)carbamato terc-butilico (108).

Obtido a partir de N-Boc-L-Phe-OH (79,6 mg) como uma
NH

O = goma amarela em 60 % de rendimento (64,4 mg).
MeO N/

(o]
() W NGNS Rf 0 55 (40 % ACOEE em hex.).

108 H g

[a]p?° + 48 (1,0; MeOH).

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) (mistura de rotameros) & 11,73 (s, 1H), 10,25 (10,22)
(s, 1H), 8,20 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,84 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,60
(t, J = 2.6 Hz, 1H), 7,49 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,36 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,30 (t, J = 7,5
Hz, 2H), 7,23 — 7,19 (m, 2H), 7,17 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,15 - 7,11 (m, 1H), 4,42 — 4,38
(4,28 — 4,24) (m, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,05 (dd, J = 13,7, 4,6 Hz, 1H), 2,90 (dd, J = 13,4,
10,2 Hz, 1H), 1,34 (s, 9H).

RMN 13C (126 MHz, DMSO-de) & 171,1; 157,6; 155,5; 145,7; 143,5; 139,8; 137,9;
133,1; 129,5; 129,3; 129,2; 128,4; 128,1; 126,4; 125,9; 124,1; 119,2; 117,1; 116,8;
108,7; 100,6; 78,2; 56,7, 55,2; 37,5; 28,2.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para Cs2H3sN4O4* [M+ H]*: 537,24963, encontrado:
537,24963.
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(S)-2-((4-(7-metodxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)carbamoil)pirrolidina
carboxilato de terc-butila (109).

~\H Obtido a partir de N-Boc-L-Pro-OH (64,6 mg) como uma
A
MeO O N7 O o goma amarela em 86 % de rendimento (83,7 mg).

SLN

109 H Rf 0.48 (85 % of ACOEt in hex.).
[a]p?° - 22 (1,0; MeOH).

RMN H (250 MHz, DMSO-ds) (mistura de rotameros 35:65) & 11,80 (brs, 1H), 10,52
(brs, 0,61H), 10,49 (brs, 0,32H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,89
(d, J =8,6 Hz, 2H), 7,59 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,9,
2,5Hz, 1H), 7,12 (s, 1H), 4,40 — 4,33 (m, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,49 — 3,32 (m, 2H + H20),
2,36 — 2,13 (m, 1H), 2,00 — 1,75 (m, 3H), 1,41 (s, 3,13H), 1,31 (s, 5,86H),

RMN 13C (63 MHz, DMSO-ds) (mistura de rotameros 35:65) & 171,9 (171,4); 157,8;
153,2 (153,7); 145,4; 142,9: 140,2; 132,4 (132,3); 129,8; 129,3 (129,1); 125,8 (125,9);
124,2; 119,2 (119,1); 117,0 (116,9); 108,2; 100,8; 78,6 (78,7); 60,5 (60,1); 55,2; 46,6
(46,8); 31,1; 30,3; 28,0 (28,2); 24,0; 23,5.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2sHs3iN4Os* [M+ H]*: 487,23398, encontrado:
487,23398.

(4-((4-(7-metdxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-ihfenil)amino)-4,4-dimetil-1-
oxopentan-2-il)carbamato terc-butilico (110).

—\H Obtido a partir de N-Boc-NptGli-OH (73,3 mg) como uma
A
MeO O N O o goma amarela em 58 % de rendimento (59,9 mg).
NHBoc

1o H o Nt Rf 0,48 (50 % de AcOEt em hex.).

RMN !H (250 MHz, DMSO-de) & 11,71 (s, 1H), 10,16 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
8,01 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,85 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,58 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,48 (d, J =
2,6 Hz, 1H), 7,20 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H), 7,12 (dd, J = 2,9, 1,6 Hz, 1H), 7,05 (d, J =
8,2 Hz, 1H), 4,24 (g, J = 7,3 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 1,38 (d, J = 6,5 Hz, 11H), 0,96 (s,
9H).
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RMN 13C (63 MHz, DMSO-ds) 8 172,3; 157,6; 155,1; 145,7; 143,5; 139,9; 133,1; 129,4;
129,1; 128,3; 125,9; 124,9; 119,3; 117,1; 116,8; 108,7; 100,6; 78,2; 55,2; 53,0; 30,4,
30,3; 29,6; 28,2.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para CsoHs7N4Os4* [M+ H]*: 517,28093, encontrado:
517,28128.

Procedimento geral pararemoc¢é&o do grupo Boc (111-120)

Cloreto de acetila recém-destilado (0,5 mmol, 36 pL) foi adicionado gota a gota a um
vial com MeOH anidro (0,3 mL) em banho de gelo e a solucao foi mantida sob agitacao
por 5 min. Uma solugcdo do carbamato correspondente (103-110) (0,1 mmol) em
metanol anidro (0,5 mL) foi entdo adicionada em gota a gota. A mistura foi deixada
atingir a temperatura ambiente e mantida sob agitacdo durante 24 horas. Apds este
tempo, o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O residuo bruto foi entéo
solubilizado em metanol e o composto final precipitado apos adicdo de éter dietilico.
O precipitado foi entdo lavado novamente com eter etilico e o solvente residual

removido em alto vacuo para fornecer os hidrocloridratos correspondentes (111-120).

Hidrocloridrato de (S)-2-amino-N-(4-(7- metdxi-3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
iDfenil)propanamida (111).

Obtido a partir da marinoquinolina 103 (46,1 mg) como um

e sélido amarelo em 46 % de rendimento (18,3 mg).

11 *Af”“z PF 258-259 °C.

[a]p?° + 27 (0,1; MeOH).

RMN *H (500 MHz, MeOD) & 8,44 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,11
(d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,05 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,63 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 9,1,
2,4 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 4,24 (q, J = 7,1 Hz, 1H), 4,02 (s, 3H), 1,68 (d, J
= 7,1 Hz, 3H).

RMN 13C (126 MHz, MeOD) & 168,59; 161,2; 142,0; 141,9; 138,6; 135,6; 134,9; 131,1;
130,4; 125,5; 124,9; 120,3; 119,7; 116,1; 102,9; 99,8; 55,1, 49,7; 16,3.
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HRMS (ESI+) m/z calcd. para C21H21N4O2* [M+ H]*: 361,1659, encontrado: 361,1661.

Hidrocloridrato de (S)-2-amino-N-(4-(7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
ifenil)-3-metilbutanamida (112).

— Obtido a partir da marinoquinolina 104 (48,9 mg) como um
NH
O S Hel solido amarelo em 54 % de rendimento (23,0 mg).
MeO N O o]
» u)%"“z PF 256-258 °C.

r

[a]p?° + 50 (0,1; MeOH).

RMN 'H (500 MHz, MeOD) & 8,38 (dd, J = 9,0, 3,0 Hz, 1H), 8,17 (d, J = 2,7 Hz, 1H),
8,13 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,04 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,65 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,45 — 7,40
(m, 1H), 7,39 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 4,07 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 3,99 (s, 3H), 2,42 (dp, J =
13,5, 6,7 Hz, 1H), 1,19 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 1,15 (d, J = 7,0 Hz, 3H).

RMN 3C (126 MHz, MeOD) & 168,8; 162,4; 143,1; 143,1; 140,0; 136,8; 136,2; 131,8;
126,8; 126,2; 126,1; 121,7; 121,0; 117,4; 104,2; 101,2; 60,4; 56,5; 31,8; 19,1; 17,9.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C23H2sN4O2* [M+ H]*: 389,19720, encontrado:
389,19695.

Hidrocloridrato de (S)-2-amino-N-(4-(7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
iNfenil)-3,3-dimetilbutanamida (113).

Obtido a partir da marinoquinolina 105 (50,3 mg) como um

solido amarelo em 44 % de rendimento (19,3 mg).

(o]
s). NH,
ka PF 272 °C.

t-Bu

[a]p?° + 52 (0,1; MeOH).

RMN 'H (250 MHz, MeOD) & 8,33 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,18 — 8,10 (m, 3H), 8,03 (d, J
= 8,6 Hz, 2H), 7,60 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,38 (dd, J = 9,8, 2,4 Hz, 2H), 4,01 (s, 1H), 3,97
(s, 3H), 1,22 (s, 9H),

RMN 13C (63 MHz, MeOD) & 168,2; 162,4; 143,0; 142,9; 140,0; 136,8; 136,1; 131,8;
126,8; 126,2; 126,0; 121,8; 121,0; 117,3; 104,2; 101,1; 63,4; 56,5; 34,8; 26,8.
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HRMS (ESI+) m/z calcd. para C24H27N4O2* [M+ H]*: 403,21285, encontrado:
403,21268.

Hidrocloridrato de (S)-2-amino-N-(4-(7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
ifenil)-4-metilpentanamida (114).

Obtido a partir da marinoquinolina 106 (50,3 mg) como um

-HCI sélido amarelo em 45 % de rendimento (19,8 mg).

& M"“z PF 259-260 °C.

14 Bu

[a]p?° + 28 (0,1; MeOH).

RMN H (500 MHz, MeOD) & 8,41 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,13
(d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,05 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,64 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,45 (dd, J = 9,1,
2,4 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 4,22 (dd, J = 8,0, 6,2 Hz, 1H), 4,01 (s, 3H), 1,95
— 1,78 (m, 3H), 1,08 (dd, J = 6,4, 3,3 Hz, 6H).

RMN 13C (126 MHz, MeOD) & 169,8; 162,5; 143,2; 143,2; 140,0; 136,9; 136,3; 131,8;
126,9; 126,3; 126,2; 121,8; 121,0; 117,4; 104,2; 101,2; 56,5; 53,9; 41,7; 25,6; 23,3,
22,1.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C24H27N4O2* [M+ H]*: 403,21285, encontrado:
403,21289.

Hidrocloridrato de (S)-2-amino-N-(4-(7- metéxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
iDfenil)-2-fenilacetamida (115).

Obtida a partir da marinoquinolina 107 (52,3 mg) como um

“HCI solido amarelo em 51 % de rendimento (21,6 mg).
)‘\@f"“z PF 294 °C.

115

[a]p?° + 16 (1,0; MeOH).

RMN *H (500 MHz, MeOD) & 8,37 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,15 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,07
(d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,00 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,71 (m, 2H), 7,62 (d, J = 2,3 Hz, 1H),
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7,57 — 7,49 (m, 3H), 7,42 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 5,33 (s,
1H), 3,99 (s, 3H).

RMN %3C (126 MHz, MeOD) & 167,8; 162,4; 143,3; 143,2; 139,9; 136,8; 136,3; 134,0;
131,7; 131,3; 130,6; 129,5; 126,8; 126,3; 126,1; 121,6; 121,0; 117,4; 104,2; 101,3;
58,5; 56,5.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C2sH23sN4O2* [M+ H]*: 423,18155, encontrado:
423,18178.

Hidrocloridrato de (S)-2-amino-N-(4-(7- metéxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
i)fenil)-3-fenilpropanamida (116).

Obtida a partir da marinoquinolina 108 (53,7 mg) como um

*HCl s6lido amarelo em 48 % de rendimento (22,7 mg).

11 *‘f"“z PF 272-273 °C.

[a]p?° + 96 (0,1; MeOH).

RMN H (500 MHz, MeOD) & 8,46 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,06 —
7,99 (m, 4H), 7,63 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,50 (dd, J = 9,1, 2,4 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 2,8
Hz, 1H), 7,39 — 7,29 (m, 5H), 4,38 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 4,03 (s, 3H), 3,38 (dd, J = 13,9,
6,9 Hz, 1H), 3,24 (dd, J = 13,9, 7,8 Hz, 1H).

RMN 3C (126 MHz, MeOD) & 167,2; 161,2; 141,9; 141,6; 138,6; 135,6; 134,9; 134,0;
130,3;129,2; 128,8; 127,6; 125,6; 125,1;: 124,9; 120,3; 119,7; 116,1; 102,9; 99,8: 55,2;
55,1; 37,4.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C27H2sN4O2* [M+ H]*: 437,1972, encontrado: 437,1962.

Hidrocloridrato de (S)-N-(4-(7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
ifenil)pirrolidina-2-carboxamida (117).

Obtida a partir da marinoquinolina 109 (48,7 mg) como um
solido amarelo em 47 % de rendimento (19,9 mg).

)L‘\/\) PF 253-254 °C.
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[a]p?° -3 (0,1; MeOH).

RMN *H (500 MHz, MeOD) & 8,44 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,19 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,10
(d, J = 8,7 Hz, 2H), 8,05 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,63 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 9,1,
2,4 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 4,60 — 4,55 (m, 1H), 4,02 (s, 3H), 3,55 — 3,42 (m,
2H), 2,69 — 2,61 (M, 1H), 2,24 — 2,13 (m, 3H).

RMN 3C (126 MHz, MeOD) & 168,6; 162,6; 143,2; 140,0; 137,0; 136,3; 131,8; 126,9;
126,4; 126,2; 121,7; 121,1; 117,5; 104,3; 101,2; 62,0; 56,5; 47,6; 31,1; 25,1.

HRMS (ESI+) m/z calcd. para Ca23H2sN4O2* [M+ H]*: 387,18155, encontrado:
387,18152.

Hidrocloridrato de 2-amino-N-(4-(7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-il)fenil)-
4,4-dimetilpentanamida (118).

Obtido a partir da marinoquinolina 110 (51,7 mg) como um

s6lido amarelo em 38 % de rendimento (16,1 mg).

(o]
NH,
Hk( PF 244-245 °C.

Npt

RMN H (250 MHz, MeOD) & 8,46 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 8,14
(d, J = 8,6 Hz, 2H), 8,06 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,65 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,49 (dd, J = 9,0,
2,4 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 4,21 (dd, J = 8,8, 4,5 Hz, 1H), 4,03 (s, 3H), 1,08
(s, 9H).

RMN 3C (63 MHz, MeOD) & 168,5; 161,1; 141,9; 141,6; 138,4; 135,5; 135,1; 130,3;
125,5;125,3;124,9; 120,4, 119,6; 116,1, 102,8; 99,9; 65,5; 55,1; 51,9; 44,9; 29,7, 28,5.

Resolucédo quiral por HPLC analitico do composto 110, utilizando uma coluna Daicel
CHIRALPAK® IB como fase estacionaria e 20% de isopropanol em hexano como fase

movel (1,0 mL/min), seguido da etapa de desprotecao forneceu (-)-118 e (+)-118.
(-)-118: [a]o?®® - 3 (0,23; MeOH).

(+)-118: [a]o® + 11 (0,54; MeOH).
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Hidrocloridrato de (R)-2-amino-N-(4-(7- met6xi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-
iDfenil)-3,3-dimetilbutanamida (119).

Obtido a partir de (R)-(1-((4-(7- metdxi -3H-pirrolo[2,3-

"Hel c]quinolin-4-il)fenil)amino)-3,3-dimetil-1-oxobutan-2-
neo O ”JOL@/NHz il)carbamato de terc-butila (0,05 mmol, 25,2 mg) como um
119

#8u  ghlido amarelo em 39 % de rendimento (10,5 mg).
[a]p?° + 50 (0,1; MeOH).

RMN H (250 MHz, MeOD) & 8,33 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,19 — 8,09 (m, 3H), 8,03 (d, J
= 8,7 Hz, 2H), 7,60 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,44 — 7,32 (m, 2H), 4,01 (s, 1H), 3,97 (s, 3H),
1,22 (s, 9H).

HRMS (ESI+) m/z calcd. para C24H27N4O2* [M+ H]*: 403,21285, encontrado:
403,21147.

Hidrocloridrato de (R)-N-(4-(7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-c]quinolin-4-

ifenil)pirrolidina-2-carboxamida (120).

Obtido a partir de (R)-2-((4-(7- metoxi -3H-pirrolo[2,3-
c]quinolin-4-ihfenil)carbamoil)pirrolidina-1-carboxylato  de

terc-butila (0,05 mmol, 19,32 mg) como um soélido amarelo

em 47 % de rendimento (9,9 mg).
[a]p?° — 5 (0,1; MeOH).

RMN 1H (250 MHz, MeOD) & 8,48 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,19 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 8,12 —
8,08 (m, 4H), 8,07 — 8,01 (m, 2H), 7,62 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,52 (dd, J = 9,1, 2,5 Hz,
1H), 7,46 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 4,59 — 4,49 (m, 1H), 4,03 (s, 3H), 3,55 — 3,38 (m, 2H),
2,71 — 2,55 (m, 1H), 2,29 — 2,08 (m, 3H),

HRMS (ESI+) m/z calcd. para Ca23H23N4O2* [M+ H]*: 387,18155, encontrado:
387,18093.
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Ensaio de inibicdo SYBR green | para estagio assexuado de P. falciparum??

Os parasitos foram sincronizados através do tratamento com D-sorbitol 5% (m/v)
estéril durante 5 minutos a 37 °C para enriquecimento dos parasitos em estdgio de
anel. As culturas de parasito foram peletizadas através de centrifugacdo a 600 x g por
5 minutos. A parasitemia foi acompanhada diariamente por meio de microscopia de
esfregacos corados pelo método de pandtico rpido. O calculo da parasitemia foi feito
a partir de 1.000 células, e as culturas foram diluidas a 0,5 % de parasitemia e 2 % de
hematocrito através da adicdo de volumes apropriados de eritrocitos mantidos a um
hematdcrito de 50% em meio incompleto (meio de cultura sem Albumax II). Uma
aliquota de 180 pL de parasitos foi distribuida em placas de 96 pocos pré-preparadas
com 20 pL de solugdes de candidatos a antimalaricos 10x concentrados. Pocgos de
controle negativo correspondentes a eritrocitos ndo parasitados e a cultivos de
parasitos na auséncia de antimalaricos foram montados paralelamente. As
concentracbes de DMSO foram mantidas sempre abaixo de 0,05 %. As placas foram
incubadas por 72 horas a 37 °C em uma incubadora umidificada com 5 % de COs2.
Apos incubacédo, o meio de cultura foi removido, as células foram ressuspendidas com
100 pyL de tampéao PBS (NaCl 116 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 3 mM) e lisadas
com 100 pL de tampéo de lise (Tris-Base 20 mM, EDTA 5 mM, 0,0008 % (v/v) Triton
X-100, 0,008 % (m/v) saponina, pH 8.0) adicionado de 0,002 % (v/v) SYBR green I.
As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 min e a fluorescéncia
correspondente a densidade de parasitos foi determinada usando-se um leitor de
placas SpectraMAX Gemini EM (excitacdo a 485 nm e emissdo a 535 nm). A
concentracéo inibitéria 50 % (Clso) foi determinada por andlise de regressao ndo-linear
da curva de crescimento concentracdo-resposta resultante usando-se o programa
GraphPad Prism.

6.10. Cultivo de células de hepatocarcinoma e avaliacdo de citotoxicidade!®?
As células de hepatocarcinoma (HepG2) foram cultivadas em meio RPMI
suplementado com soro fetal bovino 10% (v/v) e penicilina/estreptomicina 0,2% (v/v).
A adicao de antibidticos ao meio foi feita visando-se eliminar potenciais interferéncias
de contaminag&o microbiana. As células foram cultivadas a 37 °C e 5 % CO2. O meio
suplementado foi trocado a cada 2 ou 3 dias. Para procedimentos experimentais, as
células foram transferidas a uma placa de 96 pocos a uma concentracdo de 10.000
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células por poco, e incubadas a 37 °C por 24 h para adesédo a placa. Procedeu-se a
adicdo de uma diluicdo seriada dos candidatos a inibidores, com a primeira fileira da
placa sendo mantida em auséncia de inibidores, correspondendo ao controle positivo
de crescimento. As concentracdbes de DMSO foram mantidas sempre abaixo
de 2%. As placas foram incubadas na presenca de diferentes concentracdes de
compostos (400 — 6.25 uM) por 72 h a 37 °C e 5% de CO2. Apos incubacéo, a placa
foi inspecionada por microscopia, para avaliagdo da maior concentracdo a ser
considerada (auséncia de precipitacdo do composto avaliado). A citotoxicidade foi
avaliada em ensaio colorimétrico baseado na atividade metabdlica celular na presenca
de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Brevemente, enzimas
mitocondriais sdo capazes de converter o corante MTT ao composto insolivel
formazan, de coloragéo roxa.36 Adicionou-se 20 uL de MTT a 5 mg/mL em cada pogo
da placa, seguido de 3 a 5 h de incubacao a 37 °C. ApGs incubacao, o sobrenadante
foi removido, e os cristais de formazan foram solubilizados em 100 yL de DMSO. A
absorbancia, proporcional a quantidade de células viaveis, foi determinada
no leitor de placas SpectraMAX Plus 384 (A = 570 nm). A concentracéo inibitoria 50%
(IC50HepG2) foi determinada por analise de regressdo néo-linear da curva de
crescimento concentracao-resposta resultante usando-se o software GraphPad
Prism. O indice de seletividade (IS) foi calculado a partir da expresséo: IS = Clso"ePG2/

C|50Pf3D7_



132

7. ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
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Mapa de contorno de HSQC do composto 113 (250 MHz, MeOD).
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Espectro de RMN de 13C do composto 114 (126 MHz, MeOD).
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