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RESUMO

Com 241 milhdes de novos casos e 650.000 mortes estimadas em 2020, a malaria
continua sendo um dos maiores desafios de saude publica em todo o mundo, com
maior incidéncia de casos (94%) na Africa Subsaariana. Dentre as espécies de
Plasmodium responsaveis pela malaria humana, P. falciparum é a mais prevalente na
Africa e a responsavel pela complicagdo mais grave da infecgdo, a malaria cerebral.
Na auséncia de uma vacina eficaz e devido a disseminagdo da resisténcia dos
plasmédios aos antimalaricos disponiveis, €& urgente a necessidade de
desenvolvimento de novas drogas eficazes contra P. falciparum. Nesse contexto, os
alcaloides representam um importante grupo de moléculas que tém sido utilizados
como ferramenta na busca de novos farmacos. Dentre as diversas classes de
alcaloides existentes na natureza destacam-se os quinolinicos e os 3-carbolinicos que
possuem diversas atividades bioldgicas, inclusive antimalarica. Com base nessas
afirmagdes, esse trabalho se propds a avaliar derivados sintéticos de 4-
aminoquinolinas e B-carbolinas quanto ao potencial antimalarico in silico e in vitro a
fim de selecionar as drogas mais promissoras para estudos in vivo contra a malaria
cerebral experimental (MCE). Os derivados -carbolinicos foram incialmente testados
contra 35 alvos moleculares de P. falciparum, selecionando 7 moléculas com provavel
interacdo com enzimas essenciais para o metabolismo do parasito, podendo causar
sua morte. As propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de absor¢céo dessas
moléculas, bem como dos derivados quinolinicos, foram analisadas por meio de
ferramentas computacionais. Os parametros de citotoxicidade foram avaliados em
fibroblastos de pulmao humano (WI26VA4) e em células de hepatocarcinoma humano
(HepG2) e a atividade antiplasmodial foi avaliada contra cepa P. falciparum cloroquina-
resistente (W2). Um provavel mecanismo de agéo foi investigado, in vitro, através da
interacdo com a ferriprotoporfirina ou inibigdo da sintese de 6xido nitrico. Finalmente,
a atividade antimalarica in vivo foi determinada pelos testes curativo e/ou supressivo
de Peters, realizado em camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA e
tratados com os candidatos a farmacos. Em geral as moléculas apresentaram boa
biodisponibilidade via oral, predita in silico, com baixa citotoxicidade e adequada
seletividade para os parasitos nos ensaios in vitro, destacando o quinolinico 3 e o -
carbolinico 10. Em relagao a atividade in vivo, o tratamento com o derivado quinolinico

3 resultou em valores importantes de inibicao da multiplicagao do parasito (IMP) no 7°



dia pos infecg¢ao (dpi) (76,9% (15mg/kg), 90,1% (30mg/kg) e 92,9% (50mg/kg)), com
alta taxas de sobrevivéncia ao periodo critico da MCE e perfil de toxicidade hepatica
e renal melhores do que a cloroquina. Este resultado pode estar relacionado a
interagdo do composto teste com a ferriprotoporfirina, identificada através de ensaio
in vitro, impedindo a formagdo de cristais de hemozoina no vacuolo digestivo do
parasito, causando sua morte. Com relacao a atividade in vivo dos alcaloides [3-
carbolinicos, o composto 10 apresentou importantes valores de IMP no 5° dpi (67,92%
(10mg/kg) e 82,07% (10mg/kg)) no esquema de tratamento curativo e supressivo,
respectivamente, com altas taxas de sobrevivéncia ao periodo critico da MCE e
auséncia de hemorragia e oclus&o vascular observados macro e microscopicamente
em tecido cerebral. Entretanto, apesar da sobrevivéncia, os animais desenvolveram
hiperparasitemia nos dias subsequentes, sugerindo que o composto possa apresentar
fraca atividade antimalarica in vivo, porém adequada atividade anti-inflamatéria para
impedir o quadro de MCE. Tal atividade, determinada in vitro através da redugao da
sintese de oxido nitrico por macréfagos peritoneais estimulados e tratados com o
composto teste, pode estar relacionada a interagdo do composto 10 como a enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) predita através de modelagem molecular. Em
conjunto, nossos resultados sugerem que as duas classes de compostos testadas
apresentam importantes caracteristicas para drogas antimalaricas, destacando o
derivado quinolinico 3 e o B-carbolinicos 10 como compostos HIT (bioativos), dado
seus baixos valores de Clso, elevados CCsp e IS, adequado perfil farmacocinético de
absorcao e predigéo in silico de boa biodisponibilidade pela via oral. Sugerimos ainda
que o derivado quinolinico 3 € um candidato a composto “early lead” (lider precoce),
por apresentar ICso em escala nM, reducéo da parasitemia com valores superiores a
90%, alta taxa de sobrevivéncia prote¢ao contra o desenvolvimento da MCE além de
seguranga hepatica e renal. Sendo assim, o processo de sintese da série de derivados
4-aminoquinolinicos e B-carbolinicos deste estudo foi promissor, produzindo HITs

antimalaricos.

Palavras chaves: malaria cerebral, quimioterapia, 4-aminoquinolinas, alcaloides (3-
carbolinicos.



ABSTRACT

With 241 million new cases and 650,000 deaths estimated in 2020, malaria remains
one of the greatest public health challenges worldwide, with the highest incidence of
cases (94%) in sub-Saharan Africa. Among the Plasmodium species responsible for
human malaria, P. falciparum is the most prevalent in Africa and responsible for the
most serious infection, cerebral malaria. In the absence of an effective vaccine and
due to the spread of Plasmodium resistance to antimalarials available, there is an
urgent need to develop new drugs that are effective against P. falciparum. In this
context, alkaloids represent an important warning group that have been used as a tool
in the search for new drugs. Among the different classes of alkaloids existing in nature,
the quinoline and B-carboline stand out, which have different biological activities,
including antimalarials. Based on this assumption, this work controlled synthetics of 4
aminoquinolines and B-carbolines for their antimalarial potential in silico and in vitro in
order to select the most promising drugs for in vivo studies against experimental
cerebral malaria (ECM). The B-carbolines were initially tested against 35 molecular
targets of P. falciparum, selecting 7 with interaction with essential enzymes for the
metabolism of the parasite, which could cause its death. The physicochemical and
pharmacokinetic properties of absorption of these symptoms, as well as the quinoline
derivatives, were symptoms using computational tools. Cytotoxicity parameters were
evaluated in human lung fibroblasts (WI26VA4) and in human hepatocarcinoma cells
(HepG2) and an antiplasmodial activity was evaluated against chloroquine-resistant P.
falciparum strain (W2). A mechanism of action was investigated, in vitro, through
interaction with ferriprotoporphyrin or following nitric oxide synthesis. Finally, in vivo
antimalarial activity was determined by Peters' curative and/or suppressive testes,
performed in C57BL/6 mice infected with P. berghei ANKA and treated with the drug
candidates. In general, the molecules showed good oral bioavailability, predicted in
silico, with low cytotoxicity and adequate selectivity for the parasites in the in vitro
assays, highlighting quinolinic 3 and B-carbolinic 10. Quinolinic derivative 3 resulted in
important parasite multiplication inhibition (IMP) values on the 7th day post infection
(dpi) (76.9% (15mg/kg), 90.1% (30mg/kg) and 92.9% (50mg/kg)), with high survival
rates to the critical period of ECM and a better liver and kidney toxicity profile than
chloroquine. This result may be related to the interaction of the test compound with

ferriprotoporphyrin, identified through an in vitro assay, preventing the formation of



hemozoin crystals in the parasite's digestive vacuole, causing its death. Regarding the
in vivo activity of B-carboline alkaloids, compound 10 showed important IMP values at
the 5th dpi (67.92% (10mg/kg) and 82.07% (10mg/kg)) in the curative treatment
scheme and suppressive, respectively, with high rates of survival to the critical period
of ECM and absence of hemorrhage and vascular occlusion observed macro and
microscopically in brain tissue. However, despite survival, the animals developed
hyperparasitemia in the subsequent days, suggesting that the compound may have
weak antimalarial activity in vivo, but adequate anti-inflammatory activity to prevent
ECM. Such activity, determined in vitro through the reduction of nitric oxide synthesis
by peritoneal macrophages stimulated and treated with the test compound, may be
related to the interaction of compound 10 with the inducible nitric oxide synthase
enzyme (iNOS) predicted through molecular modeling. Together, our results suggest
that the two classes of compounds tested have important characteristics for
antimalarial drugs, highlighting the quinolinic derivative 3 and the B-carbolinic 10 as
HIT (bioactive) compounds, given their low ICso values, high CCso and IS, adequate
pharmacokinetic absorption profile and in silico prediction of good oral bioavailability.
We also suggest that the quinolinic derivative 3 is a candidate for an early lead
compound, as it presents ICso in nM scale, reduction of parasitemia with values above
90%, high survival rate, protection against the development of ECM, in addition to Liver
and kidney safety. Therefore, the process of synthesizing the series of 4-
aminoquinoline and B-carboline derivatives in this study was promising, producing

antimalarial HITs.

Key words: cerebral malaria, chemotherapy, 4-aminoquinolines, 3-carboline alkaloids.
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1. INTRODUGAO

1.1- A Malaria no Brasil e no Mundo

A malaria constitui um dos maiores problemas de saude publica, sendo
endémica nas regides tropicais e subtropicais do globo, onde se distribui de
forma heterogénea (Figura 1) (WHO, 2020). Essa protozoose é considerada uma
das mais agressivas, devido aos seus altos indices de morbimortalidade e ao
grande impacto econémico que causa onde ocorre (WHITE et al.,, 2014).
Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), em 2020, a doenga afligiu
cerca de 241 milhées de pessoas, causando aproximadamente 627 mil mortes
em todo o mundo (WHO, 2021).

Malaria incidence, 2018

Figura 1: Mapa da taxa de incidéncia de casos de malaria (casos por 1000 habitantes em
risco) por pais, 2018.
(Fonte: WHO, 2019).

Transmitida pela fémea do mosquito Anopheles infectado, a malaria é
causada pelo protozoario do género Plasmodium. Cinco espécies tém sido
descritas como agentes causadores da infeccao natural em seres humanos:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium
ovalae e Plasmodium knowlesi. Contudo, as duas espécies infectantes mais

relevantes do ponto de vista clinico sdo Plasmodium falciparum e Plasmodium
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vivax, sendo P. falciparum a espécie mais virulenta e, portanto, responsavel pela
maioria das mortes por malaria no mundo (WHO, 2020).

P. knowlesi, anteriormente restrito a infec¢gdo de primatas ndo humanos
(PNH), foi classificado como o quinto parasito da malaria humana apds
reconhecimento de seu pontecial zoondtico no Sudeste Asiatico (SINGH et al.,
2004; ANTINORI et al., 2013; YUSOF et al., 2014). Outras duas espécies de
plasmaédios simios tém sido alvo de estudos devido a sua capacidade de infectar
humanos: Plasmodium simium, na América do Sul e Plasmodium cynomolgi, no
Sudeste Asiatico (TA et al., 2014; BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al.,
2018; IMWONG et al., 2019). A infecgdo humana por P. cynomolgi foi relatada
apods uma transmissao acidental em um laboratério nos Estados Unidos em 1956
e, posteriormente, por ensaios experimentais (CHEONG; COOMBS, 1970;
COATNEY et al.,, 1971). Uma unica infeccdo por P. cynomolgi adquirida
naturalmente por ser humano foi descrita na Peninsula da Malasia em 2014 a
qual foi confirmada por meio de caracterizagdo molecular (TA et al., 2014). Da
mesma maneira, apesar da suceptibilidade de humanos ao P. simium, até o
momento, haviam sido descritas apenas infecgdes acidentais, entretanto,
passou a ser sugerido que casos autoctones de malaria humana na Mata
Atlantica pudessem estar associadas a P. simium, que é morfoldgica,
imunolégica e geneticamente indistinguivel de P. vivax (FONSECA, 1951,
DEANE et al., 1966; COLLINS et al., 1969; COATNEY et al., 1971; GOLDMAN
et al., 1993). Recentemente, um estudo realizado por BRASIL e colaboradores
(2017), confimou a ocorréncia de infec¢gdes humanas naturais por P. simium na
regiao da Mata Atlantica Brasileira, e levantou a possibilidade de que esse
parasito, erroneamente diagnosticado como P. vivax devido a auséncia de
técnicas de tipagem molecular, sempre infectou seres humanos nessa regido ou
que tenha adquirido esse potencial zoonético recentemente.

Em 2019 quase metade da populagdo mundial estava sob risco de contrair
malaria, sendo a maior concentracao de risco na Africa Subsaariana, onde P
falciparum é a espécie mais prevalente (WHO, 2020). Alguns grupos
populacionais possuem risco consideravelmente maior de desenvolver a forma
grave da doenga, entre eles criangas menores de cinco anos e mulheres
gravidas. Dados recentes mostraram que em 2020 a regido africana abrigou

cerca de 94% de todos os casos e mortes por malaria sendo que criangas
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menores de 5 anos representaram 67% de todas as mortes registradas no
mundo (WHO, 2021).

Enquanto P. falciparum predomina no continente africano, P. vivax é a
espécie mais prevalente nas outras areas onde a doenga € endémica, como por
exemplo, sul e sudeste da Asia, Pacifico Ocidental, leste do Mediterraneo,
América Central e América do Sul (BASSAT; ALONSO, 2011). P. vivax nao
causa exacerbada mortalidade; porém, elevada morbidade. Entretanto, a
ocorréncia de casos graves e de obitos tém sido associadas a essa espécie em
distintas regiées do mundo, incluindo na regido endémica brasileira (FARRAR et
al., 2014; GREENWOOD et al., 2008).

No Brasil, a malaria é causada por trés espécies de Plasmodium: P.
falciparum, P. vivax e P. malariae. A transmisséo de Plasmodium vivax é a mais
predominante no pais, alcangando cerca de 89% dos casos registrados
enquanto P. falciparum e infec¢des mistas somam 11% das taxas de incidéncia
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; BRASIL, 2020).

Em 2020, foram registrados 145.205 casos da doencga no Brasil, sendo
que 99.9% dessas ocorréncias se deram na regiao da Amazénia Legal Brasileira,
formada pelos estados do Amazonas, Para, Acre, Rondénia, Amapa, Roraima,
Tocantins, Mato Grosso e Maranh&o (Figura 2; BRASIL, 2022). Registros fora da
regido Amazoénica sdo, geralmente, casos importados ou autdctones, sendo que
a ocorréncia desse ultimo vem diminuindo ao longo dos ultimos trés anos
(BRASIL, 2019; BRASIL, 2020; BRASIL 2021).

1.000 km
i

Figura 2: Mapa da distribuigdo da malaria no Brasil em 2021.
(Fonte: BRASIL, 2022).
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Apesar do progresso obtido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
no combate a malaria até finais da década de 70, ela atualmente é ainda um dos
mais sérios problemas mundiais de saude publica (FRANCA et al., 2008). Diante
da necessidade de acelerar os processos na redugdo da doenca a OMS
desenvolveu a estratégia técnica mundial (Global Technical Strategy — GTS)
para o Paludismo 2016-2030, que estabelece metas mundiais ambiciosas, mas
exequiveis para 2030. S&o elas: (1) reduzir a incidéncia de casos e as taxas de
mortalidade por paludismo, a nivel mundial, em pelo menos 90% até 2030; (2)
eliminar a doenga em pelo menos 35 paises até 2030; e (3) evitar o
reestabelecimento da infecgdo, em paises que tiverem o paludismo erradicado
(WHO, 2015a). Essas estratégias foram ameacadas pela pandemia do Covid-19
em virtude das interrupgcdes nos programas de tratamento da malaria durante a
pandemia e com isso, segundo a OMS, o numero de mortes por malaria pode

exceder o himero de 6bitos da Covid-19 na Africa subsaariana (WHO, 2020).

1.2- Ciclo de vida do Plasmaodio

Os parasitos causadores de malaria pertencem ao género Plasmodium,
familia Plasmodiidae e filo Apicomplexa, cujos representantes sdo parasitos
intracelulares obrigatérios (ASHLEY et al., 2018). Seu ciclo de vida é
heteroxénico com um invertebrado, onde ocorre a reprodugdo sexuada do
parasito sendo considerado, portanto, o hospedeiro definitivo; e outro vertebrado
(homem) onde a reprodugcdo € assexuada, sendo este o hospedeiro
intermediario. De maneira geral, este ciclo pode ser dividido em trés fases
(Figura 3): (a) a fase sexuada também chamada de ciclo esporogénico e duas
fases assexuadas: (b) o ciclo exoeritrocitico, no figado; e (c) o ciclo eritrocitico,
onde o parasito se desenvolve no interior dos eritrécitos (MUELLER et al., 2009).

No mosquito, a infecgdo ocorre durante o repasto sanguineo através da
ingestdo de gametécitos, presentes no sangue de um individuo infectado. De
forma resumida, esses gametdcitos sofrem gametogénese no interior do
estdbmago do inseto, onde ocorre a fecundagao. Apds a formacgao do zigoto, o
mesmo sofre maturagdo, alonga-se e adquire motilidade, passando a ser
chamado de oocineto. Ele atravessa a membrana epitelial do 6rgao onde
encista-se e passa a ser chamado de oocisto. Nesse momento ocorre a

esporogonia, processo de divisao celular que leva a formagao dos esporozoitos
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que serao liberados no momento da ruptura do oocisto. Ao serem liberados eles
serao distribuidos pelo corpo do inseto através da hemolinfa até atingirem as
glandulas salivares, quando serao injetados na derme do hospedeiro vertebrado
durante novo repasto sanguineo (ASHLEY et al., 2018).

Nesse momento inicia-se o ciclo assexuado, quando cerca de 15 a 200
esporozoitos sado inoculados sob a derme do homem, os quais podem ser
drenados até os linfonodos para serem degradados, ou podem atingir a corrente
sanguinea dando sequéncia a infeccao (GUEIRARD et al., 2010; AMINO et al.,
2006). No sistema circulatorio, apds cerca de 60 minutos, inicia-se o ciclo
exoeritrocitico com a invasao dos hepatocitos pelos esporozoitos, cujo processo
é depende da interagdo entre o parasito e a célula hospedeira (COPPI et al.,
2007).
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Figura 3: Ciclo biolégico de espécies de parasitos do género Plasmodium no hospedeiro
vertebrado e invertebrado. Representacdo dos estagios pré-eritrocitico e eritrocitico dos
parasitos.

Fonte: Adaptado de MUELLER et al. (2009).
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O reconhecimento dos hepatdcitos pelos esporozoitos envolve a
participacao de duas proteinas de superficie: a proteina adesiva relacionada a
trombospondina (TRAP) e a proteina circunsporozoita (CSP) que medeiam sua
locomogdo. Além disso, a CSP ao interagir com os proteoglicanos dos
hepatécitos determina o rapido sequestro do parasito pela célula hospedeira
(SULTAN et al., 2007; LINDNER; MILLER; KAPP, 2012).

O processo invasivo ocorre com a agao das roptrias, proteinas analogas
aos granulos lisossomais das células de mamiferos, que promovem sua
penetracado na célula hospedeira (JAYABALASINGHAM, et al., 2010). Esse se
da com a projecao do plasmddio para o interior do hepatdcito formando uma
invaginagdo da membrana plasmatica que, posteriormente, € remodelada por
proteinas do parasito dando origem ao vacuolo parasitéforo (VP). O parasito se
reproduz por esquizogonia dentro do VP, que o protege da degradacao
lisossomal, dando origem a esquizontes teciduais e posteriormente milhares de
merozoitos que se desenvolvem no interior de vesiculas chamadas merossomas
(Figura 4) (BANO et al.,, 2007; BELACHEW, 2018). Com a liberagao dos
merossomas na corrente sanguinea (Figura 5) e o posterior rompimento de sua
membrana, os merozoitos irdo infectar hemacias dando inicio ao ciclo

eritrocitico, responsavel pela patologia da malaria (MILLER et al., 2013).

Figura 4: Transito de esporozoito no hepatécito, formagéo de
vacuolo parasitéforo e desenvolvimento do esquizonte.
Fonte: PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA (2006).
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Figura 5: Formacdo e liberacdo de merossomas,
contendo merozoitos, na corrente sanguinea.
Fonte: PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA (2006).

Nas infecgbes por P. vivax e P. ovale alguns esporozoitos podem n&o se
desenvolver produzindo formas latentes, os chamados hipnozoitos, que
permanecem dormentes nos hepatdcitos com diferentes periodos de
quiescéncia variando de 15 dias (zonas tropicais) a 20 meses (zonas
temperadas) podendo se estender por anos (KROTOSKI, 1985; ASHLEY et al.,
2018).

Na circulagdo sanguinea existem hemacias jovens (reticuldcitos) e
maduras e as diferentes espécies dos plasmoédios mostram distintas
preferéncias pelo tipo de eritrécito a ser invadido. P. vivax invade somente
reticulécitos utilizando a interagdo com o grupo sanguineo Duffy, enquanto P.
falciparum e P. malariae sdo capazes de invadir todos os tipos de eritrécitos. P.
ovale também é restrito a reticuldcitos enquanto P. knowlesi, apesar de possuir
preferéncia por hemacias jovens, é capaz de se adaptar e invadir, também,
eritrocitos maduros (IYER et al., 2007; MOON et al., 2013).

A proteina 1 de superficie de merozoito (MSP-1) desempenha o papel
principal na adesao dos merozoitos aos eritrocitos, seguido de sua reorientacao,
mediada pelo antigeno 1 de membrana apical do merozoito (AMA-1), que resulta
na justaposicdo da sua extremidade apical com a membrana do eritrocito
(COWMAN; CRABB, 2006; BELACHEW, 2018). Uma forte jungdo entre o
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parasito e a membrana do eritrocito € formada, promovendo a liberagdo de
organelas apicais (granulos densos, micronemas e roptria) (Figura 6), facilitando
a invasao dessas células. Nesse momento, o parasito sofre processo de
invaginacéo para o interior da hemacia, sendo circundado por um anel que é
formado pela jungéo apical e que dara origem ao VP (CHITNIS, 2001; DE NIZ et

al., 2017). Essas etapas estdo demonstradas na figura 7.
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Figura 6: Representagéo esquemética de estruturas e organelas
do merozoito de Plasmodium.
Fonte: THAM; BEESON; RAYNER (2016).

Uma vez interiorizados, os parasitos iniciam novo ciclo de reproducao
assexuada com formagdo de trofozoitos jovens, trofozoitos maduros e
posteriormente esquizontes multinucleados, os quais originardo merozoitos
sanguineos que romperao a membrana celular e poder&o dar inicio a um novo
ciclo de invasao eritrocitica. Esse ciclo sanguineo se repete sucessivas vezes, a
cada 48 horas, nas infecgdes, por P. falciparum, P. vivax e P. ovale, e a cada 72
horas, nas infec¢des por P. malariae (ASHLEY et al., 2018) . Apds diversos ciclos
de replicagdo, os merozoitos eritrociticos podem desenvolver formas sexuadas,
chamados gametdcitos, que serdo ingeridas pela fémea do mosquito vetor
durante repasto sanguineo (BRUCE-CHWATT, 1985; PHIMPRAPHI et al.,
2008). Ao picarem outro hospedeiro, os mosquitos poder&do, entdo, dar

prosseguimento a disseminacéo da doenca.
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Figura 7: Representagéo esquematica do processo de invasao do merozoito em eritrdcitos.
Fonte: Adaptado de DE NIZ et al. (2017)

1.3- Aspectos Clinicos

Ao serem injetados no hospedeiro vertebrado, os plasmaddios enfrentam
seu primeiro obstaculo: a pele, uma barreira fisica que atua como primeira linha
de defesa. Porém a permanéncia dos esporozoitos nesse tecido é transitoria e
ndo causa patologia, assim como a fase hepatica que é clinicamente silenciosa
(SCHOFIELD; GRAU, 2005; YAM; PREISER, 2017).

A fase sintomatica corresponde ao periodo de desenvolvimento
intraeritrocitico do ciclo assexuado do parasito, compreendido entre 10 a 15 dias
apos a picada do mosquito infectado (SCHUMANN 2007; MBENGUE; YAN;
BRAUN-BRETON, 2012). Os sintomas envolvem a classica triade: febre, calafrio
e dor de cabeca. Outros sintomas como mal-estar, dor muscular, sudorese,
nausea e tontura podem preceder ou acompanhar a triade sintomatica. Esses
primeiros sinais e sintomas da malaria sao inespecificos e semelhantes aos de
uma doenga viral sistémica, o que geralmente esta associado a um diagndstico
mal elaborado (GREENWOOD et al., 1987; WEINBERG; MOON 2009).

As manifestag¢des clinicas, especificas da malaria, ocorrem no momento
do rompimento das hemacias, quando substancias téxicas ao hospedeiro, como
a GPI (glicosilfosfatidilinositol) e hemozoina (pigmento malarico), sao liberadas

na corrente sanguinea. Essas substancias induzem uma resposta imunolégica
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através da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina-1 e 6 (IL-1 e IL-6) por macréfagos, ocasionando o
aparecimento de febre alta e calafrios, um processo conhecido como acesso
malarico (CLARK; SCHOFIELD, 2000). Como os parasitos se multiplicam
sincronicamente esse ciclo febril se manifesta a cada 48h ou 72h, dependendo
da espécie de plasmaodio. No primeiro caso, quando causada por P. vivax ou P.
ovale é chamada febre tercd benigna e quando causada por P. falciparum é
chamada febre ter¢d maligna, devido a maior possibilidade de causar
complicagbes que predispdem o oObito. O termo febre quartd corresponde as
infec¢cdes causadas por P. malariae (ALVES et al., 2007). Entretanto, se houver
assincronismo na maturagdo dos plasmédios o paroxismo febril pode estar
ausente, fato importante a ser considerado quando se realiza o diagnéstico
precoce da doenga (MOHAPATRA et al., 2002).

As respostas imunes inatas, que sdo iniciadas em resposta a infecgéo por
malaria, desempenham papéis importantes tanto no desenvolvimento da
imunidade protetora quanto na patogénese (ANGULO; FRESNO, 2002;
SCHOFIELD; GRAU, 2005; CLARK et al., 2008; DEROOST et al., 2015; DUNST;
KAMENA; MATUSCHEWSKI, 2017). Respostas pro-inflamatérias precoces
direcionam para um perfil de resposta de células Th1, estimulando células
efetoras a controlarem a infecgéo efetivamente. Porém, a medida que a infecgéo
progride, as respostas pro-inflamatérias s&o contra reguladas com aumento
paralelo das respostas antiinflamatérias, direcionando para uma resposta de
células Th2 (PERRY et al.,, 2005). Geralmente isso leva ao equilibrio de
respostas pro/antiinflamatéria, entretanto, dependendo da dindmica de interacao
parasito-hospedeiro as respostas proé-inflamatérias podem ser reguladas em
excesso a favor do parasito resultando, assim, no desenvolvimento do quadro
grave da doencga.

A doencga causada por P. ovale, P. malariae e P. vivax, normalmente é
mais branda, porém essa ultima espécie, esta sendo, cada vez mais, associada
a casos de malaria grave nos ultimos anos (ANSTEY et al., 2009; KOCHAR et
al., 2005; GENTON et al., 2008; BAIRD, 2013; NAING et al., 2014). Entretanto,
o desenvolvimento da malaria grave é comumente decorrente de infec¢des por
P. falciparum e pode ser definida com base em diversos quadros clinicos, dentre

eles a malaria cerebral, a qual se manifesta com comprometimento neurolégico,
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convulsdes e coma podendo levar ao 6bito (DUNST et al., 2017; WASSMER,;
GRAU, 2017).

A malaria cerebral ocorre com uma frequéncia variavel, atingindo entre
0,01% a 16% dos pacientes infectados e € a principal causa de 6bito, com uma
letalidade de 10% a 50%, mesmo com o tratamento adequado (BREMAN, 2001;
BRAGA et al., 2004; ALVES et al., 2007). Dos pacientes que sobrevivem a este
quadro, cerca de 10% sofrem lesbes cerebrais significativas desenvolvendo
graves déficits neurolégicos, principalmente em criancas (BREWSTER et al.,
1990; NEWTON; KRISHNA, 1998). Embora alguns déficits graves, como
cegueira, ataxia e hipotonia central melhorem com o tempo, 25% dos individos
acometidos tém deficiéncias de longo prazo, especialmente cognig¢édo, fungao
motora ou comprometimento do comportamento e epilepsia (CARTER et al.,
2005; NGOUNGOU; PREUX, 2008; JOHN et al., 2014). Assim, além de causar
milhares de mortes, a malaria cerebral também é considerada uma das principais
causas de neurodeficiéncia em criangas africanas, sendo que os principais
fatores de risco para seu desenvolvimento incluem convulsées repetidas, coma
profundo e prolongado, hipertensdo intracraniana e hipoglicemia (IDRO et al.,
2010).

1.4- Imunopatogénese da Malaria Cerebral

A fisiopatologia da MC (malaria cerebral) € complexa e envolve dois
conceitos centrais: a hipétese da oclusdo vascular, e a hipétese da inflamacgao
(STORM; CRAIG, 2014). A primeira envolve mecanismos de sequestro de
eritrocitos infectados que se ligam ao endotélio vascular e induzem a ativagéo
das células endoteliais, processo conhecido como citoaderéncia, que provoca a
obstrucao do fluxo sanguineo e, consequente hipdxia cerebral (BERENDT et al.,
1994). A segunda hipétese sugere que a MC é resultado de uma resposta imune
exacerbada, na qual citocinas do tipo Th1, especialmente TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa) e IFN-y (interferon gama), apresentam papel central no
processo (CLARK; ROCKETT, 1994; WHO, 2014; WASSMER; GRAU, 2017;
SIERRO; GRAU, 2019). Porém, nenhum desses mecanismos por si so explica
totalmente a patogénese da MC. As duas hipoteses sdo mutuamente

dependentes, ou seja, interagdes dinamicas ocorrem entre esses mecanismos,
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explicando a complexidade desta infeccdo potencialmente fatal (STORM;
CRAIG, 2014; BRUNEEL, 2019).

A citoaderéncia refere-se a um conjunto de mecanismos no qual os
eritrécitos infectados (El) por formas maduras de P. falciparum se ligam a
receptores expressos na superficie de diferentes células do hospedeiro. Dentre
esses mecanismos destacam-se (Figura 8): sequestro de El, que corresponde a
retirada das formas maduras do parasito da circulagédo periférica para a
microvasculatura, onde aderem as células endoteliais (UDEINYA et al., 1981) a
formacdo de rosetas, que € a adesdo de eritrécitos infectados a outros ndo
infectados (UDOMSANGPETCH et al., 1989; HANDUNETTI et al., 1992); e a
autoaglutinagao, que corresponde a adesao entre El, podendo esta ser mediada
por plaquetas (PAIN et al., 2001).
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Figura 8: Adesao de eritrécitos infectados por P. falciparum a células
humanas.
Fonte: adaptado de ROWE et al., 2009.
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A citoaderéncia esta relacionada a gravidade da doencga e por isso, 0s
fatores que medeiam a ades&o tém sido o foco de numerosos estudos (FRANKE-
FAYARD et al., 2010). Estes estudos resultaram na identificagéo de proteinas do
parasito (ligantes) e do endotélio do hospedeiro (receptores) que estédo
diretamente envolvidas no processo (SHARMA, 1991; BARUCH, 1999;
SHERMAN et al., 2003; KRAEMER; SMITH, 2006; GAMAIN et al., 2007).

A infeccdo do eritrocito por P. falciparum acarreta em modificagcbes
morfologicas e estruturais da membrana eritrocitica, com o aparecimento de
projecdes, semelhantes a protuberancias, denominadas knobs. Os knobs sao
constituidos por diversos polipeptideos, tais como a PfEMP-1 (Proteina de
Membrana 1 Do Eritrécito Infectado por P. falciparum), e sdo os locais pelos
quais os eritrocitos infectados por P. falciparum aderem as superficies
endoteliais (SHARMA, 1991). Essa proteina € capaz de mediar uma ampla gama
de interagbes adesivas a diversos receptores endoteliais, incluindo o CD36
(Cluster of Differentiation 36) que é expresso em diversos tecidos, inclusive na
superficie de linfocitos, mondcitos, macréfagos e no endotélio vascular, sendo
particularmente abundante no endotélio dos vasos sanguineos cerebrais; ICAM-
1 (Intercelular Adhesion Molecule 1) e VCAM-1 (Vascular Adhesion Molecule 1)
presentes principalmente nos microvasos cerebrais e outros 6rgaos vitais; e a
CSA (Chondroitin Sulfate A) expressa, em sua maioria, no tecido placentario
(OCKENHOUSE et al., 1989; BERENDT et al., 1989; ROBERT et al., 1995;
ROGERSON et a., 1995). Esses eventos de ligagdo permitem que os parasitos
sequestrem em 6érgdos como o cérebro, que embora seja vantajoso para a
sobrevivéncia do plasmodio contribui para a obstrugdo microvascular e hipdxia
que pode levar a MC

Além disso, acredita-se que a citoaderéncia pode promover aumento da
taxa de reinvasao de eritrécitos, elevando a densidade populacional. Nesse
contexto, a formacdo de rosetas propiciaria um maior contato entre os
merozoitos liberados pelos esquizontes e os eritrécitos nao infectados,
aumentando a eficiéncia da reinvasdo (HANDUNNETTI et al., 1989).

A citoaderéncia e o acumulo de parasitos amplificam as respostas imunes
in situ, promovendo a infiltracdo de células imunes, dano endotelial, disfungéo e
falha de 6rgédos (PHILLIPS et al., 2017; ASHLEY et al., 2018; GOWDA; WU,

2018). A medida que os parasitos sequestrados amadurecem, eles produzem
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uma variedade de moléculas bioativas que regulam positivamente ou
negativamente os processos patogénicos no sistema imunoldgico inato. As
respostas imunes as infecgdes s&o iniciadas principalmente pela interagéo de
PAMPs (Padrbes moleculares associados a patégenos) com receptores
expressos por células hospedeiras. A hemozoina e o GPI
(Glicosilfosfatidilinositol) de P. falciparum sao classificados como PAMPs e
induzem a expressédo de muitos genes envolvidos na patogénese da malaria.
Sao exemplos: genes que codificam citocinas proé-inflamatérias como fator de
necrose tumoral (TNF), interleucinas-1 e 2 (IL-1 e IL2), 6xido nitrico sintase e
varias moléculas de adesdo que sdo expressas na superficie do endotélio
vascular e sao reconhecidas por P. falciparum (HOWES et al., 2016; PHILLIPS
et al., 2017). O resultado € um acumulo de células imunes na microvasculatura
e uma resposta inflamatéria sisttmica com secregdo de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo TNFa, IFNy e linfotoxina. Essas citocinas, mais
notavelmente o TNFa, geram um circulo vicioso de ativagdo de macréfagos,
aumento do sequestro e produgéo regulada de espécies reativas de oxigénio,
incluindo 6xido nitrico (NO) na circulagdo geral e in situ. Células T CD8+
especificas do parasito sdo importantes na secre¢do de granzimas e perforinas,
0s quais sao mediadores que contribuem para ocorréncia de danos locais
citotoxicos ao endotélio da barreira hematoencefalica (BHE), induzindo edema
citotoxico que deve contribuir para o edema cerebral (WHO, 2014; WASSMER;
GRAU, 2017; SIERRO; GRAU, 2019).

1.4.1. Modelo murino de malaria cerebral

O estudo da MC em humanos é limitado a observagdes post-mortem e,
por esse motivo, uma das opgdes mais utilizadas para estudar os fenébmenos
histolégicos e os mecanismos imunopatogénicos da malaria cerebral é através
do uso de modelos animais. Nesse contexto, o camundongo € o modelo animal
mais utilizado, pois mimetiza, embora ndo em sua totalidade, as caracteristicas
da doenga humana (LOU et al., 2001). O modelo mais utilizado é aquele que
emprega camundongos infectados por diferentes espécies de Plasmodium
murinos adaptados (Tabela 1), que acaba permitindo um melhor estudo e

elucidagao de aspectos e caracteristicas patogénicas da doencga. Entretanto, o
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modelo murino apresenta algumas diferengas em relacao a doenga em humanos
(Tabela 2), como por exemplo o tipo predominante de célula sequestrada na
microcirculagao que no caso dos camundongos sao os leucdcitos, enquanto no
homem s&o os eritrocitos (ADAMS et al., 2000; QUEIROZ et al, 2008; TORRE et
al., 2018).

Tabela 1: Infeccdo por Plasmodium em diferentes linhagens de camundongos e seu uso
experimental.

Linhagem do
Parasito Cepa 8 Letalidade Uso Experimental
Camundongo
P. chabaudi CBA Mecanismo imune
chabaudi C578Bl/6 . Sinais clinicos associados a malaria e
Nao letal . ~
BALB/c mecanismos de adesao celular
AS R
129sv Patogénese
A/l Letal Quimioterapia
DBA/2 Resisténcia e Susceptibilidade
Mecanismo imune
P. berghei C57Bl/6 Patogénese
BALB/c Maldria Cerebral Experimental (MCE)
ANKA Letal ] .
CBA Mecanismos de adesao celular
C57Bl/6 Controle para MCE e patogénese
BALB/c
NK65 / Letal
CBA
DBA
P. yoelii C57BIl/6 Mecanismo imune
BALB/c Patogénese
CBA Mecanismos de adesao celular
17XL Letal L. .
DBA Malaria Cerebral Experimental (MCE)
Swiss
C57Bl/6 Vacina
BALB/c Patogénese
YM / Letal . & . .
CBA Hipoglicemia
DBA
C57Bl/6
BALB/c Resposta imune
17XNL CBA Ndo Letal Vacinagdo
DBA
P. vinckei BALB/c Letal Sinais clinicos e sequestro
vinckei Patogénese

Tabela adaptada de QUEIROZ et al., 2008.



Tabela 2: Comparagéo de caracteristicas da malaria cerebral humana vs. malaria cerebral
experimental no modelo de infecgdo de camundongo por Plasmodium berghei.
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Parametros MC Humana MC Experimental
Fisicos e comportamentais
Convulsao, paralisia, + +
Febre + -
Hipotermia - +
Histopatologia cérebro
Mudancgas nos astrdcitos e micrdglia + +
Sequestro de eritrécitos parasitados + +
Sequestro de leucdcitos + +
Sequestro de plaquetas +* +
Protusdes tipo Knob nos eritrdcitos + -
Hemorragia parenquimatosa + +
Dano neuronal + +
Edema + +
Imunoldgicos
Expressao citocinas pré-inflamatdrias + +
Alta expressao de MHC classe | e I + +

Aumento de moléculas de adesdo
celular

ICAM-1, VCAM-1, TSP,
E-selectina, acido
hialurénico, CSA

ICAM-1, VCAM-1

Bioquimicas

Aumento de lactato

Aumento de metabdlitos da via da
quinurenina

*Presente em criangas com MC da Africa Subsaariana, mas ndo reportado em adultos

Fonte: TORRE et al., 2018.

A maioria dos estudos de malaria cerebral provém do modelo de infecgéo

por Plasmodium berghei ANKA (PbA), que apresenta uma divisao segura entre

as linhagens de camundongos resistentes e susceptiveis. Camundongos

C57BIl/6 sdao uma linhagem susceptivel ao desenvolvimento da MC, e nesse

modelo, a MC se apresenta como

uma sindrome neuroldgica, que se
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desenvolve de 6 a 12 dias apds a infecgéo (dpi), com mortalidade de cerca de
90%. No momento da morte a parasitemia dos animais é relativamente baixa e
as manifestagdes neurolégicas incluem piloeregdo, postura arqueada,
desequilibrio, paralisia dos membros, convulsdes e coma além de alteragdes
cerebrais microscépicas, como ativagdo de células endoteliais e micrdoglia,
identificadas em portadores desta manifestacao clinica (MEDANA; HUNT,;
CHAN-LING, 1997). Os 10% dos animais que sobrevivem a malaria cerebral
experimental (MCE), morrem em torno do 20° dpi, em raz&o de anemia resultante
da hiperparasitemia e outros fatores, porém, sem sinais neurolégicos (FRANKE-
FAYARD et al., 2010). Em contrapartida, as linhagens resistentes exibem uma
resposta diferencial ao parasito, ndo desenvolvem MC e morrem,
aproximadamente, 20 dias ap6s a infecgdo devido a anemia grave e
hiperparasitemia (KOSSODO; GRAU, 1993).

Outro modelo de estudo para a MC é aquele induzido por P.yoelii 17XL.
A infeccao por esse parasito apresenta um processo inflamatério menos intenso
que o PbA e sequestro de eritrécitos parasitados na microcirculagdo (SHEAR et
al., 1998; SARFO et al., 2005). Ja infec¢ao por P. chabaudi chabaudi pode cursar
de maneira letal ou ndo, dependendo da genética do hospedeiro (FOOTE et al.,
1997). Apesar de ndo haver envolvimento cerebral nesse modelo de infeccao,
em animais deficientes para o gene da IL-10 ocorre compromentimento cerebral,
com a presenca de edema e hemorragias, o que fortalece o papel da resposta
pro-inflamatéria como um importante fator na patogénese de complicagdes
cerebrais (SANNI et al., 2004).

1.5- Tratamento

Em regides endémicas, muitos pacientes s&o presumivelmente tratados
para malaria com base apenas no sintoma febril. Porém, essa pratica incentiva
0 uso excessivo e indiscriminado de medicamentos antimalaricos e,
consequentemente, o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos. Como
parte dos esforgos para erradicagdo da doenga, além do controle de vetores,
diretrizes para tratamento da malaria de 2015 recomendam que todos os casos
suspeitos sejam confirmados com um teste de diagndstico antes do inicio da
terapia medicamentosa, a menos que as capacidades de diagndstico

parasitologico néo estejam disponiveis (WHO, 2015a).
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O diagndstico rapido e preciso permite o direcionamento para o
tratamento adequado, visto que a terapia medicamentosa da malaria & espécie-
especifica (WHO 2015b). Seus principais objetivos s&o: (1) reduzir a morbidade
e a mortalidade; (2) garantir a cura da infecgdo prevenindo a progresséo da
doenca nao complicada para forma grave; (3) reduzir a transmissdo da doenga
e (4) evitar o surgimento e a disseminagcdo da resisténcia aos antimalaricos
(WHO 2015b).

Os medicamentos com eficacia na terapéutica antimalarica atuam em
pontos especificos do ciclo evolutivo do parasito, por isso, diferentes tipos de
agentes antimalaricos sao classificados com base em sua estrutura quimica e
pelo seu alvo no ciclo biolégico do parasito. De acordo com a atividade
antiplasmodial, os agentes antimalaricos foram divididos em quatro classes:
gametocidas, esquizonticidas sanguineos, esquizonticidas teciduais e
esporontocidas. (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Os gametocidas (primaquina e derivados de artemisinina) inibem a
transmissado da doenga, impedindo o desenvolvimento de formas sexuadas dos
parasitos (gametécitos) na fase sanguinea do ciclo de vida do plasmdédio.
Enquanto os esquizonticidas teciduais (primaquina e tafenoquina) previnem as
chamadas recaidas tardias causadas por hipnozoitos de P. ovale e P. vivax
(WELLS et al., 2010) os esquizonticidas sanguineos, dentre eles, cloroquina,
mefloquina, amodiaquina, lumefantrina e derivados de artemisinina, atuam nos
parasitos assexuados circulantes (OLLIARO, 2001). Eles interrompem o
desenvolvimento das formas eritrocitarias assexuadas dos plasmaodios, que séo
responsaveis pela patogenia e manifestagdes clinicas da infecgéo, através da
acéo em diferentes alvos conforme demonstrado na Figura 9 (WHO, 2000). Os
esporontocidas (primaquina) também inibem a transmissdo da doenca, mas
através do bloqueio do desenvolvimento de odcitos do ciclo de vida do

Plasmodium sp. no hospedeiro invertebrado.



42

Membrana
Hemozolna: ) plasmatica
4-aminoquinelinas Vactolo
Piperaquina digestivo

Aminedlcoois

Apicoplasto: S Plasmodium spp.
Azitromicina ! = T T,

Doxiciclina
Clindamicina

Mitocéndrla: Citdstoma
Atovaguona
Primaquina

Tafenoquina

Citoplasma: Vesfcula exocitica

Sulfadoxacina-pirimetamina
Clorproguanil
Inibidores da dihidrofolato-redutase Nicleo Ribossomolivre  Reticulo endoplasmatico Complexo de Golgi

rugoss

Figura 9: Representacdo esquematica dos alvos dos principais antimalaricos esquizonticidas
sanguineos em parasitos Plasmodium spp.
Fonte: Adaptado de GREENWOOD et al., 2008.

Quanto a estrutura quimica os antimalaricos disponiveis s&o classificados
como quinolinas (4-aminoquinolinas; 8-aminoquinolinas), aminoalcoois,
sulfonamidas, biguanidas, diaminopirimidinas, lactonassesquiterpénicas
(artemisinina e seus derivados semissintéticos), naftoquinonas e antibiéticos

(WHO 2015a). Os principais antimalaricos estéo listados na Tabela 3.

Tabela 3: Principais antimalaricos disponiveis e seus estagios alvo no parasito.

Estagios alvo no parasito

Antimaldrico Classificagao Quimica
GM ER HP ESP
Amodiaquina *
4-aminoquinolina
Cloroquina *
Primaquina * * * *
8-aminoquinolina
Tafenoquina *
Arteméter * *
Endoperdxido semissintético
Artesunato * *
(derivados de artemisinina)
Dihidroartemisinina * *
Quinina *
Aminoalcool

Mefloquina *
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Clorproguanil

Biguanidas
Proguanil *
Atovaquona Naftoquinona *
Piperaquina Bisquinolina *

Pirimetamina
Sulfadoxina
Azitromicina
Clindamicina
Doxiciclina

Tetraciclina

Diaminopirimidina
Sulfonamida
Antibidtico macrolideo
Antibidtico lincosamidas
Antibidtico Tetraciclina

Antibidtico

*

*

GM - gametdcitos; ER — formas eritrociticas; HP — hipnozoitos; ESP — esporozoito

Tabela adaptada de AGUIAR et al., 2012.

1.5.1. Principais antimalaricos usados na terapéutica

A descoberta do primeiro medicamento antimalarico ocorreu, através da

observacao de pacientes que se curavam da doenca febril aguda apds ingestao

de infusdes de casca de plantas da espécie Cinchona calisaya (TALISUNA et

al., 2004). Anos depois, em 1820, foi caracterizada a substancia ativa presente

nesta infusdo, a qual foi denominada quinina. Sua estrutura quimica é composta

principalmente por um alcaloide, sendo este o responsavel pela atividade
antimalarica (LA-SCALEA et al., 2007).

Até o século XIX a quinina era o unico antimalarico conhecido, mas apos

a Primeira Guerra Mundial diversos antimalaricos sintéticos foram desenvolvidos

a partir do seu anel quinolinico, dando origem as 4- e 8-aminoquinolinas, dentre

eles a cloroquina (Figura 10).
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Figura 10: Férmula estrutural da quinina e seus derivados.
Adaptado de CUNICO et al., 2008.

A cloroquina, uma 4-aminoquinolina, foi o mais eficaz dentre esses
farmacos e a droga antimalarica mais amplamente usada para profilaxia e
tratamento de maléaria grave e n&o grave. Atua como um agente esquizonticida
sanguineo e em dose antimalarica terapéutica apresenta baixa toxicidade.
Entretanto, pacientes que recebem tratamento com cloroquina em altas doses
e/ou longo prazo, devem ser submetidos as avaliagbes oftalmoldgicas e
neuroldgicas periodicamente, pois seu uso prolongado pode levar a efeitos
téxicos graves, ou até mesmo, irreversiveis (FIGUEIREDO et al., 2004; LACAVA,
2010). Apesar da alta eficacia, seu uso profilatico levou a resisténcia de P.
falciparum em todos os paises endémicos, reduzindo sua utilizagdo como
monoterapia. Atualmente é utilizada em combinagdo com outros antimalaricos
ou como monoterapia no tratamento da malaria causada por P. vivax em regides
onde ha pouca ou henhuma resisténcia documentada (WHO, 2011).

O mecanismo de agéo das 4-aminoquinolinas ocorre através da inibicéo
da formacdo da hemozoina, promovendo a morte do parasito. Durante o
desenvolvimento eritrocitico, os parasitos digerem a hemoglobina em seu

vacuolo digestivo, gerando aminoacidos que sao utilizados para sua maturagao



45

e também o grupamento heme (ferroprotoporfirina IX- Fe(ll)PPIX), que é oxidado
em ferriprotoporfirina IX - Fe(lll)PPIX e fica acumulado no vacuolo digestivo do
protozoario (SHERMAN, 1977; YAYON et al., 1984). O heme livre é altamente
toxico por gerar espécies reativas de oxigénio e induzir estresse oxidativo
levando a morte do parasito. Para contornar esse problema os parasitos, entao,
convertem o heme em hemozoina, um polimero inerte, insoluvel e ndo toxico
(KUMAR; BANDYOPADHYAY, 2005). Os 4-aminoquinolinicos atuam inibindo
esse processo de conversdo do heme em cristais de hemozoina, promovendo a
morte do parasito (SHERMAN, 1998; SILVA et al., 2005).

A primaquina (PQ), uma 8-aminoquinolina, por ser ativa contra os
hipnozoitos hepaticos, é utilizada na prevencéao de recaidas tardias, frequentes
na maldria causada por P. vivax e P. ovale (WELLS et al., 2010). Apesar de ndo
afetar os esporozoitos e possuir baixa atividade contra o estagio eritrocitico do
parasito, possui acdo gametocitocida, sendo também utilizada como
bloqueadora da transmiss&o da doenga (BRUECKNER et al., 2001). E o farmaco
mais utilizado do grupo das 8-aminoquinolinas, sendo geralmente
coadministrado com um agente esquizonticida sanguineo (FRANCA; SANTOS;
FIGUEROA-VILLAR, 2008). Seu mecanismo de agéo nao esta bem esclarecido,
mas a droga parece atuar nas mitocéndrias interferindo no processo de geragéo
de energia ou ainda podendo ser capaz de gerar radicais livres nocivos ao
parasito (HILL et al., 2006).

Outros derivados quinolinicos foram introduzidos posteriormente e
incluiam compostos como a amodiaquina que também foi amplamente utilizada,
inclusive para o tratamento de malaria causada por cepas de P. falciparum
resistente a cloroquina (PETERS, 1973; ACHAN et al., 2017). Durante a
Segunda Guerra Mundial novos antimalaricos foram descobertos como as
sulfonamidas, sulfonas, proguanil e, posteriormente, pirimetamina que,
juntamente com a cloroquina, forneceu um bom arsenal de antimalaricos
sintéticos que foram usados por varios anos para quimioprofilaxias e
quimioterapia (PETERS, 1973; ACHAN et al., 2017).

A mefloquina, um 4-quinolinometanol de efeito esquizonticida sanguineo,
também foi sintetizada a partir do anel quinolinico e foi muito utilizada no
tratamento da malaria a partir dos anos 80 (PALMER et al., 1993). A mefloquina

apesar de ser mais ativa do que a cloroquina podendo ser utilizada em dose
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Unica, mostrou-se téxica, ocasionando efeitos colaterais graves, inclusive
sintomas neurologicos (PATCHEN et al., 1989). Atualmente seu uso é
recomendado somente em combinagdo a outros antimalaricos, principalmente
artemisinina, no tratamento de P. falciparum multirresistente (WHO 2006).

Durante a década de 1970, pesquisadores chineses descobriram o
potencial antimalarico da artemisinina, um sesquiterpeno lactona extraido da
planta Artemisa annua (KLAYMAN, 1985; PACKARD, 2014). Por apresentar
baixa solubilidade, a artemisinina foi modificada quimicamente e a partir dessas
modificagbes foram sintetizados derivados mais estaveis, como o arteméter,
artesunato e diidroartemisinina (Figura 11) (FAURANT, 2011).

Artemisinina e seus derivados

Arteméter Artesunato Dihidroartemisinina

Outros farmacos antimalaricos

/\/\N/\gq\s K(
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N OH

cl 0.0 cl X 2
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Lumefantrina Mefloquina Holofantrina
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Figura 11: Férmula estrutural da artemisinina e seus derivados e outros farmacos utilizados no
tratamento da malaria.
Adaptado de CUNICO et al., (2008).

Esses derivados da artemisinina possuem varias caracteristicas
farmacoldgicas importantes, incluindo acao rapida, meia-vida curta, atividade

contra varios estagios do parasito e um excelente perfil de seguranca (WHITE,
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2008). Atuam como esquizonticidas sanguineos, mas seu mecanismo de agao
ndo esta bem descrito. Acredita-se que possam agir através da formacgéo de
radicais livres pela clivagem dos endoperoxidos dos compostos pelo grupo heme
da hemoglobina (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008). Outros
estudos indicam que o mecanismo de agao é similar ao das quinolinas, onde os
farmacos se acumulam no vacuolo digestivo do parasito e interferem na
formagao da hemozoina (HYDE, 2002). Além dos efeitos sobre a esquizogonia
sanguinea os derivados de artemisinina também apresentam atividade
gametocida, entretanto, n&o se sabe se este efeito € ou ndo somente reflexo de
rapida acdo sobre as formas sanguineas do parasito, impedindo o surgimento
dos gametdcitos (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Esses compostos s&o ativos contra cepas de Plasmodium resistentes a
todos os outros farmacos e tém aplicacdo crescente no tratamento da
malaria falciparum aguda. Entretanto, sua meia vida curta gera a necessidade
de esquemas de tratamento longos o que diminui a ades&o. Devido a isso, foi
introduzida a terapia combinada a base de artemisinina (ATC) com o intuito de
reduzir a duragao do tratamento e eliminar os parasitos restantes (que escapam
com a monoterapia por artemisinina), através da combinag¢do de compostos com
perfis farmacocinéticos diferentes, uma estratégia para evitar o avanco da
resisténcia (WHITE, 2004; WHO, 2010).

Conforme diretrizes do Ministério da Saude, no Brasil atualmente os
esquemas terapéuticos séo: (1) para tratar a malaria ndo complicada por P. vivax
€ recomendado o uso da cloroquina por 3 dias combinada com primaquina por
7 dias, caracterizando o tratamento curto, ou ainda o tratamento longo com 3
dias com cloroquina e 14 dias com primaquina. A primaquina tem também agéo
sinérgica com a cloroquina contra formas assexuadas, portanto, quando essa
nao é utilizada, o clareamento da parasitemia € mais lento e maior € a chance
de recrudescéncia; (2) o tratamento de P. malariae assemelha-se ao tratamento
para malaria vivax (apenas cloroquina por trés dias), porém sem a necessidade
do uso da primaquina; (3) nas infecgdes por P. falciparum utiliza-se a ACT, com
artesunato e mefloquina ou arteméter e lumefantrina, por 3 dias para tratamento
contra as formas eritrociticas e primaquina, em dose Unica para eliminagao dos
gametocitos; (4) para tratamento da malaria por infeccdes mistas por P.

falciparum e P. vivax (ou P. ovale) o tratamento deve incluir
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artemerter/lumefantrina ou  artesunato/mefloquina, que s&o drogas
esquizonticidas sanguineas eficazes para todas as espécies, associando-as a
primaquina por sete dias (para o tratamento radical de P. vivax) (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020).

1.6- Resisténcia aos antimalaricos

A resisténcia aos antimalaricos é definida como a capacidade do parasito
em sobreviver e/ou multiplicar-se apesar da administracdo e absorgédo de
determinado medicamento em doses iguais ou superiores as usualmente
recomendadas, mas dentro dos limites de tolerancia do paciente (WHO, 2011).

Dois processos sao importantes para o estabelecimento de cepas
capazes de continuar seu ciclo de desenvolvimento e disseminagdo mesmo apoés
a introducao do tratamento com farmacos: (1) a ocorréncia ocasional de uma
mutacéo genética que permita a sobrevivéncia do parasito na presenga de um
antimalarico, para o qual ele se torna resistente. A mutagédo € entdo passada
para seus descendentes, gerando uma populagdo capaz de resistir ao
medicamento; (2) a selegdo das cepas resistentes por meio do tratamento com
esses medicamentos, resultando na eliminacdo das cepas sensiveis
(WHO,2014). Como resultado, as infecgdes resistentes tém maior probabilidade
de recrudescer e, eventualmente, a medida que a resisténcia aumenta, essas
infecgbes respondem mais lentamente ao tratamento (ACHAN et al., 2017).

Tanto as taxas aumentadas de recrudescéncia quanto as respostas
iniciais lentas ao tratamento aumentam a probabilidade de ocorréncia e
disseminacéao de resisténcia, em comparagdo com infecgdes sensiveis a drogas
(WHITE, 2004). A resisténcia aos medicamentos é o fator mais importante na
determinagao da vida util terapéutica de um medicamento. Até o momento, a
resisténcia foi relatada para trés das cinco espécies plasmdédios que infectam
humanos: P. falciparum, P. vivax e P. malariae (ZOFOU, 2011). A figura 12
esquematiza, cronologicamente, a descoberta dos antimalaricos e o surgimento

da resisténcia de P. falciparum a eles.



49

PIR | ATU+PRG|

ART | ACT I Descobrimento
o do antimalanco

an | ca | | S_PIRI 1 MQ ” HF I ' ATV | wemes Surgimento da resisténcia

a0 antimalirico

— ==ttt
1940 1945 1§5{)E 1955 51950 IQES ].S?l] 1975 IE'QSD 1985 1990 19$ 2000: 20{’5 2010
:-_.:..-' H i : i P, (P R o
: PHGJ i =ty : i i MaQ H ATV+PRG]
""" B = N
i PIR i S-PIR | .
hodanctobiice) | A fr i L ATV & '
I e, H
Q-1 ica-2 e
_9'..... '..._Q..'__. ACT:’

Figura 12: Esquema cronolégico da descoberta dos antimalaricos e surgimento da resisténcia de
P. falciparum aos mesmos.

Fonte: SOUZA (2015).

QN=Quinina; CQ=Cloroquina;CQ-1=Resisténcia a Cloroquinano Sudeste Asiatico e América do
Sul; CQ-2=Resisténcia & Cloroquina na Africa; PRG=Proguanil; S-PIR=Sulfadoxina-
Pirimetamina; ART=Artemisinina; MQ=Mefloquina; HF=Halofantrina;
ACT=ArtemisininCombinedTerapy; ATV=Atovaquona+Proguanil.

Os primeiros relatos de resisténcia a cloroquina por P. falciparum
ocorreram na década de 1950. Ela ocorreu quase simultaneamente no Sudeste
Asiatico, em 1957 e na América do Sul em 1959 (WERNSDORFER; PAYNE,
1991; YOUNG; MOORE, 1961). Na Africa essa resisténcia surgiu tardiamente,
em 1978, e disseminou-se por todas as areas endémicas até os anos 1990
(WERNSDORFER; PAYNE, 1991; RIDLEY, 2002). Estudos de cruzamentos
genéticos entre uma linhagem sensivel e uma linhagem resistente permitiram
destacar uma regido do cromossomo 7 como responsavel pela resisténcia do
parasito a CQ, com o envolvimento do gene Pfcrt (P. falciparum chloroquine
resistance transporter gene) que € altamente polimérfico e codifica um
transportador transmembrana do vacuolo digestivo do parasito (BENNET et al.,
2004; DURRAND et al., 2004). Entretanto, apenas em 2000 foi identificada que
a mutacéao Pfcrt K76T foi responsavel pelo surgimento do fendtipo de resisténcia
a CQ, funcionando como uma espécie de bomba de efluxo, impedindo o acumulo
da droga no parasito, devido a capacidade de Pfcrt em exportar a CQ para fora
do vacuolo digestivo (TCHEKOUNOU et al., 2022).
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Casos de sensibilidade reduzida do P. falciparum a quinina foram
relatados em 1960 no Sudeste Asiatico e com menor frequéncia na Africa e
Ameérica do Sul (ZALIS et al., 1998; JELINEK; GROBUSCH; LOSCHER; 2001;
WONGSRICHANALAI et al., 2002). A sensibilidade a quinina independe da
sensibilidade a cloroquina ou a mefloquina sugerindo que ocorram por
mecanismos de resisténcia distintos (PRADINES et al., 2010). Estudos in vitro
associam um polimorfismo do gente Pfnhe-1 (Plasmodium falciparum Na+/H+
exchanger-1) com a resisténcia a quinina. Esse gene codifica o transportador
Na*/H* na membrana citoplasmatica do parasito, regulando o pH citoplasmatico.
Dessa forma, alteragdes no pH citoplasmatico relacionados a esse transportador
podem alterar a atividade da quinina (BENNET et al., 2007).

A terapia antimalarica combinada por sulfadoxina e pirimetamina foi
introduzida em 1967 e no ano seguinte ja foram relatados os primeiros casos de
resisténcia a essa combinagéo de farmacos, a qual foi descrita pela primeira vez
no Camboja, Taildndia, e disseminou-se rapidamente pelo Sudeste Asiatico e
Africa (WOOTTON et al., 2002; ROPER et al., 2004; ACHAN et al., 2017). A
resisténcia a mefloquina foi observada pela primeira vez no inicio da década de
1990 perto da fronteira com o Camboja tailandés, sendo relatada,
posteriormente, com frequéncia no Sudeste Asiatico e em menor grau na Africa
e América do Sul (SHANKS, 1994; PRICE et al., 2004). A resisténcia in vitro do
P. falciparum aos antifolatos (pirimetamina, proguanil) e sulfonamidas
(sulfadoxina) é devida a uma aquisicdo sequencial de mutagbes pontuais
especificas nos genes Pfdhfr (P. falciparum dihydrofolate reductase gene) e
Pfdhps (P. falciparum dihydropteroate synthase gene), respectivamente
(COWMAN et al., 1988). Tais mutagdes alteraram a conformagéo do sitio ativo
onde os inibidores se ligam, diminuindo assim suas afinidades de ligacao
(PLOWE et al., 1997).

Casos de resisténcia de P. falciparum a atovaquona como monoterapia
foram relatados 10 anos apds a sua introdugéo e posteriormente, sua associagao
ao proquanil também desenvolveu cepas resistentes que foram registradas em
2002 (CHIODINI et al., 1995; LOOAREESUWAN et al., 1996; FIVELMAN et al.,
2002). O complexo citocromo bc1 (ou complexo Ill) € uma enzima mitocondrial
chave que catalisa a transferéncia de elétrons do ubiquinol para o citocromo c,

mantendo assim o potencial de membrana mitocondrial (CROFTS, 2004). A
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atovaquona é um analogo estrutural da ubiquinona do parasito, sendo, portanto,
um potente inibidor dessa cadeia de transferéncia de elétrons promovendo a
morte parasitaria (HAMMOUND et al., 1985). Numerosos polimorfismos de
mononucleotideos no gene do citocromo b de Plasmodium spp. estdo envolvidos
na resisténcia a atovaquona e na combinagao atovaquona-proguanil (SIREGAR
et al., 2015; SUTHERLAND et al., 2008).

Também houve relatos adicionais de resisténcia do P. falciparum a outros
medicamentos antimalaricos, incluindo amodiaquina, halofantrina, lumefantrina,
piperaquina e mais recentemente, artemisinina e seus derivados (HALL et al.,
1975; WHITE, 2004; EASTMAN et al., 2011; NOEDL et al., 2008; DONDORP et
al., 2009). Pfmdr1 (P. falciparum multi-drug resistance 1 gene), originalmente
chamado de gene candidato a resisténcia a CQ, esta localizado no cromossomo
5 e codifica um segundo transmissor, o Pgh1 (P. falciparum P-glycoprotein 1), o
qual esta localizado na membrana do vacuolo digestivo com seu dominio de
ligagdo ao ATP direcionado para o citoplasma (VAN et al., 1994). No
Plasmodium, esse suporte induz um mecanismo auxiliar permitindo a entrada de
moléculas no vacuolo digestivo. Foram identificadas cinco muta¢des pontuais
neste gene as quais afetam a capacidade de ligacao e transferéncia de
moléculas e que foram relacionadas a resisténcia a lumefantrina, quinina,
halofantrina, quinina, artemisinina e cloroquina (REED et al., 2000; SISOWATH
et al., 1997).

Os primeiros casos de falha as ACTs para malaria falciparum foram
relatados em 2008 no Camboja e apesar do sucesso dessa familia de farmacos
a disseminacdo de resisténcia a esses compostos ja esta generalizada no
Sudeste Asiatico, provavelmente por polimorfismos nos genes Pfmdr1 e Pfcrt,
dificultando as medidas de controle da malaria (NOEDL et al.,, 2008;
WOODROW; WHITE, 2017; TCHEKOUNOWU et al., 2022).

O surgimento de cepas de P. vivax resistentes a CQ, foi documentado
pela primeira vez em Papua Nova Guiné em 1989 (RIECKMANN et al. 1989).
Apesar de poucos, alguns estudos relatam a ocorréncia de malaria vivax CQ-
resistente na América Latina, incluindo no Brasil, desde 1996 (PHILLIPS et al.,
1996; de SANTANA FILHO et al., 2007; MARQUES et al., 2013). Entretanto,

ainda ndo foi determinado até que ponto P. vivax CQ-resistente representa,
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atualmente, uma ameaca significativa aos esforgos de controle da malaria na
América Latina (GONCALVES et al., 2014).

O desenvolvimento extremamente rapido do fenémeno de resisténcia aos
antimalaricos justifica a busca continua por novas moléculas (PRADINES et al.,
2010). Nesse contexto, novos compostos vém sendo pesquisados com a
cooperagao das mais diversas areas como gendmica, bioquimica, quimica e
bioinformatica (LEMKE, 2008).

1.7- Desenvolvimento de farmacos

Novos farmacos podem ser descobertos a partir de varias fontes naturais
ou serem sintetizados em laboratério (ALLEN et al., 2012). Ao longo da histdria,
as plantas serviram de reservatério para potenciais novos farmacos. Algumas
das principais contribuigdes para a terapia medicamentosa moderna podem ser
atribuidas a conversédo bem-sucedida da medicina popular em medicamentos
efetivos, como por exemplo: a reserpina, um ansiolitico e agente hipotensor,
cuja substancia ativa foi isolada com base no uso popular da Rauwolfia
serpentina; e a prépria quinina, que teve seu uso terapéutico antimalarico
explorado através da observacao de pacientes que se curavam da doenga apos
ingestao de infusdes de casca de plantas da espécie Cinchona calisaya
(TALISUNA et al., 2004; ALLEN et al., 2012).

O planejamento racional de farmacos é uma das estratégias da quimica
medicinal que consiste na utilizacdo dos conhecimentos sobre fisiopatologia e
das bases moleculares da terapéutica. A partir do alvo que se deseja alcangar,
€ possivel planejar um ligante que atue de forma agonista ou antagonista
(GUIDO et al., 2010). Dessa forma, € possivel planejar um farmaco utilizando a
estrutura topolégica do alvo ou a estrutura de algum ligante conhecido, seja ele
um farmaco ou uma molécula endégena (LEE et al., 2011; ALVES et al., 2017).

As etapas que fazem parte do desenvolvimento de novos medicamentos,
ilustradas na figura 13, sdo complexas e envolvem grandes investimentos
financeiros e requerem tempo (BERNDT et al., 2005). Para que sejam
introduzidos no mercado sdo necessarios , em média, 12 a 15 anos em Pesquisa
e Desenvolvimento (P&D) com custos variando entre 500 milhdes a 1 bilh&do de
dolares (DIMASI; HANSEN; GRABOWSKI, 2003; LOMBARDINO; LOWE, 2004;
NETTERWALD, 2006).
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Estudos pré clinicos

Avaliacdo dos compostos Formulagao do candidato Registro de Patente
Abordagem do problema Sintese de hovas moléculas em relacdo a seguranca e a farmaco, testes de estabilidade
Estudos in silico eficacia, in vitro e in vivo. e sintese em larga escala.
Os resultados sao usados como Avaliacao dos efeitos a longo
referéncia para escolha do prazo em animais

composto candidato

Estudos clinicos

1
~.= ANVISA
"1 [ Agéndia Nacional de Vigilancia Sanitdria
=D FUA T%TW]T
Droga aprovada Submissao a agéncias Documentacio Fase lIl: estudos em Fase Il: estudos em Fase |: estudos em
para comercializacio reguladoras para aprovagao de larga escala numero reduzido de pacientes  humanos sauddveis

Fase IV novo medicamento (grande ndmero de pacientes) (seguranca e eficacia) {tolerancia)

Figura 13: Etapas no processo de desenvolvimento de farmacos.

Fonte: Adaptado de LOMBARDINO; LOWE (2004).
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Com o propdsito de reduzir o custo e o tempo em P&D, novas tecnologias
vém sendo empregadas no planejamento de farmacos. Modelos in silico
(simulagdo computacional) estdo sendo utilizados nos estagios iniciais de P&D
para selecdo e otimizacdo de moléculas com maior potencial para
desenvolvimento. Esses modelos devem ser integrados aos ensaios in vitro e in
vivo com o propédsito de diminuir a quantidade de moléculas avaliadas e
maximizar as chances de sucesso no desenvolvimento de farmacos (BUTINA;
MATTHEW; FRANKCOMB, 2002; BAJORATH, 2004; WEINER, 2006).

Outro ponto importante do desenvolvimento de um medicamento é a
farmacodindmica (dindmica/agdo do medicamento no organismo). Por muito
tempo ela foi o alvo principal dos estudos, entretanto, para que os efeitos
farmacoldgicos resultem na acdo terapéutica desejada € necessario que o
insumo farmacéutico ativo (IFA) apresente farmacocinética apropriada
(BERESFORD; SELIK; TARBIT, 2002; MODA, 2011). A farmacocinética é o
estudo dos processos de absorgéo (A), distribuigdo (D), metabolizacao (M) e
excrecao (E) de um composto e é conhecido como estudo das propriedades
ADME (MODA, 2011; LIN, 2003).

A maioria dos farmacos desenvolvidos sao administrados por via oral, o
que implica a necessidade de uma boa biodisponibilidade, ou seja, o composto
precisa ser bem absorvido para se tornar disponivel na corrente sanguinea e ser
distribuido para o local de acdo. A absorgdo de um farmaco pode ser prevista
através de suas propriedades fisico-quimicas e um dos trabalhos pioneiros no
sentido de identificar quais propriedades fisico-quimicas de um composto estédo
relacionadas com uma adequada biodisponibilidade oral foi desenvolvido por
LIPINSKI e colaboradores (1997) e ficou conhecido como a regra dos cinco. Esse
estudo estabeleceu que candidatos a farmacos apresentariam baixa absorcgao e
permeabilidade se infringissem pelo menos duas das seguintes propriedades:
Massa Molar (MM) > 500; coeficiente de particao (LogP) <5; niumero de atomos
doadores de ligagcédo hidrogénio (HBD) <5; e numero de atomos aceptores de
hidrogénio (HBA) <10 (LIPINSKI et al., 1997).

Atualmente, encontram-se disponiveis na internet algumas plataformas
que ajudam a predizer propriedades desses candidatos, quanto aos aspectos
fisico-quimicos e farmacocinéticos, auxiliando na sele¢cdo de potenciais
candidatos a novos farmacos (CHENG et al.,2012; MABKHOT et al., 2016).
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1.8. Os alcaloides e potencial antimalarico

Alcaloides sdo substancias organicas ciclicas de carater basico, que
possuem um ou mais atomos de nitrogénio e apresentam muitas propriedades
farmacoldgicas (HENRIQUES et al., 2004). De acordo com a sua origem e com
a posicao do nitrogénio eles sdo separados em trés grandes grupos: o0s
alcaloides verdadeiros, que sdo derivados de aminoacidos e apresentam o
nitrogénio no sistema ciclico; os protoalcaloides, que também s&o derivados de
aminodacidos, mas apresentam o atomo de nitrogénio fora do sistema ciclico; e
os pseudoalcaloides, que sao substancias nitrogenadas basicas que apresentam
as caracteristicas dos alcaloides verdadeiros, mas nao derivam de aminoacidos
(DEWICK, 1997; HENRIQUES et al., 2004). A maioria destas substancias séo
de origem vegetal e apenas uma pequena porcentagem é produzida por animais.
Esses compostos sdo formados por diversos tipos de esqueleto e sua
classificagéo é dada de acordo com o aminoacido que lhe deu origem.

A partir dos aminoacidos alifaticos, tém-se os alcalbides pirrolidinicos e
tropanicos (Ornitina) e os piperidinicos (Lisina), e dos aminoacidos aromaticos
tém-se os alcaldides isoquinolinicos (Tirosina) e os inddlicos (Triptofano)
(DEWICK, 1997). Dentre as classes de alcaloides existentes destacam-se os
alcaloides inddlicos, que segundo DEWICK (2002), compreendem mais de 3000
substancias e sdo a maior classe de alcaloides encontrados na natureza. S&o
derivados, em sua maioria, do aminoacido triptofano, que sofre uma
descarboxilagédo pela agdo enzimatica da triptofano descarboxilase, formando a
triptamina que através de varias rotas biosintéticas originam seis tipos de
esqueleto diferentes: os B-carbolinicos, inddlicos simples, ergot, quinolinicos,
pirroloinddlicos e inddlicos terpendides, os quais estdao demonstrados na figura
14, com um exemplo de cada classe (DEWICK, 2002).

Os alcaloides inddlicos representam uma importante classe de compostos
com propriedades farmacéuticas, inclusive antimalarica. O primeiro antimalarico
descoberto foi a quinina, um alcaldide quinolinico (4-aminoquinolinicos), que
durante muitos anos foi considerado a principal droga contra malaria em todo o
mundo (FRANCA et al., 2008). Por volta de 1944 sua sintese completa foi obtida
por quimicos americanos, mas devido ao alto custo e complexidade do processo

sua obtengéo ainda é através do isolamento fitoquimico (FRANCA et al., 2008;
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SA, 201 1). Baseados no esqueleto da quinina, foram obtidos alguns derivados
sintéticos que tiveram importante papel no combate a doenga, sendo o mais
famoso a cloroquina (CUNICO et al., 2008).
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Figura 14 : Esqueletos de alcaloides inddlicos derivados do aminoacido triptofano.
Fonte: Adaptado de DEWICK, 2002.

Triagens in vitro, tem revelado que varios alcaloides inddlicos, além dos
pertencentes a classe dos quinolinicos, apresentam atividade antimalarica com
Clso na faixa submicromolar, e com 6timos indices de seletividade (FREDERICH
et al. 2008; KAUR et al. 2009; PASSEMAR et al. 2011; WRIGHT 2005).
Entretanto, em alguns casos, ha limitagcdes quanto ao rendimento dos compostos
obtidos tanto através de isolamento fitoquimico quanto pela via sintética. Por
esse motivo, varios grupos de pesquisa tém investido em compostos que

apresentem estrutura simples e bom rendimento e que possam apresentar bons
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resultados em relagao a atividade antimalarica e seletividade (MONTOIA, 2017).
Nesse contexto a classe dos alcaloides [B-carbolinicos vem sendo alvo de
inumeros estudos quanto ao potencial antiplasmodial, bem como os alcaloides

quinolinicos que possuem muitos derivados efetivos e ja comercializados.

e 4-aminoquinolinas
4-Aminoquinolinas sdo aminoquinolinas que possuem o grupo amino (-
NH2) na posigéo 4 do anel quinolinico (Figura 15). Sao os derivados da quinolina
com importante destaque devido a suas notaveis propriedades antimalaricas.
As caracteristicas das 4-aminoquinolinas ja foram discutidas no item 1.6.1

(Principais antimalaricos usados na terapéutica).
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Figura 15: Anel quinolinico com grupo amino na
posigéo 4.
Fonte: Adaptado de SCALERCIO, 2010.

¢ Alcaloides B-carbolinicos

Os alcaloides B-carbolinicos, ou simplesmente [(3-carbolinas, pertencem
ao grupo inddlico, que além de apresentarem um nucleo inddlico, possuem um
anel piridinico hidrogenado de seis membros (Figura 16) (HENRIQUES et al.,
2004). Em geral, sao moléculas formadas por um sistema triciclico pirido[3,4-
blinddlico, com pequenas modifica¢cdes estruturais com relagdo aos padrbes de
hidrogenagéo e substituigdo nos anéis. Os alcaloides do tipo B-carbolinico
também s&o conhecidos como alcaloides tipo harmala, devido ao fato de terem
sido isoladas pela primeira vez a partir da espécie Peganum harmala
(Zygophyllaceae) (HASHIMOTO et al., 1998; JIMENEZ et al., 2008).
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De acordo com a saturagédo do anel piridinico sdo classificados em trés
grupos: as P-carbolinas, que apresentam o anel piridinico completamente
insaturado; as diidro- B-carbolinas, com anel parcialmente saturado; e as
tetrahidro- B-carbolinas, que possuem anel piridinico completamente insaturados
(GLENNON et al., 2000; CAO et al., 2007). As principais modifica¢des estruturais
encontradas na classe dos p-carbolinicos ocorrem nas posigdes 1 e 7 com a
presenca de diferentes ligantes (H, OMe, OH, entre outros), como por exemplo:
norharmano, harmina, harmano, e o harmol, além de variagbes quanto ao
namero de saturagdes no anel piridinico, podendo ser encontrado sistemas
dihidro-B-carbolinas, como no caso da harmalina e tetrahidro-p-carbolina, como
0 1,2,3,4-tetrahidroharmalina (Figura 17) (BOEIRA, 2001).

N
y %

Nucleo inddlica Anel piridinico

Figura 16: Estruturas do nucleo inddlico (A)
e anel piridinico (B) presente nos alcaloides
B-carbolinicos.

Fonte: Adaptado de BOEIRA, 2001.
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Figura 17: Estruturas dos alcaloides B-carbolinicos: norharmano (23), harmina (24),
harmano (25), harmol (26), harmalina (27) e 1,2,3,4-tetrahidroharmalina (28).
Fonte: Adaptado de MONTOIA, 2010.
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Um dos principais efeitos relacionados as B-carbolinas séo implicagbes
psicotrépicas e alucindgenas, possivelmente associados as atividades
neurofarmacolégicas desses alcaloides (CALLAWAY et al., 1996; HERRAIZ et
al., 2010). Entretanto, outros efeitos farmacoldgicos sao associados a esses
compostos e sdo inumeros os estudos relacionando os alcaloides -carbolinicos
com atividade antimalarica (YENJAI et al., 2000; TAKASU et al., 2005; FIOT et
al., 2006; ASTULLA et al., 2008; VAN BAELEN et al., 2009; BONAZZI et al.,
2010; THONGTHOOM et al., 2010; MOLETTE et al., 2013). Nesse contexto, os
alcaloides B-carbolinicos sdo excelentes candidatos ao estudo de potenciais

novos compostos com atividade antiplasmodial.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos programas para controle e erradicagéo da malaria, elaborados
pela Organizagao Mundial da Saude, e dos avangos obtidos nesse aspecto a
doenca continua sendo um dos principais problemas de saude publica mundial,
sendo responsavel por mais de 620 mil mortes somente no ano de 2020 (WHO,
2021). O diagndstico precoce e preciso aliado ao tratamento rapido e adequado
é a principal medida de controle da doenga, visto que ndo ha ainda uma vacina
que tenha uma boa eficiéncia contra a infe¢ao e/ou agravamento das infecgdes.
Entretanto, o surgimento e disseminagdo generalizada de resisténcia aos
antimalaricos disponiveis, inclusive aos esquemas de tratamento mais recentes
tem colocado em alerta os programas voltados para o controle da doenga em
todo o mundo (NOEDL et al., 2008; MISHRA et al., 2017; WOODROW; WHITE,
2017), justificando, assim, a necessidade de uma busca continua por novas
moléculas seguras e eficazes para o tratamento da malaria independentemente
da espécie de parasito infectante. Devido as limitagdes enfrentadas no
desenvolvimento de vacinas e nas agbes focadas no controle de vetores a
quimioterapia € o método fundamental e a alternativa mais viavel para controle
ou eliminagao da malaria a longo prazo (PRADINES et al., 2010).

Com base nesses conhecimentos, este trabalho se propbs a avaliar a
atividade antiplasmodial e citotéxica de compostos sintéticos derivados de
aminoquinolinas e alcaloides 3-carbolinicos, a fim de determinar se apresentam

potencial para atuarem no tratamento da malaria, incluindo casos graves.
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OBJETIVOS

3.1-Geral

Avaliar a atividade antiplasmodial e citotéxica de derivados sintéticos de

4-amminoquinolinas e alcaloides B-carbolinicos.

3.2- Especificos

Analisar, in silico, as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de
absorgdo dos derivados 4-aminoquinolinicos e dos alcaloides -
carbolinicos.

Avaliar, in vitro, a citotoxicidade dos compostos em células WI26VA4 e/ou
HepG2.

Determinar, in vitro, a atividade esquizonticida sanguinea dos compostos
contra a cepa de P. falciparum W2 através das técnicas HRPIl, SYBR
GREEN I ou teste tradicional.

Determinar o indice de Seletividade dos compostos

Avaliar, in vivo, a agédo antiplasmodial, em modelo murino de malaria
cerebral, dos compostos selecionados pelos ensaios in silico e in vitro
Analisar, in vivo, a eficacia do tratamento contra a malaria cerebral,
considerando-se aspectos macroscopicos e/ou histopatoldgicos de tecido
cerebral tais como hemorragias, inflamagéao e obstru¢ao vascular.
Avaliar, in vitro elou in silico, um provavel mecanismo de agdo dos

compostos.
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4. CAPITULO I AVALIAGAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E
ANTIPLASMODIAL IN SILICO, IN VITRO E IN VIVO DE COMPOSTOS
SINTETICOS DERIVADOS DE AMINOQUINOLINAS

41. INTRODUGCAO

A malaria continua sendo um dos maiores desafios de saude publica em
todo o mundo, sendo endémica em regides tropicais e subtropicais do mundo
(WHO, 2021). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2020, 241
milhdes de pessoas sofreram com a infecgao resultando em aproximadamente
627.000 mortes em todo o mundo, principalmente em criangas menores de cinco
anos (WHO, 2020).

Dentre as espécies capazes de infectar humanos, as duas mais
relevantes do ponto de vista clinico sao P. falciparum e P. vivax (WHO, 2020).
P. falciparum é a espécie mais virulenta sendo responsavel pela malaria grave
que inclui a sindrome da malaria cerebral (MC) (PHILLIPS et al., 2017). Durante
a MC, os eritrécitos infectados (El) sdo sequestrados em microvasos cerebrais
(fenbmeno conhecido como citoaderéncia), levando a obstrugdo capilar e
inflamacéao (AIKAWA, 1988; BERENDT; TUMER; NEWBOLD, 1994; MOHANTY
et al.,, 1994; TURNER et al.,, 1994). Em seguida, ocorre hemorragia e edema
cerebral devido ao rompimento das jun¢des entre as células endoteliais das
paredes capilares que constituem a barreira hematoencefalica (BHE)(HAWKES
et al., 2013). Esses processos sao considerados um dos principais mecanismos
subjacentes ao desenvolvimento da MC (BERENDT et al., 1994; MACPHERSON
et al., 1985; TAYLOR et al., 2004). Apesar da gravidade estar associada
principalmente ao P. falciparum, o P. vivax ndo pode mais ser considerado uma
espécie 100% benigna. Em areas endémicas de malaria onde P. vivax é a
espécie predominante, casos graves e mortes tém sido relatados (FILHO et al.,
2007; MARQUES et al.,, 2014; PHILLIPS; KEYSTONE; KAIN, 1996;
RIECKMANN; DAVIS; HUTTON, 1989).

A cloroquina (CQ), uma 4-aminoquinolina, foi a droga antimalarica mais
eficaz e amplamente utilizada para a profilaxia e tratamento da malaria grave e
ndo grave causada por P. falciparum, atuando como agente esquizonticida
sanguineo. Apesar da alta eficacia da CQ, seu uso profilatico levou a resisténcia

do P. falciparum em todos os paises endémicos, reduzindo seu uso como
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monoterapia (URSOS; ROEPE, 2002). Atualmente, a CQ é recomendada como
tratamento para malaria vivax em areas onde ha pouca ou nenhuma resisténcia
documentada (WHO, 2021), mas ja existem relatos de cepas de P. vivax
resistentes a CQ que incluem a area endémica brasileira (FILHO et al., 2007;
MARQUES et al., 2014; PHILLIPS; KEYSTONE; KAIN, 1996; RIECKMANN;
DAVIS; HUTTON, 1989).

Na tentativa de impedir a disseminagao da resisténcia do P. falciparum as
terapias antimalaricas, o tratamento da malaria falciparum esta sendo realizado
com terapias combinadas a base de artemisinina (ACT), conforme recomendado
pela OMS (BETECK et al., 2014; WHO, 2017). No entanto, ja existem registros
de diminui¢cado da suscetibilidade de parasitos a artemisinina e seus derivados
em alguns paises endémicos da Asia (DONDORP et al., 2012; NOEDL et al.,
2008; WOODROW; WHITE, 2017). Além disso, apds o desenvolvimento da MC,
ndo ha medicamento com alta eficacia para reverter essa condi¢gdo, e mesmo
pacientes que ndo morrem apés desenvolverem a forma grave da doenca podem
desenvolver sequelas neurocognitivas irreversiveis (BOIVIN et al., 2007b;
DONDORP, 2005). Assim, a necessidade de novos medicamentos para a terapia
antimalarica é inquestionavel.

Uma estratégia amplamente aplicavel na sintese de novas moléculas é a
formacao de sais organicos. Essa estratégia é capaz de melhorar a solubilidade
em agua de compostos bioativos e pode até potencializar a atividade bioldgica
(KALEPU; NEKKANTI, 2015). Os sais derivados de CQ apresentaram atividade
in vitro pronunciada em cepas resistentes a CQ de P. falciparum e a razao por
tras do melhor desempenho dos derivados idnicos em relagdo a CQ foi atribuida
ao carater anfifilico dos compostos i6nicos (SILVA et al., 2020). Em trabalhos
anteriores, a formagado de sais a base de 1,2,3-triazol foi capaz de fornecer
agentes antileishmania e anticancerigenos, enquanto os precursores neutros
permaneceram inativos (DE SOUZA-FAGUNDES et al., 2018; MEINEL et al.,
2020; STROPPA et al., 2017).

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa mostrou que alguns
derivados de quinolina eram ativos contra P. falciparum in vitro e contra malaria
experimental murina, além de apresentar potente atividade antileishmanial
(CALIXTO et al., 2018; DE SOUZA et al., 2011; MARINHO et al., 2021; SOARES

et al., 2015). Dentre esses derivados, os resultados mais proeminentes foram
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obtidos para derivados com alcinos terminais. Compostos contendo o grupo etinil
apresentam ampla aplicagdo no desenvolvimento de farmacos, pois podem atuar
como acidos de Brénsted ou centros reativos e por possuirem propriedades
favoraveis que podem levar a um aumento de poténcia (TALELE, 2020).

Neste capitulo, a fim de obter melhor atividade antimalarica, alguns sais
de derivados de quinolina (também ativos contra Leishmania sp.) foram testados,
juntamente com outros novos derivados de quinolina, quanto a citotoxicidade e
atividade contra cepas de P. falciparum resistentes a CQ, in vitro e em um
modelo murino de malaria cerebral (MCE) como potenciais prototipos de drogas

orais.
4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Delineamento Experimental
O delineamento experimental foi procedido conforme esquema

demonstrado na figura 18.

Derivados Aminoquinolinicos

Estudo in silico _ Propriedades fisico quimicas

Propriedades farmacocinéticas de absorgao

Estudo in vitro

. Teste de citotoxicidade WI-2VA4 e/ou HepG2

Teste antiplasmodial W2 - HRPII — indice de Seletividade (IS)

Teste antiplasmodial W2- SYBR GREEN

Interacéo com (Fe(lll)PPIX)

"

L | Teste curativo — Parasitemia, IMP, avaliacao clinica, sobrevivéncia, analise
Estudo in vivo ) - o At
[ histolégicae dosagens bioquimicas

Figura 18: Delineamento Experimental.
Fonte: préprio autor
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4.2.2. Sintese dos derivados aminoquinolinicos para testes de atividade
biolégica

Os compostos, derivados aminoquinolinicos, foram sintetizados no
Nucleo de Pesquisas Quimicas da Universidade Federal de Juiz de Fora do
Instituto de Ciéncias Exatas (Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF), sob
orientagdo do Prof. Dr. Adilson David da Silva e enviados para os ensaios
quimioterapicos. A sintese dos compostos 1, 2 e 3 foi descrita por CALIXTO e
colaboradores (2018) e esta esquematizada na Figura 19. A sintese dos demais
compostos esta disponivel no ANEXO A.

Os compostos utilizados neste estudo sao apresentados na tabela 4. Para
a realizagao dos testes antimalaricos in vitro e in vivo, os compostos, liofilizados,
foram armazenados em geladeira (2 a 8°C) e solubilizados em agua somente

nos dias de teste ou tratamento.

Sais organicos
soluveis em agua

- 2|
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NP HN/\’E-\// X
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1: R=R'=CHj; n=2; X=2I
2: R=CHjz; R'=no group; n=1; X=I
3: R=no group; R'=H; n=1; X=Cl

Figura 19: Sais de derivados quinolinicos (QDS) obtidos a partir de derivados quinolinicos
(QD).
Fonte: Adaptado de CALIXTO et al., 2018.
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Tabela 4: Férmulas Estrutural e Molecular dos compostos sintéticos derivados de Aminoquinolinas

Cadigo Férmula Estrutural Férmula Molecular
1 /// Ci9H22N3l,Cl
NP
X
cl K‘I/I,
2 =z CigH19N3ICl
HN/\/N/
X
cl r‘ﬁ/l
3 Z C17H17N5Cl,
HN/\/N\/
X
c ﬂ/ Ci
4 N3 CoHsCIN4
o
cl N7
5 N3 CoHsCINsO,
X
cl N7
NO,
6 NH; CoHgCIN3
X
cl N7
NH,
7 nN- V2 CoHsCIN3
oo
cl NZ
8 ¥ Ca7HssCINg

cl N7 N
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4.2.3. Avaliacao in silico

4.2.3.1. Avaliacao in silico das propriedades fisico quimicas

As propriedades fisico-quimicas dos compostos foram analisadas, in
silico, as quais foi aplicada a regra dos 5 de Lipinski. Para tal, foi utilizado o
programa SwissAdme (DAINA et al, 2017), uma plataforma gratuita

disponibilizada na internet através do site: http://www.swissadme.ch/index.php.

Nessa plataforma, as estruturas quimicas dos compostos foram desenhadas e
através delas foram calculados os valores preditivos de massa molecular,
coeficiente de particdo (log P), TPSA (area de superficie polar), numero de
aceptores de hidrogénio (N+O) e niumero de doadores de hidrogénio (NH+OH),
que sao os parametros necessarios para predizer se a molécula estudada tem
caracteristicas que podem sugerir que o farmaco pode ser administrado pela via
oral. O programa também fornece a notagdo SMILES da molécula (Simplified
Molecular Input Line Entry System), que pode ser usada para entender a
natureza da molécula quanto as suas propriedades farmacocinéticas (DAINA et
al., 2017).

Apds a predicdo dos dados fisico-quimicos das moléculas, foi feita a
analise, pela regra dos cinco de Lipinski, para avaliar o numero de violagbes a
regra que leva em consideragédo as seguintes condigdes: a massa molecular
deve ser < 500 g/mol, o log P< 5, numero de doadores de hidrogénio < 5 e
numero de aceptores de hidrogénio < 10. Moléculas que apresentem duas ou
mais violagbes a regra de Lipinski ndo sao considerados compostos com boa
biodisponibilidade via oral (LIPINSKI et al., 1997).

4.2.3.2. Avaliacao in silico das Propriedades Farmacocinéticas de Absorgcao

A molécula que obteve os melhores resultados quanto as propriedades
fisico quimicas preditivas e quanto as atividades antiplasmodial e citotdxica in
vitro, foi analisada quanto ao perfil farmacocinético de absorcgéo in silico.

Para esta andlise foram considerados dados preditivos da absorgdo ao
epitélio intestinal humano (EIH), barreira hematoencefalica (BHE) e células
Caco-2. Além desses, também foi considerado o valor do TPSA, que se
correlaciona com a capacidade de permeabilidade aos tecidos (ALl et al., 2012;
PARAMASHIVAM et al., 2015).
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A notacao SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) gerada
no programa SwissAdme, foi utilizada na plataforma AdmetSAR para avaliagcao
do perfil farmacocinéticos dos compostos. Esta plataforma esta disponivel

gratuitamente na internet, através do sitio http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2 e

fornece dados preditivos sobre parametros de absorgdo, distribuigéo,
metabolismo, excregédo e toxicidade de compostos quimicos que poderdo ser
utilizados como farmacos (CHENG et al., 2012).

4.2.4. Ensaios in vitro de Citotoxicidade

4.2.4.1. Cultivo das células WI e HepG2

As linhagens aderentes derivadas de fibroblasto de pulm&o humano WI-
26-VA4 (ATCC CCL-95.1) e de hepatocarcinoma humano HepG2 (ATCC HB
8065) foram cultivadas como recomendado (Calvo-Calle et al., 1994).
Brevemente, as células, criopreservadas em solugdo contendo 5% de
dimetilsulféxido (DMSO - Sigma-Aldrich®, EUA) e 95% de soro fetal bovino (SFB
- Thermo Scientific, EUA), foram descongeladas a temperatura ambiente e
transferidas para garrafa de cultivo, previamente tratada para promover a adeséo
celular, contendo 15mL de meio RPMI 1640 (Gibco®, EUA) suplementado com
10% de Soro Bovino Fetal (SFB-Gibco®, EUA) inativado pelo calor (56°C por 30
min). As células foram mantidas em estufa (Thermo Scientific, EUA) climatizada
a 37°C contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. No dia seguinte apds analise,
por meio de microscépio invertido, quanto a adeséo das células a parede da

garrafa bem como a auséncia de contaminagéo o meio de cultivo foi substituido.

Para a manutengao da linhagem, apds a adeséo celular, o meio de cultura
foi substituido a cada 48 horas sendo a morfologia celular e formagéo da
monocamada observadas em microscopio invertido com a objetiva em um
aumento de 40x no mesmo intervalo de tempo (modelo Nikon Eclipse TS100,
Japéo). No momento em que a cultura apresentou confluéncia de 90%, as
células foram tripsinizadas (1mL de tripsina-EDTA-por 10 min a 37°C- Sigma-
Aldrich®, EUA) para promover o desprendimento das mesmas do fundo da
garrafa. As células soltas foram, entdo ressuspendidas com 8mL de meio e
transferidas para tubo de centrifuga de 15mL (Corning, EUA). O tubo foi

centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos (HeraeusMegafuge 16, ThermoScientific,
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EUA), o sobrenadante foi descartado, o sedimento foi ressuspendido em 1mL de
meio rpmi completo. Entdo,10uL da suspenséao foi retirada e diluida em 180pL
de meio rpmi e 10uL de azul de tripan para determinacéo do numero de células
viaveis em camara de neubauer ao microscopio 6ptico (objetiva de 20x;0lympus
BX41, Japao). Apos contagem, a concentracdo foi ajustada para 10° células/mL
e foram dispostas em placas de 96 pogos para realizagdo dos ensaios de

viabilidade celular.

4.2.4.2. Ensaio de Viabilidade Celular:

Para avaliar o impacto da ativagdo metabdlica dos compostos teste na
viabilidade celular foram realizados ensaios de citotoxicidade utilizando-se a
metodologia MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolina).
O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversao do MTT
para formazan, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na
mitocondria da célula viavel (MOSMANN, 1983), permitindo, dessa maneira,
quantificar o numero de células vivas.

Para este ensaio, apds contagem em camara de Neubauer, a suspensao
celular foi ajustada para 10° células/mL, sendo, entdo, adicionados 100uL a cada
pogo (concentracéo final de 10° células/pogo) de uma microplaca de 96 pogos
(Corning, EUA). As células foram incubadas por 24h em estufa de CO2 a 37°C
para adesdo. Apos esse periodo os pogos foram lavados com solugéo salina
tamponada (PBS 1X estéril). Os compostos a serem testados foram diluidos em
meio de cultivo contendo 1% de SFB, a fim de obter as concentragdes de 100;
10; 1; 0,1 e 0,01pg/mL, e adicionados a placa.

Apo6s 48 horas de incubagdo, os pogos foram lavados com PBS 1x
novamente, e adicionou-se 100uL do sal tetrazélico MTT (Sigma-Aldrich®, EUA)
na concentragdo de 5mg/MI diluido em meio RPMI completo. A placa foi
incubada por 3 horas a TA (temperatura ambiente). Ent&o, retirou-se o
sobrenadante e aplicou-se 50uL de DMSO em cada poco para solubilizar os
cristais de formazan. A absorbancia por pogo foi medida no leitor de microplacas
a um comprimento de onda de 570nm utilizando o Gen5 (Data Analysis Software
- Bio-Tek, USA). Os dados foram analisados considerando-se trés experimentos

independentes.
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A concentragéo citotéxica 50 (CCso -dose letal que inibe em 50% o
crescimento das células na presenga dos compostos teste), foi determinada
utilizando-se o programa Origin5.0 Inc, tendo-se como referéncia as frequéncias
de sobrevida obtidas a partir dos valores de absorbancia quando as células
foram cultivadas na presenca e na auséncia de qualquer droga. Como drogas
controle foram utilizadas drogas antimalaricas recomendadas para o tratamento
da malaria humana como cloroquina e artesunato. A porcentagem de sobrevida
foi obtida pela razédo: (A/B) x 100, onde (A) é a leitura obtida nos pogos com
células expostas aos compostos teste e (B) € a leitura dos pogos controle sem

adicao de drogas.

4.2.5. Avaliacao da atividade antiplasmodial in vitro

Os experimentos para avaliagao da atividade antiplasmodial, in vitro, dos
derivados 1, 2 e 3 foram realizados na Universidade Federal de Sdo Joao Del
Rey (UFSJ), campus Dona Lindu, Divinépolis, Minas Gerais, sob supervisdo do
professor Dr. Fernando de Pilla Varotti através do método HRPII. A analise dos
demais compostos (4 a 8) foi realizado pela técnica de SYBR GREEN no Nucleo
de Pesquisas em Parasitologia, no Departamento de Parasitologia, Microbiologia
e Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora sob supervisdo da Dra.

Kézia K. G. Scopel.

4.2.5.1. Cultivo Continuo da fase eritrocitica do parasito

Para os ensaios foram utilizadas formas sanguineas de P. falciparum
(cepa W2-Cloroquina-resistente). Os parasitos foram, inicialmente,
descongelados e cultivados em hemacias humanas O+ sob condigdes
estabelecidas por Trager e Jensen (1976), com modificagbes. Os cultivos foram
realizados em garrafas de 25cm? contendo meio RPMI 1640 suplementado com
25mM de Hepes, 21mM de bicarbonato de sédio, 11mM de glicose, 40ug/mL de
gentamicina, 0,05% de albumax e 0,2% de hipoxantina e hemacias humanas O+
com o hematdcrito a 5%.

As garrafas foram mantidas em estufas a 37°C com mistura gasogénica
contendo 5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2. Diariamente, foram realizadas
trocas do meio de cultura e a parasitemia foi monitorada por meio da analise de

esfregacos sanguineos, fixados com metanol, corados com Giemsa (Doles) em
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microscoépio 6ptico com objetiva de imerséo (1.000x). A parasitemia foi estimada
considerando-se o numero de hemacias parasitadas em um universo de pelo
menos, 1000 hemacias. Para os experimentos foram utilizadas culturas que

apresentassem mais de 90% dos parasitos em estagio de anel.

4.2.5.2. Teste de avaliacao da atividade antimalarica in vitro pelo

ensaio de HRPII (Proteina 2 Rica em Histidina)

Os testes de atividade antimalarica dos compostos 1, 2 e 3 foram
realizados por meio do ensaio HRPII no Laboratério de Bioquimica Medicinal
(UFSJ), sob orientagao do professor Dr. Fernando de Pilla Varotti. Para os testes,
foram utilizados cultivos de parasitos com predominio de anéis, que foram
obtidos através da sincronizagéo com sorbitol 10% (LAMBROS; VANDERBERG,
1979; FERNANDEZ, 2004). Resumidamente, o sedimento de eritrécitos
infectados (El) com a parasitemia maior que 5%, sendo a maioria das formas no
estagio de anel, foi ressuspenso em uma solugdo 5% de sorbitol (J.T.Baker,
USA). Ap6s 10 minutos em TA, a solugéo foi incubada a 37°C por mais 10
minutos. Entédo, apds centrifugagéo (1500rpm por 3 minutos) o sedimento foi
lavado em meio completo para remover o sorbitol e a cultura foi retomada. Foi
feito esfregago sanguineo, fixado em metanol e corado por Giemsa, para
assegurar a eficacia da sincronizagéo.

Para a realizagéo do teste, os compostos em estudo foram adicionados
em diferentes concentragdes a placa, no volume de 20ul/poco. Inicialmente foi
feita uma triagem nas concentracbes de 50 e 25ug/mL para verificar se os
compostos apresentavam atividade antiplasmodial. Posteriormente realizou-se a
diluicdo seriada dos compostos que variavam de 0,78 a 50ug/mL (1 e 2) ou de
0,01 a 1 yg/mL (3). A cultura de P. falciparum foi ajustada para o hematdcrito de
1,5% e parasitemia de 0,05% e posteriormente distribuida nas microplacas,
contendo os compostos, em volume final de 180ul/pogo. A placa permaneceu
incubada, em estufa a 37°C com mistura gasogénica, contendo 5% de 02, 5%
de CO2 e 90% de N2, por 48h e em seguida foi congelada e descongelada por
duas vezes, para promover a lise das hemacias.

Para o ensaio de ELISA, uma placa de 96 pogos (Kasvi) foi sensibilizada
com 100ul do anticorpo monoclonal primario anti-HRPIl (MPFM-55A, ICLLAB®,

EUA) na concentracao de 1,35ug/ml. A placa foi incubada, overnight, a 4°C e em
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seguida o conteudo foi desprezado e logo foi adicionado 200uL/pog¢o de uma
solugdo de bloqueio (PBS/BSA 2%). A placa foi mantida em temperatura
ambiente por 2 horas e posteriormente seguiu-se o procedimento de lavagem ,
trés vezes, com PBS-Tween 20 a 0,05%. Na etapa seguinte, 100uL do conteudo
de cada poc¢o da placa-teste (cultura tratada com os derivados), foi adicionada a
placa contendo anticorpo primario, a qual foi incubada por 1 hora, em camara
umida, e em seguida foi lavada com PBS-Tween 20 0,05%.

A seguir, 100uL do anticorpo secundario (MPFG559, ICCLAB®, EUA) foi
adicionado a cada pogo na concentra¢ao de 0,05ug/mL seguindo-se incubagao
por 1 hora. Posteriormente realizaram-se trés lavagens e em seguida foi
acrescentado 100uL da solugao de TMB (3,3,5,-Tetrametilbenzidina) em cada
pogo. A placa permaneceu em repouso por 10 minutos, protegida da luz, e a
reagao foi interrompida pela adigado de 50uL de acido sulfurico 1M em cada poco.
A leitura do teste foi realizada em espectrofotémetro (Biotek Power Wave XS2,
EUA). O valor de viabilidade do parasito em relagdo ao controle de 72 horas foi

calculado conforme a seguinte formula:

% Viabilidade = AC- ABR- ABG
ACT72- ABG

Onde:

AC: absorbancia da média das triplicatas do derivado 4-aminoquinolinico
ABR: absorbancia média do branco

ABG: absorbancia média do background

ACT2: absorbancia do controle de 72 horas

Os valores de viabilidade em relagéo a concentragao foram analisados no
programa Origin 8.0, onde se determinou curvas exponenciais que permitiram o
calculo dos valores de CI50 (concentragéo inibitoria que reduz o crescimento do
parasito em 50%). Os valores de CI50 foram definidos com base nos resultados
obtidos em trés experimentos independentes. Todos os testes foram realizados

em triplicatas.

4.2.5.3. Teste de avaliacao da atividade antimalarica in vitro pelo
ensaio de SYBR GREEN
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O teste de avaliagéo da atividade antiplasmodial dos compostos 4 a 8 foi
realizado pelo ensaio de SYBR GREEN.

Para os testes, foram utilizados cultivos de parasitos com predominio de
anéis, que eram obtidos através da sincronizagdo com sorbitol 10%, conforme
descrito acima (LAMBROS; VANDERBERG, 1979; FERNANDEZ, 2004). Em
uma placa de 96 pogos (Corning, EUA) foi adicionado 180uL/pogo da cultura
sincronizada de P. falciparum com 0,5% de parasitemia em estagio de anel e
hematdcrito 2%. Os compostos testados foram adicionados (20uL/po¢o) a placa-
teste, em triplicata, e em diferentes concentrac¢des, as quais variaram de de 0,78
a 50ug/mL. Os pogos controle continham hemacias infectadas sem adicédo dos
compostos testes (controle negativo). Como antimalarico padrao foram utilizados
a cloroquina e artesunato em todos os experimentos realizados, nas diluicbes
seriadas dos compostos teste (controle positivo). Em seis pogos foram
adicionados 180uL de eritrocitos n&o parasitados para a exclusdo da
autofluorescéncia dos mesmos. Os testes foram realizados em ftriplicata.

Entéo, as placas-teste foram incubadas a 37°C, com mistura gasogénica
contendo 5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2z, por 48h. Entéo, para avaliar a
sensibilidade dos parasitos aos compostos, foi realizado o teste de fluorescéncia
de acordo com SMILKSTEIN et al. (2004). Para tal, apds incubagado, o
sobrenadante foi removido e 150uL de PBS 1X foram adicionados em cada pogo.
As placas foram centrifugadas a 700g por 5 minutos, o sobrenadante novamente
removido e 120uL de tampé&o de lise com SYBR GREEN (20mM TRIS-base,
5mM EDTA, 0,008%p/v Saponina, 0,08%v/v Triton X-100, 0,2uL/mL Sybrsafe)

foram adicionados.

Apos a lise dos eritrocitos, os pogos foram homogeneizados e 100uL do
conteudo de cada poco foi adicionado a uma nova placa contendo 100uL de PBS
e 0,2 uL de SYBR GREEN | (Sigma Aldrich® EUA). A leitura da fluorescéncia foi
realizada apés a incubagao por 30 minutos a TA ao abrigo da luz em fluorimetro

com excitacdo de 485nm e emissao de 535nm.

Visto que o SYBR GREEN é um intercalante de DNA a fluorescéncia
observada em pogos com presenga de parasitos € superior a observada em

pogos com numero reduzido. Assim, a resposta dos compostos testes é
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inversamente proporcional a emissdo da fluorescéncia, comparada aos pogos

sem adic&o de compostos.

Através dessa triagem é possivel determinar a Clso dos compostos. Esse
valor corresponde a dose letal minima que inibe em 50% o crescimento dos
parasitos na presenca dos compostos teste, ou seja, metade da concentragao
inibitéria maxima do crescimento parasitario, sendo obtido pela comparagéo com

eritrocitos infectados cultivados sem a presenga de compostos.

4.2.6. indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) corresponde a relagéo entre as atividades
citotoxicas e antiparasitarias de cada composto. O IS foi obtido através da razéo
entre o valor de CCso WI-26VA4 e/ou HepG2 e o valor de Clso obtido para P.
falciparum cepa W2. Valores maiores que 10 sio indicativos de alta seletividade,
considerando auséncia de toxicidade e potencial antimalarico, enquanto
substancias com valores abaixo de 10 sdo consideradas téxicas e néo seletivas
(BEZIVIN et al., 2003; KATSUNO; BURROWS et al. 2015).

4.2.7. Interacao com ferriprotoporfirina (Fe(lll)PPIX)

A determinacao da constante de associagdo entre o composto teste e a
protoporfirina de ferro IX (Fe(lll)PPIX) foi realizada conforme descrito
anteriormente (EGAN et al., 1997). Uma solu¢do de hemina 0,54 mM foi
preparada usando 5 mL de agua desionizada, 1 mL de tampao
tris(hidroximetil)aminometano (pH - 7,5) e 4 mL de DMSO. A solugao branco foi
preparada da mesma maneira, sem adigdo de hemina. Uma solugédo 0,3 mM do
composto teste em DMSO também foi preparada. Na sequéncia, foi realizada
uma titulagdo de 2 mL do Fe(lll)PPIX através de adi¢cdes sucessivas de aliquotas
de 20 pL da solugdo do composto teste. Simultaneamente, a solugdo branco foi
titulada da mesma forma. Os espectros UV-Vis foram medidos para a solugéo
de Fe(lll)PPIX apds cada adicdo, descontando a absor¢do do branco. A
absorbancia em 402 nm (banda Soret) foi registrada antes da titulagdo e apods
cada adig¢do. Os valores de absorbancia foram ajustados pela equagéo racional

A = (A0 + A=K][C]) / (1 + K[C]) para um modelo de complexagédo 1:1 pelo método
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dos minimos quadrados n&o linear. AO € a absorbancia da solug¢ao de Fe(ll1)PPIX
antes da titulacdo, A~ é a absorbancia do composto-hemina aduto apds a
saturacao (ap6s a titulagéo), A é a absorbancia em cada ponto da titulagéo, K é
a constante de associacgéao e [C] é a concentragdo do composto 3 em cada ponto

da titulagdo.

4.2.8. Testes antimalaricos in vivo

O composto que apresentou melhor indice de Clso e IS nos ensaios in vitro
foi selecionado para os testes in vivo.

Os testes in vivo foram realizados em camundongos C57BL/6 infectados
com formas sanguineas de Plasmodium berghei ANKA (PbA). Essa cepa de
plasmdédio é considerada de alta viruléncia por induzir quadro de malaria cerebral
semelhante ao observado em humanos infectados com P. falciparum (LOU et al,
2001; REST, 1982).

4.2.8.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos propostos foi utilizado o modelo
murino de MCE para avaliar a atividade antimalarica do composto 3
isoladamente e em associacdo a vitamina D (VD). Foram utilizados
camundongos (Mus musculus) C57BL/6 fémeas de 6 a 8 semanas de idade,
fornecidos pelo Centro de Biologia da Reprodugéo (CBR) - CIAEP 02.0048.2019
- da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF com aprovagéo do Comité de
Etica em Pesquisa Animal da UFJF, sob o parecer n° 055/2018 -CEUA- UFJF
(ANEXO B).

Aos animais (5/gaiola) foi oferecido agua e racao ad libitum. As gaiolas
foram mantidas na sala de experimentagdo do Nucleo de Pesquisas em
Parasitologia em armarios climatizados ALESCO® com fluxo de ar controlado,
temperatura de 22+2°C e controle de luminosidade, respeitando o ritmo
circadiano dos animais (ciclo de claro/escuro de 12 horas). O protocolo
experimental, seguiu as normas internacionais preconizadas no Manual sobre
cuidados e usos de animais de laboratério (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
2011) e os preceitos éticos para experimentacédo animal definidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimenta¢cao Animal (CONCEA, 2013).
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4.2.8.2. Delineamento Experimental in vivo

Os testes antiplasmodiais curativos do composto 3 isolado ou associado
a VD (descrito no tépico 4.2.7.4) foram realizados conforme demonstrado abaixo
(Figura 20).

Infeccéio dos ‘ Janela de Maldria Cerebral |

grupos
d-6 d-5 d-1 experimentais  d3 d4 ds d6 7 ds d9 d10 di1 di14

d
| e | )| | | | | | | | [t |
|

| | | | | | f I 1 | [ |

Infeccdo Eutandsia

! - ! -
repiques d0 |Tratamento curativo dD.S grupos experimentais

‘ i Awvaliacdo da Parasitemia Sanguinea

Avaliacdo Clinica

Figura 20: Desenho experimental: esquematizagao dos processos de infecgao, tratamento e eutanasia realizados
no desenvolver deste projeto, além de ilustracdo do periodo correspondente ao periodo critico para o
desenvolvimento de malaria cerebral;d-6: dia -6, dO: dia zero, d3: dia 3; d4: dia 4; d5: dia 5: d6: dia 6; d7: dia 7;
d8: dia 8; d9: dia 9; d10: dia 10; d11: dia 11 e d14: dia 14 po6s infecgdo (dpi).

Fonte: préprio autor

4.2.8.3. Solubilizacao dos compostos e grupos experimentais

O composto teste e a cloroquina foram pesados, individualmente, em
quantidades suficientes para tratamento de cada grupo/dia. Os mesmos foram,
entdo, diluidos em agua filtrada somente no momento do tratamento dos
animais, que foi iniciado assim que os primeiros parasitos circulantes foram
observados, microscopicamente, em esfregaco sanguineo.

A vitamina D (VD - Cholecalciferol - Sigma Aldrich®), por ser uma vitamina
lipossoluvel, foi diluida em 6leo de soja (WU et al., 2018). Foi feita uma diluicao
estoque, a qual foi armazenada sob refrigeracdo (2 a 8°C) durante o
experimento. As diluicdes para tratamento dos animais eram realizadas, também
em Oleo de soja, no momento em que os animais receberam a suplementagao
vitaminica. Para os grupos que foram tratados com VD em associagdo ao
composto teste, o tratamento foi feito individualmente com 100uL de cada um,
via oral, totalizando 200uL de volume total administrado. Os grupos

experimentais e esquemas de tratamento estdo descritos nas tabelas 5 e 6.
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Tabela 5: Grupos experimentais e seus respectivos esquemas de tratamento,
dose e tamanho amostral (n) utilizados no teste antiplasmodial curativo do
composto 3 isolado.

Grupo Tratamento Dose n

Q15 composto 3 (3° ao 7°dpi) 15mg/kg 15
Q30 composto 3 (3° ao 7°dpi) 30mg/kg 12
Q50 composto 3 (3° ao 7°dpi) 50mg/kg 13
cQ Cloroquina (3° ao 7°dpi) 10mg/kg 09
PbA Agua - 13

dpi: dia pds infecgao

Tabela 6: Grupos experimentais e seus respectivos esquemas de tratamento, dose e tamanho
amostral (n) utilizados no Teste antiplasmodial curativo do composto 3 associado a vitamina D.

Grupo Tratamento Dose n
VD160 Vitamina D (3° ao 7°dpi) 160 pg/kg 5
VD320 Vitamina D (3° ao 7°dpi) 320 pg/kg 5
QVD160 Vitamina D+composto 3 (3° ao 7°dpi) 160 pg/kg + 15mg/kg 5
QVvD320 Vitamina D+ composto 3 (3° ao 7°dpi) 320 pg/kg + 15mg/kg 5
cQ Cloroquina (3° ao 7°dpi) 10mg/Kg/dia 9
PbA agua (3° ao 7°dpi) - 13

dpi: dia pds infecgao

4.2.8.4. Teste antiplasmodial curativo isolado e associado a VD

Para o teste antiplasmodial in vivo os camundongos foram infectados por
via intraperitoneal (ip) com 200ul de PBS contendo 10° El de PbA previamente
obtidos a partir de um animal repique apresentando parasitemia sanguinea = 5%.
Os mesmos foram, entéo, divididos aleatoriamente em grupos experimentais, os
quais receberam doses orais (200uL) da droga em diferentes concentragdes (15,
30 e 50mg/kg/dia) ou da VD (160 e 320 pg/kg/dia), ou doses de 100 pL/cada
(droga + VD) em esquema de tratamento associado (composto 3 15mg/kg + VD

160 ou 320 pg/kg/dia) durante 5 dias consecutivos. O grupo controle tratado
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recebeu a droga padréo cloroquina na dose de 10mg/Kg/dia e o grupo controle
nao tratado recebeu agua filtrada.

A partir do 3° dia p6s infecgao (dpi) foram confeccionados, diariamente,
esfregagos sanguineos da ponta de cauda dos animais, os quais foram fixados
em metanol, corados por Giemsa e examinados em microscopia de imerséo para
determinagao de parasitos circulantes. O tratamento dos animais foi iniciado no
3° dpi, assim que os primeiros parasitos foram observados microscopicamente.
Para determinar a eficacia do tratamento foi avaliado, diariamente, a parasitemia
sanguinea e o escore clinico. Datas de morte dos animais também foram
registradas com o intuito de obter dados sobre a sobrevivéncia dos mesmos em

decorréncia do tratamento com os compostos avaliados.

4.2.8.5. Determinacédo da Parasitemia Sanguinea

Para determinar o efeito dos tratamentos no desenvolvimento parasitario,
foram realizados esfregagos sanguineos diarios do 3° ao 14° dpi. Para tal, uma
gota de sangue da veia caudal de cada animal foi coletada. Procedeu-se a
confecgdo dos esfregagos sanguineos, os quais foram fixados em metanol,
corados com corante hematoldgico Giemsa (Doles) e analisados
microscopicamente em aumento 100x. A porcentagem de parasitemia foi

determinada calculando-se o numero de El em um total de 1000 hemacias.

4.2.8.6. Determinacao da Inibicdo da Multiplicagcdo do Parasito (IMP)

A atividade antimalarica do composto foi verificada por meio do calculo de
inibicdo da multiplicagdo do parasito (IMP), que é determinada pela diferenca
entre a média da parasitemia do grupo n&o tratado pela média do grupo teste,
dividido pela média da parasitemia do grupo nado tratado, expresso em
porcentagem, conforme formula abaixo (ANDRADE-NETO et al., 2003). Os
derivados foram considerados ativos, quando a parasitemia foi reduzida em, pelo
menos 30% (CARVALHO et al, 1991).

% IMP = A-B x 100
A
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Onde:
A: média da parasitemia no grupo de controle nao tratado
B: média da parasitemia no grupo teste.

IMP: inibicdo da multiplicagdo do parasito (%)

4.2.8.7. Avaliacao Clinica

A MCE ocorre, neste modelo experimental, entre o 6° ao 11° dpi, chamado
de periodo critico para MC. Para determinar o desenvolvimento da MCE foi
utilizado a escala rapida de coma e comportamento murino (ERCCM) que
consiste na analise de 10 paradmetros onde s&o atribuidas pontuagdes de 0 a 2,
sendo 0 o grau mais baixo e 20 o grau mais alto de normalidade clinica (CARROL
et al., 2010). A ERCCM é dividida em cinco categorias, séo elas: Coordenacgéo,
Comportamento Exploratério, Forgca e Toénus Muscular, Reflexos de
Autopreservagéo e Higiene, conforme tabela 7. Nos primeiros 90 segundos os
camundongos foram avaliados quanto a higiene, comportamento, marcha,
posigdo do corpo, comportamento exploratério e equilibrio. Os outros 90
segundos foram para avaliagdo dos reflexos, forga dos membros e
comportamento de auto-preservagdo. O protocolo completo de avaliagdo da
ERCCM pode ser encontrado em anexo (APENDICE A).

Tabela 7: Parametros observados, de acordo com sua classificagdo categdrica, na
avaliagdo clinica dos animais determinada pela Escala Rapida de Coma e
Comportamento Murino (ERCCM).

ESCALA RAPIDA DE COMA E COMPORTAMENTO MURINO

Coordenagao Forga e TOnus Muscular
Marcha Posi¢ao do Corpo
Balanco/Equilibrio For¢ca dos Membros
Comportamento Exploratério Higiene

Desempenho Motor Grooming

Reflexos de Autopreservagao

Fuga ao toque Reflexo Plantar

Reflexo do pavilhdo auricular Agressao

Foi considerado sinal caracteristico de desenvolvimento da MCE os

animais que atingiram pontuacao variando de 0-5 nessa avaliag&o clinica, os
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quais foram, imediatamente, eutanasiados. Os animais que apresentaram

pontuagédo entre 6-20 sobreviveram ao desenvolvimento da MCE.

4.2.8.8. Eutanasia

Os animais que foram avaliados clinicamente com pontuagéo variando
entre 0-5 foram eutanasiados com associagao de Xilazina 1% e Quetamina 5%,
via intraperitonial, procedendo-se perfusédo cardiaca com PBS 1X, para remogéao
das hemacias ndo aderidas. Posteriormente foi realizada laparotomia para
retirada do cérebro dos animais, os quais foram fixados em formaldeido 10%
para posterior inclusdo e analise histologica. Os animais que ndo apresentaram
escore clinico compativel com danos neuroldgicos foram acompanhados até o
14° dia da infecgdo, quando, entdo, foram eutanasiados conforme

procedimentos experimentais descritos anteriormente.

4.2.8.9. Analise macroscépica do encéfalo

Apés a eutanasia, o cranio dos animais foi fotografado com o intuito de
registrar danos cerebrais macroscopicos. Para tal, a pele da porgéo superior da
cabecga dos animais foi completamente removida deixando a calota craniana

exposta para a realizagao do registro fotografico.

4.2.8.10. Analise Histopatolégica do cérebro

Para avaliar o efeito dos componentes testados sobre o tecido cerebral, o
cérebro dos animais foi removido e fixado em formalina 10% para posterior
inclusdo em parafina. Brevemente, apds 24h de fixagcdo, os tecidos foram
transferidos para uma solugéo de alcool 70%, dando inicio ao processamento
histolégico. Apdés 30 minutos de imersdo os tecidos foram transferidos para
concentracgdes graduais de etanol (80%, 90%, 100%, 100% e 100%), recebendo,
ao final, trés imersées em etanol 100% para promover a completa desidratagéo
do tecido. Apés a desidratagao realizou-se a diafanizagdo do tecido através de
trés imersbes de 20 minutos no solvente orgéanico xilol. Posteriormente, os
tecidos receberam trés banhos em parafina para posterior inclusdo e formagéo
dos blocos.

Os blocos confeccionados foram submetidos a microtomia de 5uym de

espessura para confeccdo das laminas, as quais foram coradas por
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Hematoxilina-Eosina (HE). Brevemente, as laminas foram armazenadas, por 15
minutos, em estufa a 60°C para iniciar o processo de desparafinizacao.
Posteriormente, essas |aminas foram submersas em xilol por 5 minutos para
completa remog¢ao da parafina impregnada no tecido. Esse processo foi repetido
por trés vezes. Logo apds a desparafinizacao iniciou-se o processo de hidratacao
do tecido, para prepara-lo para receber o corante aquoso. Para tal, as |aminas
foram submersas, durante 5 minutos, em concentrac¢des alcodlicas decrescentes
(100%, 90%, 80% e 70%) e logo apds foram coradas com a hematoxilina por 5
minutos. Apds a coloragéo as laminas foram lavadas em agua corrente por 15
minutos pra promover a viragem do corante de vermelho para azul. Em seguida,
apos a remogao do excesso de agua, as laminas passaram por processo de
desidratacdo para receber o proximo corante. Para tal, as laminas foram
submersas, durante 5 minutos, em gradua¢des alcodlicas crescentes (70%,
80%, 90% e 100%) e em seguida foram coradas com a eosina por 3 minutos e
lavadas, rapidamente, em alcool absoluto para remover o excesso de corante.
Logo apds procedeu-se a diafanizagdo dos tecidos através de trés banhos de
cinco minutos em xilol e a montagem das Iaminas com aplicagéo da resina e
laminula.

A analise da histopatologia do cérebro dos animais foi realizada em
microscopio 6ptico (AX10, Zeiss) em lentes de aumento 40X e 100X para
observacao das alteragdes histopatolégicas. De maneira geral foram observadas

areas de inflamagao, hemorragias e obstrugao vascular.

4.2.8.11. Analise Bioquimica

Para analise bioquimica, amostras de sangue foram coletadas por pung¢ao
cardiaca dos animais e centrifugadas para obtencédo do soro, os quais foram
armazenados a -20°C para posterior analise. A toxicidade in vivo foi avaliada por
meio da dosagem de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), que foram utilizadas como marcadores de dano
hepatico, e de uréia e creatinina, que foram utilizados como marcadores de dano
renal. As andlises foram realizadas com kits comerciais (Labtest Diagnostica®,

Belo Horizonte) de acordo com as instrugdes do fabricante.
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4.3. Analise Estatistica

Para analise estatistica dos dados obtidos durante o desenvolvimento do
presente trabalho foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk (n < 30
amostras) e posteriormente analise de varidncia por OneWay-ANOVA, com post-
test para comparagcédo multipla de Tukey. As analises foram realizadas por meio
do software GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software).

Valores encontrados para p<0,05 foram considerados estatisticamente distintos.
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4.4. RESULTADOS

Os resultados apresentados neste capitulo foram publicados na Chemico-
Biological Interactions em fevereiro de 2022, no artigo intitulado “A simple
quinoline salt derivative is active in vitro against Plasmodium falciparum asexual
blood stages and inhibits the development of cerebral malaria in murine model”
(Anexo C) (DOI: https://doi.org/10.1016/j.cbi.2022.109848).

4.4.1. Avaliacao in silico das propriedades fisico-quimicas dos
derivados 4-aminoquinolinicos

Como a via oral é a principal via de administracdo de medicamentos é
imprescindivel que um candidato a farmaco apresente boa biodisponibilidade, ou
seja, o composto precisa ser bem absorvido para se tornar disponivel na corrente
sanguinea e ser distribuido para o local de agéo (LIN et al., 2003; GLEESON,
2008).

A absorcdo de um farmaco pode ser prevista através de suas
propriedades fisico-quimicas e a regra dos 5 de Lipinski & um filtro importante na
avaliagao dessas propriedades que irdo predizer se o composto apresentara boa
biodisponibilidade quando administrado via oral. Segundo esta regra, o
composto deve ter peso molecular < 500 g/mol, coeficiente de particao
octanol/agua (Log P) < 5, numero de doadores de hidrogénio (NH+OH) <5 e
nuamero de aceptores de hidrogénio (N+O) < 10 (LIPINSKI et al, 1997).

A plataforma online SwissADME fornece as informagbes sobre as
propriedades fisico-quimicas de um composto através de sua estrutura
molecular ou do codigo SMILES da molécula. Através dessas propriedades é
aplicado a regra dos 5 de Lipinski que estabelece que candidatos a farmacos
podem apresentar baixa absorcdo e permeabilidade se violarem pelo menos
duas regras. Os resultados da predicao para os derivados 4-aminoquinolinicos

sao apresentados na tabela 8.
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Tabela 8: Avaliagdo, in silico, através da regra dos 5 de Lipinski, das
propriedades fisico-quimicas das moléculas sintéticas derivadas de 4-
aminoquinolinas.

Resultados obtidos pelo programa SwissADME online.

Composto MM LogP nON nOHNH NV
1 581,66* 0,04 0 1 1

2 439,72 2,26 1 1 0

3 334,24 2,11 1 2 0

4 204,62 2,66 4 0 0

5 249,61 1,85 6 0 0

6 193,63 1,54 1 2 0

7 193,63 1,87 2 2 0

8 664,37* 8,06* 6 1 2%

cQ 319,87 4,15 2 1 0

MM: massa molecular; Log P: Coeficiente de particdo; nOH: numero de
aceptores de hidrogénio; NOHNH: nimero de doadores de hidrogénio; NV:
numero de violagdes a regra de Lipinski; *resultado viola a regra de Lipinski.
Fonte: resultados obtidos através da plataforma SwissADME.

Apés analise pode-se observar que o composto 8 apresentou 2 violagdes
a regra dos 5 de Lipinski, sendo, por isso, considerado um composto com baixa
biodisponibilidade via oral. O coeficiente de particdo (LogP), que expressa a
lipossolubilidade do composto, foi superior a 5 para o composto 8 indicando uma
molécula mais lipofilica do que os demais derivados, que pode, portanto,
apresentar maior dificuldade para ser distribuida e absorvida pelas células. Além
disso, o composto violou a regra da massa molecular, a qual foi superior a 500.
Esse resultado esta associado a uma baixa permeabilidade da molécula na
membrana plasmatica, o que indica tendéncia para ocorréncia de problemas
relacionados a farmacocinética do composto.

O composto 1, violou a regra da Massa Molar (MM=581,66), mas embora
o peso molecular (MW <500) de um farmaco desempenhe um papel importante
em sua biodisponibilidade, isoladamente n&do € um pardmetro que classifica,

significativamente, os compostos em boa ou baixa biodisponibilidade oral.
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Apenas os compostos com dois ou mais parametros que violam a regra dos cinco
de Lipinski ndo s&o considerados biodisponiveis por via oral.

As propriedades fisico-quimicas dos demais compostos seguiram a Regra
dos Cinco de Lipinski, o que é preditivo de boa biodisponibilidade oral e

propriedades ADME suficientemente aceitaveis.

4.4.2. Avaliacao in vitro da citotoxicidade e atividade
antiplasmodial

Para avaliar a atividade citotéxica dos compostos o ensaio de MTT foi
conduzido em células da linhagem WI-26VA4 e/ou HepG2. Foi observado que
nenhum dos compostos apresentaram toxicidade até a maior concentragao
testada (100uM) (Tabela 9).

Tabela 9: Avaliagdo da citotoxicidade em células WI26VA4 e/ou HepG2, da

atividade antiplasmodial sobre a cepa W2 (cloroquina resistente) e determinagao do
indice de seletividade dos derivados 4-aminoquinolinicos.

Cédigo Composto G0 (UMD Cloo (D IS
WI  HepG2  P.falciparum W2 + DP
1 >100 >100 61,15+ 13,85 >1
2 >100 >100 9,23 +£0,54 >10
3 >100 >100 0,27 +£ 0,09 >370
4 >100 NA 16,37 + 0,20 >6
5 >100 NA 141,74 + 8,49 >0,7
6 >100 NA 40,13 + 1,55 >2
7 >100 NA 12,40 + 0,36 >8
8 >100 NA 8,50 + 0,54 >11
CQ >100 NA 0,06 £ 0,03 >1000
ART >100 NA <2,03 >49

CCso: Concentragéo citotoxica que inibe 50% do crescimento celular; Clso: Concentragéo
que inibe em 50% o crescimento parasitario; IS: indice de seletividade; Wl e HepG2:
linhagens celulares; W2: cepa cloroquina resistente; CQ: cloroquina; ART: artesunato;
NA: ndo se aplica.

Os compostos derivados de 4-aminoquinolinas foram testados para

atividade antiplasmddica contra P. falciparum W2 resistente a cloroquina e os
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resultados estdo apresentados na tabela 9. Os compostos apresentaram valores
de Clso variando entre 0,27 a 141uM.

Os compostos 2, 3, 4 e 7 foram classificados com alta atividade
antiplasmodial, enquanto o 6 e 8 foram considerados drogas promissoras e o 1
e 5 apresentaram baixa atividade contra os plasmddios nos ensaios in vitro.
Nenhum dos compostos do estudo foi classificado como inativo (Tabela 9).
Destaca-se, entre todos os compostos, o 3 por apresentar Clso mais proximo ao

da CQ, droga padréo.

Avaliando o indice de seletividade (IS), apenas os compostos 2, 3 e 8
demonstraram seletividade satisfatoria para os parasitos (1S>10) (Tabela 9).
Apesar dessa seletividade, os compostos 2 e 8 apresentaram Clso>1uM e
apenas o composto 3 demonstrou Clso<1uM. Sendo assim, a atividade
antiplasmodial in vitro do composto 3 atinge um conjunto de critérios
recentemente estabelecido para antimalaricos HITs (compostos bioativos), que
inclui: conhecimento da estrutura-atividade; uma concentragao inibitoria (Clso) <1
MM; e S| maior que 10 vezes contra uma linhagem de células humanas
(KATSUNO et al., 2015a).

4.4.3. Avaliagao in vitro da interagdo com a ferriprotoporfirina Fe(lll)PPIX

Considerando o promissor Clso (correspondente a 0,27 uM) e o valor do
IS (> 370) observados para o composto 3, seu provavel mecanismo de agao foi
investigado. Para avaliar a capacidade do composto 3 em inibir a formagao de
hemozoina como um de seus mecanismos de acgao antiplasmodial, foi realizado
um teste de interagdo entre este composto e Fe(lll) PPIX, conforme
procedimento descrito anteriormente (EGAN et al., 1997). Neste ensaio, foi
realizada uma titulacdo de uma solu¢do de Fe(lll) PPIX com uma solugéo de
composto 3, que causou um hipocromismo de 29% na banda de Soret da
porfirina (402 nm), mostrando uma interagéo entre o titulante e o titulo. Uma
constante de associagdo de log K = 4,61 foi obtida para o composto 3. Em um
estudo recente, valores de constante de associagao ligeiramente superiores
foram encontrados para outro derivado de quinolina (log K =4,77) e para CQ (log
K =4,97) (MARINHO et al., 2021), o que sugere que o composto 3 interage com

o Fe(lll)PPIX de forma semelhante a CQ, potencialmente inibindo a formagéo de
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hemozoina. Os espectros na regido UV-Vis para cada concentragdo do

composto 3, bem como a absorbancia em 402 nm para cada concentragao

podem ser vistos na figura 21.

Absorbancia (u.a)

06 -

04

0.3+

02+

y

0l o

0.0

T T T
300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

500

Absorbéincia em 402 nm (u.a)

060

0554

0504

0454

0404

T T
on 0.02 003

Concentragao do composto 3 (mM)

Figura 21: Titulagdo espectroscédpica de Fe(lll)PPIX com composto 3

O mecanismo de agdo do CQ baseia-se na inibicdo da formagédo da
(IRWIN W SHERMAN, 1998;

SILVA et al.,, 2005). Durante o desenvolvimento eritrocitario, os parasitos

hemozoina, promovendo a morte do parasito

digerem a hemoglobina em seu vacuolo digestivo, gerando aminoacidos, que
sdo utilizados para a maturacdo do parasito, e também o grupo heme
(ferroprotoporfirina IX - Fe(Il)PPIX), que é oxidado a ferriprotoporfirina IX - Fe(lll))
PPIX e acumulado no vacuolo digestivo do protozoario (SHERMAN, 1977). O
heme livre é altamente toxico para os parasitos, que o convertem em hemozoina,
um polimero inerte, insoluvel e in6cuo ao parasito, mas téxico ao hospedeiro
(SILVA et al., 2005). Os compostos 4-aminoquinolinicos atuam inibindo esse
processo de conversao do heme em cristais de hemozoina, promovendo a morte
do parasito (SHERMAN,
formacéo deste cristal, como CQ, tém sido altamente bem sucedidos no combate
a infecgéo por plasmadio por muitos anos (AMARATUNGA et al., 2016; MILLER
et al., 2013; O'BRIEN et al., 2011; WHO, 2020).

1977). Compostos quimicos que interferem na
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4.4.4. Avaliacao in silico das propriedades farmacocinéticas da
absorcao dos derivados 4-aminoquinolinicos

Devido a seletividade in vitro e provavel mecanismo de agao semelhante
a CQ, decidimos avaliar a predigéo in silico dos farmacocinéticos de absorg¢ao
para avaliar a biodisponibilidade do composto 3 quando administrado por via
oral. Como a via oral é a principal via de administracdo de farmacos, é
imprescindivel que um candidato a farmaco apresente boa biodisponibilidade e
para isto, composto precisa ser bem absorvido para se tornar disponivel na
corrente sanguinea e ser entregue ao local de agado (GLEESON, 2008; LIN et al.,
2003; RUIZ; SCIOLI MONTQOTO, 2018).

Quando um medicamento, administrado por via oral, se dissolve no trato
gastrointestinal, ele deve ser suficientemente permeavel as membranas
celulares para entrar na circulagado sistémica (GLEESON, 2008). Como o
comportamento farmacocinético de um composto pode determinar o sucesso ou
fracasso de sua atividade bioldgica, novos candidatos a farmacos devem
apresentar boa biodisponibilidade oral e boa permeabilidade de membrana como
propriedades que podem levar experimentos in vivo a alcangarem sucesso
(KIRK; HORNER; KIRK, 1996; FONSECA et al.,, 2016). Nesse sentido, a
ferramenta AdmetSAR Web (YANG et al., 2018) permite uma inferéncia in silico
das principais caracteristicas farmacocinéticas dos compostos.

O AdmetSar vem sendo utilizado em diversos estudos de novas
compostos candidatos a farmacos com a finalidade de analisar o perfil
farmacocinético preditivo dos mesmo (PRADEEPKIRAN; REDDY, 2019;
DESALE et al.,, 2020; NILKANTH et al., 2020; ZADOROZHNII, et al., 2020;
TARONCHER et al., 2021). Apesar da plataforma SwissAdme também gerar os
dados preditivos da farmacocinética dos compotos, a escolha pela plataforma
AdmetSar foi feita devido a paramentos importantes que sdo analisados através
dessa ultima plataforma, como permeabilidade a células Caco-2. Além disso, a
plataforma online AdmetSar apresenta numericamente a probabilidade de
ocorrer aquela predicdo analisada. Na Tabela 10 sdo apresentados parametros

de absor¢ao do perfil ADME do composto 3 em comparagédo com a CQ.
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Tabela 10: Avaliacao in silico das propriedades farmacocinéticas de absorgéo do
composto QDS3 e da Cloroquina através do programa AdmetSar

Composto TPSA ElH (p) Caco-2 (p) BHE (p)
3 29,41A2 +(0.93) +(0.70) +(0.99)
cQ 28,16A2 +(0.99) + (0.66) +(1.00)

TPSA: area superficial polar topolodgica; AlH: epitélio intestinal humano; Caco-2:
células de adenocarcinoma de célon humano; BHE: barreira hematoencefalica;
Sinal “+” indica que o composto é permeavel ao modelo; (p): probabilidade de
ocorrer o evento. Fonte: resultados obtidos através da plataforma AdmetSar.

Um dos maiores desafios enfrentados por um medicamento administrado
via oral é sua passagem através do epitélio intestinal, que determina a extensao
de sua absor¢ao e, consequentemente, afeta sua biodisponibilidade (THE et al.,
2011). Varios ensaios de permeabilidade in vitro que mimetizam as
caracteristicas de absorgéao in vivo foram desenvolvidos e sdo uma boa escolha
para o estudo da permeabilidade de drogas devido ao baixo custo e bom
rendimento em relacado aos ensaios in vivo. O “padrdo ouro” para estudo da
permeabilidade de drogas, in vitro, € o modelo de cultura de células em
monocamada Caco-2 (adenocarcinoma do cdlon humano), devido a sua
correlagédo com as células intestinais humanas (CALDWELL et al., 2009). Porém,
com advento dos estudos in silico, € possivel predizer se um composto sera
capaz de permear as células Caco-2, e consequentemente ser absorvido pelo
epitélio intestinal. Dentre as informagdes fornecidas pelo programa AdmetSar in
silico, foi possivel prever o comportamento da molécula nessa cultura de células,
a qual se mostrou permeavel assim como o antimalarico padrao (CQ).

A area superficial polar topoldgica (TPSA) também é um descritor
importante para a caracterizagdo da absor¢do de farmacos, incluindo a
permeabilidade pelas células Caco-2, absorgéo intestinal, biodisponibilidade, e
penetracao pela barreira hematoencefalica (PARAMASHIVAM et al., 2015). ALI
e colaboradores (2012) afirmaram que moléculas com TPSA < 140A2
apresentam boa absorgcédo intestinal. Através da analise dos descritores
moleculares, observamos que o TPSA do composto 3 (29,41A2) & inferior a
140A2 além de ser semelhante a cloroquina (28,16A2), indicando boa absorgéo

intestinal. Tal propriedade foi corroborada pelos dados preditivos de alta



90

absorgdo do composto 3 pelo intestino humano, o qual demonstrou 93% de
probabilidade de ser permeavel. Além disso, o composto 3 se mostrou altamente
permeavel (99%) a BHE, caracteristica semelhante & CQ. Esta observagao
demonstra que, além de ser absorvidos pelo intestino e alcangar a circulagéo
sanguinea, o derivado 4-aminoquinolinico em estudo também pode atravessar a
barreira hematoencefalica.

Analisando a estrutura molecular € possivel notar que o composto 3 € um
sal, como a CQ, o que justifica seu perfil farmacocinético semelhante. Os sais
envolvem espécies ibnicas que provavelmente apresentam boa solubilidade em
agua e sao frequentemente utilizados por empresas farmacéuticas para
melhorar o perfil fisico, quimico e farmacocinético de certos produtos (GUPTA et
al., 2018; PAULEKUHN; DRESSMAN; SAAL, 2007). Devido a essas
caracteristicas de alto potencial antimalarico, baixa toxicidade e um perfil
farmacocinético sugestivo de boa biodisponibilidade oral, o composto 3 foi

considerado adequado para ensaios in vivo.

4.4.5. Avaliacao in vivo

4.4.5.1. Teste antiplasmodial curativo do composto 3 isolado

Para os ensaios in vivo, foram testadas, inicialmente, trés doses (15, 30 e
50mg/kg) via oral, por cinco dias, iniciando o tratamento no 3°dpi, apés o
surgimento dos primeiros eritrocitos infectados. A recomendacéo para eficacia in
vivo € que um composto lider deve atingir a eliminagdo do parasito em uma dose
que erradique 90% do patégeno alvo, quando administrado por via oral
(<50mg/kg) nos estagios sanguineos da infecgéo (tipicamente quatro doses em
4 dias), no modelo de camundongo com malaria grave (KATSUNO et al., 2015).
Conforme mostrado na Tabela 11, a parasitemia de camundongos infectados e
tratados com o composto 3 nas trés dosagens foi estatisticamente menor do que
o grupo nao tratado no 7° dpi (Tukey Test, p < 0,05) e a inibigdo da multiplicagéo
do parasito (IMP) foi de até 92%. Essa diferencga foi mantida para as doses de
30 e 50mg/kg no 8° e 9° dpi, mas nao para 15 mg/kg no 9° dpi. Da mesma forma,
ndo foi observada diferenca na proporgéo de parasitos circulantes nos grupos
tratados com o composto 3 nas trés dosagens em relagdo ao CQ no 7° dpi, assim

como para 30 e 50mg/kg nos dias subsequentes (Tukey Test, p > 0,05). No
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entanto, a dose de 15 mg/kg, apesar de apresentar diferenga estatistica em
relagdo ao grupo controle ndo tratado no 8° dpi, também apresentou diferenga

em relagdo ao grupo controle CQ.

Tabela 11: Valores da redugéo da parasitemia no 7°, 8° e 9° dias pds infecgdo, apds
teste curativo com o composto 3 (15, 30 e 50mg/Kg).

Dose Parasitemia + DP (% Redugao)
Composto n
(mg/Kg) 7° dpi 8°dpi 9°dpi
15 1,58 +£1,723°(76,9) 2,23 +2,617(58,7) 4,73 + 4,97 (15,5) 15
3 30 0,68 +0,672,°(90,1) 0,63 +0,80%,(88,3) 1,12 +1,56 2, (80,0) 12
50 0,49 +0,432,°(92,9) 0,49 +0,742,°(90,9) 0,67 +1,172,°(88,0) 13
cQ 10 0,24 + 0,052 (96,5) 0,21+0,272(96,1) 0,13+0,142(97,7) 9
Agua (PbA) - 6,85 + 2,57 5,4+2,22 5,60 +1,53 13

dpi= dia p6s infecgdo; CQ: Cloroquina; DP=Desvio Padrao
2= valor p < 0.05 (comparado ao grupo tratado com agua)
b = valor p > 0.05 (comparado ao grupo tratado com CQ)

Camundongos C57BL/6 infectados com PbA, sem qualquer tratamento,
desenvolvem sinais neuroldgicos (comportamento exploratério reduzido, reflexo
diminuido, autopreservagéo, coma e epilepsia) resultando em morte entre os
dias 6 e 11 p.i. (HE et al., 2014; JIANG et al., 2020; MEDANA; HUNT; CHAN-
LING, 1997) o que foi consistente com os resultados obtidos neste estudo (Figura
22A e 22C). Curiosamente, 90%, 70% e 100% dos camundongos tratados com
15, 30 e 50mg/kg do composto 3, respectivamente, sobreviveram a esse periodo
critico de infecgdo sem apresentar sinais de MC (Figura 22A e 22C). Além disso,
camundongos tratados, independentemente da concentracdo do composto 3,
apresentaram taxas de parasitemia abaixo de 10% até o 11° dpi. (Figura 22B).

Consistente com a avaliagdo clinica, os camundongos que
desenvolveram MC apresentaram hemorragia observada macro (Figura 22 D-E)
e microscopicamente com areas hemorragicas claras (Figura 22 H). Por outro
lado, camundongos protegidos contra ECM n&o apresentaram danos cerebrais

nem macro (Figura 22 F-G) nem microscopicamente (Figura 22I).
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Figura 22: Eficacia do tratamento com o composto 3 sobre a sobrevivéncia, parasitemia e
avaliagéo clinica. (A) Analise da Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 infectados com P.
berghei ANKA e tratados com cloroquina ou composto 3 (15, 30 e 50mg/Kg). a = valor p < 0.05
(comparado ao grupo tratado com agua); b = valor p > 0.05 (comparado ao grupo tratado com
CQ) (Teste Tukey). (B) Analise do percentual médio de parasitemia diaria de camundongos
C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA e tratados com cloroquina ou composto 3 (15, 30 e
50mg/Kg). (C) Avaliagao clinica (escore) diaria, através da ERCCM, de camundongos C57BL/6
infectados com P. berghei ANKA e tratados com cloroquina ou composto 3 (15, 30 e 50mg/Kg).
(D-G) Andlise macroscopica do encéfalo e (H-I) microscdpica do cérebro de camundongos
C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA e tratados com cloroquina ou composto 3 (15, 30 e
50mg/Kg).

4.4.5.2.Dosagens Bioquimicas

Analisando as enzimas hepdticas, as observagbes feitas na presente
investigacao estdo de acordo com a literatura (AL-SALAHY et al., 2016; GORKI
et al., 2020; MISRA et al., 2011; MIZOBUCHI et al., 2018), com niveis de ALT
(alanina  aminotransferase) e  AST  (aspartato = aminotransferase)
significativamente elevados (p < 0,05) no grupo controle ndo tratado (infectado
por PbA) (Figura 23A-B). E interessante notar que, camundongos que receberam
o composto 3, independentemente da dose, exibiram um nivel reduzido de AST
em comparagao com camundongos tratados com CQ (Figura 23B), indicando

seguranga do composto para a fungéo hepatica do hospedeiro.
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Figura 23: Testes de fungédo hepatica [ALT (A), AST (B)] e renal [ureia (C), creatinina (D)] em
camundongos nao infectados, infectados com PbA sem tratamento ou tratados com composto 3
(15, 30 e 50 mg /kg) ou CQ (10 mg/kg).NI: ndo infectado; PbA: Plasmodium berghei ANKA; CQ:
cloroquina. Letras iguais (a, b ou ¢) ndo indicam diferenga significativa (valor de p > 0,05 (ANOVA
+ pos-teste Tukey). Letras diferentes (a, b ou c) indicam diferenga significativa (valor de p < 0,05
(ANOVA + pos-teste de Tukey).

Os parametros renais também foram analisados pela dosagem de
creatinina e uréia. Em conjunto, os niveis desses marcadores foram maiores no
grupo PbA (Figura 23C-D). No entanto, no grupo tratado com o composto 3,
independentemente da dose, (Figura 23C-D) os niveis de uréia e creatinina
foram significativamente reduzidos em comparagdo com camundongos
infectados nao tratados e com aqueles tratados com CQ, indicando a seguranca
do composto para os rins de o hospedeiro do roedor. Os resultados mostram que
os camundongos tratados exibiram menos lesées hepaticas e renais agudas, o
que pode ser devido a redugéo na carga parasitaria (AL-SALAHY et al., 2016).
No entanto, o grupo CQ nado apresentou melhora significativa desses
parametros, apesar da depuragéo da parasitemia, sugerindo que o composto 3
pode ser mais seguro que o antimalarico padréo, além de ter um possivel perfil

farmacocinético melhor.
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O figado e os rins sdo os orgédos responsaveis pelo metabolismo e
excrecao dos farmacos, portanto, a fungéo renal ou hepatica alterada pode afetar
significativamente as concentragbes dos farmacos (MARRA et al., 2021). Além
de alterar a eliminagao, o metabolismo de primeira passagem também pode ser
afetado e, assim, a absor¢cdo e a biodisponibilidade dos farmacos. Essas
alteragbes na farmacocinética podem levar ao aumento ou diminui¢do da
exposicao, resultando em toxicidade ou eficacia reduzida, o que pode ter
relevancia clinica com base na janela terapéutica e na farmacodindmica do
medicamento especifico (MARRA et al., 2021).

A malaria grave pode levar a disfungdo hepatica em associagdo com
faléncia multipla de 6rgdos. Assim, elevagbes das enzimas citoplasmaticas
hepaticas sdo comuns, incluindo aumento da aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT) (ANAND et al., [s.d.]; DAS et al., 2007;
MIZOBUCHI et al., 2018). Da mesma forma, os niveis séricos de creatinina e
ureia sdo de importancia clinica para a avaliagdo da funcao renal. Niveis
elevados indicam a incapacidade renal de filtrar a creatinina e a ureia, o que
corresponde a deposicao de hemozoina nos rins e insuficiéncia renal que
aumenta a aparente baixa taxa de filtragdo glomerular e insuficiéncia renal aguda
(EIAM-ONG,; SITPRIJA, 1998).

4.4.5.3. Teste antiplasmodial curativo do composto 3 associado a VD

Concluimos, com o experimento anterior, que a dose de 15mg/Kg do
composto 3 apresentou melhores resultados, pois apesar de ter reduzido a
parasitemia em menor grau, em relacdo as demais doses testadas, ela foi tao
eficaz quanto a dose de 50mg/Kg em proteger os animais quanto ao
desenvolvimento do quadro mais grave dessa patologia, a MC. Com base nisso,
decidimos testar o composto 3 na dose de 15mg/Kg associado a vitamina D (VD),
uma vitamina sabidamente anti-inflamatoéria, para avaliar se a proteg¢ado contra a
MC seria potencializada com a introdugédo de uma terapia alternativa.

Para isso utilizamos duas concentragdes de VD (160 e 320 pg/Kg)
isoladamente e associados ao composto 3 (15mg/Kg). Essas concentragdes
foram determinadas com base no estudo de HE e colaboradores (2014). Como
pode ser observado na figura 24 (A), todos os animais somente desafiados

sucumbiram ao 6bito apos desenvolvimento de MC (entre o 6° e o 11° dpi),
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evidenciado por parasitemia média inferior a 10% (Figura 24B), escore clinico
médio < 8 (Figura 24), e presenca de hemorragia cerebral observadas
macroscopicamente na calota craniana (Figura 25A).

A VD administrada, isoladamente, na dose 160 e 320ug/Kg, protegeu 40%
e 60%, respectivamente o desenvolvimento da MC, porém, os animais que
sobreviveram ao periodo critico da MC (Figura 24A) apresentaram médias de
parasitemias superiores aos animais pertencentes aos grupos que receberam a
VD associada ao composto 3 no 14°dpi (Figura 24B). Quando associados ao
composto 3, a taxa de protegdo contra MC (Figura 24A) foi de 80 e 60%,
respectivamente. Todos os animais que nao desenvolveram MC, desenvolveram
anemia em fungdo da hiperparasitemia (média de 47,8%, 40,8%, 52,65% e
56,2% para os grupos VD160, VD320, QVD160 e QVD320) sendo os dois
primeiros eutanasiados no 16° e os outros dois grupos eutanasiados no 20° dpi

(dados ndo apresentados).
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Figura 24: Eficacia do tratamento com o composto 3 e/ou VD sobre a sobrevivéncia, parasitemia
e avaliagdo clinica. (A) Andlise da Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 infectados com P.
berghei ANKA e tratados com cloroquina ou Vitamina D (160 e 320ug/kg) isolada ou associada
ao composto 3 (15 mg/Kg). a = valor p < 0.05 (comparado ao grupo tratado com agua), b = valor
p > 0.05 (comparado ao grupo tratado com CQ) (teste Tukey). (B) Analise do percentual médio
de parasitemia diaria de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA e tratados com
cloroquina ou Vitamina D (160 e 320ug/kg) isolada ou associada ao composto 3 (15 mg/Kg). (C)
Avaliacao clinica (escore) diaria, através da ERCCM, de camundongos C57BL/6 infectados com
P. berghei ANKA e tratados com cloroquina ou Vitamina D (80, 160 e 320ug/kg) isolada ou
associada ao composto 3 (15 mg/Kg). Trago vermelho indica a Janela de MC.
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Figura 25: Analise macroscopica do encéfalo dos animais somente infectados (A),
tratados com VD e que desenvolveram MC (B), tratados com cloroquina (C), tratados
com VD e protegidos contra MC (D) e tratados com VD e composto 3 e que foram
protegidos contra MC (E).

4.5. CONCLUSAO

A malaria € uma grave doenga de saude publica que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo e sua forma grave é responsavel por milhares de
mortes anualmente, o que torna emergente a necessidade do desenvolvimento
de novos medicamentos. A sele¢cao de compostos bioativos (HITs) apropriados
€ um critério importante para o desenvolvimento de compostos lideres e exige
uma investigacao completa no estagio inicial para a probabilidade de sucesso
clinico. Para isso, poténcia in vitro aceitavel, eficacia oral e biodisponibilidade;
bom indice de seletividade sem qualquer toxicidade; propriedades fisico-
quimicas aceitaveis e um bom perfil farmacocinético s&o critérios importantes
para a pesquisa de novos medicamentos. Especificamente, no caso da malaria,
Clso <1 uM para cepas sensiveis e resistentes de Plasmodium spp. com
seletividade de 10 vezes é recomendado para o composto HIT além da eficacia
in vivo, para o qual a recomendagao € que um composto lider deva atingir a
depuracéo do parasito em uma dose que erradique 90% do patégeno alvo,
quando administrado por via oral (<50mg/kg) nos estagios sanguineos da
infecgdo (tipicamente quatro doses ao longo de 4 dias), no modelo de
camundongo com malaria grave (KATSUNO et al., 2015a).

Neste estudo, identificamos um composto HIT (composto 3) apresentando
atividade antimalarica proeminente mesmo contra P. falciparum resistente a CQ.
Além disso, no ensaio in vivo, o composto 3 também exibiu atividade contra uma
cepa virulenta de P. berghei (ANKA) inibindo o desenvolvimento de parasitas

sanguineos assexuados (taxas variando de 15,5 a 92%) e prevenindo o
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desenvolvimento de MC. Este composto também pode atuar contra outros
parasitos como demonstrado por nosso grupo de pesquisa em uma publicacao
recente descrevendo uma potente atividade antileishmanial (CALIXTO et al.,
2018). Além disso, o composto 3 pode ser promissor como terapia adjuvante
para melhorar o tratamento da malaria grave, no entanto, os mecanismos pelos
quais esse composto atua para prevenir a gravidade da infecgcdo da malaria

ainda precisam ser melhor investigados.
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5. CAPITULOII: AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL IN SILICO,
IN VITRO E IN VIVO DE ALCALOIDES B-CARBOLINICOS SINTETICOS

51. INTRODUGCAO

A malaria ainda continua sendo um flagelo para muitos paises do mundo
(GUINOVART et al., 2022), tendo uma longa abrangéncia em regides tropicais
subdesenvolvidas, incluindo paises da Africa, Asia e América do Sul, causando
aproximadamente 241 milhdes de casos que resultaram em quase 650 mil
mortes em 2020 (WHO, 2021).

Embora individuos de todas as idades estejam em risco de adoecer e
morrer de malaria, as criangas menores de cinco anos compdem o grupo que
mais frequentemente desenvolve a malaria cerebral (MC), a forma mais grave
da infecgéo causada, principalmente, pelo P. falciparum (PHILLIPS et al., 2017).
Os mecanismos que conduzem a patogénese da MC ndo s&o totalmente
conhecidos, mas o sequestro de eritrocitos infectados (El) no cérebro causando
obstrucao capilar, inflamagédo, hemorragia e edema cerebral, que ocorrem
devido ao rompimento da barreira hematoencefalica, desempenha um papel
critico no desenvolvimento da encefalopatia (BERENDT et al., 1994; COBAN;
LEE; ISHII, 2018; MOHANTY et al., 1994). Embora 85% dos individuos que
desenvolvem MC sejam capazes de se recuperar completamente apés o
tratamento antimalarico adequado, € preocupante o fato de cerca de 25% deles
permanecerem com sequelas neurocognitivas significativas ao longo da vida
(BOIVIN et al., 2007a; IDRO; JENKINS; NEWTON, 2005; MAGEN et al., 2017).

O atual arsenal terapéutico para o tratamento da malaria inclui a
combinagéo de antimalaricos com diversos modos de a¢gao. Compostos como a
cloroquina inibem a polimerizagcdo da hemoglobina nas fases sexuais dos
parasitos, enquanto compostos como a artemisinina prejudicam mais de um alvo
pela destruigao de proteinas do parasito devido a producao de radicais centrados
no carbono resultantes da metabolizagdo da artemisinina em diidroartemisinina
(DE ARAUJO et al., 2020). No entanto, o surgimento e disseminagao de isolados
resistentes de P. falciparum aos atuais esquemas de tratamento torna urgente a
busca de novos candidatos antimalaricos que possam contribuir para o
tratamento da doenga, evitando um pior prognéstico (JOHN et al., 2010; VARO
et al., 2020; WICHT; MOK; FIDOCK, 2020).
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As B-carbolinas sao alcalbides naturais, contendo uma estrutura atraente,
que sdo encontrados em muitos medicamentos comercializados (DAI et al.,
2018) e candidatos a medicamentos antimalaricos (JAROMIN et al., 2021).
Esses compostos apresentam grande diversidade quimica, podendo ser
encontrados na forma de mondmeros ou dimeros. A saturagédo do anel de seis
membros contendo N € usada para classificar os monémeros triciclicos como [3-
carbolinas para membros insaturados e di-hidro-B-carbolinas (DHBC) e tetra-
hidro-B-carbolinas (THRC) para membros parcialmente saturados. Portanto, uma
ampla gama de atividade bioldgica para esses compostos tem sido relatada
(ASHOK; GANGULY; MURUGESAN, 2013; DAl et al., 2018).

O sucesso na descoberta de medicamentos requer a identificacédo de
moléculas que possuam propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
otimas. Ao longo dos anos, os quimicos medicinais desenvolveram ferramentas
(ABRAHAM et al., 2002; GLEESON, 2008; LEESON; DAVIS; STEELE, 2004;
LIPINSKI et al., 2001), que permitem a selegdo de moléculas contendo atributos
de segurancga e propriedades semelhantes a medicamentos na fase de projeto,
a fim de aumentar a sobrevivéncia de candidatos a medicamentos (WAGER et
al., 2010).

Aqui, descrevemos os estudos de escolha e otimizag&o guiados in silico,
a sintese e ensaios bioldgicos de novos derivados de -carbolinas com atividade
antimalarica visando uma potencial molécula para o desenvolvimento de

antimalarico.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Delineamento Experimental
O delineamento experimental foi procedido conforme esquema

demonstrado na figura 26.

‘ Alcaloides B-carbolinicos ‘

|

‘ Estudo in silico ‘ —

Screening Virual - BraMMT ‘

Propriedades fisico guimicas ‘

‘ Propriedades farmacocinéticas de absorcdo

Interacdo com iNOS ‘

j Teste de citotoxicidade WI-2VA4 ‘
Estudo in vitro .
Indice de Seletividade (IS)
Teste antiplasmodial W2 - Teste Tradicional ‘

‘ Teste inibicdo da sintese de NO

Teste curativo — Parasitemia, IMP, avaliacdo clinica, sobrevivéncia e
analise histolégica

Estudo in vive ‘ —

Teste supressivo — Parasitemia, IMP, avaliacéo clinica e sobrevivéncia ‘

Figura 26: Delineamento Experimental.
Fonte: préprio autor

Uma biblioteca interna de 20 entidades quimicas virtuais (Figura 27), que
foram possiveis de serem sintetizadas dentro dos reagentes disponiveis
comercialmente, foi construida para identificar entidades quimicas exibindo
atividades antiplasmodiais promissoras usando a abordagem de triagem virtual.

Essas 20 entidades quimicas virtuais foram projetadas usando o software
MarvinSketch® (ChemAxon, Cambridge, MA, EUA). O software MOPAC®
(STEWART, 1990) foi usado para refinar todas as estruturas moleculares através
do método semi-empirico PM7, rotina EigenFollowing (EF) para otimizagdo de
geometria e a carga foi ajustada de acordo com o estado de protonagéo em pH
7,4 (DOYE; WALES, 1997; DUTRA et al., 2013).

Em seguida, todas as estruturas foram submetidas aos célculos de
docking molecular pelo programa AutoDock Vina® (TROTT; OLSON, 2009)
utiizando a plataforma OCTOPUS® e os arquivos de configuragdo foram

determinados através de uma etapa de re-docking (MAIA et al., 2017). Assim, a
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triagem virtual de potenciais candidatos a antimalaricos foi realizada usando o
banco de dados BraMMT (NUNES et al., 2019). Valores de energia de ligagao,
valores de A (energia de ligacao do ligante cristalografico - energia de liga¢ao do
composto) foram calculados (BANFI et al., 2021), e esses valores foram
empregados como um primeiro passo no processo de selecao aplicado para

escolher as estruturas mais promissoras a serem sintetizadas.

H Balhe Ba H
13 14 15 16
N

Figura 27: Estrutura quimica de todos os compostos possiveis de serem
sintetizados dentro dos aldeidos disponiveis.
Fonte: Préprio autor.

5.2.2. Sintese Quimica

Os alcaloides B-carbolinicos, foram sintetizados no Nucleo de Pesquisas
em Quimica Bioldgica da Universidade Federal de S&o Jodo Del Rey, Campus
de Divinépolis (NQBio - UFSJ), sob supervisdo do Prof. Dr. Gustavo Henrique

Ribeiro Viana.
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Os reagentes e solventes foram adquiridos da Sigma-Aldrich e usados
sem purificagdo adicional. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) foram registrados usando um Bruker Avance DRX-200 ou DRX-400 e um
Bruker AC300. Os deslocamentos quimicos sao relatados como & (ppm) a partir
de tetrametilsilano (TMS) e os valores J relatados em Hz. A espectrometria de
massa de alta resolugdo (HRMS) foi registrada usando um espectrometro de
massa ESI micrOTOF-QIl Bruker. A sintese assistida por micro-ondas foi
realizada no reator de micro-ondas monomodo CEM Discover. A cromatografia
em coluna foi realizada com silica gel 60, 70-230 mesh (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

A descrigdo da sintese desses compostos esta demonstrada no Anexo D.

5.2.3. Obtencao e solubilizacao/ armazenamento dos alcaloides -
carbolinicos para testes de atividade biolégica

Os compostos sintetizados foram testados quanto a citotoxicidade e
atividade antiplasmodial no Laboratério de Bioquimica Medicinal (UFSJ) sob
supervisdo do Professor Dr. Fernando de Pilla Varotti e da Dra Amanda Luisa
da Fonseca.

Para a realizagao dos testes antimalaricos in vitro e in vivo, os compostos,
liofilizados, foram armazenados em geladeira (2 a 8°C) e posteriormente
solubilizados em DMSO para preparo da solugéo estoque (250mg/mL), a qual foi

também mantida sob refrigeragao.

5.2.4. Ensaios in vitro de Citotoxicidade
5.2.4.1. Cultivo das células WI e Ensaio de Viabilidade Celular:

As linhagens aderentes derivadas de fibroblastos de pulmao humano WI-
26-VA4 (ATCC CCL-95.1) foram cultivadas como recomendado (CALVO-CALLE
et al., 1994), para posterior ensaio de viabilidade celular sob metodologias
descritas nos itens 4.2.4.1 e 4.2.4.2.
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5.2.5. Avaliacao da atividade antiplasmodial in vitro
5.2.5.1. Cultivo Continuo da fase eritrocitica do parasito

Os experimentos para avaliagdo da atividade antiplasmodial in vitro dos
alcaloides B-carbolinicos foram realizados na Universidade Federal de Sdo Jodo
Del Rey (UFSJ), campus Dona Lindu, Divinépolis, Minas Gerais, sob orientacao
do professor Dr. Fernando de Pilla Varotti e da Dra. Amanda Luisa da Fonseca,
através do teste tradicional.

Para os ensaios foram utilizadas formas sanguineas de P. falciparum
(cepa W2-Cloroquina-resistente) cultivadas em hemacias humanas sob
condi¢des estabelecidas por TRAGER e JENSEN (1976). Elas foram mantidas
em placas de petri com meio RPMI-1640 suplementado com 25mM de Hepes,
21mM de bicarbonato de sodio, 300uM de hipoxantina, 2g/L de glicose, 40ug/ml
de gentamicina, 10% (v/v) de plasma humano A+ inativado (meio completo) e
hematocrito a 5%.

As hemacias humanas eram obtidas do Hemocentro de Divinépolis
lavadas com meio RPMI incompleto através de centrifugagcéo a 2000 rpm por 30
minutos para retirada das células brancas. As placas de petri contendo os
parasitos foram mantidas a 37° C em dessecadores, nos quais a concentragéo
adequada de O2 era obtida pela combustdo de uma vela. Diariamente era

realizada a troca de meio completo do cultivo.

5.2.5.2. Avaliagdo da atividade antimalarica in vitro através do teste
tradicional
Para os testes, foram utilizados cultivos de parasitos com predominio de
anéis, que eram obtidos através da sincronizagdo com sorbitol 10%, conforme
descrito no item 4.2.5.2 (LAMBROS; VANDERBERG, 1979; FERNANDEZ,
2004). As culturas sincronizadas com 1% de parasitemia no estagio de anel e
2% de hematoécrito foram distribuidas em microplacas de 96 pocos
(Corning/EUA)/200ul por pogo (volume final). Os compostos testados foram
adicionados em diferentes concentragdes (0,50 pg/mL a 0,008 pg/mL,
determinadas por meio de diluicdo seriada) na placa contendo os parasitos
(CARVALHO et al., 1991). Os pogos controle continham hemacias infectadas
sem adigdo dos compostos testes (controle negativo). Como antimalarico padréo

foram utilizados a cloroquina ou artemeter em todos os experimentos realizados,
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nas diluigdes seriadas dos compostos teste (controle positivo). Em seis pogos
foram adicionados 180uL de eritrocitos ndo parasitados para a exclusdo da
autofluorescéncia dos mesmos.

Entdo, as placas-teste foram incubadas em dessecadores a 37°C, por
48h, com trocas diarias do meio. Apds incubagdo, foram confeccionados
esfregagos decorrentes de cada pog¢o para avaliar a sensibilidade dos parasitos
ao compostos. Apds fixagdo com metanol e coloragcdo com Giemsa, o0s
esfregagos foram utilizados para proceder a contagem da parasitemia ao
microscopio o6ptico (1000x). A atividade dos compostos foi expressa pela
porcentagem de redugdo da parasitemia em relacdo aos controles sem
farmacos, que foi considerada como 100% de crescimento do parasito. Os
experimentos foram realizados em duplicatas e a leitura através de laminas

codificadas. A parasitemia foi calculada conforme a férmula abaixo:

Reducéo da parasitemia (%) = 100 — (Parasitemia do composto x100)

Parasitemia controle

5.2.6. indice de Seletividade
O indice de seletividade (IS) dos compostos foi determinado conforme

descrito no item 4.2.6.

5.2.7. Avaliacgao in silico
5.2.7.1. Avaliagcdo in silico das Propriedades Fisico-quimicas e
Farmacocinéticas de Absorcao
As propriedades fisico-quimicas dos compostos foram analisadas, in
silico, através da plataforma online SwissAdme, disponivel gratuitamente através

do sito: http://www.swissadme.ch/index.php, conforme descrito no item 4.2.3.1.

As moléculas ques obtiveram os melhores resultados quanto as
propriedades fisico quimicas preditivas e quanto as atividades antiplasmodial e
citotoxica, in vitro, foram analisadas quanto ao perfil farmacocinético de absorgao
in silico. A analise foi realizada através da plataforma online AdmetSar,

disponivel gratuitamente através do sitio: htip://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2

conforme descrito no item 4.2.3.2.
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5.2.8. Testes antimalaricos in vivo

5.2.8.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos propostos foi utilizado o modelo
murino de malaria cerebral experimental (MCE) para avaliar a atividade
antimalarica dos alcaloides.

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) C57BL/6 fémeas de 6 a
8 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de Biologia da Reprodugao (CBR) -
CIAEP 02.0048.2019 - da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF e com
aprovacgido do Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFJF, sob o parecer n°
022/2020 -CEUA- UFJF (ANEXO E).

Os animais foram mantidos sob condigbes descritas no item 4.2.8.1.

5.2.8.2. Delineamento Experimental
Os testes antiplasmodial curativo (descrito no tépico 5.2.8.4) e supressivo
(descrito no tépico 5.2.8.5) foram procedidos conforme demonstrado abaixo nas

figuras 28 e 29, respectivamente.

Infecgan dos | Janela de Maléna Cerebral |
_ grupes
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Figura 28: Desenho experimental: esquematizagao dos processos de infecg¢ao, tratamento curativo
com alcaloides B-carbolinicos e eutanasia realizados no desenvolver deste projeto, além de
ilustragéo do periodo correspondente ao periodo critico para o desenvolvimento de maléria cerebral,
d-6: dia 6 antes da infec¢do; d-5: dia 5 antes da infecgdo; d -1: dia 1 antes da infec¢ao, d0: dia zero,
d3: dia 3; d4: dia 4; d5: dia 5: d6: dia 6; d7: dia 7; d8: dia 8; d9: dia 9; d10: dia 10; d11: dia 11 e d14:

dia 14 pds infecgao (dpi).
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Figura 29: Desenho experimental: esquematizagdo dos processos de infecgdo, tratamento
supressivo com alcaloides B-carbolinicos e eutanasia realizados no desenvolver deste projeto,
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além de ilustragdo do periodo correspondente ao periodo critico para o desenvolvimento de
malaria cerebral; d-6: dia 6 antes da infecg¢do; d-5: dia 5 antes da infecgdo; d -1: dia 1 antes da
infecgdo, d0: dia zero, d3: dia 3; d4: dia 4; d5: dia 5: d6: dia 6; d7: dia 7; d8: dia 8; d9: dia 9; d10:
dia 10; d11: dia 11 e d14: dia 14 po6s infecgao (dpi).

5.2.8.3. Solubilizacdo dos compostos e grupos experimentais

A droga padréo, cloroquina, foi pesada, individualmente, em quantidades
suficientes para tratamento de um grupo/dia. A mesma foi, entdo, diluida em
agua filtrada somente no momento do tratamento dos animais.

Os alcaloides 3-carbolinicos foram diluidos em DMSO para uma solugéo
estoque de concentragdo igual a 250mg/mL. No momento do tratamento dos
animais a solucao estoque foi diluida em agua filtrada para a concentragéo de
tratamento, equivalente a 10mg/mL, totalizando 200uL de volume final
administrado/animal/dia. Os grupos experimentais estdo descritos nas tabelas
12 e 13.

Tabela 12: Grupos experimentais e seus respectivos esquemas de tratamento, dose e
tamanho amostral (n) utilizados no Teste antiplasmodial curativo dos alcaloides -
carbolinicos.

Grupo Composto (dias de Tratamento) Dose N

3 Alcaloide 3 (3° ao 7°dpi) 10 mg/kg 10
4 Alcaloide 4 (3° ao 7°dpi) 10 mg/kg 10
5 Alcaloide 5 (3° ao 7°dpi) 10 mg/kg 10
6 Alcaloide 6 (3° ao 7°dpi) 10 mg/kg 10
10 Alcaloide 10 (3° ao 7°dpi) 10 mg/kg 10
cQ Cloroquina (3° ao 7° dpi) 10mg/Kg 09
PbA agua (3° ao 7°dpi) - 13

dpi: dia p6s infecgdo
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Tabela 13: Grupos experimentais e seus respectivos esquemas de tratamento, dose e
tamanho amostral (n) utilizados no Teste antiplasmodial supressivo dos alcaloides B-
carbolinicos.

Grupo Composto (dias de Tratamento) Dose N

3 Alcaloide 3 (0 ao 4°dpi) 10 mg/kg 10
4 Alcaloide 4 (0 ao 4°dpi) 10 mg/kg 10
10 Alcaloide 10 (0 ao 4°dpi) 10 mg/kg 10
cQ Cloroquina (0 ao 4° dpi) 10mg/Kg 09
PbA agua (0 ao 4°dpi) - 13

dpi: dia pds infecgao

5.2.8.4. Teste antiplasmodial curativo

Para avaliacdo do potencial curativo dos compostos alcaloides -
carbolinicos sobre o quadro de MCE os camundongos foram divididos,
aleatoriamente, em 7 grupos experimentais: um grupo controle tratado com a
droga padrao (CQ); um grupo controle ndo tratado (PbA) e cinco grupos tratados
com as drogas experimentais.

No d0 todos os animais foram infectados por via intraperitoneal (i.p.) com
200ul de PBS contendo 10° El por P. berghei ANKA (PbA) previamente obtidos
a partir de um animal repique apresentando parasitemia sanguinea = 5%.

A partir do 3° dia pds infecgao (dpi) foram confeccionados, diariamente,
esfregagos sanguineos da ponta de cauda dos animais, fixados em metanol,
corados por Giemsa e examinados em microscopia de imersdo para
determinagdo de parasitos circulantes. O tratamento curativo dos animais foi
realizado durante 5 dias consecutivos, iniciando no 3° dpi, assim que os
primeiros parasitos foram observados microscopicamente, e finalizado no 7° dpi.
Os animais pertencentes ao grupo 3, 4, 5 ,6 e 10 receberam o alcaloide
correspondente ao grupo experimental na dose de 10mg/kg (volume total
200uL). O grupo controle tratado recebeu a droga padréao cloroquina (200uL) na
dose de 10mg/Kg/dia e o grupo controle n&do tratado recebeu agua filtrada
(200uL).
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Para determinar a eficacia do tratamento foi avaliado, diariamente, a
parasitemia sanguinea e o escore clinico. Datas de morte dos animais também
foram registradas com o intuito de obter dados sobre a sobrevivéncia dos

mesmos em decorréncia do tratamento com os compostos avaliados.

5.2.8.5. Teste antiplasmodial supressivo

Para avaliagcdo do potencial supressivo dos alcaloides B-carbolinicos
sobre o quadro de MCE os camundongos foram divididos, aleatoriamente, em 5
grupos experimentais: um grupo controle tratado com a droga padréo (CQ); um
grupo controle ndo tratado (PbA) e trés grupos tratados com as drogas
experimentais.

O teste supressivo foi realizado conforme PETERS (1965), com
modificagbes. No d0 todos os animais foram infectados por via intraperitoneal
(i.p.) com 200ul de PBS contendo 10° El por P. berghei ANKA previamente
obtidos a partir de um animal repique apresentando parasitemia sanguinea = 5%.
Apds 4 horas da infecgdo, os animais foram tratados pela via oral (gavagem)
com 200ul dos alcaloides na dose de 10mg/Kg. O grupo controle tratado recebeu
a droga padréao cloroquina (200uL) na dose de 10mg/Kg/dia e o grupo controle
ndo tratado recebeu &gua filtrada (200uL). Todos os animais receberam
tratamento supressivo por 5 dias consecutivos.

A partir do 3° dpi o sangue da veia caudal dos animais foi coletado para
confecgdo dos esfregagcos sanguineos, os quais foram fixados em metanol,
corados por Giemsa e examinados em microscopia de imersdo para
determinagao de parasitos circulantes. O escore clinico e a sobrevivéncia dos

animais foram avaliados durante todo o experimento ou até o 6bito.

5.2.8.6. Determinacao da Parasitemia Sanguinea
Para determinar o efeito dos tratamentos no desenvolvimento parasitario,
foram realizados esfregagos sanguineos diarios do 3° ao 14° dpi, conforme

descrito no item 4.2.8.5.

5.2.8.7. Determinacao da Inibicao da Multiplicagao do Parasito (IMP)
A atividade antimalarica dos derivados foi verificada por meio do calculo

de inibigdo da multiplicagédo do parasito (IMP), descirto no item 4.2.8.6.
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5.2.8.8. Avaliacao Clinica
Para determinar o desenvolvimento da MCE foi utilizado a escala rapida
de coma e comportamento murino (ERCCM), conforme descrito no topico
4.2.8.7. Protocolo completo de avaliagdo da ERCCM em anexo (APENDICE A).

5.2.8.9. Eutanasia

A eutanasia dos animais foi procedida conforme descrito no item 4.2.8.8.

5.2.8.10. Analise macroscopica do encéfalo
Apds a eutanasia, o cranio dos animais foi fotografado com o intuito de

registrar danos cerebrais macroscopicos, conforme descrito no item 4.2.8.9.

5.2.8.11. Analise histopatologica do cérebro
Para avaliar o efeito dos componentes testados sobre o tecido cerebral, a

analise histopatolégica foi procedida conforme descrito no item 4.2.8.10.

5.2.9. Avaliacao, in silico e in vitro, do potencial de inibicdo da sintese de

oxido nitrico

5.2.9.1. Citotoxicidade in vitro contra células de mamiferos

Macréfagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
previamente inoculados com meio de tioglicolato a 3% foram utilizados para
avaliagédo da viabilidade celular. Os macrofagos foram cultivados em frascos de
cultura com meio RPMI-1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 100
Mg/mL de antibidticos (estreptomicina e penicilina), 5% de SFB e mantidos em
estufa a 5% de atmosfera de CO2 a 37 °C até o dia do teste. O protocolo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de
Juiz de Fora (n° 007/2018-CEUA).

A citotoxicidade foi avaliada pela viabilidade celular usando o ensaio de
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) (MOSMANN,
1983). O ensaio para avaliagédo da viabilidade baseia-se na redugdo metabdlica
do MTT a formazan. Resumidamente, os macréfagos em 2x10°% células/pogo
foram transferidos para microplacas de 96 pocgos e tratados com o composto 10

em concentragdes de 18 a 150 uM/mL. Para o controle negativo, as células foram
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tratadas apenas com 0,06% de DMSO (veiculo). As células foram incubadas por
48h a 37°C e 5% de atmosfera de CO2. A absorbancia foi lida a 570 nm e a
viabilidade celular (%) dos macrofagos foi obtida pela seguinte formula: % de
células viaveis = [(AUSample) / AU0,06% DMSQO] x 100, onde: AUSample: A
absorbancia medida apés o tratamento das células com a amostra; AU0,06%
DMSO: A absorbancia medida apds o tratamento das células com 0,06% de

DMSO. O experimento foi realizado em ftriplicata.

5.2.9.2. Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria do composto 10 por
dosagem de NO
A producédo de NO foi determinada nos sobrenadantes de cultura de
macréfagos apds incubados por 48h na presenca do composto 10 (18 a 150
MM/mL) e estimulados com LPS a 1 pg/mL e IFN-y a 1 ng/mL. O controle negativo
foi estimulado com LPS e IFN-y e tratado com 0,06% de DMSO (veiculo). As
células foram incubadas por 48h a 37°C e 5% de atmosfera de CO2.
Posteriormente, a produgéo de NO foi avaliada pelo método de Griess (uma
medicao indireta de NO por dosagem de nitrito) no sobrenadante de cultura
recuperado dos estimulos de 48h e tratamento conforme descrito por (SUN et
al., 2003). A quantidade de NO (pM) foi determinada por comparagdo com uma
solucao padréo de nitrito de sodio. A medigéo espectrofotométrica foi realizada

em 540 nm e o experimento foi realizado em triplicata.

5.2.9.3. Avaliacao da interacao com iNOS por simula¢cdes de docking
molecular
A estrutura 2D do composto 10 foi desenhada usando o software Chem
Sketch® e otimizada no software Avogadro v1.1, usando o campo de forga
MMFF94s e o algoritmo steepest descended. Na segunda etapa, os ligantes
foram preparados no AutoDock Tools (ADT) v1.5.6, onde foram adicionadas as
cargas parciais Gasteiger, as liga¢des rotativas e os hidrogénios foram definidos
e os arquivos pdbqt foram gerados. A enzima iNOS (arquivo 3EAIl.pdb) foi
utilizada como receptor flexivel e os compostos como ligantes flexiveis (XIA et
al., 2017). A estrutura tridimensional do iINOS foi obtida do RCSB Protein Data
Bank e teve sua estrutura preparada no AutoDock Tools onde foram adicionados

os hidrogénios e as cargas Gasteiger e gerado o arquivo pdbqt. A grid box
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utilizada foi: grid box com dimensées de 22 A x 22 A x 22 A, coordenadas de X
=126,798,Y = 115,912 e Z = 89,696, e spacing de 0,375 A. O encaixe molecular
foi realizado com o AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2009). O programa
forneceu varias conformagdes do docking (9 poses) que foram avaliados no
software Pymol 2.4.1®. A estrutura mais promissora, com base nos parametros
energéticos e nas interagbes formadas entre a INOS e os ligantes, foi

selecionada.

5.3. Analise Estatistica
A analise estatistica dos dados obtidos durante o desenvolvimento do

presente trabalho foi realizada conforme descrito no item 4.3.
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5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste capitulo foram publicados no periédico Pathogens em
dezembro de 2022 no artigo intitulado “Rational-based discovery of novel (-
carbolines derivatives as potentials antimalarials: from in silico identification of
novel targets to inhibition of experimental cerebral malaria” (Anexo F) (DOI:
10.3390/pathogens11121529).

5.4.1. Screening Virtual

Para identificagdo de possiveis alvos dos alcaloides [B-carbolinicos,
realizamos simulagdes in silico usando docking molecular contra BRAMMt. Os
alvos que exibiram energia de ligagdo com compostos inferiores aos dos ligantes
cristalograficos sdo apresentados na Tabela 14.

O modelo 20K8 é uma P. falciparum ferredoxina-NADP+-redutase
(PfFNR), localizada no apicoplasto, atua transferindo um par de elétrons para a
proteina ferro-enxofre-ferredoxina (Fd) (MILANI et al., 2007). O par PfFNR/Fd
participa de varias vias biossintéticas no apicoplasto, realizando transferéncia de
elétrons do NADPH para proteinas em vias de sintese de acidos graxos e vias
isoprendides independentes de mevalonato (BALCONI et al, 2009;
LESANAVICIUS et al., 2020).

A inibicao do PfFNR interrompe a atividade da HMB-PP redutase (IspH),
e consequentemente reduz a sintese de dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e
isopentenil pirofosfato (IPP) e seus derivados, levando a morte do protozoario
(GUGGISBERG; AMTHOR; ODOM, 2014). Esses resultados reforgam a
hipotese de que as 3-carbolinas atuariam inibindo a sintese de isoprendides em
parasitos da malaria (ALMOLHIM et al., 2022; BROKAMP et al., 2014; DING et
al., 2020; JAROMIN et al., 2021; MATHEW et al., 2022).

Os resultados também indicam uma possivel inibicdo de outros alvos do
parasito, sugerindo que os compostos podem estar atuando na inibicao de mais
de uma via metabdlica. Entre os outros alvos inibidos estdo proteinas como
PfPK7 (modelo 2PML) (MERCKX et al., 2008), uma quinase que atua no
desenvolvimento e proliferacdo do parasito, PfGrx1 (modelo 4N0Z) (RAHLFS;
FISCHER; BECKER, 2001), que atua nas vias de controle do estresse oxidativo
e PfATP6 (KRISHNA et al., 2010), que participa da homeostase do ion calcio.
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Tabela 14: Energia de ligagéo (kcal/mol) de derivados de 3-carbolinas contra alvos BraMMt.

Compostos
Ligante
MODELOS Cristalografico 3 4 5 6 8 9 10
20K38 -2.0 -5.3 -5.0 -5.2 -5.0 -4.9 -4.8 -4.7
2PML -6.9 -9.0 -8.8 -9.4 -9.0 -8.6 -7.9 -8.8
4N0Z -4.3 -5.8 -6.1 -6.1 -6.3 -5.6 -5.3 -5.5
PfATP6 -7.2 -8.9 -8.3 -9.0 -8.8 -7.8 -7.4 -7.4

Para avaliar um possivel perfil de interacao foi realizada uma analise do
perfil de interagao de derivados de B-carbolinas contra 20K8. O composto 3
(Figura 30A) apresentou duas ligagdes de hidrogénio, uma entre o nitrogénio
do anel piridina com residuo Asp301, e outra entre o oxigénio ligado ao anel D
e um residuo Lys307. Também demonstrou uma ligagdo Pi-Anion entre o anel
D e o Asp301. Da mesma forma, o composto 4 (Figura 30B) apresentou uma
ligagéo de hidrogénio e uma ligagéo Pi-Anion com o residuo Asp301.

O complexo formado entre 8 e o modelo 20K8 (Figura 30C), faz trés
ligagbes Pi-Anion e uma ligagdo Alquil com um residuo Lys278, uma ligag&o
Alquil com Arg310, uma ligagao carbono hidrogénio e uma ligagao Pi-Anion com
um residuo Lys306 e um Ligacg&o Pi-Alquil com um Lys307.

Embora houvesse uma ligagcado desfavoravel entre o nitrogénio do anel
piridina e Lys306, o maior numero de liga¢gdes apresentado por 8 foi
compensatorio para a redugao da energia de ligagéo. Diferentemente dos outros
compostos testados, a amina ligada ao anel D é um substituinte mais longo, que
promove mais liga¢des apolares, mas altera a conformacgé&o do ligante para evitar
a interagdo com o Asp301, como observado nos demais derivados.

O composto 5 (Figura 30D) apresentou apenas duas ligagbes com o
residuo Asp301, sendo uma ligagdo de hidrogénio e uma ligagdo Pi-Anion,
mantendo o mesmo padrao dos demais derivados testados. O composto 6
(Figura 30E) realiza, além das ligagdes com o residuo Asp301, uma ligagao entre
0 substituinte cloro do anel D e um residuo Asn275, além de uma ligagao

hidrogénio carbono com este mesmo residuo.
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Em comparagéo com o composto 5, 9 (Figura 30F) compensou a ligagao
desfavoravel com um maior numero de ligagbes. Neste caso, houve liga¢des de
hidrogénio com os residuos Asp301, GIn302, Lys307 e Asn276, além da ligagao
Pi-Anion com Asp301, que era comum a todos os derivados. As ligagbes com o
residuo Asp301 também foram mantidas no composto 10 (Figura 30G), além de
uma ligagao de hidrogénio entre o residuo Asn272 e o oxigénio ligado ao anel D.

A andlise dos perfis de interacao dos compostos testados mostrou que em
todos os casos a inibicdo do residuo Asp301 esteve presente e promoveu a
maior reducdo na energia de ligacdo, sugerindo que a inibicdo do PfFNR
ocorreria através da interagcéo entre o motivo das 3-carbolinas e esse residuo de

aspartato.
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Figura 30: Mapa farmacoférico de compostos, testados in vitro, gerados por
docking molecular contra 20K8; (A) Composto 3; (B) Composto 4; (C) )
Composto 8; (D) Composto 5; (E) Composto 6; (F) Composto 9; (G)
Composto 10.
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5.4.2. Sintese Quimica

A rota sintética para os derivados de (B-carbolinas 3-6 e 8-10 € descrita na
figura 31. Na primeira etapa, o L-triptofano comercialmente disponivel foi
convertido em L-triptofano metil éster em uma reacéo de esterificagdo usando
acido sulfurico e metanol. O éster metilico de L-triptofano previamente
sintetizado e a triptamina comercialmente disponivel foram submetidos a reagao
de Pictet-Spengler para obtencao dos derivados tetrahidro-3-carbolina 3-6, 8 € 9
mediante reacdo com diferentes benzaldeidos aromaticos na presenga de acido
trifluoroacético e cloroférmio como solvente sob irradiagdo de micro-ondas. A
oxidagdo de 9 com permanganato de potassio e DMF como solvente a

temperatura ambiente proporcionou o composto 10.
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Figura 31: Via sintética dos alcaloides (-carbolinicos 3-6 e 8-10. Reagentes e condigdes: (i)
MeOH, H2S04, refluxo; (ii) Derivados de aldeido aromaticos, TFA/CHCI3, MW, 100W,
30min; (iii) DMF, KMnO4, 3h, rt.

5.4.3. Avaliacao in vitro da citotoxicidade e atividade antiplasmodial

A citotoxicidade de todos os compostos foi avaliada contra uma linhagem
de fibroblastos de células humanas (WI-26-VA4 # ATCC CCL-95.1). Nenhum
dos compostos foi citotdéxico até a maxima concentracdo testada (100 uM)
(Tabela 15).

A atividade antiplasmodial de compostos contendo a estrutura de [3-

carbolinas tem sido relatada por muitos pesquisadores ao longo dos anos
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(ALMOLHIM et al., 2022; JAROMIN et al., 2021; MATHEW et al., 2022; POJE et
al., 2022; YAO et al., 2015). A avaliagdo da atividade antiplasmodial, realizada
contra P. falciparum resistente a cloroquina (cepa W2), mostrou valores de Clso
variando de 0,51 a 1,82 uM (Tabela 15). Em relacdo ao IS, todos os compostos
apresentaram alta seletividade para os parasitos (IS>10) (os valores variaram de
>55 a >196) (Tabela 15).

Tabela 15: Avaliagdo da citotoxicidade em células WI26VA4, da atividade antiplasmodial
sobre a cepa W2 (cloroquina resistente) e determinacdo do indice de seletividade dos
alcaloides B-carbolinicos.

P. falciparum (W2) WI-26-VA4

Composto Clso £ DP (uM)’ CCso® £ DP (uM)’ IS
3 0.71£0.012 >100 >141
4 1.04 £ 0.021 >100 >06

5 1.41£0.018 >100 >71
6 0.67 £ 0.019 >100 >149
8 1.82 £ 0.011 >100 >55
9 1.12+0.014 >100 >89
10 0.51 £ 0.011 >100 >196
ART 0.095 +0.010 >100 >1000
cQ 0.59+ 0.015 >100 >169

CCso:Concentragao citotoxica que inibe 50% do crescimento celular; Clso: Concentragéo que
inibe em 50% o crescimento parasitario; DP: Desvio Padrado; IS: indice de seletividade; CQ:
cloroquina; ART: artesunato. *Média e desvio padrado (DP) de experimentos em ftriplicata.

A atividade antiplasmodial in vitro relatada de todos os compostos atinge
um conjunto de critérios recentemente estabelecido para HITS antimalaricos,
que inclui: conhecimento da estrutura-atividade; uma resposta meia-maxima de
concentracgdo inibitéria (Clso) < 1 uM; e IS maior que 10 vezes contra uma
linhagem celular humana (KATSUNO et al., 2015a). Apesar da alta seletividade,

os alcaloides 4, 5, 8 e 9 apresentaram Clso>1uM, o que os desqualifica como
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potencial HIT antimalarico. No entanto, como 4 e 5 sao isdmeros dos compostos
3 e 6, respectivamente, que apresentaram Clso<1uM, eles também foram
selecionados para ensaios in vivo (juntamente com o composto 10), pois se sabe
que compostos isoméricos podem apresentar diferentes atividades biolégicas
(LIMA, 1997).

5.4.4. Avaliacao in silico das propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas da absorc¢ao dos alcaloides B-carbolinicos

Devido aos baixos valores deCl 5o e alta seletividade, decidimos avaliar a
predicao in silico dos parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos de absorcao
para avaliar a biodisponibilidade dos alcaloides 3-6 e 10 quando administrados
por via oral. Como a via oral é a principal via de administracao de farmacos, é
imprescindivel que um candidato a farmaco apresente boa biodisponibilidade e
para isto, o composto precisa ser bem absorvido para se tornar disponivel na
corrente sanguinea e ser entregue ao local de agdo (GLEESON, 2008; LIN et al.,
2003; RUIZ; SCIOLI MONTQOTO, 2018).

A absorgdo de um farmaco pode ser prevista através de suas
propriedades fisico-quimicas e a regra do 5 de Lipinski € um filtro importante na
avaliagao dessas propriedades que predizem se o composto apresentara boa
biodisponibilidade quando administrado por via oral. De acordo com esta regra,
o composto deve ter peso molecular < 500 g/mol, coeficiente de partigdo
octanol/agua (Log P) < 5, numero de doadores de hidrogénio (NH + OH) <5 e
numero de aceitadores de hidrogénio (N + O) <10 (LIPINSKI et al., 1997).

A plataforma online SwissADME (DIANA et al., 2017) fornece informagdes
sobre as propriedades fisico-quimicas de um composto por meio de sua
estrutura molecular ou da notagado SMILES (sistema simplificado de entrada de
linha de entrada molecular) da molécula. Por meio dessas propriedades, aplica-
se aregra do 5 de Lipinski, que estabelece que os candidatos a farmacos podem
ter baixa absorgéo e permeabilidade se violarem pelo menos duas regras.

As propriedades fisico-quimicas dos alcaloides, determinadas pelo
SwissADME, encontram-se dispostas na tabela 16 e é possivel inferir que todos
os compostos em estudo apresentaram LogP < 5 e MW < 500, demonstrando

bom equilibrio hidrofilico-lipofilico e peso molecular dentro da faixa ideal para
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permitir distribuicdo e absor¢géo adequadas pelas membranas plasmaticas. Além
disso, todos os compostos apresentaram um numero adequado de doadores a
aceitadores de ligacdes de hidrogénio, de acordo com a Regra dos 5 de Lipinski,

0 que sugere boa biodisponibilidade oral.

Tabela 16: Avaliacao in silico, através da regra dos 5 de Lipinski, das propriedades
fisico-quimicas dos alcaloides B-carbolinicos e da cloroquina. Resultados obtidos pelo
programa SwissADME online.

Composto MM LogP nON nOHNH NV
3 336,38 2,81 4 2 0

4 336,38 2,80 4 2 0

5 340,80 3,35 3 2 0

6 340,80 3,33 3 2 0

10 334,37 3,50 4 1 0

cQ 319,87 4,15 2 1 0

MM: massa molecular; Log P: Coeficiente de particdo; nOH: numero de aceptores de
hidrogénio; nOHNH: ndmero de doadores de hidrogénio; NV: numero de violagbes a
regra de Lipinski. Fonte: resultados obtidos através da plataforma SwissADME.

Quando um farmaco administrado por via oral se dissolve no trato
gastrointestinal, deve ser suficientemente permeavel através das membranas
bioldgicas presentes para entrar na circulagao sistémica. Como todos os
compostos foram ativos nos experimentos de quimioterapia in vitro, procedemos
com sua analise farmacocinética (Tabela 17) usando o software AdmetSar 2.0
(CHENG et al., 2012). A partir dos resultados obtidos, observou-se que todos os
alcaloides avaliados apresentaram TPSA<140 A2, o que é preditivo de boa
absorgdo (ALl et al., 2012; PARAMASHIVAM et al., 2015). Corroborando com
essa informacéo, a previséo in silico dos alcaléides mostrou alta permeabilidade
nas células Caco-2, epitélio intestinal e barreira hematoencefalica, sugerindo que
os compostos tém alta probabilidade (> 95%) de serem absorvidos pelo intestino
humano e atingirem a circulagéo sistémica além de serem capazes de atravessar
a barreira hematoencefalica. Uma vez que a anadlise das propriedades ADME
dos alcaloides B-carbolinicos sugere boa biodisponibilidade oral, bem como boa

absor¢cao por membranas bioldgicas, apresentando perfil farmacocinético
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semelhante ao da CQ, todos os compostos foram selecionados para ensaios in

vivo de atividade antiplasmodial.

Tabela 17: Avaliacao in silico das propriedades farmacocinéticas de absorgao
dos alcaloides B-carbolinicos e da cloroquina através do programa AdmetSar.

Composto TPSA EIH(p) Caco-2 (p) BHE (p)
3 63,35A2 +(0.98) +(0.84) +(0.95)

4 63,35A2 +(0.98) +(0.84) +(0.95)

5 54,12A2 +(0.98) +(0.87) +(0.97)

6 54,12A2 +(0.98) +(0.87) +(0.97)

10 56,37A2 +(0.99) +(0.82) +(0.96)

cQ 28,16A2 +(0.99) + (0.66) +(1.00)

TPSA: area superficial polar topolégica; EIH: epitélio intestinal humano; Caco-2:
células de adenocarcinoma de célon humano; BHE: barreira hematoencefalica;
Sinal “+” indica que o composto é permeavel ao modelo; (p): probabilidade de
ocorrer o evento. Fonte: resultados obtidos através da plataforma AdmetSar.

5.4.5. Avaliacao in vivo da Atividade Antimalarica dos Alcaloides B-
carbolinicos

5.4.5.1. Teste antiplasmodial curativo

Para os testes in vivo, inicialmente foi realizado o experimento curativo,
no qual os derivados dos alcaloides 3, 4, 5, 6 e 10 foram testados por via oral
(10 mg/kg) por cinco dias, iniciando o tratamento no 3° dpi, apds o aparecimento
do primeiro El. A recomendacgéo para eficacia in vivo € que um composto lider
(LEAD) deve atingir a eliminagédo do parasito em uma dose que erradique 90%
do patégeno alvo quando administrado por via oral (<50 mg/kg) nos estagios
sanguineos da infeccdo (tipicamente quatro doses em 4 dias) no modelo de
malaria murina grave (KATSUNO et al., 2015a).

Conforme mostrado na Tabela 18, a parasitemia média dos camundongos
infectados e tratados com os compostos 4, 6 e 10 foi estatisticamente menor do

que o grupo nao tratado no 5° dpi (teste de Tukey, p<0,05). Da mesma forma,
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ndo foi observada diferenca na proporgéo de parasitos circulantes nos grupos
tratados com os alcaloides 4, 6 e 10 em relagao ao antimalarico padréo no 5° dpi
(Tukey Test, p>0,05). No entanto, no 7° dpi a parasitemia média observada para
todos os alcaloides testados foi equivalente a observada para o grupo nao

tratado (Tabela 19), sugerindo perda de eficacia.

Tabela 18: Valores da redugdo da parasitemia no 5°e 7° dias pos infec¢do apos teste curativo
com os alcaloides B-carbolinicos (10mg/Kg) ou com a Cloroquina (10mg/Kg).

Parasitemia * DP (% IMP)

Composto Dose n
(mg/Kg) 5° dpi 7° dpi

3 10 1.87 £ 1,02°(41,19) 7.50 + 2.49 (0) 10

4 10 0.79 + 0,632 (75,16) 5.48+ 3.64 (20,00) 10

5 10 5.00 £ 1,59 (0) 7.20 £ 4.57 (0) 10

6 10 1.13 £ 0,48 *P (64,36) 5.48 +3.27 (0) 10

10 10 1.02 £ 0,93 %" (67,92) 8.37 £ 2.26 (0) 10

caQ 10 0.24 + 0,052 (96,5) 0.21+0.272(96.1) 09

Agua - 3.18+ 2,68 6.85 + 2.57 13

dpi= dia pos infecgédo; CQ: Cloroquina; Agua: Grupo infectado N&o Tratado (PbA) DP=Desvio
Padréo.

2= valor p < 0.05 (comparado ao grupo tratado com agua)

b = valor p > 0.05 (comparado ao grupo tratado com CQ)

Camundongos C57BL/6 infectados com PbA, sem qualquer tratamento,
desenvolvem sinais neuroldgicos (comportamento exploratério reduzido, reflexo
diminuido, autopreservagéo, coma e epilepsia) resultando em morte entre os
dias 6 e 11 p.i. (HE et al., 2014; JIANG et al., 2020; MEDANA; HUNT; CHAN-
LING, 1997) o que foi consistente com os resultados obtidos neste estudo (Figura
32A-C). No entanto, os animais tratados com o alcaloide 4 foram resistentes ao
desenvolvimento de MC, pois 90% deles permaneceram vivos até o 14° dpi
(Figura 32A-C). Em contraste, apenas 30% dos animais tratados com seu
isbmero sobreviveram até o 14° dpi sem demonstrar qualquer sinal de MC. O

tratamento com o composto 10 também foi capaz de prevenir o desenvolvimento
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de MC em 70% (Figura 32A-C) dos animais. Nao foi observado efeito protetor
contra o desenvolvimento do MC quando os animais foram tratados com os
alcaloides 5 e 6. Na Figura 32D-E € possivel observar extensas areas de
hemorragia craniana nos animais que nédo foram protegidos do MC, seguindo ou
ndo o tratamento com compostos. Em consonancia com a avalia¢ao clinica, os
camundongos que desenvolveram MC apresentaram nitidas areas hemorragicas
que puderam ser observadas macro (Figura 32D-E) e microscopicamente
(Figura 33A-C) bem como areas de obstru¢ao vascular (Figura 33C e D). Por
outro lado, camundongos protegidos contra MC n&o apresentaram danos

cerebrais nem macro (Figura 32F-G) nem microscopicamente (Figura 33E-F).
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Figura 32: Efeito do tratamento curativo com alcal6ides B-carbolinicos (10 mg/kg) em parametros
distintos de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA. (A) alcaldides 3-carbolinicos 4
e 10 prolongaram significativamente a sobrevivéncia de camundongos inibindo o desenvolvimento de
MC; (B) Efeito de alcalodides de B-carbolinicos na parasitemia de camundongos infectados com PbA;
(C) Escore Clinico (D-G) Analise macroscépica do cérebro: (D) Animais infectados com PbA, (E) PbA
infectados e tratados com alcaloides B-carbolinicos que desenvolveram MC, (F) PbA infectados e
tratados com cloroquina e (G) PbA infectado e tratado com alcaldides B-carbolinicos e protegidos
contra MC. Letras iguais (a ou b) ndo indicam diferenga significativa (valor de p > 0,05 (ANOVA +
Pos-teste Tukey) e letras diferentes (a ou b) indicam diferenca significativa (valor de p < 0,05 (ANOVA
+ pos-teste de Tukey). a = valor p<0.05 (comparado ao grupo tratado com agua); b = valor p>0.05
(comparado ao grupo tratado com CQ) (Teste Tukey).
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Figura 33: Imagens de cortes histologicos de tecido cerebral corados com hematoxilina-eosina
(HE). (A-D) Corte histoldgico representativo do cérebro de animais que n&o receberam tratamento.
(A-B) Animais infectados apenas com PbA: seta preta mostra area hemorragica; (C-D) Animais
infectados apenas com PbA: seta preta mostra area hemorragica e obstrugdo vascular; (E-F)
Representagéo esquematica de corte histoldgico do cérebro de animais que receberam tratamento
e ndo desenvolveram MC, independente do composto (10mg/kg); (F) Animais infectados e tratados
com PbA: seta preta mostra auséncia de obstrugao vascular.

5.4.5.2. Teste antiplasmodial supressivo
Considerando que o tratamento curativo com os alcaloides 4 e 10 foi

capaz de proteger contra MC, mas ndo impediu o crescimento parasitario,
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realizamos o teste supressivo, utilizando ambos os compostos e o isdbmero
correspondente, para avaliar se 0 método de tratamento poderia influenciar na
eficacia das drogas. Para isso, quatro horas apods a infecgédo, os animais foram
tratados oralmente com os alcaloides e este tratamento foi mantido por cinco
dias nas mesmas doses do regime de tratamento curativo (10 mg/kg). A partir do
4° dpi (ultimo dia de tratamento), os animais foram acompanhados quanto a
parasitemia sanguinea, escore clinico e sobrevida.

Conforme visto na Tabela 19, a parasitemia de camundongos infectados
e tratados em regime supressivo com composto 10 foi estatisticamente menor
do que o grupo néo tratado no 5° dpi (teste de Tukey, p<0,05). No entanto, o
potencial IMP nao foi sustentado nos dias subsequentes e no 7° dpi o grupo
tratado com o alcaloide 10 apresentou redug¢ao de quase 50% no potencial IMP
em relagdo ao 5°dpi. Mesmo assim, este composto ainda pode ser considerado
ativo neste momento do estudo. O alcaloide 4, apesar de ter apresentado um
potencial IMP de 40% no 5° dpi, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relagéo ao grupo nao tratado, mas infectado. Ja seu isémero, o
alcaloide 3, ndo foi eficaz em inibir o crescimento do parasito em regime de
tratamento supressivo. Esse resultado sugere a total ineficacia dos alcaloides 3

e 4 na reducgdo da parasitemia quando administrados em regime supressivo.

Tabela 19: Valores da redugao da parasitemia no 5°e 7° dias pos infeccao apés teste
supressivo com alcaloides 3-carbolinicos (10 mg/Kg).

Dose Parasitemia + DP (% Redugao)
Composto n
(mg/Kg) 5° dpi 7°dpi
3 10 3,56 2,57 (0) 7,96 + 3,26 (0) 10
4 10 1,88 + 2,46" (40,88) 6,18+ 4,75(9,78) 10
10 10 0,57 £0,94*(82,07) 3,72 +3,93" (45,69) 10
cQ 10 0.24 + 0,057 (96,5) 0.21+0.27%(96,1) 9
Agua - 3,18 +2,68 6,85+ 2,57 13

dpi= dia pds infecgdo; CQ: cloroquina; Agua = Grupo infectado n&o tratado (PbA);
DP=Desvio Padréao
@= valor p < 0.05 (comparado ao grupo tratado com agua)

Os tratamentos supressivos com os alcaloides 3 e 10 também foram

capazes de inibir o desenvolvimento de MC de forma mais eficiente do que os
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curativos (Figura 34A-C). Entretanto, no regime de tratamento supressivo, o
alcaloide 4 apresentou reducéo na taxa de protegéo contra MC em relagéo ao
experimento curativo, embora tenha continuado significativa, protegendo 60%
dos animais (Figura 34A). Todos os animais pertencentes ao grupo controle ndo
tratado (PbA) desenvolveram MC entre o 6° e o 11° dpi, evidenciado por
parasitemia média inferior a 10% (Figura 34B), escore clinico médio < 8 (Figura
34C), e presenca de hemorragia cerebral observada macroscopicamente (Figura
34D-E).

Dentre as varias classes de alcaloides existentes, destacam-se os alcaloides
inddlicos, que sdo a maior classe encontrada na natureza. Sdo derivados do
aminoacido triptofano, que, por descarboxilagao, forma triptamina e da origem a
seis subclasses de alcaldides inddlicos por meio de variadas vias biossintéticas,
incluindo B-carbolinas e quinolinas (DEWICK, 2002; RYAN; DRENNAN, 2009). A
importancia dos alcaloides no tratamento da malaria vem de longe, desde a
descoberta do primeiro antimalarico (TALISUNA; BLOLAND; D’ALESSANDRO,
2004). Originario da espécie Cinchona calisaya, a quinina foi isolado e
caracterizado como uma substancia ativa, cuja estrutura quimica é composta
principalmente de um alcaldide, que é responsavel por sua atividade antimalarica
(ACHAN et al., 2011; ANDRADE-NETO et al., 2003).

A partir do anel quinolinico da quinina, foram sintetizados diversos
antimalaricos, entre eles a cloroquina, que foi o principal farmaco amplamente
utilizado no tratamento da malaria grave e ndo grave [48]. Apesar da conhecida
atividade antimalarica dos alcaloides quinolinicos, outra subclasse de alcaloides
inddlicos, as p-carbolinas, vem se destacando, pois alguns estudos demonstraram
sua eficacia contra Plasmodium sp. in vitro e in vivo (ALMOLHIM et al., 2022; FIOT
etal., 2006; GORKIl et al., 2020; JAROMIN et al., 2021; MATHEW et al., 2022; POJE
et al., 2022; TAKASU et al., 2005; YAO et al., 2015; YENJAI et al., 2000).
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Figura 34: Efeito do tratamento supressivo com alcaloides de 3-carbolinicos (10 mg/kg) em parametros
distintos de camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA. (A) alcaldides B-carbolinicos
prolongaram a sobrevivéncia de camundongos inibindo o desenvolvimento de MC; (B) Efeito de
alcalodides B-carbolinicos na parasitemia de camundongos infectados com PbA; (C) Escore Clinico (D-
G) Analise macroscopica do cérebro: (D) Animais infectados com PbA, (E) PbA infectados e tratados
com alcaloides 3-carbolinicos que desenvolveram MC, (F) PbA infectados e tratados com cloroquina e
( G) PbA infectado e tratado com alcaloides 3-carbolinicos e protegido contra MC. Letras iguais (a ou
b) ndo indicam diferenga significativa (valor de p>0,05 (ANOVA + Pos-teste Tukey) e letras diferentes
(a ou b) indicam diferenca significativa (valor de p<0,05 (ANOVA + pds-teste de Tukey).

Alguns derivados de B-carbolinas foram ativos in vitro contra cepas sensiveis
ou multirresistentes ao P. falciparum, apresentando valores baixos de Clso e
importantes IS (GORKI et al., 2020; TAKASU et al., 2005). No entanto, esses
estudos encontraram valores de Clso, tanto para cepas sensiveis quanto
resistentes, superiores aos nossos compostos. Em ensaios in vivo, ambos os
estudos usaram um modelo de malaria ndo grave induzida por P. berghei NK65
com um regime de tratamento supressivo e encontraram alguma redugédo na

parasitemia.
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A supressao da parasitemia encontrada por Gorki, et al. (2020) no 5° dpi
variou de 40,49% a 91,19% para doses de 10 e 100mg/kg, respectivamente. Em
nosso estudo, encontramos um percentual de reducao de 82,07% e 67,92% no 5°
dpi, para o composto 10, no regime de tratamento supressivo e curativo,
respectivamente, na dose de 10mg/kg, em modelo experimental de malaria
cerebral, que sugere melhor potencial antimalarico do que os outros alcaloides [3-
carbolinicos previamente testados (GORKI et al., 2020; TAKASU et al., 2005). E
interessante notar que um derivado do antimalarico MMV008138 foi eficaz in vivo
no modelo de malaria em camundongos, embora este seja o primeiro relato a
descrever a protegao de B-carbolinas contra MC (MATHEW et al., 2022).

Assim, o alcaloide 10 se destacou frente aos demais compostos sendo capaz
de proteger, pelo menos, 60% dos animais contra o desenvolvimento de MC tanto
no regime curativo quanto no supressivo. Considerando que a MC esta relacionada
a um processo inflamatério exacerbado, buscou-se investigar se o alcaloide 10

possui atividade anti-inflamatéria por redugéo do éxido nitrico (NO).

5.4.6. Avaliacao, in silico e in vitro, do potencial de inibicao da sintese de
NO
5.4.6.1. Avaliagao da producao de NO

Para tanto, avaliamos, in vitro, a produgdo de NO por macréfagos
peritoneais murinos estimulados com LPS + TNF e tratados com o alcaloide 10
em diferentes concentra¢des (Figura 35). No entanto, para garantir que uma
redugdo na producdo de NO fosse resultado de uma inibicdo dessa via pelo
composto teste e ndo por uma redugdo de macréfagos devido a um possivel
efeito toxico do composto contra essas células, primeiro realizamos o ensaio
MTT em macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c.

Os resultados demonstraram que o alcaloide 10 ndo apresenta toxicidade
para as células testadas, pois ndo foi observada diferenca estatistica em
nenhuma das concentragdes testadas em relagdo ao controle de viabilidade
celular (Figura 35A). Apds investigagcédo da viabilidade celular, a atividade anti-
inflamatéria do composto 10 foi avaliada através da dosagem de NO (Nitrito
equivalente). Os resultados mostraram que o composto 10 foi capaz de reduzir

os niveis de NO em todas as concentragbes testadas (P<0,05) (Figura 35B).
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Além disso, as concentracbes de 150 e 74uM foram consideradas

estatisticamente semelhantes ao grupo basal (P>0,05) (Figura 35B).
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Figura 35: Viabilidade celular e atividade anti-inflamatéria do composto 10. A) Ensaio de MTT
realizado em macréfago peritoneal murino. B) Dosagem do nivel de nitrito. Controle: células
estimuladas com LPS e IFN-y; Basal: Células sem estimulagdo. Os resultados foram expressos
como média + DP de trés experimentos independentes. Letras iguais (a, b, c ou d) ndo indicam
diferenca significativa (valor de p>0,05 (ANOVA + Pés-teste Tukey). Letras diferentes (a, b c ou
d) indicam diferenca significativa (valor de p<0,05 (ANOVA + Pds-teste) Tukey).

O oxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora, produzida por uma
familia de enzimas oxido nitrico sintase (NOS), que atua em multiplas fun¢des
no organismo (KHAZAN; HDAYATI, 2014). Fisiologicamente, o NO é produzido
em baixas concentragdes (INOS — 2 a 200nM), e em condi¢des patoldgicas pode
atingir concentra¢des micromolares (BROWN, 2010). Nesse contexto, seu papel
€ amplamente discutido e parece ser controverso, podendo proporcionar
beneficios ou efeitos deletérios, dependendo do tempo de exposigcéo, quantidade
de producgéo e local biolégico onde é liberado (BRUNET, 2001).

Existem trés isoformas da enzima NOS, mas a forma induzivel (iNOS) é
observada na membrana da célula com fun¢do imune, como macréfagos e
micréglia, cuja expressdo é ativada em processos inflamatérios (BOGDAN,
2015; KHAZAN; HDAYATI, 2014; YUSTE et al., 2015). Em infec¢des parasitarias
como a malaria, o NO tem sido descrito como uma molécula importante, sendo
produzido em grande quantidade pela iINOS em resposta ao estimulo do
patégeno e citocinas pré-inflamatérias (FORSTERMANN; SESSA, 2012; WINK
et al., 2011).
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As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS/NOS) sdo produzidas
durante o MC e o aumento dessas substancias esta associado ao
desenvolvimento de MC em humanos (AL YAMAN et al., 1996; PERCARIO et
al., 2012). Alguns autores sugerem que o NO tem efeito citotdxico, sendo capaz
de atravessar a barreira hematoencefalica e interferir na neurotransmissao,
liberando grandes quantidades de glutamato durante o processo excitotoxico
(FUJIKAWA, 2015; IDRO et al., 2010; LAI; ZHANG; WANG, 2014). O resultado
desse processo € a liberagcdo de ROS/NOS, promovendo a morte neuronal e
contribuindo assim para casos de perda de consciéncia ou coma reversivel
(FUJIKAWA, 2015; LAI; ZHANG; WANG, 2014).

Através dos resultados encontrados foi possivel observar que o composto
10 reduziu significativamente os niveis de NO em macréfagos estimulados,

mostrando que € um bom candidato a droga para o controle da inflamacgao.

5.4.6.2. Avaliacao da interacao com iNOS por simulacdes de docking
molecular

Para entender como o composto 10 pode levar a redugdo do NO,
realizamos docking molecular no iINOS. Primeiramente, realizamos o redocking
para o ligante cristalografico presente na enzima (RMSD = 0,972) (Figura 36A)
e foi observado que este composto apresentou alta afinidade para o sitio
catalitico (-9,9 kcal/mol) e pbéde interagir com o Residuo TYR 367B por ligagao
de hidrogénio (Figura 36B). Apds essa etapa, realizamos analise in silico para o
composto 10 e mostramos que ele tem a capacidade de interagir com os
residuos Glu 371 e ARG 260 por meio de ligagcdes de hidrogénio e apresenta um
valor de energia de inibigdo promissor (-9,6 kcal/mol) (Figura 36C e D).

A 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) é uma proteina heme que requer
tetrahidrobiopterina (H4B) para sua atividade (GHOSH et al., 1999). Entre os
residuos do sitio ativo, o residuo Glu371 desempenha um dos papéis mais
importantes, sendo critico para a ligagdo do substrato nesta enzima (CRANE et
al., 1998). Assim, a interagao do composto 10 com um residuo do sitio catalitico
da iNOS pode ser o motivo de sua inibigdo e também dos resultados encontrados

pela dosagem de NO.
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Figura 36: Avaliagdo da interacdo do composto 10 com os residuos do sitio ativo INOS de
Mus musculus. A) Redocking do ligante cristalografico presente no sitio ativo da iNOS. B)
Interagéo do ligante cristalografico no sitio ativo da iNOS por ligagdo de hidrogénio com o
residuo TYR 367B (linhas tracejadas amarelas). C) Docking molecular do composto 10 no

sitio INOS. D) Interagdo do composto 10 dentro do sitio ativo da iINOS por pontes de
hidrogénio com os residuos GLU 371 e ARG 260.

5.5. CONCLUSAO

Em resumo, dentre todos os compostos testados destacamos o composto
10, pois: a) as previsdes in silico sugerem que este composto pode causar a
morte do parasito pela inibicado do PfFNR; b) foi capaz de inibir o crescimento do
parasito tanto in vitro quanto in vivo; c) foi capaz de proteger camundongos
contra o desenvolvimento de MC; d) mostrou um bom potencial de interagdo com
a iNOS, levando a reducéo da sintese de NO, que pode ser uma das vias de

protegdo contra a MCE.
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6. DISCUSSAO GERAL

Neste estudo, hipotetizamos que compostos derivados de
aminoquinolinas e alcaloides B-carbolinicos sao ativos contra Plasmodium sp in
vitro e in vivo. Para verificar essa hipétese, os compostos sintéticos foram
testados contra a cepa de P. falciparum W2. Como esperado, todos os
compostos testados apresentaram atividade antiplasmodial demontrando Clso
variando entre 0,27 — 141,74 pM.

Na ultima década, extensas pesquisas sobre os dois principais patégenos
causadores da doenca (P. falciparum e P. vivax) ajudaram a estabelecer alguns
critérios muito especificos para obtencdo de sucesso na pesquisa de
medicamentos antimalaricos (WELLS; VAN HUIJSDUIJNEN; VAN VOORHIS,
2015). Mais de 5 milhdes de compostos foram selecionados contra os estagios
sanguineos assexuados de P. falciparum e a poténcia de corte in vitro tem sido
principalmente em torno de 1-2 yM (KATSUNO et al., 2015). Sendo assim, a
atividade antiplasmodial in vitro do derivado quinolinico 3 e dos alcaloides B-
carbolinicos (3, 4 , 5, 6 e 10) atinge ao critério estabelecido para HITs
(compostos bioativos) antimalaricos com uma concentragéo inibitéria (Clso) <1-2
MM.

Naturalmente, a atividade deve ser confirmada com um composto puro, e
os HITs devem ter seletividade 10 vezes superior para o parasito em relagéo a
uma linhagem celular de mamifero (KATSUNO et al., 2015). Para isso, os
compostos foram testados contra a linhagem de fibroblasto de pulmao humano
(WI-2VIA4) e nenhum deles apresentou toxicidade até a maxima concentragéo
testada (100 uM). Entretanto, ao calcular o IS, encontramos valores variando
entre >0,7 a >370. Tendo em vista que o IS é calculado pela diferenga entre o
Clso e CCso, os baixos valores de IS (<10) encontrados para os derivados
quinolinicos 1, 4, 5, 6 e 7 justificam-se pelo elevado valor de Clso determinado
para esses compostos. Apesar dos derivados quinolinicos 2 e 8 apresentarem
IS>10 (>10 e >11, respectivamente), os mesmos n&o atendem ao critério
estabelecido para a concentragdo inibitoria, sendo por isso, desclassificados
como potenciais HITs antimalaricos.

Apesar do ponto de corte para a Clso variar entre valores menores que 1-
2 uM, Katsuno e colaboradores (2015), ao reunirem esses critérios,

determinaram que um potencial HIT antimalarico deve apresentar Clso inferior a
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1 UM para cepas sensiveis e resistentes de P. falciparum. Sendo assim, somente
o derivado quinolinico 3, bem como os alcaloides 3, 6 e 10 atendem a estes
critérios, sendo portanto selecionados para os demais ensaios de triagem pré-
clinicos. Entretanto, os alcaloides 4 e 5 também foram selecionados, visto que
ambos sao diasteroisdmeros dos alcaloides 3 e 6, respectivamente.

Diasteroisbmeros sao estereoisbmeros cujas moléculas possuem
diferentes arranjos espaciais de seus ligantes, porém n&o sao imagens
especulares sobreponiveis umas das outras (ELIEL; WILEN, 1994;
SOLOMONS; FRYHLE, 2000). Nao é possivel ver a diferenga entre esses
isdmeros somente analisando a formula estrutural plana, porque eles possuem
o mesmo tipo de cadeia carbdnica, o mesmo grupo funcional, a mesma
insaturagdo e o mesmo substituinte ou heteroatomo, diferenciando apenas nas
férmulas estruturais espaciais (ORLANDO et al., 2007).

Os diastereoisdmeros tem diferentes propriedades fisicas e quimicas e
apresentam efeito fisiologico distinto (LIMA, 1997). A discriminagao
estereosseletiva de dois diastereoisémeros por receptores biolégicos deve-se a
interacéo espacial-especifica farmaco-receptor, explicada pela teoria dos trés
pontos, proposta por Easson e Stedman e, segundo a qual, somente um dos
diastereoisbmeros €& capaz de apresentar trés pontos de interagao
complementares, dispostos espacialmente de tal maneira que possam se
ligar ao receptor, promovendo o efeito maximo (SOLOMONS; FRYHLE,
2000; BARREIRO; FRAGA, 2001; ). Dada essa caracteristica de diferente
interacao bioldgica, selecionamos também os compostos 4 e 5 para continuidade
dos ensaios de triagem pré clinica.

Outro critério desejavel para um HIT é o conhecimento preliminar da
relagédo estrutura-atividade (KATSUNO et al., 2015). Em quimica medicinal, o
termo "relagao estrutura-atividade" compreende o estudo dos efeitos que a
estrutura quimica de um composto (ligante) pode causar durante sua interagéao
com o receptor biolégico e, consequentemente, identificar os principais fatores
que medeiam esta interagdo (ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010). Esta relagéo
pode ser avaliada através de ensaios bioquimicos e/ou bioldgicos e também
através de triagens computacionais. Neste trabalho utilizamos as duas

metodologias para identificacao dos potenciais alvos dos candidatos a farmacos.
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O derivado quinolinico selecionado foi analisado através do ensaio
bioquimico in vitro de interagdo com a ferriprotoporfirina (Fe(lll)) PPIX). Como
trata-se de um derivado de 4-aminoquinolina, hipotetizamos que o composto
teste pudesse agir de forma semelhante ao farmaco referéncia desta classe, a
cloroquina (CQ). Sabe-se que a CQ atua por inibicao da formagao da hemozoina,
promovendo a morte do parasito (SHERMAN, 1998; SILVA et al., 2005). Durante
o desenvolvimento eritrocitario os parasitos digerem a hemoglobina em seu
vacuolo digestivo, gerando aminoacidos que sao utilizados para a maturagao do
parasito. Entretanto, esse processo de digestdo da hemoglobina leva a producao
do grupo heme (ferroprotoporfirina IX - Fe(ll)PPIX), o qual é oxidado a
ferriprotoporfirina 1X - Fe(lll)) PPIX e acumulado no vacuolo digestivo do
protozoario (SHERMAN, 1977). O heme livre é altamente téxico para os
parasitos, que o convertem em hemozoina, um polimero inerte, insoluvel e
inécuo ao parasito, mas téxico ao hospedeiro (SILVA et al., 2005). A CQ atua
inibindo esse processo de conversao do heme em cristais de hemozoina,
promovendo a morte do parasito (SHERMAN, 1977). Através deste ensaio
identificamos que o composto 3 interage com o Fe(lll)PPIX de forma semelhante
a CQ, potencialmente inibindo a formagdo de hemozoina. Sendo assim, este
pode ser um possivel alvo de agdo do composto teste.

Os potenciais alvos dos alcaloides (3-carbolinicos foram avaliados através
de ensaios in silico usando o banco de dados BraMMT (Brazilian malaria
molecular targets) (NUNES et al., 2019). O BraMMT possui 35 alvos moleculares
de P. falciparum, os quais foram construidos e avaliados contra compostos
antimalaricos conhecidos, sendo capazes de prever o alvo molecular de novos
medicamentos (NUNES et al., 2019). Os alvos que exibem energia de ligagéo
com os compostos inferiores aos dos ligantes cristalograficos indicam uma
ligacdo mais estavel e, portanto, um provavel sitio de interagdo destes (FORLI
et al., 2016; NUNES et al., 2019). Dessa forma, identificamos quatro enzimas de
P. falciparum que s&o potenciais alvos desses alcaloides: PfFNR, PfPK7, PfGrx1
e PfATPG.

A PfENR (P. falciparum ferredoxina-NADP+-redutase) esta localizada no
apicoplasto do P. falciparum e atua transferindo um par de elétrons para a
proteina ferro-enxofre-ferredoxina (Fd) (MILANI et al., 2007). O par PfFNR/Fd

participa de varias vias biossintéticas no apicoplasto, realizando transferéncia de
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elétrons do NADPH para proteinas em vias de sintese de acidos graxos e vias
isoprendides independentes de mevalonato (BALCONI et al, 2009;
LESANAVICIUS et al., 2020). Portanto, sua inibicao da PfFNR resulta na inibi¢cao
da sintese de isoprendides nos parasitos.

As demais enzimas identificadas como potenciais alvos dos alcaloides [3-
carbolinicos sdo: PfPK7 uma quinase que atua no desenvolvimento e
proliferagcdo do parasito; PfGrx1, que atua nas vias de controle do estresse
oxidativo e PfATPG6, que participa da homeostase do ion calcio (KRISHNA et al.,
2010).

Observamos que os compostos 3 a 6 e 8 a 10 apresentam interagdo com
esses quatro alvos de P. falciparum, sugerindo que estas drogas podem estar
atuando na inibicdo de mais de uma via metabdlica, levando a morte do
protozoario (GUGGISBERG; AMTHOR; ODOM, 2014).

Por fim, o ultimo critério exigido para classificar um composto como HIT é
o “druglikness”. “Druglikness” é um conceito qualitativo usado no design de
drogas para determinar o quéo semelhante a droga uma substancia é em relagéo
a fatores como biodisponibilidade (TIAN et al., 2015; URSU et al., 2011). O
druglinkness € estimado a partir da estrutura molecular dos compostos, através
de softwares durante a triagem in silico (KATSUNO et al., 2015b; TIAN et al.,
2015; URSU et al., 2011). Para isso, a molécula deve passar por filtros basicos
de semelhanga a drogas (drug-like), sendo preferida a conformidade com a
“‘regra dos cinco” de Lipinski (LIPINSKI, 1997; KATSUNO et al., 2015).

Em 1997, Christopher A. Lipinski e colaboradores, trabalhando para a
Industria Farmacéutica Pfizer, realizaram um estudo com mais de 2000
farmacos, no qual observaram que algumas propriedades fisico-quimicas eram
necessarias para que as drogas apresentassem boa solubilidade em agua e
permeabilidade intestinal, caracteristicas essenciais para a disponibilidade oral.
Os resultados alcangados pelo estudo gerou a chamada “regra dos cinco de
Lipinski”, a qual tem o intuito de auxiliar os quimicos medicinais nas decisbes
relacionadas as modificagdes moleculares e, assim, reduzir o numero de
compostos sintetizados com propriedades fisico-quimicas indesejadas. De
acordo com esta regra, a ma absorg¢ao ou permeacéo é mais provavel quando a
molécula possui mais que 5 doadores de ligagdo de hidrogénio, mais que 10

aceptores de ligagao de hidrogénio, peso molecular maior do que 500 daltons e
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log P calculado (Clog P) maior do que 5, sendo todos os parametros multiplos
de cinco.

Atendendo a esta recomendacéo, todos os compostos em estudo foram
avaliados quanto as propriedades fisico-quimicas, sendo aplicada a elas a regra
dos cinco de Lipinsk. Através dessa analise, somente um derivado quinolinico
(composto 8) ndo apresentou propriedades preditivas para boa
biodisponibilidade via oral, visto que houve violagdo a duas regras de Lipinsk,
sendo elas a massa molar e o LogP. Para complementar esta analise, foi
procedida a predicéo in silico de parametros farmacocinéticos de absorgao, os
quais também se mostraram favoraveis. Dessa maneira, com exceg¢do do
derivado quinolinico 8, os demais compostos, de ambas as classes testadas,
foram classificados como substancias “drug-like” estando aptos para o
seguimento na triagem preé-clinica.

Em conjunto, esses resultados destacam o derivado quinolinico 3 e os
alcaloides B-carbolinicos 3, 4 , 5, 6 e 10, os quais atingem ao conjunto de
critérios estabelecido para HITs antimalaricos, que inclui: conhecimento da
estrutura-atividade; uma concentragédo inibitéria (Clso) <1 uM; IS 10 vezes
superior contra uma linhagem de células humanas; e caracteristicas fisico-
quimicas semelhante a drogas (KATSUNO et al., 2015). Sendo assim, essas
moléculas foram selecionadas para os estudos in vivo.

Nesta etapa, hipotetizamos que os compostos selecionados, através das
triagens in silico e in vitro apresentam atividade antimalarica protegendo
camundongos contra malaria cerebral (MC), a sindrome mais letal dentro do
contexto da gravidade da doenca. Para isso, fémeas de camundongos C57BL/6
foram infectados com Plasmodium berghei ANKA (PbA) para induzir o modelo
de malaria cerebral experimental (MCE). Os animais foram divididos em grupos
experimentais os quais foram tratados com as respectivas drogas teste, ou droga
padrédo e o grupo controle foi infectado e ndo tratado. Os grupos experimentais
foram tratados via oral, por cinco dias, com inicio no 3° dia pés infeccao (dpi),
apos o surgimento dos primeiros eritrocitos infectados (El).

Como esperado, os animais nado tratados desenvolveram sintomas
neuroldgicos caracterizados por inatividade, ataxia, tremor e perda da funcao
motora culminando em 100% de morte entre o 6° e 11° dpi. Este achado esta de

acordo com a literatura onde MC induzido em modelo murino reflete dano
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acentuado no SNC com consequente morte, além da presenca de areas
hemorragicas macro e microscopicamente (Bagot et al., 2002; Carroll et al.,
2010).

Os animais tratados com o derivado quinolinico, nas trés dosagens (15,
30 e 50mg/Kg) apresentaram consideraveis taxas de sobrevivéncia (90, 70 e
100%) durante a janela de MC, sendo protegidos contra o desenvolvimento desta
forma grave da infecgdo. Embora o composto n&o tenha promovido o eliminagao
completa dos parasitos circulantes, ela foi estatisticamente inferior em relagéo
ao grupo nao tratado no 7° dpi (Tukey Test, p < 0,05) e a inibigdo da multiplicagao
do parasito (IMP) foi de até 92%. Apesar da reducdo na IMP, essa diferenca
estatistica foi mantida para as doses de 30 e 50mg/kg no 8° e 9° dpi, mas nao
para 15 mg/kg no 9° dpi.

O experimento in vivo com os alcaloides B-carbolinicos também resultou
em 100% de mortalidade entre o 6° e 11° dpi dos animais n&o tratados com
desenvolvimento sintomas neuroldgicos compativeis com a MC e observagéo de
areas hemorragicas macro e microscopicamente (Bagot et al., 2002; Carroll et
al., 2010). Os animais que receberam os alcaloides (10mg/Kg), também
demonstraram altas taxas de sobrevivéncia (90 e 70%), no 5° dpi, nos grupos
tratados com os compostos 4 e 10, respectivamente, bem como protegao contra
o desenvolvimento da MC. Entretanto, a reducdo da parasitemia foi inferior
aquela observada para o derivado quinolinico 3, com valores de IMP variando
entre 0 a 75% (entre os 5 compostos testados).

Devido a estes resultados, selecionamos os alcaloides 10 e 4, bem como
seu isdbmero (3), os quais apresentaram melhores resultados de IMP e
sobrevivéncia, para conduzirmos o experimento supressivo. Observamos
resultados semelhantes ao esquema curativo quanto as taxas de sobrevivéncia
dos grupos tratados com os compostos 4 e 10, porém, houve um aumento na
IMP do composto 10 (82%) no 5° dpi. Entretanto, em ambos esquemas de
tratamento o IMP n&o foi sustentado nos dias subsequentes da infecgéo.

De acordo com o trabalho de Carvalho e colaboradores (1991), drogas
sdo consideradas ativas quando reduzem a parasitemia em pelo menos 30%.
Com base nesse estudo, tanto o derivado quinolinico 3, quanto os alcaloides [3-
carbolinicos 4 e 10 podem ser classificados como ativos. Entretanto, dentre os

critérios mais recentes, a recomendacao para eficacia in vivo € que um composto
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lider precoce (early lead) deve atingir a eliminagao do parasito em uma dose que
erradique 90% do patégeno alvo quando administrado por via oral em dose
inferior a 50 mg/kg, nos estagios sanguineos da infec¢do (tipicamente quatro
doses em 4 dias), nho modelo de camundongo com malaria grave (KATSUNO et
al., 2015). Considerando que o esquema de tratamento curativo é iniciado no 3°
dpi e que os tratamentos foram realizados apds confecgéo diaria dos esfregacos
sanguineos, podemos determinar que a parasitemia observada no 7° dpi
corresponde a quatro dias de tratamento com os compostos teste. Dessa forma,
atendendo a este critério, podemos classificar somente o derivado quinolinico 3
como um candidato a composto lider.

Entretanto, outros critérios sdo necessarios para classificar um composto
como lider precoce, séo eles: IS 100 vezes superior para o parasito em relagao
a uma linhagem celular de mamifero; Clso <100nM contra cepas sensiveis e
resistentes de P. falciparum; devem ser testados em todos os estagios do ciclo
de vida do plasmodium de modo a garantir uma compreensédo do alvo do
candidato a farmaco, bem como proceder ensaios mecanisticos para determinar
0s mecanismos de agao (de preferéncia novos) (KATSUNO et al., 2015). Diante
disso, destacamos que o derivado quinolinico 3 atende a mais um critério para
composto lider, apresentando IS>370. Entretanto nao foram realizados ensaios
em outros estagios do ciclo de vida do parasito, bem como ensaios mecanisticos.
Além disso, ao fazermos a conversao da Clso de micro para nanomolar,
encontramos um valor igual a 270nM, o que ndo enquadra o composto 3 nos
demais critérios exigidos para um composto lider precoce.

Apesar disso, foi realizada a avaliagdo dos paramétros bioqumicos do
perfil hepatico e renal, através da dosagem de AST, ALT, uréia e creatinina, dos
animais tratados com o derivado quinolinico 3. Através desta analise,
observamos resultados interessantes quanto a seguranga do composto 3 para
as fungdes hepatica e renal tanto em relagdo ao grupo néo tratado quanto em
relacdo aquele tratado com a droga padrdo. Esses resultados colocam o
derivado quinolinico novamente como candidato a farmaco, visto que um dos
critérios para classificagdo como composto lider é a seguranga hepatica da droga
(KATSUNO et al., 2015). Dessa forma, sdo necessarios outros estudos para
verificar se o perfil do composto 3 atende aos demais critérios exigidos para ser

efetivamente classificado como antimalarico lider, bem como estudos para
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otimzacg&o da molécula com o intuito de reduzir da Clso para atender ao critério
de lider precoce (<100nM), bem como aos demais parametros que se fizerem
necessarios.

O alcaloide B-carbolinico 10, apesar de ndo cumprir a nenhum dos
critérios necessarios para um composto lider precoce, apresentou importantes
valores de sobrevivéncia e protegéo contra MC, o que nos levou a investigar um
provavel potencial anti-inflamatério do composto. Para isto, dosamos a
concentragao de oxido nitrico (NO) no sobrenadante de macréfagos peritoneais
murinos estimulados e tratados com o alcaloide e observamos expressiva
reducdo na produgao de NO em todas as concentragdes testadas. Sabe-se que
o NO é uma molécula sinalizadora, produzida por uma familia de enzimas 6xido
nitrico sintase (NOS), que atua em multiplas fungdes no organismo (KHAZAN;
HDAYATI, 2014). Fisiologicamente o NO é produzido em baixas concentragdes
e em condi¢des patologicas pode atingir concentracées micromolares, sendo
sua produgao estimulada pela citocina pré-inflamatéria TNF-a (BROWN, 2010).
Para entender como o composto 10 pode levar a redu¢do do NO, realizamos
docking molecular na enzima iNOS. Observamos interagao do alcaloide 10 com
um residuo do sitio catalitico da INOS o que pode ser o motivo de sua inibigdo e
também dos resultados encontrados pela dosagem de NO.

O papel do NO no contexto da MC é controverso, mas alguns autores
sugerem que em infec¢des parasitarias, como a malaria, o NO é uma molécula
importante, sendo produzido em grande quantidade pela INOS em resposta ao
estimulo do patdgeno e citocinas pro-inflamatérias (FORSTERMANN; SESSA,
2012; WINK et al., 2011). Através desses dados, sugerimos que o alcaloide 10
€ um bom candidato a droga para o controle da inflamagé&o, entretanto mais
estudos sdo necessarios para classifica-lo efetivamente como anti-inflamatoério e

compreender seu papel biolégico na MC.
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7. CONCLUSAO GERAL

Em conjunto, nossos resultados sugerem que as duas classes de
compostos testadas apresentam importantes caracteristicas para drogas
antimalaricas, destacando o derivado quinolinico 3 e os alcaloides 3-carbolinicos
4 e 10 como compostos HIT, dado seus baixos valores de Clso, elevados CCso e
IS, adequado perfil farmacocinético de absorgdo e predigédo in silico de boa
biodisponibilidade pela via oral.

Sugerimos ainda que o derivado quinolinico 3 é um candidato a composto
lider precoce, por apresentar Clso em escala nM, reducao da parasitemia com
valores superiores a 90%, alta taxa de sobrevivéncia protecdo contra o
desenvolvimento da MC além de seguranga hepatica e renal. Entretanto, mais
estudos s&o necessarios para verificar a adequagdo aos demais critérios
exigidos para ser efetivamente classificado como composto antimalarico lider,
bem como estudos para otimizagdo da molécula com o intuito de reduzir da Clso
para atender ao critério de lider precoce (<100nM), e aos demais parametros

que se fizerem necessarios.
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APENDICE A - PROTOCOLO PARA AVALIAGAO CLINICA (ESCORE
CLIiNICO)

O escore clinico foi avaliado diariamente, a partir do 5°dpi. Para essa
avaliagao foi utilizada a escala rapida de coma e comportamento murino -
ERCCM (Carroll et al.,, 2010) que consiste na observacdo de 10 parametros
pontuados de 0 a 2, totalizando 20 pontos. Essa avaliagéo é dividida em cinco
categorias, sendo elas: Coordenagao, Comportamento Exploratério, Forga e

Ténus Muscular, Reflexo de Autopreservacao e Higiene.

ESCALA RAPIDA DE COMA E COMPORTAMENTO MURINO

Coordenacao Forca e Tonus Muscular
Marcha Posigéo do Corpo
Balango/Equilibrio Forga dos Membros
Comportamento Exploratério Higiene

Desempenho Motor Grooming

Reflexos de Autopreservacao

Fuga ao toque Reflexo Plantar

Reflexo do pavilhdo auricular Agressao

Em cada categoria sdo avaliados um ou mais parametros, os quais sao
pontuados de acordo com os seguintes critérios:
1) Marcha: coloca-se o camundongo no interior de uma gaiola e observa-se
a marcha do animal.
- 2 pontos: camundongo anda normalmente;
- 1 ponto: camundongo anda com dificuldade;

- 0 pontos: camundongo nao consegue andar ou anda rastejando.

2) Balango/Equilibrio: coloca-se o camundongo na beirada da gaiola e
observa-o quanto ao equilibrio.
- 2 pontos: camundongo consegue se equilibrar por 5 segundos;
- 1 ponto: camundongo se equilibra com dificuldade (tempo < 5 segundos)

- 0 pontos: camundongo n&do consegue se equilibrar.
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Desempenho Motor: coloca-se o camundongo em gaiola vazia e observa-
0 quanto ao desempenho exploratorio.

- 2 pontos: camundongo explora/percorre os 4 cantos da gaiola em tempo
< 20 segundos;

- 1 ponto: camundongo explora 1 a 4 cantos em tempo > 20 segundos e
< 70 segundos;

- 0 pontos: camundongo n&o explora a gaiola por tempo > 70 segundos.

Posicdo do Corpo: coloca-se o animal sobre uma superficie plana e
observa-o quanto a posi¢ao do corpo.

- 2 pontos: camundongo apresenta posigao corporal normal

- 1 ponto: Camundongo apresenta-se encurvado (sinal de dor);

- 0 pontos: camundongo apresenta-se deitado, sem conseguir se levantar;
e quando colocado em posi¢cédo dorsal ndo consegue retornar a posi¢cao

ventral.

Forca dos Membros: coloca-se o camundongo sobre a grade da gaiola
levantando as patas traseiras por suspencgéo da cauda

- 2 pontos: camundongo agarra-se a grade com as patas frontais e faz
forga;

- 1 ponto: camundongo segura-se a grade com as patas frontais, porém
sem fazer forga;

- 0 pontos: camundongo ndo consegue se segurar a grade.

Fuga ao Toque: encosta-se um objeto (ex: lapis) no dorso do animal,
comprimindo-o, levemente, contra a parede da gaiola e observa-o quanto
ao movimento de fuga.

- 2 pontos: camundongo esquiva-se rapidamente do objeto compressor;
- 1 ponto:camundongo esquiva-se do objeto, porém, com atraso no reflexo
de esquiva;

- 0 pontos: camundongo permanece inerte.

Reflexo do Pavilhdo Auricular: aproxima-se um objeto (ex: lapis) das

orelhas do animal e observa-se sinal de reflexo.
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- 2 pontos: camundongo apresenta reflexo forte nas duas orelhas;
- 1 ponto: camundongo apresenta reflexo fraco ou somente em uma
orelha;

- 0 pontos: camundongo n&o apresenta reflexo em nenhuma orelha.

8) Reflexo Plantar: coloca-se o camundongo sobre a grade levantando as
patas traseiras por suspengéo da cauda e comprime-se as patas traseiras
dos animais com a ponta dos dedos para observagéo dos reflexos.

- 2 pontos: camundongo retrai rapidamente as duas patas apds
compressao;

- 1 ponto: camundongo retrai somente uma das patas apos compressao
ou retrai lentamente/com atraso as duas patas;

- 0 ponto: camundongo nao retrai nenhuma das patas apds compresséao.

9) Agressao: aproxima-se um objeto (ex:lapis) da lateral da face do
camundongo e observa-se sua reagao.
- 2 pontos: camundongo olha rapidamente para os dois lados ao
aproximarmos o objeto e/ou tentativa de morder o objeto;
- 1 ponto: camundongo reage a somente um dos lados ou aos dois lados,
porém com atraso na reagao agressiva;

- 0 pontos: camundongo nao reage a aproximacgao do objeto.

10) Grooming: observa-se o estado de higidez do animal.
- 2 pontos: camundongo apresenta-se limpo e com pelo lustroso;
- 1 ponto: camundongo apresenta pelo opaco e arrepiado (piloeregéo);
- 0 pontos: camundongo apresenta pelo opaco, arrepiado, secre¢ao nos

olhos e fezes secas no anus.

De acordo com a avaliagao clinica do animal procede-se nova avaliagao
em intervalos de tempo pré determinados (conforme tabela abaixo) até o

momento de sua eutanasia:



Tempo para Reavaliagéo Clinica

Pontuacéao Tempo para Reavaliagéo
20 pontos 24 horas

19 a 16 pontos 12 horas

15 a 11 pontos 4 horas

10 a 6 pontos 2 horas

< 5 pontos Eutanasia
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ANEXO A - SINTESE DOS DERIVADOS 4-AMINOQUINOLINICOS

Os derivados 4-aminoquinolinicos utilizados neste trabalho foram
sintetizados pelo doutorando Nicolas Glazmann sob orientagédo do Prof. Dr.
Adilson Silva, os quais tiveram seu processo de sintese realizado conforme
descrito abaixo.

A Sigma-Aldrich forneceu todos os produtos quimicos utilizados. Um
aparelho digital MQAPF-301-Microchemical foi usado para medir os valores da
faixa de fus&o. Os espectros UV-Vis foram adquiridos usando um Shimadzu UV-
1800 com cubetas de quartzo de 1 cm. Os espectros de FTIR foram adquiridos
em um Bruker Alpha usando um médulo ATR. Os espectros de RMN 1H, 13C e
2D foram obtidos em um espectrometro BRUKER AVANCE Ill 500 MHz e os
desvios quimicos () sdo expressos em ppm em relagdo ao TMS. As analises de
HRMS foram realizadas por meio de analise de inje¢ao direta usando o método
de ionizagédo por eletrospray (ESI) em um espectrobmetro de massa de alta
resolugdo Q-Exactive Plus Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Bremen,

Alemanha).

e Composto 4

Em um baldo de fundo redondo, 3,0 mmol de 4,7-dicloroquinolina foram
solubilizados em uma mistura contendo 2,0 mL de etanol e 0,5 mL de agua
destilada. Em sequéncia, 6,0 mmol de azida de sddio foram adicionados a
mistura reacional, que foi mantida em refluxo e agitagdo constante por uma noite.
Analise por CCD revelou a presenca do produto (eluente CH2Cl2:MeOH, 9:1, Rf
= 0,92, revelador luz UV) e, entao, foi realizada uma extragdo com CH2Clz2 e a
fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e evaporada no rotavapor. O
produto foi obtido na forma de um sélido marrom (Rendimento = 92%). F.F. =
112-115°C. As andlises espectroscopicas foram condizentes com o que esta

descrito na literatura (KAMIYA et al., 1980).
N3

o0
cl NZ

Nomenclatura:4-azido-7-cloroquinolina.
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e Composto 5
O composto foi obtido baseado no procedimento reacional descrito na
literatura (STROPPA et al.,, 2017). Em um baldo de fundo redondo, foram
adicionados 1,71 mmol de 4 e, a 0°C com agitacao, foi adicionada gota a gota
uma mistura de 63,4 pL de H2SO4 (solugdo aquosa 95%) e 12 pL de HNOs
(solugcéo aquosa 65%). Apds 30 min em banho de gelo, a mistura foi submetida
a um aquecimento de 80°C por mais 30 min. Em seguida a amostra foi diluida
em MeOH e neutralizada com uma solugédo 2M de NH4OH para depois ser filtrada
a vacuo e lavada com agua gelada. 5 foi obtido na forma de um sdlido cristalino

rosa claro (Rendimento = 90,6%).
N3

X3
7 o

Nomenclatura: 4-azido-7-cloro-8-nitroquinolina.

RMN "H (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm), J (Hz): 7,71 (d, J = 4,7, 1H, H-3);
7,91 (d, J=9,2, 1H, H-6); 8,23 (d, J = 9,2, 1H, H-5); 8,95 (d, J = 4,8, 1H, H-2).
RMN "3C (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 112,2 (C-3); 120,2 (C-10); 125,4 (C-7);
125,8 (C-5); 127,2 (C-6); 140,1 (C-9); 145,8 (C-8); 146,7 (C-4); 153,9 (C-2). F.F.
=157-160°C.

e Composto 6

Uma solugao de 4,7 mL de AcOH contendo 0,2 mmol de 5 foi aquecida a
90°C e em seguida foram adicionados 1,7 mmol de zinco em pé. Apés trés horas
sob agitagéo a 90°C, o término da reagao foi verificado por CCD (eluente CH2Cl-
2:MeOH, 9:1, Rf = 0,5, revelador luz UV) o produto foi filtrado, a solugao foi
evaporada no rotavapor e o residuo foi lavado com AcOEt e a solu¢do de AcOEt
foi extraida com agua saturada de NaCl. A fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro, evaporada no rotavapor e purificada por CCS (eluente
CH2Cl2:MeOH, 95:5). O produto foi obtido na forma de um sdélido lildas escuro
(Rendimento = 51,5%) (BURKE; DANHEISER, 2000).
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NH,
5 4
6_ 10X 3

o’ Nl r;l/ 2
NH,

Nomenclatura: 7-cloroquinolina-4,8-diamina.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm), J (Hz): 5,75 (sl, 2H, NH2-8); 6,53
(d, J=5,2, 1H, H-3); 6,73 (sl, 2H, NH2-4); 7,18 (d, J = 9,0, 1H, H-6); 7,30 (d, J =
9,1, 1H, H-5); 8,21 (d, J=5,1, 1H, H-2). RMN "3C (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
102,9 (C-3); 109,4 (C-6); 112,4 (C-7); 116,9 (C-10); 124,4 (C-5); 139,0 (C-8);
140,8 (C-9); 148,2 (C-2); 151,8 (C-4). F.F. = 110-112°C.

e Composto 7

Em um baldo de fundo redondo, 4,5 mmol de monocloridrato de hidrazina,
4.5 mmol de bicarbonato de sédio foram dissolvidos em metanol e a mistura foi
deixada sob agitacdo constante por uma hora. Apos este intervalo de tempo,
foram adicionados 3,0 mmol de 4,7-dicloroquinolina e a mistura reacional foi
submetida a uma temperatura de 80°C em refluxo sob agitagdo constante por
uma noite. Foi feita uma analise por CCD (eluente CH2Cl2:MeOH, 9:1, Rf = 0,45,
revelador luz UV) e o solvente foi evaporado e o produto foi purificado por CCS
(eluente CH2Cl2:MeOH, 95:5) e, apds a evaporacgdo do solvente, o produto foi
obtido na forma de um sdlido marrom (Rendimento = 51,4%). F.F. 224-228°C.
As analises espectroscopicas foram condizentes com o que esta descrito na

literatura (ANTINARELLI et al., 2015, 2016; SOARES et al., 2017).

NH,
HN’

J@fﬁ
Cl N”

Nomenclatura: 7-cloro-4-hidrazinilquinolina.

e Precursor do Composto 8
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Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 5,0 mmol de 1-
azidodecano, previamente sintetizado seguindo o procedimento de (REN et al.,
2011), juntamente com 4,2 mL de DMSO e 3,2 mL de H20. Em seguida, o baldo
foi submetido a banho de gelo e foram adicionados 6,5 mmol de cloreto de
propargila, 2,0 mmo de ascorbato de sddio e 0,25 mmol de sulfato de cobre |l
pentahidratado. A reagéo foi mantida a temperatura ambiente sob agitacao por
sete dias. Apos esse periodo, foram adicionados agua destilada e CH2Cl2 e foi
realizada uma extracdo. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e
uma analise por CCD revelou a presenca do produto (eluente CH2Cl2:MeOH,
95:5, Rf = 0,79, revelador iodo) juntamente com impurezas dos materiais de
partida. O produto foi isolado por CCS (eluente hexano:acetato de etila, 1:1) e
apos a evaporagao do solvente, 4-(clorometil)-1-decil-1H-1,2,3-triazolfoi obtido
na forma de um sdélido branco (Rendimento = 18,7%). (KOLB; FINN;
SHARPLESS, 2001; GLANZMANN et al., 2018)

1,3 4 6 8 10 12

Nomenclatura: 4-(clorometil)-1-decil-1H-1,2,3-triazol.

RMN 'H (500 MHz, CDCIs) & (ppm), J (H2):0,86 (t, J = 6,9, 3H, H-13);
1,11 - 1,54 (m, 14H, H-6 a H-12); 1,89 (quint, J = 7,2, 2H, H-5); 4,33 (t, J= 7,3,
2H, H-4); 4,70 (s, 2H, H-1); 7,57 (s, 1H, H-3). RMN '3C (126 MHz, CDCl3) &
(ppm): 14,2 (C-13); 22,8 (C-12); 26,6 (C-11); 29,1; 29,3; 29,5; 29,6; 30,4 (C-6 a
C-10); 32,0 (C-5); 36,4 (C-1); 50,7 (C-4); 122,6 (C-3); 144,8 (C-2). F.F. = 39-
41°C.

e Composto 8

0,58 mmol de 4-(clorometil)-1-decil-1H-1,2,3-triazole 0,86 mmol de N-(7-
cloroquinolin-4-il)-etano-1,2-diamina(CARMO et al., 2011; SOUZA et al., 2011,
2014) foram adicionados a um baldo de fundo redondo e dissolvidos em etanol.
Apods 3 dias submetidos a agitagao constante a 60°C, analise por CCD (eluente
CH2Cl2:MeOH, 9:1, revelador luz UV) revelou a presenga do produto (Rf = 0,6).
O solvente foi evaporado no rotavapor e os produtos foram isolados por CCS
(gradiente CH2Cl2/MeOH). O residuo de 4-(clorometil)-1-decil-1H-1,2,3-triazolfoi
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recuperado com 100% CH2Cl2 e o 8 foi obtido com 98% CH2Cl2. O produto foi
obtido como um sdlido castanho (Rendimento = 21,6%).

18 N=N

\/\/\/\/\’N
9 7\%\\5' N=N 18
N\/\/\/\/\/
HN/\/ \/'\/
5 4
6 1T X3
7 s
Cl 5 9 l}l

Nomenclatura:N'-(7-cloroquinolin-4-il)-N?,N?-bis((1-decil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metil)etano-1,2-diamina.

RMN H (500 MHz, CDCIs) & (ppm), J (Hz): 0,87 (t, J = 7,0, 6H, H-18");
1,20 — 1,32 (m, 28H, H-11" a H17’); 1,83 (quint, J = 7,0, 4H, H-10’); 2,96 (t, J =
5,4, 2H, H-3"); 3,36 (q, J = 4,7, 2H, H-2'); 3,88 (s, 4H, H-5'); 4,28 (t, J = 7,3, 4H,
H-9'); 6,30 (d, J = 5,4, 1H, H-3); 6,87 (s, 1H, NH-1); 7,45 (dd, J= 8,9 e 2,2, 1H,
H-6); 7,51 (s, 2H, H-7"); 7,94 (d, J = 2,1, 1H, H-8); 8,25 (d, J = 9,0, 1H, H-5); 8,48
(d, J = 5,3, 1H, H-2). RMN 13C (126 MHz, CDCl3) 3 (ppm): 14,2 (C-18'); 22,8 (C-
17°); 26,6 (C-16') ; 29,1; 29,4; 29,5; 29,6; 30,4 (C-11' a C-15'); 32,0 (C-10’); 41,0
(C-2'); 48,3 (C-5'); 50,5 (C-9'); 50,8 (C-3'); 98,9 (C-3); 117,8 (C-10); 122,7 (C-T’);
122,9 (C-5); 125,4 (C-6); 128,4 (C-8); 135,0 (C-7); 144,4 (C-6’); 149,1 (C-9);
150,5 (C-4); 152,0 (C-2). F.F. = 79-81°C.

Abreviacoes

CCD - cromatografia em camada delgada
CCS - cromatografia em coluna de silica
F. F. —faixa de fusao

RF — fator de retencéo

RMN — ressonéncia magnética nuclear
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 12/02/2019, analisou o protocolo n2.
055/2018 intituiado “Avaliacido da Atividade Antimaldrica de Compostos Sintéticos
Derivados de Aminoquinolinas em Modelo Murino de Malaria Grave”, projeto de
pesquisa sob a responsabilidade de Kézia Katiani Gorza Scopel e colaboragéo de
Adilson David da Silva, Daniela Chaves Renhe e Béarbara Albuquerque Carpinter, a
ser realizado no periodo de 01/04/2019 a_01/04/2021. Por estar de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentagao Animal, adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Expenmentagao Animal (CONCEA), foi aprovado pela CEUA. Ser&o
utilizados 135 camundongos C57BI/6 fémeas de 6 a B semanas, projeto a ser
realizado na Sala de manutencdo de animais no Nucleo de Pesquisa em
Parasitologia no Campos da Universidade Federal de Juiz de Fora. O prazo de
validade desse certificado & equivalente 4 vigéncia do projeto prorrogavel por mais
um ano, desde gue seja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto
de acordo com orientagao técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n. 055/2018 - CEUA about "Avaliagdo da Atividade
Antimalarica de Compostos Sintéticos Derivados de Aminoquinolinas em Modelo
Murino de Maldria Grave”, under responsability of Kézia Katiani Gorza Scopel and
collaboration of Adilson David da Silva, Daniela Chaves Renhe and Barbara
Albuquerque Carpinter, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal Experimentation
(Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF -
ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in 12/02/2019. For the
development of this research 135 C57BI/6 female mice, 6 to 8 weeks old, will be
delivered as requested in the period of 04/01/2019 to 04/01/2021. The Project will be
performed at Parasitology Department located at Federal University of Juiz de
Fora/MG. The term of validity of this certificate might be extended for one more year
by means of justification during the periad of validity.

Juiz de Fora, 20 de fevereiro de 2019.
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Chloroguine (C4) was the most effective and widely used drug for the prophylaxis and treatment of severe and
non-pevers malaria. Although ity prophylaciic vse has led 1o resistance W £, faleiparm inoall endemic countries,
G2 still remains the drug of choice for the trearment of vivax malaria. Otherwise, the speed in which parasite
resistance to available antimalarials rises and spreads in endemic regions points to the urgent need for the
development of new antimalarials. Quinoline derivatives have been used as a tool in the search for new drigs and
were investigated in the present study inan altempt o prodoee & HIT compound to avoid the cerclml malarial
(€M), Seven eompounds were synthesized, including three quinoline derivate salts, The cytotoxicity and anti-
plasmodial activity were assayed in viten, highlighting componnd 3 az a HIT, which also showed interaction with
ferriprotoporphyrin 1X similarly 0 ©Q, Physicochemical and pharmacolinetic properties of absorption were
found to be favorable when analyzed in silice, The i vive assays, using the experimental ccrcbral malaria (KCM)
model, showed important values of parasite growth inhibition on the 7th day-post infection (015 15 mg/lg:
T6.9%, 030 30 mgky 90,1% and Q50 50 mysky 92,9%) Compound 3 also showed significant protection
against the development of CM, besides hepatie and renal pamsmetess better than Q. Tn conclusion, this
quinoline derivative demaonstrated promising activity for the treatment of malaria and was able to avoid the
development of severe malaria in mice,

1. Introduction

229 million people suffered with the infection resulting at approxi-
mately 409,000 deaths worldwide, especially in children under five

Malaria remains one of rhe grearest public health challenges vears old [1].
worlchwide, being endemic in tropical and subtropical regions of the Among the species capable of infecting humans, the two most rele-
world [1]. According to the World Health Crganization (WHO), in 2019, vant are P, falcparum and P, vivax from a clinical point of view [1],
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P, faleiparum is the most virulent specie being responsible for severe
malaria which includes the CM syndrome [ 2], During CM, parasitized
red blood cells (pRECs) are sequestered in cerebral microvessels (phe-
nomenon known as eytoadherence), leading to capillary obsouction and
inflammation [ 0], After that, hemorrhage and cerebral edema oceur
due to the distuption of the tight junetions between the endothelial cells
of the capillary walls that constitute the blood-brain barrier (BEE) [71.
These processes are thought to be a major mechanisn underlying the
development of CM [5-10]. Despite de severity being associated mostly
to P, folciparum, P. vivax ean no longer be considered a 100% benign
species. n malaria endemic areas where P. vivax is the predominant
species, severe cases and deaths have being reported [11-14].

€, a 4aminoquinoline, was the most effective and widely nsed
antimalarial drug for the prophylaxis and weatment of severe and non-
severe malaria caused by P fideiparum, acting as a blood schizonticide
agent. Despite the high effectivensss of COQ, its prophylactie use has led
P, fulciparum resistance in all endemic countries, reducing its use as
monotherapy [15], Nowadays, CQ is recommended as treatment for
malaria vivax in areas where there are little or no documented resistance
[16], but there are alveady reporis of CQ resistant P, vivar strains which
includes the Brazilian endemic area [11-14].

[ an attempt to stop the spread of P. folciparum resistance to anti-
malarial therapies, weatment of fafciparm malaria is carrently being
carried out with artemisinin-based combination therapies (ACT), as
recommended by the WELD [17,18]. However, there are alveady records
of decreased suseeptibility of parasites o artemisinin and its derivatives
in some endemic countries of Asia [19 21]. Furthermore, after the
development of CM, there is no drug with high efficacy to reverse this
condition, and even patients who do not die after developing the disease
severe form can develop irreversible neuro-cognidve sequelae [22,27],
Thus, the need for new drugs for antimalarial therapy is unquestionable,

A widely applicable smategy in the synthesis of new molecules is the
formation of organic salts, This strategy is capable of improving the
water salubility of bioactive compounds and can even potentalize the
biological activity [24]. CQ derived salts have presented pronounced in
vitro activity in P. faleiparum CQ-resistant strains and the reasen behind
the improved performanee of the ionic derivatives in relation to CQ was
attributed to the amphiphilic character of the ionic compounds [25]. In
previous works, the formaron of 1,2,3-triazole based salts was able to
provide antileishmanial and anticancer agents while the neutral pre-
cursors remained inactve [26- 28],

In previous studies, our research group showed that some quincline
derivatives were active against P. fulciparum in vitro and against exper-
imental murine malaria, besides showing petent antileishmanial activity
[20-32]. Among these derivatives, the most prominent results were
obtained for derivatives with terminal alkynes, Compounds containing
the ethynyl group present wide application in drug development as they
can dct as Brensted acids or reactive centers and because they have
favorable properties that can lead to an increased potency [52].

TIn this study, in order to achieve berter antimalarial actvity, some
quinoline derivative salts (also active against Leisimonin sp.) were
tested, together with other new quinoline derivatives, for cytotoxicity
and against CQ-resistant P. falciparum strains in vitro and in a murine
model of cerebral malaria as potential oral drug prototypes,

2. Experimental section

Sigma-Aldrich supplied all chemicals used. A BMOAPF-301-
Microchemical digital apparatus was used to measure melting range
values, UV-_Vis spectra were acquired using a Shimadzu UV-1800 with 1
em quartz cuvertes. FTIR spectra were acquired in a Bruker Alpha using
an ATR module. 1H, 13C and 2D NMR specira were obiained in a
BRUKER AVANCE II1 500 MHz spectrameter and the chemical shifts (5)
are expressed as ppm in relation to TMS, HEMS analyses were performed
through direct injection anmalysis using the elecwospray ionizaton
method (EST} in a QExactive Plus Crbitrap high resolution mass
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spectrometer (ThermoFisher Scientifie, Bremen, Germany).
2.1, Synthesis of the tested compounds

The chemical derivatives were obtained as shown in Scheme 1. FT-
IR-ATR, MMR and HR-ESTMS for the novel compomds ean be found
in the Supplementary Information, as well as NMR and HR-ESI-MS for
the main compound 3.

2.1.1. Synthesis

The compounds 1, 2 and 3 were synthesized according to the pre-
viously published procedures [31], Compound 4 was synthesized ac-
cording to the previously published procedures [74]. Compound 5 was
synthesized aecording to the previously published procedures [35].

2.1.2. Synthesis of compourud 6

The synthetic procedure was based on what was used by Smoppa and
collaborators to introduce nitre groups in 9-amincacridine [56]. A
mixture containing 64 UL of Ha50 4 (95% aqueous solution) and 12 JL of
HNO5 (65% agqueous solution) was prepared. Then, 1.71 mmaol of
compound 5 were added to a round-bottom flask and, at 0 °C and, under
stirring, the aeid mixture was added dropwise. After 30 min at 0 °C, the
temperature was raised to B0 °C and the mixture was maintained under
stitring for 30 more mimates, Afterwards, the reacting mixture was
cooled down, diluted in methanol and neutralized with a 2 M aqueous
solutdon of MaOH, which led to the formartion of a light pink solid. The
solids were filtered under reduced pressure and washed with cald water
to provide the product with a 91% yield. Melting range = 162-165 *C,
FT-IR-ATR (cm 1): 21534 (tas M3k, 1543 (1ae NOg); 1374 (1 NOo); 1308
(v N3). 'H MMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm), J (Hz): 7,71 (d, J — 4,7,
1H); 7,01 (d, J = 9,2, 1H); 8,23 (d, J =1,2, 1H); 8,95 (d, J = 4,8, 1H). ¢
NMR (126 MHz, DMSO-dg) & (ppm); 112,2; 120,2; 125,4; 125,8; 127,2;
140,1; 145,8; 146,7; 153,9, HR-ESIMS: m/z caleulated for CoHCIN:O5
[M+H]" 250.01263, found 250.01083.

2.1.3. Synthesis of compound 7

The synthetie procedure was adapred from what was described by
Burke and Danheiser [57]. In a round-battom flask, a solution of 4,7 mL
acetic acid containing 0,2 mmol of compound 6 was heated uncil the
temperature of 90 “C was reached. Then, 1.7 mmol of powdered zine
were added and the mixture was kept under stirring at 90 °C for 3 h,
Afterwards, the solids were filtered off and the solvent was removed
under reduced pressure. Erhyl acetate was added to the residue, the
solids were filtered off and organic solution was extracted with brine. In
sequence, the organies were dried with anhydrous sodium sulfate,
Hitered and the solvent was removed, Finally, the product was isolated
through siliea column ¢hromatography (CHoCla:CHaOH, 95:5) as a light
purple solid with a 52% yield, Melting range = 110-112°C, FTIR-ATR
(em ) 3320 (1, NH,); 3222 (v, NH,); 1518 (NH,); 1299 (v C-N); 763
(NH; wagging). 14 NMR (500 MHz, DMSCO-dg) & (ppm), J (Hz): 5,75 (bs,
2H, NHZ); 6,53 (d, J = 5,2, 1H); 6,73 (bs, 2H, HH:);, 7,18 (d, J =19,0, 1H);
7,30 (d, J = 9,1, 1H); 8,21 {d, J = 5,1, 1H), ¥C NMR (126 MHz,
DMSO-dg) & (ppm): 102,9; 109,4; 112,4; 116,9; 124,4 139,0; 140,8;
148,2; 151,8. HR-ESIMS: m/z calculated for CoHgGINy [M-4H]™
19404795, found 194,04788.

2.2, Biological experiments

2.2.1, In vitro cytotoxicity assay

The in vitro eytotoxicity of all compounds was accessed on WE26VA4
(ATCC CCL-95.1, TJSA) human lung fibrablast cells and HepG2 (ATCC
HE 8065} human hepatocarcinoma cells, The use of ar least a mamma-
lian eell line for eytotoxicity assays have being reconunended as a hit
and lead eriteria in drug discovery for infectious diseases [58]. Cells
were cultured in vented bottles with REMIL640 (Gibeo®, EUA) mediom
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum and 0.5%
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of gentamyein in a 5% COy, atmosphere and 95% of humidity at 537 *C
and eytotoxicity was assessed by the MTT assay (Sigma-Aldrich). Cells
were washed with culture medium, uypsinized, disaibuted in a
flat-bottomed 96-well plate (10° cells/well), and incubated for 24 h at
37 *C for adherence [39], The compounds were diluted (20 uL in culture
medium) in different concentrations ranging from 0.01 to 100 pg/mlL
and incubated with the cells for 48 h under the same conditions of
temperature and humidity, CQ, at the same concentrations as the other
compounds, was used for eomparison purposes,

A 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide
(MTT) solutien (5 mgsmL; 20 uL/well) was added to evaluate mito-
chondrial viability, After 3 h of incubation, the supernmtants were
carefully removed, 50 UL of DMSO were added to each well, and the
reactions were mixed to solubilize the formazan erystals. The optical
density was determined at 540 i to measure the signal and back-
ground, respectively [GenS (Data Analysis Software- Bio-Tek, TISA)]
[40]. The absorbance tesults were caleulated as percentage of alive cells
in relation to the positive conrel. Growth inhibidon was caleulated by
the formula: % Inhibidon = 1-(Absorbance of Duplicate Mean x
100)/Absorbance of Negative Control), With the values of the applied
concentrations and their percentages of inhibition, log dose response
curves were performed in the Origin 8.0 program (Morthampton, MA,
USA) o caleulate the value of CCsy (half-maximal cytotoxic concen-
mration observed to the mammalian cells). The CCga values are the means
of 3 experiments with standard deviacion,

2.2.2. In vitro wuiplasmodial activity

The continuous cultare of P. falciparim W2 strains (CQ-resistant) was
maintained as previously described [41], with minor modifications,
Parasites were maintained at 5% hematocrit using type O+ human
erythrocytes in REMI 1640 medium (Gibeo®, EUA) supplemented with

25 mM NaHCCg, 1% albumasx, 45 mg/L hypoxanthine, and incubated at
37 °C with a gaseous mixture containing 5% Oz, 5% €Oz and 90% Ma.
The parasites at early stages were synchronized at ring stage by 5%
sorbitol solution incubation at 37 °C during 10 min [42].

Tmimediarely afier synehronization the culmre of P, falciparum was
adjusted to 2% hemarocrit and 0.5% parasitemia, A volume of 180 L/
well of the culture was added to the 26 well plate (Corning, EUA), aleng
with 20 uL of the compounds diluted in different coneentrations (0,7 8-
50 ugsmL), Thus, in vitro antiplasmodial activity of all eompounds was
assessed via SYBR Green I fluorescence-based assay as described previ-
ously [45]. Fluorescence read ing was performed in a fluorimeter (Biotek
FLx&00, USA) with excitation of 484 nm and emission of 535 mm. The
half-maximal drug inhibitory tesponse (ICsq) was estimated by curve
fitting using the software from the Origin 8.0 program (Morthampton,
A, USA), The results were compared with drug-free control wells,
which were considered to represent 100% parasite viability,

2.2.3. Selectivity index

The selectivity index (5I) correspond to the ratio between the cyto-
toxic and antiplasmodial activities of each compound tested, The values
greater than 10 were considered indieative of lack of toxicity, whereas
the compounds with values below 10 were considered toxic [44]. The 51

was caleulated as follow:
CCly Cell

i A R L% 4
ICs P fuslciparum

2.3, Interacton with ferriprotoporphynin (Fe(HPPIX)

The determination of the association constant between compound 3
and the iron protoporphyrin X (Fe(IDPPIX) was performed as described
previously [45], A 0,54 mM hemin solution was prepared using 5 ml,
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deionized water, 1 mL wris(hydroxymethylaminemethane buffer (pH -
7,5) and 4 mL DMSC. A blank solution was prepared in the same
manner, without adding the hemin, A 0,3 mM solution of compound 3 in
DMSC was also prepared, In sequence, a titration of 2 mL of the Fe(III)
FPIX was performed through successive additions of 20 L aliquots of
the compound 3 selution. Simultaneously, the blank solution was
titrated likewise, The UV-Vis spectra was measured for the Pe(IINPPIX
solution after each addition, discounting the blank solution absorption,
The absorbance in 402 nm (Soret band) was recorded before the Htration
and affer each addition. The absorbance values were adjusted 1o the
rational equation A = (Ag + ALK[C])AL + KIC]) for a 1:1 complexation
model through the non-linear least squares method. Ay is the abscrbance
for the Fe(lINPPIX solution before the titrakion, A, is the absorbance for
the compound 3-hemin aduet after saturation (after the tration), A i
the absorbance at each point of the timatdon, K is the association con-
stant and [C] is the concentration of compound 3 at each point of the
rimation. A value oflog K = 4,61 was found for the association constant
between compound 3 and hemin. An hypochromism of 29% was
calrulated through the formula (Ag - A.) x 10074, [32].

2.4. Evdl
pharmacokinetic

of physi I properties and abscrption

Physico-chemical properties were analyzed, in silico, in relation to
Lipinsli’s rule of 5 using the SwissADME website [40]. The properties of
molecular mass, partitdon coefficient (ClogP), mumber of hydrogen
donor groups, number of hydrogen accepror groups and wpological
polar surface area (TPSA) were predicted.

The absorption pharmacckineties were estimated by the AdmetSar
website [417,45] through the predictive data of absorption to the human
intestinal epithelium (HIE), BBB and CACO-2 cell permeability.

2.5 In vivo antimaleriod acrvicy

2.5.1. Animnals

CS7BL/G female mice, 6-8 weeks of age, from the Center of Repro-
duction Biology (CBR) - CIAEP 02.0048.2019 - of the Federal University
of Juiz de Fora - UFJF were used in the in vivo experiments, after
approval by the ethies committee on animal research (UFJF, number
055/2018). The animals’ age was chosen based on previous study which
showed that mice younger than 8 weeks are more susceptible to the
development of cerebral malaria compared to animals older than 10
weeks [19]. The animals (n = 5/cage) were housed in ALESCO®
climate-controlled cabinets with controlled air flow, temperature of 22
+ 2 "C and light conmol, respecting the animals’ eircadian rhythm
(light/dark eyele of 12 h) with standard redent food and water ad libi-
tum. The care of the laboratory animals and all experimental animal
operations were performed according to the international standards
recommended in the Manual on the care and tse of laboratory animals
[50] and the ethical precepts for animal experimentation defined by the
Mational Couneil for the Control of Animal Experimentation [51].

2.5.2, Murine model of CM

To cany out the proposed experiments, a murine model of CM was
used to assess the antimalarial activity of compound with better in vitro
activity. In mice, CM is observed when animal is infected with Plasmo-
diumn berghei AMKA (PBA), In this study, the infections were performed
by intraperitoneal (ip.) injection of 10% parasitized red blood cells
(pRBCs) with PbA as previously described [52,53]. Reduced respon-
siveness to external stimuli, ataxia, paralysis, coma, and/or convulsions,
were considered clinical signals of CM [54],

2.5.3, Drug administration

After infection mice were randomized into six groups: 1) PbA
(Infected), 2) CQ treated, 3) Non-infected and three treated groups with
15, 30 and 50 mg/kg of compound 3, respectively, The mice were
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meated by oral gavage starting from day 3 (when the first PbA asexual
blood stages were observed in the blood Flm) until day 7 post infection

(i)

2.5.4. Buosie indicotor evaliarion

Parasitemia was monitored using Giemsa-stained blood smears and
inhibition of parasite multiplication (IPM) was caleulated by the for-
nmula: [(A - B)/A] x 100, where A — parasitemia of the PbA, and B =
parasitemia of the group treated with the compounds. The elinical
symproms were evaluated using the rapid murine coma and behavior
seale (RMCES) from day 5 p.i [54] being maintained until the end of
experimentation, The RMCES consists of 10 parameters {gait, balance,
matar performance, body position, limb strength, touch escape, pinna
reflex, e pinch, aggression, and grooming). Each parameter is seored
Oto 2, with 0 being the lowest function and 2 being the highest. Animals
with clinical score </ = 5 were euthanized. The survival rate was
calevlated based in the rumber of alive animals after 14 days of clinical
evaluation,

2.5.5, Mucrescopic and histological analysis of the brain

The miee presenting clinieal scores ranging from 0 to 5 were anes
thetized with an associadon of 1% xylazine and 5% ketamine, ip.
Macroscopic brain damage, which as hemorrhages, was evaluated by
complete removal of the skin on the upper portion of the animals’ heads.
After photographic recording the animal was euthanized following
cardiac perfusion with PES to remove non-adhered RBC, Animals that
did not present clinical score compatible with newrological damage were
followed up until the 14th day of infection, when they were euthanized
according o the experimental procedures described above,

Far histelogical analysis, the brain was dissected and routinely pro-
cessed for fixadon in formmaldehyde 10% for 24 h and paraffin embed-
ding. Sections of 5 um were stained by Hematoxylin-Eosin (HE). The
histopathology analysis of the mice brains was performed under an
optical microscope (AX10, Zeiss) in 40X and 100X magnification lenses
to observe areas of inflammation, hemorrhages and vascular obstruction

[55]:

2.5.6. Biochernical analysis

For biochemical analysis, blood samples were collected by cardiac
puneture of the animals and cenmifuged to the obtention of serum. Prior
I their use, samples were kept ar —20 C. The in vivo toxicity was
evaluated in the treated and infected mice, by means of dosage of
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotansferase (ALT),
which were used as hepatic damage markers, and of urea and creatinine,
which were used as renal damage marker, The analyses wete perfurmed
using commercial kits (Labtest Diagnostica®, Belo Horizonte) according
to the manufacturer’s instructions.

2.6, Statistical analysis

For the statistical analysis the Shapiro-Wilk normality test (n < 30
samples) was performed, followed by analysis of variance by OneWay
AMOVA and Tukey post-test for multiple comparisons, Analyzes were
performed using the GraphPad Prism software version 5.0 for Windows
(GraphPad Software). Statistical significance was defined at the 5% level
(P = 0D.05).

3. Results and discussion

The cytotoxicity of the all compounds was evaluated against a
human cell fibroblast lineage (WI-26-VA4 # ATCC CCL-95.1) and/o1
human hepatocarcinoma cells (HepG2 # ATCC HE BO65). The com-
pounds did not show eytotoxic activity up to the highest concentration
used (100 uM) (Table 1), The antiplasmodial activity assessmient, con-
ducted against P falciparum (W2 strain), showed 1Csp values ranging
from 0,27 to 141 ubl (Table 1), Regarding the S, compounds 2, 3 and 4
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Table 1

Evaluation of the antiplasmod ial activity (1Cs) on P, falciparin (w2 sirain; CQ-
resistant) and evtotoxicity (CCsp) on WI 26WA-9 and/or HepG2 cells, and
determination of the selective index of the quinoline derivatives,

Compound 1 (kD) Ciap (i) sl

Gale P falciporum Wi £ 5D Wi HepG2 Wl HepG2
1 6115 = 13,85 1006 =100 =1 =1

2 923 + 0,54 =100 =100 =10 =10
3 0.27 = 0,09 =100 =100 =370 =370
4 850 + 0,54 =100 HA =11 HA

5 1697 + 0,20 =100 JIEN =6 HA

6 141,74 + 8,49 S100 MA 07 MNA

7 4013 + 1,55 =100 MA =2 MA
(=4 ] 006 & 0,03 =100 HA 1000 HA
ART =203 =100 MA =49 MA

Cspt Gyioroxic concentration that inhibits 50% of eell growth; 1G5y Coneen-
teation thar inhibits parasitic growth by 50%; SI: selecrivity index; CQ: chloro-
quine; ART: artesunate; MA! not applicable; ST Standard Deviation.

showed high selectivity for the parasites (SI = 10) (the values ranged
from =10 to »370) (Table 1). Despite the high selectivity, the com-
pounds 2 and 4 showed [Csp = 1 pMand only compound 3 demonsmated
ICsp = 1 BM, The reported in vifro antiplasmodial activity of the com-
pound 3 reaches a recently established set of criteria for antimalarial
hits, which ineludes: knowledge of the structure-activity, an inhibitory
concantration half-maximum response (ICse) <1 4, and 51 greater than
10-fold against a human cell line [55].

Considering the promising [Cse (cormesponding to (.27 (M) and S1
value (>370) observed for eompound 3 the likely mechanism of action
was investigated, In order to evaluate the ability of compound 3 to
inhibit the formation of hemozoin as one of its antiplasmodial mecha-
nisms of action, an interaction test was carried out between this com-
pound and Fe(lll) PPIX, according to previously described procedure
[45]1, In this assay, a titration of a Fe(I11) PPIX solution with a compound
3 solution was performed, which caused a 29% hypochromism in the
Soret band of the porphyrin (402 nm), showing an interaction between
the titrant and the tided. An association constant of log K = 4.61 was
obtained for compound 3, In a recent study, slightly superior association
constant values were found for another quincline derivative (log K =4,
77) and for CQ (log K = 4,97) [32], which suggests that compound 3
interacts with Fe(IDPPIX in a similar way te CQ, potentially inhibiting
the hemozoin formation. The spectra in the WIV-Vis region for each
concentration of compound 3, as well as the absorbance at 402 nm for
each coneentration can be seen in Fig. 1,

The mechanism of action of CQ is based in the inhibition of hemozoin
formation, promoting the death of the parasite [56,57], During eryth-
rocytic development, the parasites digest hemoglobin in their digestive
vacuole, generating amino acids that are used for parasite matuwration

Absorbance (a.u.)
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and also the heme group (ferroprotoporphyrin IX - Fe(INPPIX), which is
oxidized to ferriprotoporphyrin IX - Fe(llI))PPIX and is accumulated in
the digestive vacuole of the protozoan [58]. Free heme is highly toxie 1o
the parasites, which converts it into hemozoin, an inert and insoluble
polymer irmocuous to the parasite, bt toxde to the host [57]. The 4-ami-
noquinelinie compounds act by inhibiting this conversion process of
heme Into hemozoin erystals, promoting the death of the parasite [58].
Chemical compounds that interfere with the formation of this crystal,
such as €O, have been highly successful in combarting malaria for many
years [1,50-61].

Diue to the in vitro selectivity and likely mechanism of action similar
o O, we next evaluate the in silfeo prediction of physicochemical and
pharmacokinetic parameters of abscrption in order to assess the
bioavailability of compound 3 when administered orally. As oral is the
mainroute of drug administraton, it is inperative that a drug candidate
present good bioavailability, The compound needs to be well absorbed
to become available in the bloodsueam and be delivered to the site of
action [62-64].

The absorption of a drug ean be predicted through its physico-
chemical properties and Lipinski's rule of 5 is an imporant flcer in the
evaluation of these properties that predict whether the compound will
present good bioavailability when administered orally. According to this
rule, the compound must bave molecular weight <500 g/mal, octanol /
water partition coefficlent (Log P) < 5, number of hydrogen donors (NH
+ OH) < 5 and number of hydrogen acceptors (N + O) < 10 [65].

The SwissADME online platform provides information about the
physicochemical properties of a eompound through its moleenlar
sgucture o the molerule’'s SMILES code. Through these properties,
Lipinski's rule of 5 is applied, whieh establishes that drug candidares
may have low abscrption and permeability if they violate at least two
rules, The physicochemical propertes of compound 3 (Talle 2) followed
Lipinski's Rule of Five, which is predictive of good oral binavailability
and sufficlentdy acceprable ADME propertes.

When a drug, orally administered, dissolves into the gastreintestinal
mact, it trust be sufficiently permeable to eell membranes to enter the
systemic cireulation [61,64], As the pharmacokinetic behavior of a

Table 2

In silico evaluartion of physicochemical properties of compound 3 and the

antimalarial chloroguine (CQ) the by SwissADMKE.
Compound Code AW LogP noH nOHNH Hv
3 334,24 2,11 1 2 [
o0 319,87 4,15 2 1 ]

IIW: molecular weight; Log P: Partition coefficient; nOH: number of hydrogen
acceptors; nOHNH: number of hydrogen donors; HV: number of violations of
Lipinski’s rule; Source: results obtained through the SwissADME online,
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Fig. 1. Spectroscopic tittation of Fe(IIPPIX with compound 3.
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compound ean determine the suecess or failure of its biological activity,
new drug candidates must present good oral bicavailability and good
membrane permeability as properties that can lead to successful i vivo
experiments [55]. In this sense, the AdmeatSAR Web tool [48] allows an
in sifico inference of the main pharmaceokinetics of the compounds.
Table & shows the absorption parameters of the compound 3 ADME
profile compared to the CQ,

COme of the biggest challenges for an orally administered drug is its
passage through the intestinal epithelium, which determines the extent
of its absorption and, consequently, affects its bioavailability [#7].
Several in viro permeability assays that mimic the in vive absorption
characteristics have been developed and are a good cholee for the study
of drug permeability due to their low cost and good yield, compared toin
vive assays. The “gold standard” for in vitro drug permeability study is
the Caco-2 monolayer cell culture model (human colon adenocarci-
noma), due to i correladon with human intestinal cells [08]. However,
the advent of in siico smidies makes it possible to predict whether a
compound will be able to permeate Caco-2 cells, and consequently be
absorbed by the intestinal epithelium, Among the information provided
Dy the AdmetSar in silico program, it was possible to predict the behavior
of the molecule in this cell eulture, which proved to be permeable as well
as the standard antimalarial (CQ).

The topological peolar surface area (TPSA) is also an important
deseriptor for the characterization of drug absocrpdon, including
permeability by Caco-2 cells, intestinal absorpion, bisavailability, and
penetratien through the BEB [62], A study published in 2012 affirmed
that molecules with TPSA<140A% have good intestinal absorption [9].
Through the analysis of molecular descriptors, we observed that the
compound 3 TPSA (29.4 1A% is lower than 140A% and similar to co
(28.16A%), indicating good intestinal absorption. This property was
supported by predietive data of high absorption for compound 3 by the
human intestine, which demonstrated a 93% probability of being
permeable. Inaddition, compound 3 was highly permeable (99%) to the
BEB, a characteristic similar to CQ, This observation demonstrates that,
besides being absorbed by the intestine and reaching the bloodstream,
the quinoline derivative under study can also cross the BEB.

From the analysis of the absorption pharmaecckinetie properties,
compound 3 presents a profile that attributes good oral bicavailability,
aswell as good absorption through biological membranes, Analyzing the
molecular structure of this compound, it is possible to notice that
compound 3 is a salt, like C, which justifies its similar pharmacokinetic
prefile, Salts involve ionic speeies that are likely to present good water
solubility and are often used by pharmacentical companies in order to
improve the physical, chemical and pharmacokinetic profile of certain
products, mainly to improve their absorption [70,/1]. Due to these
features of high andmalarial potential, low toxicity and a pharmacoki-
netie profile suggestive of good oral bivavailability, compound 3 was
considered suitable for in vive assays.

For the in vivo assays, three doses (15, 30 and 50 mg/kg) were orally
tested for five days, starting the treatment on the 3rd dpi, after the
appearance of the Arst pRBEC, The reconunendation for in vivo efficacy is
that a lead compound should achieve parasite clearance at a dose that
eradicates 90% of the target pathogen, when administered orally (=50
mg/kg) in the blood stages of infection (rypleally four doses over 4

Table 3
Insilico evaluation of the pharmacokinetic absorption properties of compound 3
and the antimalarial chlorequine (CQ) by AdmetSar.

Compound Code TPSA HIE(p) Caeo-2 (p) BRE (p}
3 20,4147 4 (0.83) +(0.70) + (0,99}
o 78,164" +{0.99) + (0.66) +{1.00}
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days), in the severe malaria mouse model [28], As shown in able 4, the
parasitemia of infeeted and wreated mice with compound 3 at the three
dosages was statistically lower than the untreated group at 7th dpi
(Tukey Test, p < (.05) and the IPM was up to 92%. This difference was
sustained For the doses of 30 and 50 mg/kg at the Bih and 9th dpi, but
not for 15 mg/kg at the 9th dpi. Likewise, no difference was observed in
the proportion of circulating parasites in the groups treated with com-
pound 3 at the three dosages in relation to CQ at the 7th dpi, as well as
for 30 and 50 mg/kz on subsequent days (Tukey Test, p > 0.05).
However, the dose of 15 mg/kg, despite showing statistical difference in
relation to the untreated conool group on the 8th dpi, also presented a
difference in relaton to the CO eontrol group.

C57BL/6 mice infected with PbA, without any treatment, develop
neurological signs (reduced exploratory behavior, decreased reflex, self-
preservation, coma, and epilepsy) resulting in death betweesn days 6 and
11 p.d [52,53,72] what was consistentwith results obtained in this study
(Fig. 2A and C). Interestingly, 90%, 70% e 100% of mice weated with 15,
30 and 50 mg/kg of compound 3 survived this eritical period of infection
without showing any signs of CM (Fig. 2A and C). In addition, treated
mice, independently of the concentration of compound 3, presented
parasitemia rates under 10% uneil day 11p.i, (Fig. 2B).

Consistently with elinical assessment, mice who developed €M
showed clear hemorthage areas observed macro (Vig 2D and E) and
microscopically (Fig, 2H). Cn the other hand, mice protected against CM
did not present cerebral damage neither macto (Fig 2F and G) nor
microscopically (Fig. 21

Analyzing the hepatic enzymes, the observations made in the present
investigation are in accordance with the Hrerawre [V2-70], with levels
of ALT and AST were significantly (p < 0.05) elevated in the untreated
control (FbA-infected) (1g. ), Interestingly, mice receiving compound
3, independently of the dose, exhibited & reduced level of AST in com-
parison with mice tweated with CQ (Fig. 1), indicating safety of the
compound to the hepatic function of the host

The renal parameters were also analyzed by creatinine and urea
dosage. Taken together, levels of these markers were found to be higher
in PbA group (Fig. 2). However, in the group treated with compound 3,
independently of the dose (Tig 1), levels of urea and creatinine were
significantly reduced in comparison with untreated infected mice and
with those treated with CQ, indicating the safety of the compound to the
kidneys of the rodent host, The results show that the treated mice
exhibited less acute hepatic and renal injuries, which may be due to the
reduetion in parasite burden [74], However, CQ did not show significant
impro of these par despite the clearance of parasitemia
which suggest that compound 3 can be safer than the standard anti-
malarial as well as have a possible better pharmacokinetic profile.

The liver and kidneys are the organs responsible for the metabolism

Table 4
Values of parasitemia reducton on the 7th, 8th and 9th days postinfection, after
curative test with the compound 3 (15, 30 and 50 mg/Kg).

Compound  Dosage Parasitemia 50 (% n
(mg/Kg} Reduction])
7th dpi 8th dpi ath dpi
3 15 L56 £1,72° 223 £2,61° 4,73 £49,97 15
" (76,9%) (58, 7%) (15,5%)
30 0,65+ 0,67 0,63 +0,80% 1,12+ 15 12
b to,15) ¥ (88,2%) = b a0, 0%)
50 0,49 40,43 049 £ 0,745 0,67 £ 1,17 13
“b (92 9%) " (90, 95) =" (88, 0%)
Le'e] 10 0,24 £0,06° 0,21 £0,37 Q1FEBIF 9
196,5%) (96,1%) (97,7%)
Water - 6,85 + 1,57 54 + 5,22 5,60 + 1,53 13

TPsA: topological polar surface ares; HIE: himan intestinal epithelinm; Gaco-2:
human colon adenocarcinoma cells; BBB: blood-brain barrier; "4 sign: in-
dicates permeability of the compound to the model; {py: probability of the event
accurring, Source: Results ohtained through the AdmetSar online,

dpi: day post infeetion; COQ: chloroquine; SD: standard deviation; n: nnmber of
animals belonging to the group,

a pvalue < 0,05 (compared o the water-treared group).

b pvalue = 0,05 (compared to the CQ-treated grouph,
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Parasitamia (%)

Fig. 2. Effect of compound 3 (15, 30 and 50 mg/kg) on distiner parameters from G578L/6 mice infecred with P, berghel AMKA, {A) Compound 2 significantly
prolonged the survival of mice inhibiting the CM development; {B) Effect of compound 3 on parasitemia in PhA-infeeted mice; (C) RMCES score (T443) Macroscopic
analysis of the brain: (D) PhA infected animals, (E) Pha infected and treated with compound 3 who developed CM, (F) PhA infected and treated with chloroquine and
{G) PbA infected and treated with compound 3 and protected against CB; and (H-1) microscopic analysis of the brain: (H) PbA infected animals, black arrow shows
hemaorrhagic ares; (1) FbA infected animals and treated with compound 3. Equal letters (a or b) indicate no significant difference (pvalue = 0.05 (ANOWVA | Post Test
Tukey). Different letters (a or b) indicate significant difference (p value < 0,05 (ANOVA + Post Test Tukey).

and excretion of drugs, so, altered renal or hepatic function can signif-
icantly affect drug concentrations [77]. As well as altering elimination,
the first pass metabolism can also be affected and thus the absorprion
and bicavailability of drugs. These changed pharmaecolkineties can lead
to increased or decreased exposure, resulting in either roxicity or
reduced efficacy, which could be of clinical relevance based on the
therapeutic window and pharmacodynamies of the specific drug [77].

Severe malaria can lead to hepatic disfunetion in association with
multiple organ faflure, S0, elevations of liver eytoplasmic enzymes are
common, including raised AST and ALT [/5,78,749]. Likewiss, serum
levels of ereatinine and wrea are of clinical importance for the assess-
ment of kidney functdon. High levels indicate the renal inability to filter
out creatinine and urea, which corresponds to the deposition of hemo-
zoin in kidneys and renal impairment that further the apparent low
glomerular fltration rate and acute renal failure [80].

4, Conclusion

Malaria is a serious public health disease that affeets millions of
people around the world and its severe form is responsible for thousands
of deaths annually, which makes the need for the development of new
drugs emergent, Selection of appropriate HIT compounds is an impor-
tant criterion for further lead development and demands thorough
investigation at the early stage for the likelihood of clinical success. For
this, acceptable in vitre potency, oral efficacy and bioavailability; good
selectivity index withour any wxicity; acceprable physicochemical
properties and good pharmacokinetic profile are important eriteria for
drug discovery research. Specifically, the case of malaria, 105 = 1 1M
for sensitive and multiple resistant soaing of Plasmodinm spp, With 10-
fold selectivity is recommended for the HIT compound besides the in

viva efficacy, for which the recommendation is that a lead compound
should achieve parasite clearance at a dose that eradicates 90% of the
rarget pathogen, when orally administered (<50 mg/kg) in the blood
stages of infection (typically four doses over 4 days), in the severe ma-
laria mouse madel [38].

In this study we identified a HIT eompound (compound 2) showing
prominent antimalarial activity even against the CQ resistant
P, faleiparum. In addition, for the in vive assay, the compound 3 also
exhibited activity against a virulent sorain of P, berghei inhibiting the
asexual blood parasites development (rates vanging from 15,5-92%) and
preventng the development of ChL This compound may also act against
other parasites as demonsoated by ow research group In a recent
publication deseribing potent antileishonanial activity [51], Besides, the
ecompound 3 may hold promise as an adjuvant therapy to improve the
reatment of severe malaria, however, the mechanisms by which this
compound acts to prevent the severity of malaria infection remains to be
investigated,
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ANEXO D - SINTESE DOS ALCALOIDES B-CARBOLINICOS

Os alcaloides B-carbolinicos utilizados neste trabalho foram sintetizados
no Nucleo de Pesquisas em Quimica Biolégica da Universidade Federal de Sao
Joéo Del Rey, Campus de Divinépolis (NQBio - UFSJ), sob supervisao do Prof.
Dr. Gustavo Henrique Ribeiro Viana. O processo de sintese foi realizado
conforme descrito abaixo.

Os reagentes e solventes foram adquiridos da Sigma-Aldrich e usados
sem purificacao adicional. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) foram registrados usando um Bruker Avance DRX-200 ou DRX-400 e um
Bruker AC300. Os deslocamentos quimicos s&o relatados como & (ppm) a partir
de tetrametilsilano (TMS) e os valores J relatados em Hz. A espectrometria de
massa de alta resolugdo (HRMS) foi registrada usando um espectrometro de
massa ESI micrOTOF-QIl Bruker. A sintese assistida por micro-ondas foi
realizada no reator de micro-ondas monomodo CEM Discover. A cromatografia
em coluna foi realizada com silica gel 60, 70-230 mesh (Merck, Darmstadt,

Alemanha).

Sintese de éster metilico de L-triptofano (2). Rendimento 92%, 6leo amarelo.
A uma suspenséo de L-triptofano comercial (1) (2,45 mmol) em metanol (50 mL)
foi adicionado gota a gota ao acido sulfurico concentrado (2,81 mmol). A mistura
reacional foi deixada sob agitacdo magnética por 48 h sob refluxo. A solugao foi
arrefecida, neutralizada com uma solug¢do saturada de bicarbonato de sodio e
extraida com cloreto de metileno. As fases organicas combinadas foram secas
(Na2S04), filtradas e depois evaporadas sob pressédo reduzida. O residuo obtido
foi filtrado com acetato de etila (70 mL) para produzir o composto puro 2. FT-IR
(KBr) vicm-1 3444, 3360, 3294, 2949, 1726, 1566, 1400, 1226, 1116. 1H NMR
(CDCI3, 400 MHz) 6 ppm: 2,95 (dd, J=7,2 Hz, J=14,3 Hz, 1H); 3,19 (dd, J=4,4
Hz, J=14,3 Hz, 1H); 3,59 (s, 3H); 3,74 (dd, J=4,8 Hz, J=7,3 Hz, 1H); 6,78 (s, 1H);
7,00 — 7,20 (m, 3H); 7,52 (d, J=7,5, 1H). 13C RMN (50 MHz, CDCI3) 6 ppm:
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30,62; 51,92; 54,81; 111,22; 119,28; 121,91; 123,05;110,64; 127,32; 136,22;
175,60.

Procedimento geral para a sintese de 3, 4, 5, 6, 8 e 9: Para uma mistura de
éster metilico de L-triptofano ou triptamina (0,30 mmol), derivados de
benzaldeido aromaticos (0,90 mmol) em cloreto de metileno (35 mL) TFA ( 0,30
mmol) foi entdo gota a gota. A mistura resultante foi colocada num forno micro-
ondas CEM Discover (modo de recipiente aberto). Foi utilizada irradiagéo de
micro-ondas de 100 W e a temperatura subiu de 25 oC para 90 oC. Uma vez
atingidos 90 oC, apds cerca de 7 min, a mistura reacional foi mantida nesta
temperatura por 30 min sob agitacdo. Todas as temperaturas foram medidas
externamente por um sensor IR. Apds arrefecimento da mistura, adicionou-se
gota a gota uma solugédo aquosa de solugédo saturada de bicarbonato de sédio
até pH 5, seguida de extraccdo com EtOAc. As fases organicas combinadas
foram secas (Na2S04), filtradas e depois evaporadas sob presséo reduzida. O
residuo foi purificado por cromatografia flash (5: 1: 5 diclorometano/acetato de

etila/hexano) para dar os compostos puros 3, 4, 5,6, 8 e 9.

Metil(1S,3S)-1-(2-metoxi)-2,3,4,9-tetra-hidro-1H-pirido[3,4-blindole-3-
carboxilato (3): Rendimento 81%, sélido amarelo . 1H NMR (DMSO, 400 MHz)
o ppm: 1,24 (s, 1H), 3,01-3,13 (m, 1H), 3,40-3,45 (m, 1H), 3,92 (s, 1H), 6,12 (s,
1H), 6,77-7,07 (m, 4H), 7,13 (t, J=7,7 Hz, 1H), 7,18 (d, J=8,0 Hz, 1H), 7,45 (t,
J=6,9 Hz, 1H), 7,54 (d, J =8,0 Hz, 1H), 10,96(s, 1H). 13C NMR (DMSO, 100 MHz)
0 ppm: 22.84, 49.13, 51.93, 53.41, 56.26, 106.66, 111.74, 118.62, 119.63,
120.87, 122.67, 125.76, 128.01, 130.51, 136.94, 157.66, 169.99. HRMS (ESI)
m/z 337,1545[M + H]+ (tedrico 337,1546).

Metil(1R,3S)-1-(2-metoxi)-2,3,4,9-tetra-hidro-1H-pirido[3,4-b]indole-3-

carboxilato (4): Rendimento 11%, sélido branco . 1H NMR (DMSO, 400 MHz) &
ppm: 1,21 (s, 1H), 2,83 (t, J = 10,9 Hz, 1H), 3,00-3,04 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,85
(s, 3H), 3,90 (s, 1H), 5,68 (s, 1H), 6,88-7,02 (m, 4H), 7,10 (t, J=7,8 Hz, 1H), 7,22
(d, J=7,8 Hz, 1H), 7,31(t, J=7,0 Hz, 1H), 7,42(d, J=7,5 Hz, 1H), 10,26 (s, 1H).
13C RMN (DMSO, 100 MHz) A ppm: 6 25,42, 52,5, 55,81, 56,28, 107,17, 111,42,
117,69, 118,66, 120,70, 120,92, 126,74, 129.04, 129.16, 1296, 120,70, 120,92,
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126,74, 129,04, 129.16, 129. HRMS (ESI) m/z 359,1349[M + Na]+ (tedrico
359,1474),

Metil(1S,3S)-1-(2-cloro)-2,3,4,9-tetra-hidro-1H-pirido[3,4-b]indole-3-
carboxilato (5): Rendimento 32%, sélido amarelo . 1TH NMR (DMSO, 400 MHz)
o ppm: 1,99 (s, 1H), 2,89 (t, J= 11,2 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 3,94 (d, J=9,7 Hz, 1H),
5,68 (s, 1H), 6,97 (t, J= 7,0 Hz, 1H), 7,02 (t, J= 7,0 Hz, 1H), 7,22 (d, J=7,8 Hz,
2H), 7,29 (t, J=7,3 Hz , 1H), 7,36 (t, J= 7,3 Hz, 1H), 7,45 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 7,53
(d, J= 7,8 Hz, 1H); 10,44 (s, 1H). 13C NMR (DMSO, 100 MHz) & ppm: 25,24,
51,79, 56,04, 107,61, 111,27, 117,61, 118,50, 120,89, 126,46, 127,41, 129,42,
133,26, 136,13, 17,42, 133,26, 136,13, HRMS (ESI) m/z 341,1044 [M + H]+
(tedrico 341,1051).

Metil(1R,3S)-1-(2-cloro)-2,3,4,9-tetra-hidro-1H-pirido[3,4-b]indole-3-
carboxilato (6): Rendimento 40%, sélido branco . 1H NMR (DMSO, 400 MHz) &
ppm: 1,99 (s, 1H), 3,09 (t, J = 10,5 Hz, 2H), 3,33 (s, 3H), 3,69-3,72 (m, 1H), 5,72
(s, 1H) 6,79 (t, J= 7,5 Hz, 1H), 6,99 (t, J= 7,0 Hz, 1H), 7,05 (t, J= 7,5 Hz, 1H),
7,23 (d, J=7,5 Hz, 2H), 7,32 (t, J= 7,8 Hz, 1H), 7,48 (d, J=7,5 Hz, 1H), 7,53 (d,
J=7,8 Hz, 1H), 10,70 (s, 1H). 13C NMR (DMSO, 100 MHz) & ppm: 24.86, 51.04,
51.42, 51.74, 107.83, 111.14, 117.72, 118.46, 121.06, 126.36, 126.87, 129.14,
129.63, 130.16, 132.85, 133.20, 136.17, 139.62, 173.52. HRMS (ESI) m/z
362,9270 [M + Na] + (tedrico 363,0979).

5-(dietilamino)-2-(2,3,4,9-tetra-hidro-1H-pirido[3,4-b]indol-1-il)fenol(8):
Rendimento 60%, solido amarelo. TH NMR (DMSO, 400 MHz) & ppm: 1,08 (t, J
= 6,8 Hz, 6H), 1,26 (s, 1H), 3,00 (t, J=7,9 Hz, 2H), 3,33 (9, J = 7,9 Hz , 2H), 3,75
(t, J= 6,8 Hz, 4H), 5,89 (s, 1H), 6,13 (d, J= 8,6 Hz, 1H), 7,02 (m, 5H), 7,34 (d, J=
7 ,8 Hz, 1H), 7,58 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 8,13 (s, 1H), 10,83 (s, 1H). 13C NMR
(DMSO, 100 MHz) 6 ppm: 12,59, 26,87, 43,74, 56,66, 102,65, 107,80, 111,34,
111,62, 118,23, 118,32, 120,813, 122,92, 127,14, 1,13, HRMS (ESI) m/z
336,2069 [M + H]+ (tedrico 336,1998).



190

1-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,3,4,9-tetra-hidro-1H-pirido[3,4-b]indole (9):
Rendimento 84%, sdlido branco. 1H NMR (DMSO, 400 MHz) & ppm: 3,00 (s, 1H),
3,12 (t, J= 7,8 Hz, 2H), 3,58 (t, J= 12,4 Hz, 2H), 3,74 (s, 9H), 5,59 (s, 1H), 6,75
(s, 1H), 7,05 (t, J=7,1 Hz, 1H), 7,13 (t, J= 7,6 Hz, 1H), 7,32 (d, J= 8,1 Hz, 1H) ,
7,54 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 10,89 (s, 1H). 13C NMR (DMSO, 100 MHz) & ppm:
18,20, 40,50, 56,04, 60,03, 107,15, 111,62, 118,28, 119,09, 122,04, 125,70,
128,41, 129,91, 136,59, 153,10. HRMS (ESI) m/z 339,1703 [M + H]+ (tedrico
339,1630).

1-(3,4,5-trimetoxifenil)-9H-pirido[3,4-b]lindole (10): Rendimento 21%, sdlido
branco. A uma solugéo resfriada de tetra-hidro-g-carbolinas 9 (0,50 mmol) em
DMF (5 mL) a 0 oC foi adicionado 0,80 mmol de permanganato de potassio. A
mistura foi mantida sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por 3h.
Depois disso, a mistura de reagéo foi filtrada e diluida com acetato de etila (25
mL). A fase orgénica foi lavada com salmoura (25 mL), seca (Na2S0O4) e depois
evaporada sob presséo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia flash
(4:6 acetato de etil/lhexano) para dar o composto puro 10: 1H NMR (DMSOQO, 400
MHz) & ppm: 3,76 (s, 3H), 3,92 (s, 6H), 7,26 ( t, J= 7,3 Hz, 3H), 7,55 (t, J= 7,0
Hz, 1H), 7,65 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 8,10 (d, J= 5,1 Hz, 1H), 8,27 (d, J= 7,8 Hz, 1H),
8,44 (d, J=5,1 Hz, 1H), 11,52 (s, 1H). 13C NMR (DMSO, 100 MHz) & ppm: 56,07,
60,29, 105,88, 112,64, 113,99, 119,71, 121,09, 121,83, 128,33, 133,17, 134,094,
138,02, 1378,38, 134,09, 138,02, 1378,38 HRMS (ESI) m/z 335,1394 [M + Na]+
(tedrico 335,1389).
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ANEXO E - CERTIFICADO CEUA - UFJF 022/2020

SERVICO PUBLICO FEDERAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 03/07/2020, analisou o protocolo n2. 022/2020
intitulado “Avaliagdo da atividade de alcaldides [B-carbolinicos associados a vitamina D na
protecdo contra o desenvolvimento de malaria cerebral em modelo murino”, projeto de pesquisa
sob a responsabilidade de Kézia Katiani Gorza Scopel e colaboragéo de Jessica Corréa Bezerra
Bellei, Gustavo Henrique Ribeiro Viana, a ser realizado no periodo de 01/09/2020 a 01/09/2023.
Por estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), foi aprovado pela CEUA.
Seréo utilizados 470 camundongos C57BL/6 fémeas com 6 a 8 meses de idade, projeto a ser
realizado no Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - UFJF. O prazo de
validade desse certificado é equivalente a vigéncia do projeto prorrogavel por mais um ano,
desde que seja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto de acordo com
orientacao técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n2. 022/2020-CEUA about “Avaliagdo da atividade de alcaloides -
carbolinicos associados a vitamina D na prote¢&o contra o desenvolvimento de malaria cerebral
em modelo murino”, under responsability of Kézia Katiani Gorza Scopel and collaboration of
Jessica Corréa Bezerra Bellei, Gustavo Henrique Ribeiro Viana, is in agrément with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal Experimentation
(Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in 07/03/2020. For the development of this
research 470 females of C57BL/6 mice with 6 to 8 months old, will be delivered as requested in
the period of 09/01/2020 to 09/01/2023. The Project will be performed at Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - UFJF. The term of validity of this certificate might be
extended for one more year by means of justification during the period of validity.

Juiz de Fora, 20 de julho de 2020.

Coordenadora Vice-Coordenadora
CEUA CEUA
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Abstract: Malaria is an infectious disease widespread in underdeveloped tropical regions. The most
severe form of infection is caused by Plasmodiun falciparuny, which can lead to development of cerebral
malaria (CM) and is responsihle for deaths and significant neurocognitive sequelae throughout life,

In this context and considering the emergence and spread of drug-resistant P. fulciparum isolates, the
search for new antimalarial candidates becomes urgent. f-carbolines alkaloids are good candidates
since a wide range of biological activity for these compounds has been reported. [lerein, we designed
20 chemical entities and performed an in silico virtual screening against a pool of P fulciparum
molecular targets, the Brazilian Malaria Molecular Targets (BRAMMT). Seven structures showed
potential to interact with PIENR, PIPK?, PfGrx1, and PFATP6, being synthesized and evaluated
for in vitro antiplasmodial activity. Among them, compounds 3-6 and 10 inhibited the growth of
the W2 strain at uM concentrations, with low cytotoxicity against the human cell line. In silico
physicochemival and pharmacokinetic properties were found to be favorable for oral administration.
The compound 10 provided the best results against CM, with important values of parasite growth
inhibition on the 5th day post-infection for both curative (67.9%) and suppressive (82%) assays.
TFurthermore, this compoeund was able to elongate mice survival and protect them against the
development of the experimental model of CM (>65%), Compound 10 also induced reduction of the
NO level, possibly by interaction with iNOS. Therefore, this alkaloid showed promising activity for
the treatiment of malaria and was able to prevent the development of experimental cerebral malaria
{ECM]), probably by reducing NO synthesis.

Keywords: malaria; antimalarial chemotherapy; cerebral malaria; (3-carbolines alkaloids; nitric oxide;
experimental cerebral malaria

1. Introduction

Malaria still continues scourge many countries in the world [1], having a long range in
tropical underdeveloped regions, including countries in Africa, Asia, and South America,
and causing approximately 241 million cases, which resulted in almost 627 thousand deaths
in 2020 [2].

Although individuals from all ages are at risk of getting sick and dying from malaria,
children under five years old compose the group that more frequently develop cerebral

Pathogens 2022, 11,1529, https:/ / dod.org /10,3390, pathogens11121529
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malaria (CM), the most severe form of the infection caused especially by P falciparum [3].
The mechanisms driving the pathogenesis of CM are not fully known, but the sequestration
of infected red blood cells (iRBC) and leucocytes in the brain causing capillary obstruction,
inflammation, hemorrhage, and cerebral edema, which occur due to the disruption of the
blood—brain barrier, play a critical role in the development of encephalopathy [4-6]. This
syndrome is, therefore, the result of several mechanical events and a systemic inflamma-
tory response with secretion of pro-inflammatory cytokines, including TNFw, IFNy, and
lymphotoxin. The cytokines, most notably TNFe, generate a vicious circle of macrophage
activation, increasing the cellular sequestration and regulated production of reactive oxygen
species, including nitric oxide (NOJ, in the general circulation and in situ [3,7]. Although
85% of subjects developing CM are able to make full recovery following the adequate
antimalarial treatment, it is worryingly that aboul 25% of them remain with significan!
neurocognitive sequelae throughout life [8-10].

The current therapeutic arsenal for malaria treatment includes a combination of anti-
malarial drugs with diverse modes of action. Compounds like chloroquine (CQ) inhibit
the hemoglobin polymerization in sexual stages of the parasites, while compounds like
artemisinin impair more than one target by the destruction of parasite proteins due to the
production of carbon centered radicals, resulting from metabolization of artemisinin (ART)
into dihydroartemisinin [11]. However, the emergence and spread of resistant isolates of P,
falciparum to current regimens of treatments makes it urgent to search for new antimalarial
candidates that can contribute to the disease treatment, avoiding a worse prognosis [12-14].

B-carbolines are natural alkaloids, containing an attractive scaffold, that are found in
many commercialized drugs [15] and antimalarial drug candidates [16]. These compounds
show great chemical diversity and can be found as monomers or dimers. The saturation
of the N-containing six-membered ring is used to classify the tricyclic monomers as f3-
carbolines for unsaturated members, and dihydro-@-carbolines (DHBC) and tetrahydro-f3-
carbolines (THRC) for partially saturated members. Therefore, a wide range of biclogical
activity for these compounds have been reported [15,17].

The success in drug discovery requires the identification of molecules possessing
optimal pharmacoki_netic and pharmacodynamic properties. Over the years, medicinal
chemists developed tools [18-21] that allow the selection of molecules containing safety
attributes and druglike properties at the design stage, in order to increase the survival of
drug candidates [22].

Herein, we describe the in silico guided choice and optimization studies, the synthesis
and biological assays of new [-carboline derivatives with antimalarial activity aiming ata
potential scaffold for antimalarial development.

2, Experimental Design
2.1. Virtual Screening

An in-house library of 20 virtual chemical entities (Figure 51), which were possible to
be synthesized within the commercially available reagents, was built to identify chemical
enlities displaying promising antiplasmodial activities using a virtual screening approach,

Twenty virtual chemical entities were designed using MarvinSketch® software (ChemnAxon,
Cambridge, MA, USA); MOPAC® software [23] was used to refine all molecular structures
through the PM7 semi-empirical method; a EigenFollowing (EF) routine for geometry opti-
mization and the charge was adjusted according with the protonation state in pH 7.4 [24,25].
Following, all structures were submitted to the molecular docking calculations by the
AutoDock Vina® program [26], by using the OCTOPUS® platform, and the configuration
files through a re-docking step were determined [27]. Thus, the virtual screening of poten-
tial antimalarial candidates was performed by using the BraMMT data bank [28]. Binding
energy values, A (binding energy of the crystallographic ligand—binding energy of the
compound) values, were calculated [29], and these values were employed as a first step in
the selection process applied to choose the most promising structures to be synthesized.
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2.2. Chemistry

Reagents and solvents were purchased as reagent grade from Sigma-Aldrich and used
without further purification. Nuclear Magnetic Resonance (NMRE) spectra were recorded
using a Bruker Avance DRX-200 or DRX-400 and a Bruker AC300. Chemical shifts are
reported as & (ppm) downfield from tetramethylsilane (TMS) and the J-values reported in
Hz. High-resolution mass spectrometry (HRMS) was recorded using an ESI micrQOTOF-
QII Bruker mass spectrometer. Microwave-assisted synthesis was carried out in a CEM
Discover single-mode microwave reactor. Column chromatography was performed with
silica gel 60, 70-230 mesh (Merck, Darmstadt, Germany).

2.2.1. Synthesis of L-Tryptophan Methy! Ester (2)

Yield 92%, yellow oil to a suspension of commercial L-tryptophan (1} (245 mmol) in
methanol (50 mL) concentrated sulfuric acid {2.8]1 mmoel) was added dropwise. The reaction
mixture was left under magnetic stirring for 48 h under reflux. The solution was cooled,
neutralized with a saturated solution of sodium bicarbonate, and extracted with methylene
chloride. The combined organic phases were dried {anhydrous Nap;5Qy), filtered, and then
evaporated under reduced pressure. The residue obtained was filtered with ethyl acetate
{70 mL) to yield the pure compound 2. FT-IR (KBr) v/cm-1 3444, 3360, 3294, 2949, 1726,
1566, 1400, 1226, 1116. 'H NMR (CDCl3, 400 MHz) ¢ ppm: 2.95 (dd, [ = 7.2 Hz, [ = 14.3
Hz, 1H);3.19 (dd, | =44 Hz, [ = 14.3 Hz, 1H); 3.59 (s, 3I1); 3.74 (dd, ] =48 Hz, [ = 7.3 Hz,
1H); 6.78 (s, 1H); 7.00-7.20 (m, 3H); 7.52 (d, | = 7.5, 1H). 1*C NMR (50 MHz, CDCl;) § ppm:
30.62; 51.92; 54.81; 111.22; 119.28; 121.91; 123.05; 110.64; 127.32; 136.22; 175.60.

2.2.2. General Procedure for the Synthesis of 3,4, 5,6, 8, and 9

To a mixture of L-tryptophan methy] ester or tryptamine {0.30 mmol), aromatic ben-
zaldehyde derivatives (0.90 mmol) in methylene chloride (35 mL) trifluorcacetic acid (TEA)
{0.30 mmol) was then added dropwise. The resulting mixture was placed in a CEM Dis-
cover microwave oven (open vessel mode). Microwave irradiation of 100 W was used and
the temperature ramped from 25 °C te 90 "C. Once 90 °C was reached, after around 7 min,
the reaction mixture was held at this termperature for 30 min under stirring. All temper-
atures were measured externally by an IR sensor. After cooling the mixture, an aqueous
solution of a saturated solution of sodium bicarbonate was added dropwise until pH 5,
followed by extraction with EtOAc. The combined organic phases were dried (anhydrous
Nay5Cy), filtered, and then evaporated under reduced pressure. The residue was purified
by flash chromatography (5:1:5 dichloromethane /ethyl acetate/hexane) to give the pure
compounds 3,4, 5,6, 8, and 9.

2.2.3. Methyl (15,35)-14(2-Methoxy)-2 34 9-tetrahydro-1H-pyrido[3 4-blindole-3-carboxylate (3)

Yield 81%, yellow solid. TH NMR (DMSO, 400 MHz) § ppm: 1.24 (s, 1H); 3.01-3.13
(m, 1H); 3.40-3.45 (m, 1H); 352 (s, 1H); 6.12 (s, 1H); 6.77-7.07 (m, 4H); 7.13 (t, | = 7.7 Hz, 1H);
7.18(d, [ =8.0Hz, 1H); 7.45 (1, ] = 6.9 Hz, 1H); 7.54 (d, J=8.0 Hz, 1H); 10.96 (s, 1H). *CNMR
(DMSO, 100 MHz) 6 ppm: 22.84, 49.13, 51.93, 53.41, 56.26, 106.66, 111.74, 118.62, 119.63,
120.87, 122.67, 125,76, 128.01, 130.51, 136.94, 157.66, 169.99. HRMS (ESI) m/z 337.1545[M +
HJ* (theoretical 337.1546).

2.2.4, Methyl (1R 35)-1-(2-Methoxy)-2,3,4 9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-blindole-3-carboxylate (4}

Yield 11%, white solid. "H NMR {DMSC, 400 MHz) & ppm: 1.21 (s, 1H); 283 (£, [ = 109 He,
1H); 3.00-3.04 (1, 1H); 3.66 (s, 3I1); 3.85 (s, 3H); 3.90 { s, 1I1); 5.68 (s, 1T1); 6.88-7.02 (m, 4H);
7.10 (t, ] = 7.8 Hz, 1H); 7.22 (d, | = 7.8 Hz, 1H); 7.31(t, ] = 7.0 Hz, 1H); 7.42(d, ] = 7.5 Hz, 1HL);
10.26 (s, TH). 13C NMR (DMSO, 100 MHz) & ppm: & 25.42, 52,5, 55,81, 56.28, 107.17, 111 42,
117.69, 118.66, 120.70, 120.92, 126.74, 129.04, 129.16, 136.35, 157.37, 173.22. HHRMS (EST) m/=
359.1349[M + Na|" ({theoretical 359.1474).
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2.2.5. Methyl (15,35)-1-(2-Chloro}-2,3 4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3 £-blindole-3-carboxylate (5)

Yield 32%, vellow solid. 'H NMR (DMSO, 400 MHz) & ppm: 1.9 (s, 1H); 2.89 (t,
| =11.2 Hg, 2H); 3.69 (s, 3H); 3.94 (d, | = 9.7 He, 1H); 5.68 (s, 1H); 6.97 (t, | = 7.0 Hz, 1H);
7.02(t, ] =7.0Hz, 1H); 722 (d, [ =78 Hz, 2H); 729 (t, | = 7.3 Hz, 1H); 7.36 (t, [ = 7.3 Hz, 1H);
7.45(d, J="75Hz, 1H);; 753 (d, ] = 7.8 Hz, 1H); 10.44 (s, 1H). 3C NMR {DMSO, 100 MHz) §
ppm: 25.24, 51.79, 56.04, 107.61, 111.27, 117.61, 118.50, 120.89, 126.46, 127.41, 129.42, 133.26,
134.13, 136.35, 172.86. HRMS (ESI) m/z 341.1044 [M + H]* (theoretical 341.1051).

2.2.6. Methyl (1R,35)-1-(2-Chloro}-2,3 4,9-tetrahydro-1H-pyrido[3,4-blindole-3-carboxylate (6)

Yield 40%, white solid. 'H NMR (IIMSO, 400 MHz) & ppm: 1.99 (s, 1H); 3.09 (t,
[ =105 Hz, 2H); 3.33 (s, 3H); 3.69-3.72 (m, 1H); 5.72 (s, 1H); 6.79 (t, [ = 7.5 He, 1H); 6.99 (t,
J=7.0Hz, 1H); 7.05 (t, ] = 7.5 Hz, 1H); 7.23 (d, ] = 7.5 Hz, 2H); 7.32 (t, ] = 7.8Hz, 1H); 7.48
(d, ] =75Hz, 1H); 7.53 (d, | = 7.8 Hz, 1H); 10.70 (s, 1H). '3C NMR (DMSC, 100 MHz) &
ppm: 24.86, 51.04, 51.42, 51.74, 107.83, 111.14, 117.72, 118.46, 121.06, 126.36, 126.87, 129.14,
129.63, 130.16, 132.85, 133.20, 136.17, 139.62, 173.52. HRMS (ESI) m/z 362.9270 [M + Na] '
(theoretical 363.0979).

2.2.7, 5-{Diethylamino)-2-(2,3,4 9-tetrahydro- 1H-pyrido[3,4-blindol-1-yl) phenol (8)

Yield 60%, yellow solid. TH NMR (DMS0O, 400 MHz) § ppm: 1.08 (t, [ = 6.8 Hz, 6H);
1.26 (s, 1H); 3.00 (t, ] = 7.9 Hz, 2H); 3.33 (q, ] = 7.9 Hz, 2H); 3.75 (t, | = 6.8 Hz, 4H); 5.89 (s,
1H); 613 (d, ] = 8.6 Hz, 1H); 7.02 {m, 5H); 7.34 (d, [ = 7,8 Hz, 1H); 7.58 (d, ] = 7.8 Hz, 1 H);
8.13 (s, 1H); 10.83 (=, 1H). 13C NMR (DMSO, 100 MHz) 6 ppm: 12.59, 26.87, 43.74, 56.66,
102.65, 107.80, 111.34, 111.62, 118,23, 118.32, 120.88, 122.92, 127.14, 133.04, 136.19, 151.1.
HRMS (EST) m/z 336.2069 [M + H]™ (theoretical 336.1998).

228 ].—(3,4,5—Trimethoxyphe.ny])—2,3,4,9—tetrahydro—lH—pyrido[3,4—b]indole 9)

Yield 84%, white solid. TH NMR (DMSQ, 400 MHz) & ppm: 3.00(s, 1H); 3.12 (t, ] = 7.6 Hz,
2H); 3.58 (t, ] = 12.4 Hz, 2H); 3.74 (s, 9H); 5.59 (5, 1H); 6.75 (s, 1H}, 7.05 (t, = 7.1 Hz, 1H);
713 (t, J=76Hz, 1H); 7.32 (d, = 8,1 Hz, 1H); 7.54 (d, [ = 7.8 Hz, 1H); 10.89 (s, 1H). L
NMR (IDMSO, 100 MHz) 6 ppm: 18.20, 40.50, 56.04, 60.03, 107.15, 111.62, 118.28, 119.09,
122.04, 125,70, 128,41, 129.91, 136,59, 153.10. HRMS (EST) m/z 3391703 [M + H]* (theoretical
339.1630).

2.2.9. 1-(3,4,5-Trimethoxyphenyl)-9H-pyrido[3,4-h]indole (10)

Yield 21%, white solid. To a cooled solution of tetrahydro--carbolines 9 (0.50 mmol)
in DMF (5 mL) at 0 °C, potassium permanganate (0.80 mmol) was added. The mixture
was kept under magnetic stirring at room temperature for 3 h. After, the reaction mixture
was filtered and diluted with ethyl acetate (25 mL). The organic phase was washed with
brine (25 mL), dried (anhydrous Na; S04}, and then evaporated under reduced pressure.
The residue was purified by flash chromatography (4:6 ethyl acetate/hexane) to give the
pure compound 10: 'H NMR (DMSO, 400 MHz) & ppm: 3.76 (s, 3H); 3.92 (s, 6H); 7.26 (¢,
J=7.3Hz 3H); 7.55 (1, ] = 7.0 Hz, 1H); 7.65 (d, ] = 8.3 Hz, 1H); 8.10 {d, ] = 5.1 Hz, 1H); 8.27
(d, ] =7.8Hz, 1H); .44 (d, ] = 5.1 Hz, 1H); 11.52 (s, 1H). '3C NMR (DMSC, 100 MHz) §
ppm: 56.07, 60,29, 105.88, 112.64, 113.99, 119.71, 121.09, 121.83, 128,33, 133.17, 134.09, 138.02,
138,38, 141.25, 153.27. HRMS (ESI) m/z 335.1394 [M + Na]" (theoretical 335.1389).

2.3. Antimalarial Activity
2.3.1. Antiplasmodial Activity

Plasmodinm falciparum W2 strain (CQ-resistant) (MRA-157) was obtained from Malaria
Research. Continuous culture was maintained as previously described [30,31]. Invitro
antiplasmodial activity of the seven compounds against the P fulciparion culture was
evaluated using the SYBR test as previously described [32]. Compounds were diluted to
concentrations ranging from 10 to 0.0001 pM. Chleroquine (CQ) and artemisinin (ART)
were used as reference antimalarial drugs. The plate was read in a fluorometer (Fluoroskan
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Ascent, Thermo Laboratories) with excitation at 485 nm and an emission of 535 mm. All
experiments were performed in triplicate. The results were expressed as the mean of
minimum lethal dose for 50% of the culture (ICs;).

2.3.2. In Vitre Cytotoxicity on Mammalian Cells

In vitro cytotoxicity of the compounds was assessed against human pulmonary fibrob-
last cells WI-26VA4 (ATCC CCL-95.1, USA), by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide (MTT assay) [33]. Cells were cultured in a RFMI-1640 medium
supplemented with 10% heat-inactivated fetal hovine serum in a 96-well plate. Compounds
were diluted in different concentrations ranging from 100 te 1 uM and incubated with
the cells for 48 hin a 5% CQOz atmosphere at 37 °C. The optical density was determined
at 540 nm to measure the signal and background, respectively (Spectra Max340PC384,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The minimum lethal dose for 50% of the cells
{ICs0) was determined as previously described [34].

2.3.3. Selectivity Index (SI)

Selectivity index (S]) is the ratio between the cytotoxic and antiplasmodial activities of
each compound tested. The values greater than 10 were considered indicative of lack of
cytoxicity, whereas the substances with values below 10 were considered toxic [35].

2.4, Evaluation of Plysicochemical and Pharmacokinetic Properties

Physicochemical properties of all chemical entities drawn were in silico analyzed
according to Lipinski’s rule of 5 using the SwissATIME website [36]. The properties of
molecular mass (MW), topological polar surface area (TPSA), consensus partition coefficient
{ClogP), number of hydrogen bond donors (HBD), and number of hydrogen bond acceptors
(HBA) were predicted.

The absorption pharmacokinetics were estimated by the AdmetSar website [37]
through the predictive data of absorption to the human intestinal epithelium (HIE), blood-
brain barrier (BBB), and CACO-2 cell permeability [38,39].

2.5. Evaluation of In Vive Antimalarial Activity
2.5.1. Animals

C57BL/6 female mice, 6 to 8 weeks of age, from the Center of Reproduction Biclogy
{CBR)-CIAEP 02.0048.2019-of the Federal University of Juiz de Fora—UFJF were used in
the in vivo experiments, after approval by the ethics committee on animal research (UFJF,
protocol #022 /2020). The animals (n = 5/cage} were housed in ALESCO® climate-controlled
cabinets with controlled air flow, a temperature of 22 + 2 “C and light control, respecting
the animals’ circadian rhythm (light/dark cycle of 12 h), with standard rodent food and
water ad libitum.

All experiments were carried out seeking to minimize the suffering of the animals.
The care of the laboratory animals and all experimental animal operations was performed
according to the international standards recommended in the Manual on the care and use
of laboratory animals [40] and the ethical precepts for animal experimentation defined by
the National Council for the Control of Animal Experimentation [41].

2.5.2. Mouse Model of ECM

To carry out the proposed experiments, the murine model of ECM was used to assess the
antimalarial activity of the compounds. Plasmodinm berghei ANKA was kindly provided by
Claudio Romero Marinhe (Federal University of 530 Paulo-Brazil), and was used to conduct
the infections which were performed by intraperitoneal (i.p.) injection of 10° parasitized red
bloed cells (pRBCs) obtained from infected donor mice, as previously described [42,43].
Reduced responsiveness to external stimuli, ataxia, paralysis, coma, and/or convulsions
were considered clinical signals of ECM [44].
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2.5.3. Drug Administration

After infection, mice were randomized into seven groups: (1) PbA {Infected), (2) CQ
treated (positive control), and five treated groups with 10 mg/kg of f-carboline compounds.
In the curative test, the mice were treated by oral gavage starting from day 3 {when the
first PbA asexual blood stages were observed in the blood film) until day 7 post infection
(p-i.). In the suppressive modified test [45], mice were treated daily by oral gavage for five
consecutive days, starting four hours after infection.

2.5.4. Basic Indicator Evaluation

Parasitemia was monitored using giemsa-stained blood smears and the inhibition
of parasite multiplication (IPM) was calculated by the formula: [(A-B)/A] » 100, where
A = parasilemia of the PbA, and B = parasilemia of the group treated with the compounds.
The clinical symptoms were evaluated using the rapid murine coma and behavior scale
(RMCBS) from day 5 p.i. [44] being maintained until the end of experimentation. The
RMCBS consists of 10 parameters (gait, balance, motor performance, body position, limb
strength, touch escape, pinna reflex, toe pinch, aggression, and grooming). Each parameter
is scored 0 to 2, with 0 being the lowest function and 2 being the highest. Animals with
clinical score < 5 were euthanized. The survival rate (SR) was calculated based on the
number of alive animals after 14 days of clinical evaluation.

2.5.5. Macroscopic and Histological Analysis of the Brain

Mice presenting clinical scores ranging from 0-5 were anesthetized with an association
of xylazine 1% and ketamine 5%, i.p. Macroscopic brain damage, such as hemorrhages,
was evaluated by complete removal of the skin on the upper portion of the animals” heads.
After photographic recording, the animal was euthanized following cardiac perfusion with
PBS to remove non-adhered RBC. Animals that did not present clinical scores compatible
with neurological damage were followed up until the 14th day of infection, when they were
euthanized according to the experimental procedures described above.

For histological analysis, the brain was dissected and routinely processed for fixation
in formaldehyde 10% for 24 h and paraffin embedding. Sections of 5 pm were stained by
Hematoxylin-Eosin (HE). The histopathology analysis of the mice brains was performed
under an optical microscope (AX10, Zeiss, Uberkochen, Germany) in 40 and 100> mag-
nification lenses to observe, qualitatively, the occurrence of areas of hemorrhages and
vascular obstruction [46].

2.6, Evaluation of the In Silico and In Vitro Inhibition Potential of Nitric Oxide Synthesis
2.6.1. In Vitro Cytotoxicity against Mammalian Cells

Macrophages obtained from the peritoneal cavity of BALB/c mice previously inoc-
ulated with 3% thioglycollate medium for the evaluation of cell viability were used. The
macrophages were seecled in culture bottles with a REMI-1640 medium supplemented with
2 mM L-glutamine, 100 ug/mL antibiotics (streptomycin and penicillin), 5% fetal bovine
serum (FBS) and kept in an incubator at 5% COs atmosphere at 37 “C until the day of the
test. The protocol was approved by the Ethical Committee for Animal Research of Federal
University of Juiz de Fora (n® 007 /2018-CEUA).

Cytotoxicity was assessed by cell viability using the MTT method [47]. Briefly, the
macrophages at 2 108 cells/well were transferred to 96-well microplates and treated with
compound 10 at concentrations of 18 to 150 uM. For the negative control, cells were treated only
with (.06% DMSO (vehicle). The cells were incubated for 48 h at 37 °C and 5% COp atmosphere.
Absorbance was read at 570 nm and cell viability (%) of macrophages was obtained by the
following formula: % viable cells = [(AUSample}/ AU0.06% DMSO] < 100, where: AUSample:
Absorbance was measured after treatment of cells with the sample; AU0.06% DMSO: Ab-
sorbance was measured after treatment of cells with 0.06% DMSO. The experiment was
performed in triplicate.
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2.6.2. Evaluation of Anti-Inflammatory Activity of Compound 10 by NO Dosage

NO production was determined in the culture supernatants of macrophages after being
incubated for 48 h in the presence of compound 10 {18 to 150 uM/mL) and stimulated
with LPS at 1 pg/mL and IFN-y at 1 ng/mL. Negative control was stimulated with LPS
and IFN-y and treated with 0.06% DMSO {vehicle). The cells were incubated for 48 h
at 37 °C and 5% CO» atmosphere. Subsequently, NO production was evaluated by the
Griess method (an indirect NO measurement by nitrite dosing) in the recovered culture
supernatant from the 48 h stimuli and treatment as described by [48]. The quantity of
NO (uM) was determined by comparison with a standard sodium nitrite solution. The
spectrophotometric measurement was performed at 540 nm and the experiment was
performed in triplicate.

2.6.3, Evaluation of the Interaction with iNOS by Molecular Docking Simulations

The 2D structure of compound 10 was drawn using Chem Sketch software™ and their
structures optimized in the Avogadro software v1.1 using the MMFF94s force field and the
steepest descent algorithm. In the second step, the ligands were prepared in AutoDock
Tools (ADT) v1.5.6, where the partial Gasteiger charges were added, rotatable bonds and
hydrogens were set, and pdbgt files were generated, The iNOS enzyme (3EALpdb file)
was used as a receptor and the compound as flexible ligands [49]. The three-dimensional
structure of iNOS was downloaded from the RCSB Protein Data Bank and had its structure
prepared in AutoDock Tools, where the hydrogens and Gasteiger charges were added
and the pdbgt file was generated. The grid box used was: center box with dimensions of
22 A %22 A % 22 A; coordinates of X = 126,798, Y = 115.912, and Z = 89.696; and spacing
of 0.375 A. Molecular docking was performed with AutoDock Vina [26]. The program gave
numerous feasible docked models (9 poses) that were evaluated in Pymol 2.4.1% software,
The most plausible structure based on the energelic parameters and interactions formed
between the iINOS and ligands was selected.

2.6.4. Statistical Analysis

For the statistical analysis, the Shapiro-Wilk normality test (n < 30 samples) was
performed, followed by an analysis of variance by OneWay ANOVA and Tukey post-test
for multiple comparisons. Analyses were performed using the GraphPad Prism software
version 5.0 for Windews (GraphPad Software). Statistical significance was defined at the
5% level (p < 0.05).

3. Results and Discussion
3.1. Virtual Screening Results

For identification of possible targets of 20 B-carbolines compounds (Scheme | and
Figure 51}, in silico simulations using molecular docking against BRAMMT were performed.
The targets that exhibited binding energy with compounds lower than the crystallographic
ligands are presented in Table 1.

Table 1. Binding energy (keal/mol) of f-carbolines derivatives against BRAMMT targets.

Compounds
Models Crystallographic Ligand 3 4 5 6 8 g 10
20K8 7 —=h3 —5.0 88 . —4.9 —4.8 —4.7
2PML —6.9 —2.0 —88 —9.4 —8.0 —8.6 —.3 —8.8
ANOZ —4.3 —5.8 —6.1 —6.1 —63 —5.6 —h.3 —5.5
PfATPG i —8.9 —8.3 —5.0 —88 —7B —74 —74

20K8, I falciparum terredoxin-NADP+—reductase (PIFNR), 2PML, P faciparion Protein Kinase 7, ANOZ, Protein
Kinase PfCrxl. PIATPs, R‘f:rf.?p;um'mn ATPase 6.
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The 20K8 model is a P, falciparum ferredoxin-NADFP +-reductase (PfENRK) located in
the apicoplast. 20K8 transfers a pair of electrons to the iron—sulfur protein-ferredoxin
(Fd) [50]. The PfENR /Fd pair participates in several biosynthetic pathways in the apicoplast,
performing electron transfer from NADPH to proteins in fatty acid synthesis pathways and
mevalonate-independent isoprencid pathways [51,52].

Inhibition of PFENR interrupts the activity of HMB-IF reductase (IspH), consequently
reducing the synthesis of dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP) and isopentenyl py-
rophosphate (IPF) and their derivatives, leading to the death of the protozoan [51]. These
results reinforce the hypothesis that B-carbolines would act by inhibiting the synthesis of
isoprenoids in malaria parasites [16,53-56].

The results also indicate a possible inhibition of other targets of the parasite, suggesting
that the compounds could be acting in the inhibition of more than one metabolic pathway.
Among the other targets, proteins such as PIPK7 (2PML model} [57], an important kinase
for development and proliferation of the parasite, PIGrx1 (4N0Z model) [58], which acts
in the oxidative stress control pathways, and PIATPS [59], responsible for intracellular
calcium ion homeostasis, could be involved in the action mechanism of the B-carbolines.

To evaluate a possible profile of interaction, an analysis of the interaction profile
of B-carbolines derivatives against 20K8 was performed. Compound 3 (Scheme | and
Figure S2A) exhibited two hydrogen bonds, one between the nitrogen of the pyridine ring
with Asp301 residue, and another between the oxygen attached fo the D-ring and a Lys307
residue. [t also demonstrated a Pi-Anion bond between the D-ring and Asp301. Similarly,
compound 4 (Scheme | and Figure S2B) presented a hydrogen bond and a Pi-Anion bond
with Asp301 residue.

The complex formed between compound 8 and the 20K8 model (Scheme 1 and
Figure 52C) forms three Pi-Anion bonds and one Alkyl bond with a Lys278 residue, one
Alkyl bond with Arg310, one carbon hydrogen bond and Fi-Anion bond with a Lys306
residue, and a Pi-Alkyl bond with a Lys307. Although, there was an unfavorable binding
between the nitrogen of the pyridine ring and Lys306. The greater number of bonds
presented by compound 8 was compensatory for the reduction of binding energy. Unlike
the other compounds tested, the amine linked to the D-ring is a longer substituent, which
promotes more non-polar bonds, but changes the ligand conformation to prevent interaction
with Asp301, as observed in the other derivatives.

Compound 5 (Scheme | and Figure 521) presented only two bonds with the Asp301
residue, a hydrogen and a Pi-Anion bond, maintaining the same pattern of the other tested
derivatives. Compound 6 (Scheme 1 and Figure S2E) forms, in addition to the bonds with
the Asp301 residue, a bond between the chlorine substituent of the D-ring and an Asn275
residue, in addition to a hydrogen carbon bond with this same residue.

Compound 9 (Scheme | and Figure S2F) exhibited bonds with residues Asp301, GIn302,
Lys307, and Asn276, in addition to the Pi-Anion bond with Asp301, which was common
to all derivatives. Bonds with the Asp301 residue were also maintained in compound 10
(Scheme | and Figure 52G), in addition to a hydrogen bond between the Asn272 residue
and the oxygen attached to the D-ring.

The analysis of the interaction profiles of the tested compounds showed that in all cases,
the interaction of the Asp301 residue was present and promoted the greatest reduction
in the binding energy, suggesting that the inhibition of PfFNR would occur through the
interaction between the 3-carbolines moiety and that aspartate residue,

3.2. Synthesis

The synthetic route for the 3-carboline derivatives 3—6 and 8-10 is outlined in Scheme 1,
In the first step, the commercially available L-tryptophan was converted to L-tryptophan
methyl ester in an esterification reaction using sulfuric acid and methanol. The L-tryptophan
methyl ester previously synthesized and the commercially available tryptamine were sub-
jected to a Pictet-5Spengler reaction to obtain tetrahydro-f3-carboline derivatives 3-6, 8 and
9 upon reaction with different aromatic benzaldehydes in the presence of trifluorocacetic



Pathogesns 2022, 11, 1529

200

Gof 20

NH; ¥
A) R
N

acid and chloroform as a solvent under microwave irradiation. The oxidation of 9 with
potassium permanganate and DMF as a solvent at room temperature afforded compound 10.
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9: 3'4' 5-OMe (84%)

Scheme 1. Synthetic route to f-carboline alkaloids (A) 3-6 and (B) 8-10. Reagents and conditions:
(i) MeOH, Hy50;, reflux; (ii) Aromatic aldehyde derivatives, TFA/CHCly, MW, 100W, 30 min;
{iii) DMF, KMnQy, 3 h, tt.

3.3, Biological Evahuation
3.3.1. Cytotoxicity on Mammalian Cells and Antiplasmodial Activity

In vitro cytotoxicity of the 07 compounds was evaluated on human cell fibroblast
lineage (WI-26-VA4 4 ATCC CCL-95.1). None of the compounds were cytotoxic up to the
highest concentration used (100 uM) (Table 2). The antiplasmodial activity assessment,
conducted against chloroquine-resistant F. falciparum (W2 strain), showed 1C5 values
ranging from 0.51 to 1.82 uM (Table 2), It i interesting to point out that the compound
10 showed the beter antiplasmodial effect (ICsq = (.51 uM) than CQ (ICsg = (.59 uM).
Regarding the 5], all compounds showed high selectivity for the parasites (5] > 10) (values
ranged from >55 to »196) (Table 2).

Table 2. Cytotoxic drug concentration that reduced parasite and cell viability in 50% (ICsq).

P, falciparum WI-26-VA4
Crinipacils ICsufi- SSR (M) * [Csp + SD (uM) * Al

3 071 £ 0.012 =100 =141
4 1.04 +0.021 =100 296
5 141 + 0018 =100 >71
6 0.67 + 0.019 =100 =149
8 1.82 + 0.011 =100 55
49 1.12 £ 0.014 =100 =89
10 0.51 £ 0.011 =100 >196

ART ** 0.095 +0.010 =100 1000

O =+ 059 + 0.015 =100 >169

5L selectivity inden; ™% U0 chloroguine and ** ART: artesumnate (positive controls). * Mean and standard deviation
(S of tiplicate experiments,

The antiplasmodial activity of compounds containing the B-carboline scaffold have
been reported over the years [16,55,56,60,61]. The reported in vitro antiplasmodial activity
of all compounds reaches a recently established set of criteria for antimalarial hits, which
includes: knowledge of the structure-activity; an inhibitory concentration half-maximum
response (ICs) < 1 uM; and an SI greater than 10-fold against a human cell line [5Z].
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3.3.2. Bvaluation of In Silico Physicochemical and Pharmacokinetic Farameters

Due to the low [Cay values and high selectivity, we decided to evaluate the in silico
prediction of physicochemical and pharmacokinetic parameters of absorption to assess
the bicavailability of compounds 3-6 and 10 when administered orally. As oral is the
main route of drug administration, it is imperative that a drug candidate presents good
bicavailability. The compound needs to be well absorbed to become available in the
bloodstream and be delivered to the site of action [20,63,64].

The absorption of a drug can be predicted through its physicochemical properties, and
the Lipinski’s rule of 5 is an important filter in the evaluation of these properties that predict
whether the compound will present good bicavailability when administered orally. Accord-
ing to this rule, the compound must have molecular weight < 500 g/mol, octanol /water
partition coefficient {Log p) < 5, number of hydrogen donors (NH + OH) < 5, and number
of hydrogen acceptors (N + O) < 10 [15].

The SwissADME online platform provides information about the physicochemical
properties of a compound through its molecular structure or the molecule’s simplified
melecular input line entry system (SMILES) notation. All five compounds selected in the
study presented LogP < 5 and MW < 500, featuring a good hydrophilic-lipophilic balance
and molecular weight within the ideal range to allow adequate distribution and absorption
by the plasma membranes (Table 3), [n addition, all compounds showed a number suitable
from donors to acceptors of hyvdrogen bonds, according to Lipinski’s Rule of 5, which
suggests pood oral bicavailability.

When an orally administered drug dissolves in the gastrointestinal tract, it must be
sufficiently permeable through the biological membranes present to enter the systemic
circulation. Since all compounds were active in the in vitro chemotherapy experiments, we
proceeded with their pharmacokinetic analysis using the AdmetSar 2.0 software [37]. As
observed in the Table 3, all selected compounds presented TPSA < 140 AZ, which is predic-
tive of a good absorption [38,39]. Corroborating this information, the in silico prediction of
the compounds showed high permeability in Caco-2 cells, intestinal epithelium, and the
blood-brain barrier, suggesting that the compounds have a high probability (>95%) of being
absorbed by the human intestine, reaching the systemic circulation, and being able to cross
the blood-brain barrier. Since the analysis of the ADME properties of @-carboline alkaloids
suggests good oral bicavailability, as well as good absorption by biological membranes,
presenting a pharmacokinetic prefile like CQ, all compounds were selected for in vive
assays of antiplasmedial activity.

Table 3. In silico evaluation of the pharmacokinetic absorption properties of compound 3-6, 10, and
CQ by AdmetSar.

Compound HIE (p) Caco-2 (p) BEB (p)
3 +{0.98) +(.84) +(0.95)

4 +{0.98) +{0.84) +(0.95)

5 +{0.98) +{0.87) +{0.97)

6 +{0.98) +{0.87) +(0.97)

10 +{0.99} +(0.82) +(0.96)

cQ +{0.99) +({0.66) +(1.00)

HIE: human intestinal epithelivm; Caco-2; human colon adenocarcinoma cells; BBE: blood-brain barrier; "+ sign:
indicates permeability of the compaound to the model; {p): probability of the event occurring.

3.3.3. In Vivo Antimalarial Activity

For the in vivo assays, the curative experiment was initially carried ouf, in which
the compounds 3, 4, 5, 6, and 10 were tested orally (10 mg/kg) for five days, starting the
treatment on the 3rd dpi, after the appearance of the first iIRBC. The recommendation for
in vivo efficacy is that a lead compound should achieve parasite clearance at a dose that
eradicates 90% of the target pathogen when administered orally (<50 mg/kg) in the blood
stages of infection (typically four doses in 4 days) in the severe malaria mouse model [62].
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As shown in Table 4, the mean parasitemia of infected mice and treated with com-
pounds 4, 6, and 10, was statistically lower than the observed on the untreated group on
the 5th dpi {Tukey test, p < 0.05). Likewise, no difference was observed in the proportion of
circulating parasites in the treated groups with alkaloids 4, 6, and 10 related to the standard
antimalarial at 5th dpi (Tukey Test, p > 0.05). However, on the 7th dpi, the mean parasitemia
observed for all alkaloids tested was equivalent to that observed for the untreated group
(Table 4}, suggesting loss of efficacy.

Table 4. Values of parasitemia recluction on the 5th and 7th days post infection, after a curative test
with the B-carboline alkaloids (10 mg/Kg).

Parasitemia + SD (% Reduction)

Compound  Dosage (mg/Kg) st dpi Thdpi n
3 10 1,87 +1.02° (41.19) 7.50 4 2.49 (0) 10

4 10 079 + 0.63 0 (75.15) 5.48-4 3.64 (20.00) 10

5 10 5.00 4 159 (0.00) 7.20 4 4.57 (0) 10

6 10 1.13 + 04820 (64,36) 5.48 £ 3.27 (0) 10

10 10 1.02 - 0.93 &b (67.92) 837 4+ 2.26 (0} 10
co* 10 0.24 + 0.057 (96.5) 0.21 +£0.272 (96.1) 09
Water - 3.18 £ 2.68 6.85 £ 257 13

dpi: day post infection; 5D: standard deviation; n: number of animals belonging to the group, 7 = pvalue < 0,05
(compared to the water-treated group}. b= p value = 005 {campared to the CQ-treated group). * CQ {chloroguine)
was used as positive control dmig.

C57BL/6 mice infected with PbA, without any treatment, develop neurclogical signs
{reduced exploratory behavior, decreased reflex, self-preservation, coma, and epilepsy) re-
sulting in death between days 6 and 11 p.i. [42,43,65], data consistent with results obtained
in this study (Figure 1A-C). However, the animals treated with compound 4 were resistant
to the development of CM, as 9% of them remained alive until the 14th dpi (Figure 1A-C}).
In contrast, only 30% of animals treated with its isomer survived until the 14th dpi without
demonstrating any CM signal. Treatment with compound 10 was also able to prevent the
development of CM in 70% (Figure 1A-C) of the animals. No protective effect against CM
development was observed when the animals were treated with compounds 5 and 6. In
Figure 1D,E, itis possible to observe extensive areas of cranial hemorrhage in the animals
that were not protected from CM, following or not the treatment with compounds. Consis-
tently with clinical assessment, CM mice clearly showed hemorrhage areas, which could be
ohserved macro (Figure 10,E) and microscopically (Figure 2A-C), as well as the presence of
vascular obstruction areas (Figure 2C, D). On the other hand, mice protected against CM did
not present cerebral damage, neither macro (Figure 1IG) nor microscopically (Figure 2E,F).

Considering that curative treatment with alkaloids 4 and 10 was able to protect against
CM, but did not prevent parasitic growth, in order to assess whether the treatment method
could influence the effectiveness of drugs, the suppressive tests were performed. For this,
four hours after infection, the animals were orally treated with the compounds for five days
at the same doses as the curative treatment regimen (10 mg/kg). From the 4th dpi (last day
of treatment}, blood parasitemia, clinical score, and survival of the animals were followed.

As seen in Table 5, the parasitemia of mice infected and treated in a suppressive
regimen with compound 10 was statistically lower than the untreated group on the 5th
dpi (Tukey test, p < 0.05). However, the IMP potential was not sustained in subsequent
days and on the 7th dpi, the group treated with the alkaloid 10 showed a reduction of
almost 50% in IMF potential compared to 5th dpi. Even so, this compound can still be
considered active at this point in the study. Compound 4, despite having exhibited an
IMP potential of 40% at 5th dpi, showed no statistically significant difference compared to
the untreated but infected group. Compound 3 was noteffective in inhibiting the parasite
growth on a suppressive treatment regimen. This result suggests the total ineffectiveness of
the compounds 3 and 4 in reducing parasitemia when administered in a suppressive regimen.
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Figure 1. Effect of curative treatment with p-carboline compounds (10 mg,/kg) on distinct parameters
from C57BL/6 mice infected with I berghei ANKA. (A) p-carboline compound 4 and 10 significantly
prolenged the survival of mice inhibiting the CM development; (B} Effect of §-carboline compounds
on parasitemia in FhA-infected mice; (C) RMCES score (D-G) Macroscopic analysis of the brain;
(D) PbA infected animals; (E) PbA infected and treated with fi-carboline compounds who developed
CM; (F) FhA infected and treated with CC): and {G) FbA infected and treated with f-Carboline com-
pounds and protected against CM. Equal letters (a or b} indicate no significant difference (p value > 0,05
(ANOVA + Post Test Tukey)). Different letters {a or b) indicate significant difference (pr value <0.05
(ANOVA + Post Test Tukey)).

The suppressive treatments with the compounds 3 and 10 were also able to inhibit
the development of CM more efficiently than curative assay (Figure 3A-C). However, in
the suppressive treatment regimen, compound 4 showed a reduction in the protection rate
against CM compared to the curative experiment. Compound 4 continued to be significant,
protecting 60% of the animals (Figure 3A). All animals belonging to the untreated control
group (PhA) developed CM between the 6th and 11th dpi, evidenced by mean parasitemia
of less than 10% (Figure 3B), mean clinical score < § (Figure 3C), and presence of cerebral
hemorrhage macroscopically observed (Figure 3D,E).
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Figure 2. Images of histological sections of brain tissue stained with hematoxylin-ecsin (HE).
{A-D) Representative histological section of the brain of animals who did not receive treatment;
{(A.B) PbA only infected animals: black arrow shows hemorrhagic area; (C, D) PbA only infected
animals: black arrow shows hemorrhagic area and vascular obstruction; (E,F) Schematic representa-
tion of histological section of the brain of animals that received treatment and did not develop CM,
independent of the compound (10 mg/kg}; (F) PbA infected and treated animals: black arrow shows

absence of vascular obstruction.
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Table 5. Values of parasiteria reduction on the 5th and 7th days post infection, after suppressive test
with the f-carboline compounds (10 mg/Kg).

” a Dosage Parasiternia + SD (% Reduction)
I poun n
£ (mg/Kg) 5th dpi 7th dpi
3 10 3.56 - 2.57 (0.00) 7.96 + 3.26 (0} 10
4 10 1.86 + 246" (40.88) 6.18 + 4.75 (9.78) 10
10 10 0.57 + 0,94 %8 (82.07)  3.72 + 3.93" (45.69) 10
cQ* 10 0.24 -+ 0.05 * (96.5) 021 40,272 (96.1) 9
Water - 3184268 6.85 + 2.57 13

dpi: day post infection; SD: standard deviation; n: number of animals belonging to the group. ® = p value < 0.05
(compared to the water-treatec group). ® = p value = (.05 {compared to the CQ-treated group). * CQ (chloroguine)
was used as positive control drug,.
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Figure 3. Effect of suppressive treatment with f-carboline compounds (10 mg/kg) on distinct param-
eters from C57BL /6 mice infected with P. berghe: ANKA. (A} i-carboline compounds prolonged the
survival of mice inhibiting the CM development; (B} Effect of p-carboline compounds on parasitemia
in PhA-infected mice; (C) RMCES score; (D-G) Macroscopic analysis of the brain; (D) PbA infected
animals; (E} PhA infected and treated with {-carboline alkaloids who developed CM; (F) FFbA
infected and treated with CCx; and (G) FbA infected and treated with -carboline compounds and
protected against CM. Equal letters (a or b) indicate no significant difference (p value > 0.05 [ANOVA
+ Post Test Tukey)). Different letters (a or b) indicate significant difference (p value < 0.05 (ANOVA +
Post Test Tukey)).

Among the various classes of alkaloids, indole alkaloids stand out as the largest
class found in nature. They are derived from the amino acid tryptophan, which, through
decarboxylation, forms tryptamine and gives rise to six subclasses of indole alkaloids
through varied biosynthetic routes, including -carbolines and quinolines [66,67]. The
importance of alkaloids in the treatment of malaria goes back a long way, since the discovery
of the quinine, the first antimalarial drug [63]. Originating from the Cinchona calisaya species,
quinine was isolated and characterized as an active substance, whose chemical structure is
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mainly composed of an alkaleid, which is responsible for its antimalarial activity [59,70].
Despite the known antimalarial activity of quinoline alkaloids, another subclass of indole
alkaloids, the B-carbolines, has been highlighted since some studies have demonstrated its
efficacy in vitro and in vivo against Plasmodiunt spp. [16,55,56,60,61,71-74].

Some [3-carboline derivatives were in vitro active against both sensitive or multiresis-
tant P. faleiparinit strains, showing low [Csg and important S values [71,74]. In the in vive
trials, these studies used non-severe malaria induced by the P, berghei NK65 model, and an
antiplasmodial activity was observed. The suppression of parasitemia found by Gorki et al.
(2020), at 5th dpi, ranged from 40.49% to 91.19% at 10 and 100 mg/kg, respectively [74].
In our study, we found in a CM model for the compound 10 at a dose of 10mg/kg, a per-
centage of reduction of 82.07% and 67.92% at 5th dpi, in the suppressive and curative assays,
respectively. These data suggest a better antimalarial potential to this compound, comparing
to the others -carboline alkaloids previcusly tested [72,74]. It is interesting to note thata
derivative from antimalarial MMV008138 was efficacious in vivoe mouse model of malaria,
although this is the first report to describe the protection of B-carbolines against CM [56].

Compound 10 stood out against the other compounds being able to protect, at least
&0%, the animals against the development of CM in both curative and suppressive regimens,
Compared to the other tested compounds, the compound 10 presents significant structural
changes, such as: (i) lacks of methyl ester substituent, present in compounds 3-6, (ii} lacks
of stereccenters, and (iii) presences of an aromatic ring; being these last two structural
features absent in all other compounds of the series.

3.3.4, Evaluation of NO Production

Considering that CM is related to an exacerbated inflammatory process [75,75], we
sought to investigate whether compound 10 has anti-inflammatory activity by reduction of
nitric oxide (NO). For this purpose, the in vitro NO production by murine peritoneal
macrophages treated with compound 10 at different concentrations was investigated
(Figure 4). However, to ensure that the NO production was the result of an inhibition
of this pathway by the compound, and not by a reduction in the macrophage number due
to a possible toxic effect of the compound against these cells, firstly, the MTT assay on
peritoneal macrophages of BALB/¢ mice was performed.
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Figure 4. Cell viability and anti-inflammatory activity of compound 10. (A) MTT assay conducted in
periteneal murine macrophage; (B) Dosage of nitrite level. Control: cells stimulated with LPS and
[FN-y; Basal: Cells without stimulation. Results were expressed as mean + SD of three independent
experiments. One-way ANOVA followed Tukey’s Comparison post-hoc test. Equal letters (a, b, ¢, or
d) indicate no significant difference (p value > 0.05 (ANOVA + Post Test Tukey)). Different letters (a,
b ¢, or d) indicate significant difference (p value < 0.05 (ANOVA + Post Test Tukey)).

The results demonstrated that alkaloid 10 has no toxicity for the cells tested, since no
statistical difference was observed in all tested concentrations (Figure 4A). After investigat-
ing the cell viability, the anti-inflammatory activity of 10 was evaluated through the dosage
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of NO (Nitrite equivalent). The results showed that compound 10 was able to reduce NO
levels at all concentrations tested (p < 0.05) (Figure 4B). Furthermore, the concentrations
of 150 pM and 74 uM were considered statistically similar to the basal group (p > (.05)
(Figure 4B).

Nitric oxide (NO) is a signaling molecule produced by a family of nitric oxide synthase
(NOS) enzymes which acts in multiple functions in the body [77]. Physiologically, NO is
produced at low concentrations (INOS-2 to 200 nM), and under pathological conditions
can reach micromolar concentrations [78]. In this context, its role is widely discussed and
seems to be controversial, which may provide benefits or deleterious effects, depending on
the exposure time, amount of production, and the biological site where it is released [79].

There are three isoforms of the NOS enzymes, but the inducible form (iNOS) is
observed in the cell’s membrane with immune function, such as macrophages and microglia,
whose expression is activated in inflammatory processes [77]. In parasitic diseases, such
as malaria, NO has been described as an important molecule, being produced in large
amounts by iNOS in response to the stimulus of the pathogen and pro-inflammatory
cytokines [#0,21].

Reactive oxygen and nitrogen species (RO5/RNS) are produced during CM, and
the increase of these substances is associated with the development of CM in humans,
Some authors suggest that among RNS, especially NO has a cytotoxic effect, being able
to cross the blood-brain barrier and interferes with neurotransmission, releasing large
amounts of glutamate during the excitotoxic process [7,82,83]. The result of this process is
the releasing of ROS and NO, promoting neurconal death and thus contributing to cases of
loss of consciousness or reversible coma [82,83], Through the results found, it was possible
to observe that compound 10 significantly reduced NO levels in stimulated macrophages,
showing that it is a good candidate drug for inflammation control.

In order to understand how the compound 10 can lead to NO reduction, molecular
docking on iINOS was carried out. Firstly, the redocking for the crystallographic ligand
present in the enzyme (RMSD = 0.972) was performed (Figure 53A), and this compound
showed high affinity for the catalytic site (—9.9 kcal /mol}, interacting with the Tyr 367
residue by hydrogen bonding (Figure 53B). After this step, we performed in silico analysis
for compound 10, and the results showed that the compound 10 was able to interact with
the Glu 371 and Arg 260 residues through hydrogen bonding, presenting a promising
inhibition energy value (—9.6 kcal /mol) (Figure S3C,D).

Inducible nitric-oxide synthase (iINOS) is a heme protein that requires tetrahydro-
biopterin (H4B) for activity [#4]. Among the active site residues, the Glu371 residue plays
one of the most important roles, being critical for substrate binding in this enzyme [35].
Thus, the interaction of compound 10 with a residue from the catalytic site of INOS may be
the reason for its inhibition and also for the results found by the dosage of NO.

4, Conclusions

In summary, among all the tested compounds, we highlight compound 10 since: 1—in
silico predictions suggest that this compound can interact with different chemotherapeutic
targets of P. falciparum, such as PIFNR, PIPK7, PtGrx1, and FATP6; 2—is able to inhibit
both in vitro and in vivo parasite growth; 3—protected mice against CM development;
and 4—showed a good potential for interaction with iNOS, leading to reduction of NO
synthesis, which may be one of the pathways of protection against ECM. These results
pointed the f-carboline derivatives as potential candidates to fight CM.
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Supplementary Materials: The following are available online at hitps: / /wwwandpi, com /article /10
3390/ pathogens11121529/51, Figure 51: Chemical structure of all compounds possible to be synthe-
sized within the available aldehydes, Figure S2: Pharmacophoric map of in vitro tested compounds
generated by moelecular docking against 20K8; (A) Compound 3; (B) Compound 4; (C) Compound 8;
() Compound 5; {E) Compound 6; (F) Compound 9; (G) Compound 10, Figure S3. Evaluation
of the interaction of compound 10 with the residues of the iINOS active site from Mus musculus.
(A) Redocking of the crystallographic ligand present in the active site of iNOS5. (B) Interaction of the
crystallographic ligand in the active site of iINOS by hydrogen bonding with TYR 3678 resiclue (Yellow
dashed lines). (C) Molecular docking of compound 10 in iNOS site. (D) Interaction of compound 10
within the active site of iINOS by hydrogen bonding with GLU 371 and ARG 260 residues through
hydrogen bonding,
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ABSTRACT

Background: Based on the current need for new drugs against malana, our study evaluated eight beta amino ketones in silico and (n
vitro for potential antimalanal activity.

Methaods: Using the Brazilian Malaria Molecular Targets (BraMMT) and QCTOPUS® software programs, the pattern of interactions of
beta-arino ketanes was described against different proteins of . falciparum and screened to evaluate their physicochemical properties.
The ip vitro antiplasmodial activities of the compaunds were evaluated using a SYER Green-hased assay. In parallel, in vitre cytotoxic data
were obtained using the MTT assay.

Results: Among the eight compounds, compound 1 was the most active and selective against £. falciparum (IC,, = 0.98 pM; 51 = 60). 5ix
targets were identified in BraMMT that interact with compounds exhibiting a stronger binding energy than the crystallographic ligand:
P falciparum triophosphate phosphoglycolate camplex (1LYX), P. falciparum reductase (20K8), PIPK7 (2PML), P. falciparum glutaredoxin
[4NDZ), PfATPG, and PHT.

Conclusions: The physicochernical properties of compound 1 were compatible with the set of critena established by the Lipinski rule and
demanstrated its potential as a drug prototype for antiplasmadial actvity.

Keywords: Malaria Chemotherapy. Ant_imalanal._Docknng.

INTRCDUCTION

Malaria continues to be ane of the most impaortant public
health prablems, with an estimated > 400,000 deaths each year'?
In humans, the disease is caused by the protozoan spedies of the
Plasmodiuim genus’,

Althaugh several substances are used in antimalarial
chematherapy, many of them are no langer used for treatment

because of their side effects ar the development of parasitic
resistance™''. Therefore, new strategies should be used, such as the
addition of a third drug with independent antiparasitic activity'”.

Computational tools have been emplayed to understand
complex interactions in biological models™.

The main objective of the computational madel is to replicate
the patterns of biological systems™ with a high accuracy. fn silico
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maodels that achieve this goal are an important complement to
experimental studies and can provide valuable insights into the
made of action of bicactive compaunds™.

I this context, virtual screening [VS) is an important
methodology in the discovery process of new antimalarial
candidates" and enables the identification of potertial targets,
contributing to the elucidation of its mechanism of action™

Heterocyclic compoeunds are potential pharmacoetherapeutic
agents, which include antibypertansive effects and antimicrobials ",
Marphaling, piperidine, and their derivatives are examples of
heteracyelic compounds that contain a nitrogen atom*'3\ |n the
specific context of malaria, piperidine derivatives are low-cost
synthesized compounds with efficient antimalarial activity™. In
addition, morpholine scaffolds have already heen proven to be good
starting points far the development of new antimalarial candidates™,

Thus, VS assaciated with biological assays is an increasingly
useful approach for developing tools to identify potential
antimalarial scaffolds™. Therefore, the present study aimed
to evaluate the antiplasmadial activities of eight compeunds
synthesized from beta-amine ketones in sifico and in vitro.

METHODS
Synthesis, Purification and Structural elucidation

Eight molecules were obtained: morpholines (1,3, 5, and 6) and
piperidines (2, 4, 7, and 8) [Figure 1). A description is provided in
the supplementary material.

Antiplasmodial activity

P falciparum strain W2 (chlaroguine-resistant) was cultured
as previously described™7. The antiplasmadial activity of
B-amino-cetones [compounds 1-8) against B falciporum cultures
was evaluated using SYBR® Ring-stage parasites ware aqually
distributed in 96-well microculture plates. Serial dilutions
of the compounds were performed ranging fram 0.01 to
100 pasmL. Chleroquine (CQ) was used as the antimalarial
contral. A fluorameter (Fluaroskan Ascent, Thermo Labarataries)
with excitation at 485 nm and emission at 535 mm was used to
determine the viability of the parasites. All experiments were
performed in triplicates. Results are expressed as the mean of the
IC,, [drug concentration that reduced parasite viability by 50%).

In vitre cytotoxicity

All compounds were assessed agal nst WI-26VAS [ATCC CCL-95.,
USA) human pulmonary fibrohlast cells by MTT assay™. Cells wera
cultured in RPMI-1640 medium [Sigma-Aldrich @, 5t. Louis, Missouri,
UsA)Y supplemented with 10% fetal bovine serum in 96-well platas®.
Compounds 1-8 were diluted ta concentrations ranging from 0.2-
200 py/mLand incubated for 48 hina 5% CO, atmosphere at 27 °C.

Cellular viability was determined at 540 nm to measure the
signal and hackground (Spectra Max340PC, Molecular Devices,
Sunnyvale, California, USA). The mirimum lethal dose far 50% of
the cells (LD, was determined as previously described®.

Selectivity index (51)

Selectivity index (51 is the ratio between the values of LD, and
IC,, cytotoxicity of each compaund tested. Values greater than
10 were considered low oytotoxic, whereas values below 10 were
considered eytotoxic”.
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FIGURE 1: Molecular structures of compounds with merpholine (1-4) and
piperidin (5-8),

Statistical analysis

IC, and LD, were determined using the equaticn ofthe curve
obtained by platting parasitemia reduction (%) or cellular daath
(%) vs. the concentration of the compound (log scale) using the
GraphPad Prism software (version 5.0 for Windews, 5an Diego,
California, USA). Due to the non-narmality of the data distribution,
the comparison of IC,, and LD, between marpheline and
piperidine was analyzed using the nanparametric Mann—Whitney

U test. Statistical significance was defined at 5% [p<0.05).
Evaluation of virtual screening and ADMET properties
Descriptian is available in tha supplementary material.
RESULTS
Antiplasmodial activity

The antiplasmodial activities of these eight compounds are
listed in Table 1. IC., values in the i vitro antimalarial tests
(W2 strain] ranged fram 0.98 pM to 47.95 pM. Compounds 1
and 4 had 1T, values close to those of chlorequine, a standard
antimalarial drug. There was no statistically significant difference
in IC,, or LD,, between parasites treated with marpholine and
piperidine {p = 0.225 and p = 0.533, respectively).

Cytotoxic activity

The compounds did not show cytotoxic activity, since the LD,
values ranged fram 32.97 pM to > 100 pM compared to the control
drug [chloroguine) (Table 1).

Compalnds 2, 3, and 8 were nat selective, with Sl values below
10 {946, .07, and 0.81, respectively). Compounds 1,4, 5, 6,and 7
showed the highest selectivity (S1= 10}, with values ranging from
204410 128.21 (Table 1),
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TABLE 1: Merphelines and piperidines antiplasmodial activity,

Compounds IC,, + 5D {pM)’ LD, .* £ SD (pM)' sl
Morpholines
1 0.98 + 0.01 50.78 = 6.83 61
3 3253+ 002 >100 3.07
5 393 x0.m 80321903 2044
6 393+ no2 94.45 + 18.90 2403
Piperidines
2 3.59: (.08 33.97 =189 9.46
4 078+ 0.09 =100 12821
7 242+ 0.03 =700 4016
a 4785 + 18.57 3382116 .81
Chloroquine (CQ) 0.92 + 0.0 =700 10870

Drug concentration that reduced parasite viability i1 50% {1C_ ) and WI-26VA4 cells viabllity 1n 50% (LD, ), and selectivity index (SI) values of the compounds.
“Mean and standard deviation (5D of triplicete experiments, The test of the hypothesis of equality of IC,, and LD, between the merpholine and piperidine groups

was p=0.225 and 0,593, respectively {Mann-Whitney U test).

Compound 1 stood out for its IC_; corresponding to 098, as
well as for its 5l af 61 and the values of binding energy it exhibited
against the targets presented in BraMMT (Brazilian Malaria
Malecular Targets), as described below.

Therefore, the docking assay and physicachemical properties
of this compound were analyzed.

Virtual screening

Table 2 presents the molecular targets, locations, and
enzymatic classes of the 35 prateins listed in the Brazilian Malaria
Malecular Targets (BraMMT). Virtual screening of the compounds
was performed against all 35 BraMMT.

As shown in Table 3, six of the 35 targets that make up
BraMMT interacted with compounds 1-8, presenting binding
energies superior to the crystallographic data The six targets that
were linked to the compounds were: P falciparum triosphosphate
phosphoglycolate camplex (1LYX), ferredoxin-NADP -
P falciparum reductase (20K8), crystal structure of PIPKT (2PML),
oxireduction protein of A falciparum glutaredoxin (4NOZ),
P falciparum ATPase orthologous calcium pump (PIATPE), and
P falciparum hexose transporter (PTHT). Compound 4 stood outon
presenting the most satisfactory result, establishing a connection
with the six targets, and presenting a higher binding value than
the crystallographic data.

All tested compounds {1-8) interacted with the 20K8 target,
in which they obtained a stronger binding energy with the
target than the crystallographic ligand. Compounds 1, 2, 3,4, 6,
and 8 interacted with the 4NOZ target. Compound 4 interacted
with PfATP6, obtaining a similar value of binding energy
{-7 3 kcal/mal) with the target compared to the crystallagraphic
ligand (-7.2 kcal/mol).

Compaounds 1(-6.5 keal/mal), 2 {-6.7 keal/mal), 3 (-6.3 keal/moal),
4(-8.5 keal/mal), 6 (-5.9 kcal/mal), and 8 (-6.1 kcal/mol) obtained
stronger binding energy with the target than the crystallographic
ligand (-5.7 kcal/mal), demanstrating interaction with PfHT.

Furthermare, compound 1 stood out in the antimalarial and
cytotoxicity tests and was therefore chosen forintermaolecular and
physicochemical analyses.

Figure 2 shows a two-dimensional map of linker-receptor
interactions with PfHT and the chemical bonds between compound
1 and the target. Pharmacaphoric groups and passible structural
impraverments in permeability, absorption, and aral bicavailability
have been indicated. By analyzing the malecular interactions of
1 with PfHT, it was possible to observe the interaction of 1 with
GLN169 and THR145 residues (Figure 2). Molecular ancharing
with D-glucese was performed to recognize the interactions at
the PfHT binding site.

Tests of physicochemical properties

Supplementary Table 1 shows SwissADME profiles of
campound 1 and chlaraquine. Campaund 1 had a CLegP
<5 {1.67) and a molecular weight less than 500 g/mol (219.28
g/mol) (Supplementary Table 1). There were three hydrogen
acceptor groups that performed the interactions and no hydrogen
danor groups.

Compounds with CLogP values less than 3 present a low risk of
side effects and toxicity, which indicates a low risk of retention and
storage of the compound. Patterns of mutagenicity, tumarigenicity,
and irritability were not associated with the molecular structure of
compound 1, corroborating the literature, since this compound
had ClogP <3 {(Supplementary Table 1)_

In addition, compaund 1 had a superior synthetic facility
campared to chloraquine, standing out for its solubility in water.

DISCUSSION

The committee coordinated by the Global Health Innovative
Technalogy (GHIT) foundation, guided by the specific requirements
far the disease and considering the target product and candidate
prafiles, defined a set of criteria in an attempt to validate new
antimalarial candlidates. These eriteria were divided intovalidation
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TABLE 2: Srazilian Mafaria Molecutar Targets (BraMMT).

PDB Cade Enzymatic class Location
1LF2 Plasmepsin |l Hydrolase Digestive vacuole
1L¥X Triosepha;: :::: ;;T;:ET::: BTIM- |sormerase Cytoplasm

TNHW Encyl-acy-carier-protein reductase Oxidoreductase Apicoplast
108K Triesephosphate lsemerase lsomerase Cytoplasm
TANG Peptidyl-proll cis-trans isomerase lsomerase Cytoplasm
1RL4 Farmylmethionine deformylase Hydrolase Apicoplast
1TVS Dihydrooratete dehydrogenase Oxidoreductase Cytomlasm e Mucleus
140 L-|actate dehydrogenase Oxidoreductase Cytoplasm
WG g'yceraﬁmdr:;‘np:;g‘phm Oxidoredictase Cytoplasm
2AMN Glutathione s-transferase Transferase Cytoplasm
ZANL Plasmepsin 1V Hidrolase Digestive vacuole
20K8 Putative ferredosin--NADP reductase Oxidoreductase Apicoplast
2PML Ser/Thr proteln kinase Transferase Cytoplasm
2082 Orotid;r:s—c:::;is:;c;phate— Liase Mucleus
2VFA ph;z;f;:gg;;l}?::;‘xse Transferase Apicoplast
2WNT 70 KDA peptidylpralyl isomerase lsomerase Mucleus
2Y0G Thymidylate kinase Transferase Nucleus
2AZB Beta-hydraxyacy|-ACP dehydratase Lyase Cytoplasm
3BPF Falcipain Il Hydrolase Digestive vacuole
a0 Rab5 Protein Signaling protein Cytoplasm
IFNY HAP Pratein Hydrolase Digestive vacuels
IKTY Aspartate aminctransferase Transferase Cytoplasm
3N3M Orot:;z:rw;ggsham Lyase Apicoplast
APHC Purine nucleoside phaspherylase Transferase Mucleus
3051 Plasmepsin | Hydrolase Digestive vacucle
T4 Demr?rcrli:ci;a;;;g?;:sszhate Hydralase Nucleus
T Adenyiate kinase 2 Transferase Cytoplasm and mitachondria
4B1B Thicradexin reductase Cxldoreductase Cytoplasm
4cat 2. :é);g:jf; :z:;fg‘i;rr:ﬁ S Lyase Apicoplast
4)56 Thiaredoxin reductase 2 Cixidereductase Cytoplasm
4N0Z Glutaredoxin Oxidereductase Cytoplasm
4p7s e Cytokine inhibitor Cytoplasm
400K Calelum-dependent proteln kinase 4 Transferase Cyteplasm
PRATPE Calcium pump artholog ATPase Transporter Membrane
PIHT {10.5452/ma-aej21) Hexase carrier pratein Transporter Membrane
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TABLE 3: Binding erergies of compounds against BRAMMT targets (kealmol ™).

Wolecular targets
Compounds Binding enargy (keal. mak'}
1LYX 20K8 ZPRIL ANDZ PATPG PfHT
1 -59 -44 -6.b -49 -6.3 -0h
3 -85 -45 -1.0 -1.9 -G8 -8
5 -58 -3.8 -59 -4.1 -5.5 5.6
&) -k5 7 6.7 -4.3 -6.0 s5:h
2 -38 -44 -7 4.5 -B:B B
4 -58 -48 -6.9 -4.7 73 -G5
& -58 .7 5.8 -4.2 -6.1 -55
8 -48 -diF 6.3 -4.3 -6.1 -a1
Crystallographic 36 -2.0 5.0 -3 7.2 -5.7
A B
i
GLY VAL VAL
41 144 144
ARG HIS
104 168
~ ~ seR a5
Pl =Gl ILE
- v e
e 0 ~ P "
s »JL AL S __/b.__%N
185 .7 las | SE 4 '
ASN ~ ILE R A
GLN 43 141 45 ¥ “dk i
i 52 49
ILE
172
THR ASN
49 52
Interactions
[[] vanderwaals [ Ak
- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Allyl
|:| Carbon Hydrogen Bond
FIGURE Z: Intermolecular intzractions with PIHT. A: Compound 1; B: D-glucose.

and activity/mechanism of action, LD, values for cell lines, IC,, of
the parasite, and selectivity index. The compounds must be tested
accarding to the study of the life cycle of Plasmadium to evaluate
their mechanism of action, correlating the manitestations of
malaria. The main tests must be performed according to the target
10 ensure the characterization of the potential target candidata™®.

The invitra cultivation of 2 falciparum strains is the main test
maodel for sereening new compounds and maonitoring resistance
to antimalariz| drugs, since it is possible to observe the activity,
dosage, and resistance of natural and synthetic compounds
through these tests™,

v e ielobrfrsbont | A rsbimt oeg b

IC,, values must be <1 pM to validete compounds ar effective
compounds for Plasmodium spp. The selectivity Index must be
greater than 10 (LD, for the cell line relative to the IC, of the
parasite) for Plasmodivm spp® Thus, compound T meets two
parameterswith IC, < 0.98 uM and 1S=61. Compounds 4, 5 6. and 7
presented selectivity indices of 128, 20.44, 24, and 40.16, respectively,
which are satisfactory; however, the |C_, was higherthan 1 M.

A study evalusting the artimalardal activity of 2 lkaloids isolated
from Aspidosperma wiel marker demonstrated |C, values close to
20 uM, indicating moderete activity against chloroguine-resistant
P falclparurm strains™. According to these pararmeters, compounds
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1 (0.98 uM), 2 (<359 pM), 5 (3.93 uM), and 6 {<3.93) were
cansidered potentially active.

In a study by Ghashi®, it was demanstrated that the patential
activity of a given compound varies between the protozoan species,
obtaining different 81 values according ta the species analyzed.
These results demonstrate that it is essential to understand the
mechanisms of action of the compaounds and cell lines used in the cell
viability tests, in addition ta the activity of the analyzed substances.
Compound 1 staod out forits IC;, of 0.9, as well as an 15 of 61. Thus,
the physicochemical properties of this compound were analyzed.

Virtual screening of substances derived from the Mannich
reaction was performed using 35 molecular targets obtained from
BRAMMT. As shown in Table 3, 1LYX, 20K8, 2PML, 4N0OZ, PTATPE,
and PfHT targets presented the best hinding energy values for
the compounds.

Using the BraMMT toal, the identification of a patential target is
crucial in the discavery and raticnal development of new drugs to
show their biological importance concurrently with the validation
of the methocdology to be used®. Each £ falciparum target present
in the bank was used to perfarm wvirtual screening and was
identified according to its registration in the Protein Data Bank.

Ferredoxin-NADP + reductase from P falciparum (PDB code:
20K38) is associated with apicoplast metabolic pathways, a key
organelle for parasite survival. Thus, £ falciparum exhibits a
ferredoxin-NADP + reductase, giving rise to reduced ferredaxin
far the essential biosynthetic pathways of the apicaplast®. All
tested substances (1-8} obtained binding energies stronger than
the crystallographic ligandl with the 20K8 target.

B falciparum glutaredoxin 1 (PDB 4NOZ) is an oxireduction
protein present in the cytoplasm of the parasite that uses
glutathione as a cofactar (glutarecloxin). This protein is exclusively
found in Plasmadium species and plays a rale in the central
perfarmance of maintaining parasite homeastasis®. Compounds
1, 2,3, 4, 6, and 8q exhibited stronger binding energies with the
4ANOZ target than with the crystallographic ligand.

E falciparum ATPase orthalogaous calcium pump (PDB PATPE)
is present in the sarcoplasmic reticulum of B falciparum. The
cytaplasmic calcium concentration increases with inhibitian
and therefore compromises the parasite's signaling pathways®.
Compound 4 obtained a higher binding energy value with the
target than that of the crystallagraphic ligand, presenting a binding
energy of -73 kcal mal' compared ta the value of -72 keal.mal ' of the
crystallographic ligand, demaonstrating an interactian with PFATPE.

The hexaose transparter of A falciparum (PDB PfHT) is a
transmembrane protein responsible for glucose transport.
Plasmadium requires glucose as s primary energy source during
the erythracytic cycle. Inhibition of glucose transport to infected
cells impairs parasite viability. Therefore, substances that inhibit
PfHT can be considered promising templates for developing new
antimalarial compounds™ =58,

Compounds 1, 2, 3, 4 6, and 8 exhibited stranger binding
energies with PIHT than with the crystallographic ligand.

The B falciparum Triosphosphate lsomerase Phasphoglycalate
complex (PDB 1LYX) was also identified as a £ falciparum
Triosephosphate isomerase (PTIM). This consists of a catalytically

active enzyme, which is the subject of many studies because of its
particularity at position 96. There is a serine residue in region 96 of
triosphosphate isomerase in hath humans and other arganisms.
However, the residue in PfTIM was replaced by a phenylalanine
residue, with this enzyme being the only one to have serine in that
position; however, so far, no specific role has been attributed to
this particulanty=@,

Differences were found when comparing the PfTIM structure
with other TIM structures, especially that of humans, which can
assist in modeling and developing therapeutic targets, One of
these differences and particularities of PfTIM is in position 183,
which has a completely exposed leucine, different from TIMs of
other organisms, which have glutamate. It is belisved that this
exposed leucing residue, together with the positively charged
surrounding adhesive, may be responsible for TIM binding to
the erythrocyte membrane, which is important for the energy
production aof Plasmodium®.

The crystalline structure of PEPKT in complex with an ATP analog
{PDB 2PML) is a protein kinase that plays an important rale in
regulating the development of the parasite, by being involved in
the signaling pathway of melatonin and modulating the life cycle
of P falciparum®% PIPK7 is expressed in both the asexual and
sexual stages of the parasite.

Darin-Semblat et al® demonstrated that interruption of the
PfPK7 gene resulted in a reduction in the number of merozoites
produced by each schizont, and the ability to produce oocysts in the
masquito was also impaired. These data reinforce the importance
of PIPK7 in the parasite’s life cycle®. Several molecular targets, from
subcellular organelles to metabalic pathways, have been described
in the literature in an attempt to fight infection®7. Despite the
numerous potential targets of pharmacological action, the most
used compounds still date back many years: quinine, isolated from
the Cinchona sp. in 1820 and artemisinin, purified from Artemisio
annua in 1972, both extracted from natural sources®.

B falciparum hexose transporter (PfHT) has recently been
characterized as pramising far the development of new drugs™a=,
The reasan for this is that the parasite is found inside erythrocytes
surrounded by the parasitophore vacuole, and glucase malecules
must pass through its membrane befare being transported to the
parasite™. Therefare, PIHT was charactenzed amang BraMMT
with similar or superior binding energy to the crystallographic
ligand as a carrier target, which can contribute to the performance
of the protatype compounds.

Compound 1was chosen for the analysis of its physicochemical
properties and intermaolecular interactions according to its
performance in antimalarial and toxicity tests. Compaound 1
interacts with GLN169 and THR 145 residues at the same D-glucose
binding site in PfHT™.

Figure 2 shows the electrostatic bonds and Van der Waals
interactions with the PfHT receptor by the GLY41, SER45, ASN48,
THR49 ASN52, ARG104, ILE141, VAL 144, THR145, VAL148, PRO149,
HIS168, GLN 169, and ILE172 groups and the SER45, ASN43, ASN52
THR49, VAL 144, THR145, VAL148, HIS168, GLN169, and ILE172
nuclei with D-glucose, indicating that the antimalarial activity is
associated with the presence of these structures.

The hexase transporter for 2 falciparum (PTHT) was recently
described by molecular anchoring, QM/MM, and simulations of
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molecular dynamics by our research group®™®. Figure 2 shows a
two-dimensional map of ligand-receptor interactions with PfHT.
The chemical bands between the compound and the target are
inclicated. The two-dimensional structure of these compounds is
also shown, Molecular ancharing with D-Glucose was perfarmed
to recagnize the interactions at the PIHT hinding site.

Identifying and characterizing pharmacologically active
malecules is a necessity that has led to effarts in diverse areas of
scientific research worldwide. The applicability of such maolecules
can be quite variable; however, the main abjective of the drug
development process is to obtain molecules with efficiency and
specificity in relation to the therapeutic target, low cost, and
ahsence or reduction of risks to potential users™,

The increase in resistance to current antimalarial drugs drives
research that aims to understand the mechanism of action of
campounds for parasitic diseases with sacial and ecaonomic impacts,
This knowledge will assist in screening bioactive compaunds
with determined pharmacodynamic and/or pharmacokinetic
charactenistics™ The methodologies used in this study have the
main ohjective of characterizing potential targets, and these data
and discussions allow us to infer the importance af the present stucly.

PIHT has characteristics similar to thase of the human glucose
transporter (GLUT1). However, there are same differences in their
interactions with the substrates. PfHT can carry both D-glucose and
D-fructose, whereas GLUT1 is selective for D-glucase and GLUTS
for D-fructose. Thus, PIHT can function as a pharmacological target
in the development of antimalarials because of its selective affinity
for differant substrates™™.

In addition, fructose can be used as an energy source in in vitro
cultures of £ falciparum. Concentrations at this stage are lower
than those of glucase™.

The blood phases of the parasite depend on glycolysis for
energy production™™. Therefare, PIHT is a potential therapeutic
target in the exoerythrocytic phase®.

The Lipinski rule is one of the main descriptors used
to analyze new prototype compaunds for drugs. Thus, the
physicochemical profiles of orally administered drugs are mainly
based on the Lipinski rule, and it is possible to evaluate the
absorptian, distribution, metabalism, excretion, and toxicity
of the compound, also knawn as the ADMET praperty™®. The
physicochemical characteristics of a compound can be decisive in
the success or failure of its biological activity™. New antimalarial
candidates should exhibit good oral bicavailability and membrane
permeability™. The SwissADME tool allows determination of the
main physicachemical and pharmacokinetic in sifico properties of
compounds®. Supplementary Table 1 shows SwissADME praofiles
of compound 1 and chlaraguine.

The partition caefficient (CLogP)} is recommended far
estimating the toxicological factors® It is known that compounds
with high molecular weights and an excessive number af hydrogen
acceptors and donar groups have higher difficulty crossing the
lipict bilayer of cell membranes™.

According to Lipinski's rule, compound 1 had a ClogP <5
{1.67) and @ molecularweight less than 500 g/mol {219.28 g/mol)
(Supplementary Table 1). There were three hydrogen acceptor
groups that interacted, and no hydrogen donor groups. These

data demonstrated that the ADMET properties of compound 1
were acceptable under Lipinski's rule.

A study by Gleeson®™ demonstrated that compounds with
LogP less than 4 and molecular weight less than 400 g/mol had a
promising ADMET profile. Thus, compound 1 alsa fits the presented
criteria and therefore presents the apprapriate ADMET properties
accarding to Lipinski and Gleeson®™®. Compaunds with ClogP
values less than 3 present a low risk of side effects and toxicity,
indicating a low risk of the substance being trapped and stared.
When analyzing the toxicolagical characteristics of compound 1,
factors such as mutagenicity, tumaogenicity, or irritability were not
detected (Supplementary Table 1). In addition, compound 1 has
asuperior synthetic facility compared ta chlaroquine, standing out
far its solubility in water.

In conclusion, compound 1 has petential as a drug prototype
owing to the presentation of appropriate characteristics such
as absorption, toxicity, goad solubility, low molecular weight,
and permeability. These data corrobarate the growing interest
in synthetic morpholines, as well as the usage diversity of these
compounds, as described by Kourcunakis®, since compound 1
stands aut for its antiplasmodial and cytataxic activity.
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SUPPLEMEMTARY TABLE 1: Physicachemical properties of compound 1 and chloroquine by SwissADME

PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES 1 CLOROQUINE

Fermula C,,H,,NO, € HLCN,

Molecular weight 21928 g/mal 319.87 g/mol

N= heawy atoms 16 22

Num. heawy atems {1 10

Fractions Csp3 .46 0.50

Mum. ratate bonds 4 g

Mum. H-bond Acceptor 3 2

Mum. H-bond Denatar i} 1

Malar Refractiity 66,45 9741

TPSA 3602 A 2816 A2
LIPOPHILICITY

Log P, {ILOGF) -24 3.95

Log P, (XLOGP3) 1.20 4.63

Log P, (WLOGP) 121 462

Log P, (MLOGF) 105 320

Log P, (SILICOS-ITY 2.5 432

Consensus Log £ olw 1.67 4.15
WATER SOLUBILITY

Log & (ESCL) =18 -4.55

Selubility 235e+ mg/ml, 1.07e-02 mal/| 9.05e-02 ma/ml; 283e-05 mal/|

Class Scluble Mederately soluble

Log 5 (All -1.42 -4.95

Selubility B40e+00 ma/ml; 3.83e-02 mal/l 3.67e-03 mayml; 1.13e-05 moly|

Class Soluble Mederately soluble

Log § (SILICCS-IT) =335 -£.92

Solubility 952002 mg/ml; 448e-04 mal/ 3:86e0-05 mg/ml; 1.27e-07 mal/|

Class Seluble Poarly soluble
PHARMACOKINETICS

Gl absarption High High

BBEE permeant Yes Yes

P-ap substrate Ne Mo

CYP1A2 inhibitor No Yes

CYP2C19 inhibitor Ne M

CYP2CY inhibitor Ne Mo

CYP2D6 inhibitar No Yes

CYP3Ad Inhibitor Yes Yes

Log Kp {skin permeation) -6.79 emys =496 em/s
DRUGLIKENESS

Lipinski Yes; 0 violation Yes; 0 violation

Ghose Yes Yes

Yelber Yes Yes

Egan Yes Yes

Muegge Yes ¥Yes

Bioavellability Score 055 0.55
MEDICINAL CHEMISTRY

PAINS 0 alert 0 alert

Brenk 0 alert 0 alert

Leandlikeness Mo, 1 violation: MW<250 N2 u;?!gg%?;:gmmﬂ'

Synthetic accessibllity 1.54 276
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SYNTHESIS, PURIFICATION, AND STRUCTURAL
ELUCIDATION

The compouncls were synthesized according to the classical
Mannich reaction using anhydraus ethanol as the salvent and
marphaline and piperidine as secondary bases and respective
ketones™.

COMPOUNDS
Compound 1

3-(morpholin-4-yl)-1-phenylpropan-1-one:

First, 100 mL of anhydrous ethanol, 1.69 g of marphaoline
hydrochloride (13,66 mmol), 0.41 g paraformaldehyde (13.7 mmol),
and 1.64 g acetophenone (13.66 mmal) were stirred under reflux
in @ sealed vial. The system was turned off after four hours and
partitioned three times with water/ethyl acetate. The agueocus
phase was callected and dried under vacuum. A smazll amount of
salid residue was crystallized on acetone/ethanol to produce 219
of compound 1 (9.6 mmol of hydrachloride salt) with a yield of 70%.

Compound 2
1-phenyl-3-(piperidin-1-yl)propan-1-one:

Second, 100 mL of anhydrous ethanol, 1.68 g of piperidine
hydrachloride (13.82 mmol), 0414 g paraformaldehyde (13.8
mmal), and 5.0 g of acetophenane (41.7 mmal) were stirred under
reflux in 2 sealed vial. The system was tumed off after three hours
and partitioned three times with water/ethyl acetate. The aquecus
phase was collected and dried under vacuum. The small solid
residue was solubilized in acetone and crystalized overnight at a
low temperature (-4 °C). The crystals were filtered and recrystallized
to obtain 3.0 g of compound 2 [11.8 mmal, hydrochlonde salt)
with a yield of 86%.

Compound 3

2-methyl-3-(morpholin-4-yl)-1-phenylpropan-1-one:

Third, 100 mL of anhyelrous ethanol, 5.5 g of marphaline
hydrachloride (44.5 mmal), 1.35 g paraformaldehyde (45 mmal),
and 1.5 g prapylphenone (11.2 mmal} were stirred under reflux
in a sealed vial. The system was turned off after four hours and
partitioned three times with water/ethyl acetate. The aquecus
phase was collected and dried under vacuum. The small amount of
solid residue was crystallized in ethanol 3t 0 °C to produce 2.0 g of
compound 3 (8.6 mmol of hydrochloride salt) with a yvield of 76%.

Compound 4

2-methyl-1-phenyl-3-(piperidein-1-yl)propan-T-one:

Faurth, 100 mL of anhydrous ethanol, 137 g of pipendine
hydrachloride (11.3 mmal), 0.336 g paraformaldehyde (11.3 mmal),
and 4.5 g of propylphenone {33.58 mmal) were stimed under refiux
in a sealed vial. The system was turned off after three hours and
partitioned three times with water/ethyl acetate. The aqueous
phase was collected and dried under vacuum. The small salid

residue was solubilized in acetone and crystallized overnight at a
lov temperature (0 °C). The crystals were filtered and recrystallized
to obtain 2.0 g of campound 4 (7.5 mmaol, hydrochloride salt) with
a yvield of 66%.

Compounds 5 and 6

1-{morpholin-4-yl)decan-3-one and 3-[(morpholin-4-yl)
methyljnonan-2-one:

Farcampaunds 5 and 6, 100 mL of anhydrous ethanal 5.5 g of
morphaline hydrochloride {(44.5 mmol), 1.35 g paraformaldehyde
{45 mmal), and 2.46 g 2-nonanane (17 mmal) were stirred under
reflux in a sealed vial. The system was turned off after four hours
and partitioned three times with water/hexane. The aqueous
phase was collected and dried under vacuum. The small brown
salid was solubilized in acetone/methanal and crystallized at low
ternperature (0 °C). The crystals were filtered and recrystallized
to obtain a mixture of the two isomeric forms (kinetic and
thermodynamic) of compounds 5 and 6 in proportions of 48-52
w/w. As a result, a total yield of 3.85 g (140 mmaol mixture of
hydrachloride salt) was obtained with 82% ketone yield.

Compounds 7 and 8

1-(piperidin-1-yl)decan-3-one and 3[(piperdin-1-ylmethyl]
nenan-2-one:

Farcampaunds 7 and 8, 100 mL of anhydraus ethanol, 1.76 g
of piperidine hydrochlaride (14.5 mmal), 0.446 g paraformaldehyde
(14.5 mmaol), and 6.15 g of 2-nonanane (43.3 mmaol) were stirred
under reflux in a sealed vial. The system was turned off after
four hours and partitioned three times with water/ethyl acetate.
The aqueous phase was collected and dried under vacuum The
small solid residue was solubilized in ethanal and crystallized
overnight at a low temperature (0 °C). The crystals were filtered
and recrystallized to obtain 3.0 g of a mixture of isomers 7 and
8 (10.89 mmol, hydrochlaride salt) in 75% yield. High-resolution
mass spectrometry (HRMS) (ESI/Q-TOR) m/z: [M+H]+ found for
CH, NO 2402322, err = -2.6 ppm,

PURIFICATION

The compaounds were purified by preparative reverse phase
high performance liquid chromatography (RP-HPLC) using a
preparative Shim-pack €18 column and Shimadzu HPLC System
and CH,CN-H.O/MeCH- H.O as solvents, normal phase (silica
gel 60) using hexane/ethyl acetate as solvents, or selective
crystallization by partial solubilization and decreasing salvent
temperature. TLC using HF254 silica plates (Merck) and MeOH/
dichloromethane {DCM) as eluents and spats were visualized under
visible light arin a UV chamber to manitor the reactions.

STRUCTURAL ELUCIDATION

The compounds were elucidated using high-resolution mass
spectrometry tHRMS) and nuclear magnetic resonance (NMR)
of 1H and 13C. HRMS was performed using a makXis ETD high-
resolution ESI-QTOF mass spectrometer (Bruker) contralled by the
Campass1.5 saftware package (Bruker). Data-dependent fragment
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spectra were recorded in the collision energy range of 15-60 eV.
The lon cooler settings were optimized within a 40-1000 m z-1
range using a calibrant solution of 1 mmal I-1 sadium farmate in
50% 2-prapanol. Nuclear magnetic resanance (NMR) spectra of 1H
and 13C were ohtained in a Bruker DRX400 device using deuterium
axide as the solvent and 400 MHz and 100 MHz for 1H and 13C,
respectively. Infrared spectra were recarded using an FTIR 8400
Shimadzu spectrophotometer.

Compound 1
3-(morpholin-4-yl)-1-phenylpropon- 1-one (AB1)

'H NMR (400 MHz, D,0): & = 3.28-2.33 (m, 4H), 363-373 (m,
4H), 3.94-3.98 (m, 4H), 7.56-7.62 (m, 2H), 7.71-7.76 (m, 1H), 8.01-
806 (m, 2H); °C NMR (100 MHz, D.O): & = 43.11, 5201, 5215,
63.68, 128.18, 128,92, 134.52, 135.29, 199.59 ppm. HRMS: m/z calcd
for C.HNQ, [M«H]": 220.1337; found: 220.1332.

Compound 2
1-phenyl-3-(piperidin-1-yD)propan-1-one

H NMR {400 MHz, D,O): 6 = 802 (d, 2H, / = 84 Hz), 7.72 {t,
1H, /=74 Hz), 7.58 (t, 2H, / = 8.08 Hz), 3.59 {d, 2H, / = 11.5 Hz),
353 (s, 2H), 3.02 {t, 2H, / = 10 H2), 195 (s, 2H), 1.78 {d, 4H, / =
12 Hz); *C NMR (100 MHz, D,O): & = 1998, 199.8, 1353, 1345,
1288 128.1,53.5 517,516,227, 21.0 ppm. HRMS: m/z caled for
C,H, NO [M+H]*: 218.1545; found: 218.1539.

Compound 3
2-methyl-3-(morpholin-4-yl)-1-phenylpropan-1-one

'H NMR {400 MHz, D.O): & = 806 (d, 2H, / = 84 Hz), 775 {t,
TH, /=74 Hz), 7.61 {t, 2H, J = 8.1 Hz), 4.26-4.17 {m, 1H), 3.97 {t
TH, J= 5.0 Hz), 3.85 (dd, 3H, /= 133 Hz 9.2 H2), 3.35 (d, 2H. J =
3.8Hz), 332 (d, 2H. J =39 Hz), 1.31 (d, 3H, J = 7.3 Hz)} “C NMR
(100 MHz, D,0): & = 203.4, 134.7, 134.1, 128.1, 12877, 635, 634,
584, 524, 431, 367, 16.6 ppm. HRMS: m/z caled for C H, NO,
[M+H]*: 234.1494; found: 234.1489.

Compound 4

2-methyl-1-phenyl-3-(piperidein-1-yl)propan-T-one

'H NMR (400 MHz, D,O): & = 806 (d, 2H, / = 84 Hz}, 774 (t,
TH,J=7.5H2), 760 (t, 2H, / = 7.6 Hz), 4.21-4.13 (m, TH}, 3.73 (dd,
1H,/=13.4Hz 9.2 Hz), 3.53 (1, 2H, /= 15.4 H2), 3.25{d, 2H, / =38
Hz), 3.21 {d 2H, / = 3.8 Hz), 2.99 {q, 2H, J = 12.0 Hz), 1.91 {d, 2H,

J=144Hz), 149(, 1H, J= 124 H2), 1.28 {d, 3H, / = 7.3 Hz); *C
NMR (100 MHz, DO} & = 203.7, 1347, 134.2, 129.1, 1287, 57 .9,
54.2, 53.7, 445, 369, 16.7 ppm. HRMS: m/z caled for C H, NO
[M=H]*: 232.1707; found: 232.1696.

Compounds § and 6 {mixture)

1-(morpholin-4-yl)decan-3-one and 3-[(morpholin-4-yl)
methyllnonan-2-one

'HNMR (400 MHz, D O): 6 = 369 (dd, 4H, / = 134 Hz, 9.8 Hz),
346 (t, BH, J = 6.9 Hz), 3.24-3.10 (m, 6H), 2,59 (t. 2H, J = 7.4 H2),
2.33 (s, BH), 1.79-1.55 {m, 4H), 1.29 {s, 16H), 0.87 (s, 6H); "C NMR
(100 MHz, DO): & = 2135, 212.3, 636,634, 564,519, 517,467,
423,357, 309, 30.7, 294, 28.2, 281, 280, 25.3, 23.0, 21.9, 21.8,
133, 13.2 ppm. HRMS: m/z caled for € H, NQ, [M+H]*: 242.2120;
found: 242.2115.

Compounds 7 and & (mixture)

1-(piperidin-1-ylidecan-3-one and 3[{piperdin-1-ylimethyl]
nonan-2-ane

TH NMVR (400 MHz, D,0): § = 361-350 (m, 2H), 337 {t, 2H, J =
6.9Hz), 3.30-3.24 (m, 10H), 3.13-2.90 {m, 7H), 2.34 (s, 3H), 1.94-1.48
(m, 12H), 1.28 (s, 18H), 0.86 (5, 6H); "*C NMR (100 MHz, D,O): & =
2132,2113,560,544,53.4,512,47.2, 424,363,31.2, 309, 298,
286, 285 284, 283, 255, 23.2, 22.8, 226, 224,222, 22.0 ppm.
HRMS: m/z caled for C,.H, NO [M+H]*: 240.2327; found: 240.2322.

EVALUATION OF MOLECULAR DOCKING OF
PHYSICOCHEMICAL AND ADMET PROPERTIES

All compounds were designed using the MarvinSketch®
software program (Chem#xon, Cambridge, MA, USA), and the
malecular structures were refined using the MOPAC® software
{Stewart Computational Chemistry, Colorado Springs, CO, USA)L
The compounds were subjected to molecular docking calculations
using the AutaDaock Vina® program®. All calculations were
performed using OCTCOPUS® program to optimize the virtual
screening process. The canfiguration files were determined using
a re-dacking step®#9% Table 1 lists the malecular targets of the
BraMMT.

The physicochemical properties of the eight compounds {1-8)
were analyzed using the DataWarrior® software and SwissADME
website®. Finally, toxicological characteristics of the compounds,
such as mutagenicity, tumarigenicity, and irritability, were analyzed
using DataWarrior®,



