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RESUMO

A malaria continua sendo uma das doencas infecciosas mais preocupantes do
mundo, afetando principalmente areas tropicais com altas taxas de mortalidade entre
criancas menores de 5 anos e mulheres gravidas. Estima-se que 2015 ocorreram
212 milhdes de novos casos de malaria e 429.000 mortes, sendo a Regido Africana
a mais afetada, com cerca de 90% dos casos de malaria. O aumento do numero de
cepas de Plasmodium multirresistentes levou o tratamento atualmente disponivel
para a malaria a se tornar menos eficaz. Portanto, o desenvolvimento de novas
drogas com diferentes mecanismos de acao € necessario para superar a resisténcia
dos parasitos. Derivados de triazdis exibem vérias atividades biol6gicas descritas,
tais como analgésico, antibacteriano, fungicida, anti-inflamatério, anti-hipertensivo,
antiviral e antitumoral. 1,2,3-triazol, em geral, sdo estaveis em ambientes &cidos e
basicos e formam ligacbes de hidrogénio podendo atuar favorecendo a ligacdo de
moléculas em alvos biomoleculares, sendo uma porgcédo promissora para a sintese
de novos compostos com acao biologica. Este estudo tem como objetivo avaliar a
atividade antimalarica de derivados de 1,2,3-triazbis. Estudos farmacocinéticos
preliminares dos compostos foram feitos com base na regra dos cinco de Lipinski
utilizando o programa Molsoft. Todos os derivados demonstraram boas propriedades
fisico-quimicas para serem avaliadas in vivo. Para avaliar a citotoxicidade in vitro
foram utilizadas culturas primarias de macréfagos peritoneais murinos. A viabilidade
celular foi determinada por ensaio MTT. A toxicidade in vitro também foi determinada
por ensaio de hemolise em eritrécitos humanos. Alguns compostos mostraram-se
relativamente toxicos quando avaliados pelo ensaio de MTT, mas no teste de
hemolise a maioria dos compostos ndo mostrou toxicidade contra os eritrocitos. A
atividade antimalarica in vivo dos compostos foi avaliada utilizando camundongos
infectados com Plasmodium berghei NK65. Os compostos foram testados a 10 mg /
kg utilizando o teste supressivo de 4 dias descrito por Peters (modificado).
Esfregacos de sanguineos foram utilizados para obter a inibicdo da multiplicacao do
parasito e determina a atividade dos compostos. Todos 0os 9 compostos avaliados
exibiram atividade antimalarica in vivo, atingindo porcentagens de supressao acima
de 30% até 9 dias apds a infeccdo. Os compostos (1), (4), (5) e (6) mostraram
atividades promissoras, com supressdo de parasitemia maior que 50% na maioria
dos casos. Todos estes compostos tém em comum a presenca de uma cadeia de 10
atomos de carbono ligada a posicao 1 do anel triazélico, que pode estar relacionada
com a melhor atividade dos compostos. Foram realizados estudos de docking
molecular para determinar se a enzima pLDH era o alvo de acdo dos derivados. Os
resultados obtidos mostraram que estudos adicionais ainda devem ser realizados
para determinar o alvo de ag&o dos compostos. Os resultados promissores sugerem
gue as moléculas devem exigir mais pesquisas, com o objetivo de fornecer novos
antimalaricos.



ABSTRACT

Malaria remains one of the most worrying infectious diseases in the world,
affecting mainly tropical areas with high rates of mortality among children under 5
years and pregnant woman. Estimated that 2015 occurred 212 million new cases of
malaria, and 429 000 deaths. About 90% of malaria cases are estimated to have
occurred in the WHO African Region. The increase of the number of multidrug-
resistant Plasmodium strains becoming less effective the treatment currently
available for malaria. Therefore, the development of new drugs with different
mechanisms of action is necessary to overcome parasites resistance. Triazole
derivatives are reported to exhibit several biological activities such as analgesic,
antibacterial, fungicidal, anti-inflammatory, antihypertensive, antiviral and antitumor.
1,2,3-triazole, in general, are stable under acidic and basic environments and form
hydrogen bonds with biomolecular targets. Thus, triazoles provide a moiety which is
promising from the perspective of synthetic strategy, and can also be advantageous
biologically. This study aims to evaluate the antimalarial activity of derivatives of
1,2,3-triazoles. Preliminary pharmacokinetics studies of the compounds have been
made based on the Lipinski Rule of Five using the Molsoft program. All derivatives
have demonstrated good pharmacokinetic properties to be evaluated in vivo. To
evaluate in vitro cytotoxicity was used primary cultures of murine peritoneal
macrophages. Cell viability was determined by MTT assay. Toxicity in vitro was also
determined by hemolysis assay against human erythrocytes. Some compounds
showed relatively toxic when evaluated by MTT assay but in hemolysis test most
compounds showed no toxicity against RBCs. In vivo antimalarial activity of ten
compounds were evaluated using mice infected with Plasmodium berghei NK65. The
compounds were tested at 10mg/kg using the 4-day suppressive test described by
Peters (modified) and blood smears were used to obtain the inhibition of parasite
multiplication. All 9 compounds evaluated exhibited antimalarial activity, reaching
percentages of suppression above 30% until 9 days post-infection. Compounds (1),
(4), (5) and (6) showed promising activities, with parasitaemia suppression greater
than 50% in most cases. All of these compounds have in common the presence of a
10-carbon chain attached to the 1-position of the triazole ring, which may be related
to the better activity of the compounds. Molecular docking studies were performed to
determine whether the pLDH enzyme was the action target of the derivatives and
showed that further studies should be performed to determine the action target.
These results suggest that the molecules should require further researches, with the
aim of provide new antimalarials.
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1. INTRODUCAO

1.1 MALARIA

A maléaria é considerada, ainda nos dias de hoje, uma das trés doencas
infecciosas de maior mortalidade no mundo, juntamente com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e a tuberculose (CHENG e YANSOUNI, 2013). A
doenca é causada por cinco espécies de parasitos do género Plasmodium que
afetam os seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P.
knowlesi. A transmissdo da malaria ocorre naturalmente através do inseto vetor,
gue pica um individuo humano infectado e repassa a infeccédo ao picar um individuo
sadio. Mais recentemente, casos de humanos infectados por P. knowlesi, uma
espécie que infecta preferencialmente macacos, tem ocorrido na regido do Sudeste
Asiético. E sugerido que a infeccdo por P. knowlesi seja uma zoonose, pois sua
transmissdo ocorre apenas quando o mosquito pica um macaco infectado pelo
parasito e repassa para um individuo humano através da picada (WHO, 2015a).

Os vetores da malaria sdo mosquitos pertencentes a familia Culicidae e
ao género Anopheles, cujas fémeas sao transmissoras naturais, devido a sua
caracteristica hematofaga (BAl, GELMAN e PALLI, 2010). Existem cerca de 2500
espécies de mosquito identificadas. No entanto, apenas 50 a 60 dessas espécies
pertencentes ao género Anopheles sdo capazes de transmitir a malaria. An.
gambiae é a espécie mais comum na Africa (BARIK, SAHU e SWAIN, 2009),
enquanto An. darlingi é o principal vetor de maléaria no Brasil. Os mosquitos vivem
em regides tropicais e subtropicais, na América Central e do Sul em areas de baixas
altitudes, preferindo grandes corpos d'agua onde tenha muito pouca ou nenhuma
correnteza. Embora An. darlingi esteja presente em 80% do pais, a incidéncia de
malaria no Brasil ocorre quase que exclusivamente na regido amazobnica
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

1.1.1 Epidemiologia

Situacéo da Maléaria no Mundo
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Estima-se que o numero de casos de malaria tenha sido de
aproximadamente 212 milhdes, em 2015, sendo a Regido Africana a mais afetada,
representando aproximadamente 90% dos casos de maléaria e 92% das mortes pela
doenca (Figura 1). Criancas menores de cinco anos de idade e mulheres gravidas
sao as pessoas mais gravemente afetadas (WHO, 2016).

Entre 2000 e 2015, a incidéncia estimada de malaria reduziu 22% e a
reducdo na taxa de mortalidade pela doenca foi de 50%. Apesar dessa reducgéo, o
namero de mortes por maléria ainda é preocupante, chegando a cerca de 429.000
mortes em 2015 (WHO, 2016). Segundo o Roll Back Malaria, o continente Africano
tem gastos anuais de 12 bilhdes de délares com doencas relacionadas a malaria,
mostrando que o0 aumento do investimento em medidas de prevencdo, de
diagnoéstico e tratamento, novas intervengdes, incluindo vacinas para prevenir a
doenca clinica e transmissdo, sdo urgentemente necessarios (BIRKETTA et al.,
2013; WHO-ROLL BACK MALARIA, 2015).

Casos confirmados de malaria por 1000 habitantes
B >0 10-50 0.1-1
B 50-100 1-10 0-0.1

missao

Figura 1 — Distribuicdo dos casos confirmados de malaria no mundo. Fonte: WHO, 2014 (adaptado).

O numero de casos de malaria esta fortemente associado a pobreza. As
taxas de mortalidade sdo mais elevadas nos paises com um valor mais baixo no
produto nacional bruto per capita. Os paises com maiores percentagens de pessoas
vivendo abaixo do limiar da pobreza (menos de 2 ddlares por pessoa por dia) tem

taxas de mortalidade por maldria mais elevadas. No interior dos paises, as
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populacdes mais pobres e as populagcdes rurais apresentam as taxas mais elevadas

de prevaléncia de infeccao parasitaria nas criancas (WHO, 2015b).

Situacao da Maléaria no Brasil

A malaria permanece como sério problema de saude publica no Brasil.
Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) indicam que o pais é responséavel
por 24% dos casos da doenca notificados nas Américas (WHO, 2016). Segundo o
Ministério da Saude, no ano de 2014 foram registrados 143.552 casos de malaria,
sendo 4.625 casos importados de outros paises (MS-SVS, 2015). Na regido das
Ameéricas foram registradas 79 mortes devido a malaria, sendo o Brasil responséavel
por quase metade dos 6bitos (WHO, 2015a).

A Amazobnia Legal, formada pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Pard, Ronddnia, Roraima, Tocantins e grande parte dos estados do Maranhé&o e
Mato Grosso, é responsavel pela grande maioria de notificacbes dos casos de
maléria no pais (Figura 2). O maior nUmero de casos é registrado nesta regido
devido as condi¢cbes ambientais e socioculturais que favorecem a expansao e a
transmissdo da doenca. Em 2014, o estado do Amazonas foi responsavel por 47%
dos casos, seguido pelo estado do Acre com 22% dos casos (BRASIL, 2009; MS-
SVS, 2015).
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Figura 2 — Distribuicdo dos casos confirmados de malaria (por 1000 habitantes) no Brasil. Fonte:
WHO, 2015 (adaptado).
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No Brasil as espécies de parasito que estdo associadas a casos
autéctones de malaria em humanos sdo P. vivax, P. malariae e P. falciparum. P.
vivax e P. falciparum s&o os principais causadores da doenca, representando
respectivamente 84% e 16% dos casos notificados no ano de 2014 (MS-SVS, 2015).

Visando a reducdo na incidéncia da malaria no Brasil, o Ministério da
Saude criou em 2005 o Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM). Seus
objetivos englobam a reducdo da mortalidade, da maléaria grave e da incidéncia da
doenca. A vigilancia epidemiolégica da malaria € um dos componentes do PNCM,
cujos objetivos sdo o gerenciamento de dados epidemioldgicos e consolidacédo das
tarefas de rotina, como encaminhamento de resultados compilados para escritorios
regionais e as suas sedes (GRIFFING et al., 2015).

Em novembro de 2015, o Ministério da Saude criou o Plano de Eliminacao
da Malaria, em parceria com a OMS. O documento define estratégias para o
diagnéstico, tratamento, controle vetorial, educacdo em saude e mobilizacdo social.
A medida faz parte dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) lancados
pela Organizacdo das NagOes Unidas (ONU) em substituicdo aos Objetivos do
Milénio. O objetivo do plano € a eliminacdo da malaria no Brasil até 2030. No ambito
mundial, objetiva a reducdo de 90% nos casos de malaria e eliminacdo da doenca
em 35 paises até 2030 (BRASIL, 2015).

1.1.2 Transmisséao e Patogenia

A maléaria é naturalmente transmitida para os seres humanos através da
picada do mosquito fémea do género Anopheles infectado com esporozoitos de
Plasmodium (AMINO et al., 2006; WYKES e HORNE-DEBETS, 2012). Ao picar um
individuo sadio, o mosquito infectado libera formas esporozoitas do parasito
juntamente com diversos componentes solldveis como  anti-histaminas,
vasodilatadores, anticoagulantes, inibidores de agregacdo plaquetaria e
imunomoduladores, presentes nas glandulas salivares do Anopheles (Figura 3).
Estas substancias possuem papel importante para a sobrevivéncia do parasito no
hospedeiro mamifero apés a inoculacdo (AMINO et al., 2006; ZHENG, TAN e XU,
2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griffing%20SM%5Bauth%5D
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Figura 3 - Ciclo biolégico do Plasmodium no hospedeiro humano e no vetor Anopheles. Fonte:
GREENWOOD et al., 2008 (adaptado — traducéo livre).

Os esporozoitos sdo inoculados pelo mosquito, podendo atingir
diretamente o0s vasos sanguineos ou se depositar na pele do hospedeiro,
permanecendo neste local por curto periodo. Parte dos esporozoitos permanece na
regido da picada, podendo se transformar em esporozoito imoével ou invadir e
parasitar células do epitélio do hospedeiro (GUEIRARD et al., 2010). Outra parte é
drenada pelo sistema linfatico, podendo ser encontrada em forte associacdo com as
células dendriticas no linfonodo proximal ao sitio de inoculacdo. Cerca de 30% dos
esporozoitos atinge a corrente sanguinea e segue para o figado do individuo
infectado, dando inicio ao ciclo hepatico (DERBYSHIRE et al., 2012; ZHENG, TAN e
XU, 2014; MAC-DANIEL e MENARD, 2015).
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No figado, os esporozoitos invadem os hepatocitos, apds atravessarem a
camada sinusoidal, através das células de Kupffer e células epiteliais. A principal
proteina de superficie do esporozoito de Plasmodium, a proteina circunsporozoita
(CSP), parece ter um papel crucial nestes processos, interagindo com o0s
proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPGs) das células do figado
(PRUDENCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006; ZHENG, TAN e XU, 2014). Por uma
questdo ainda desconhecida, o parasito migra através de diversos hepatécitos até
que se instale em um hepatdcito final, onde forma o vacuolo parasitéforo (PRADEL e
FREVERT, 2001; MOTA et al., 2001; PRUDENCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006).
Estudos indicam que o processo de passagem dos parasitos por varias células,
antes da invaséo, parece ser fundamental para o ciclo de vida do parasito por induzir
a exocitose de organelas apicais do esporozoito, que estdo envolvidas na formacgéo
de um vacuolo parasitéforo. A transmigracdo do parasito por varios hepatécitos os
torna mais suscetiveis a infeccéo, favorecendo a invaséo celular pelo esporozoito
(MOTA et al., 2002; ZHENG, TAN e XU, 2014).

Durante a invasao ao hepatécito definitivo, Plasmodium induz a formacao
do vacuolo parasitoforo, projetando-se para dentro da célula hospedeira por meio de
uma invaginacdo da membrana celular. Inicialmente a membrana do vacuolo
parasitoforo é formada pela membrana plasmatica da célula hospedeira, que em
seguida é substituida pela insercédo de proteinas do parasito (RENNENBERG et al.,
2010).

Apds se instalar no vacuolo parasitéforo ocorre, a multiplicacdo e
desenvolvimento do parasito, caracterizando a fase exoeritrocitica de seu ciclo
evolutivo (PRUDENCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006). Pelo processo de
esquizogonia, 0s esporozoitos se replicam de forma assexuada e expandem a sua
populacdo originando o0s esquizontes e, posteriormente, milhares de merozoitos.
Estes sao liberados dos hepatodcitos através dos merossomas, vesiculas formadas
pela membrana da célula hospedeira, contendo os merozoitos (DERBYSHIRE et al.,
2012; WYKES e HORNE-DEBETS, 2012; ZHENG, TAN e XU, 2014). Em P. vivax e
P. ovale alguns esporozoitos permanecem em estado de laténcia por longo tempo
no figado. Essas formas sdo chamadas hipnozoitos e se desenvolvem a esquizontes
em um periodo de meses ou até anos apos a infeccdo. Os hipnozoitos sé&o
responsaveis pelas recaidas em alguns pacientes tratados inadequadamente para
malaria (DEMBELE et al., 2011).
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Os merozoitos hepaticos liberados na corrente sanguinea podem invadir
eritrocitos, por meio de interacbes especificas entre receptores presentes na
membrana do parasito e receptores especificos da superficie de hemécia
(PRUDENCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006). O processo de invasdo celular se
inicia com uma juncéo entre a membrana do eritrcito e qualquer parte da superficie
do merozoito. Em seguida o merozoito reorienta-se, levando a uma ligacao de alta
afinidade entre a extremidade apical do parasito e a superficie do eritrocito. A
proteina 1 de superficie dos merozoitos (MSP1) é mencionada como a principal
molécula de reconhecimento as hemacias pelos merozoitos (PIZARRO et al., 2003).
Ap0ds o primeiro contato entre as membranas, forma-se uma juncéo irreversivel entre
a membrana do parasito e do hospedeiro, por meio de receptores especificos. O
parasito entdo move-se em direcdo ao interior do eritr6cito num processo de
invaginacdo da membrana da célula hospedeira, com a ajuda do motor miosina-
actina. Ao mesmo tempo em que O parasito comeca a invasao da célula, inicia
também a formacdo do vacuolo parasitéforo, uma membrana que é derivada, em
parte, da superficie do eritr6cito (COWMAN, BERRY e BAUM, 2012; HARVEY,
GILSON e CRABB, 2012).

Apoés a invasdo aos eritrécitos, 0s merozoitos ja se encontram na forma
de trofozoitos jovens, também conhecida como forma de anel. Em seguida, na fase
de trofozoitos maduros, o parasito intensifica a exportacdo de proteinas préprias
para o citoplasma e membrana da célula hospedeira. Os trofozoitos maduros se
desenvolvem em esquizontes, que se multiplicam por esquizogonia e formam novos
merozoitos. Ao serem liberados na circulagdo sanguinea, 0os merozoitos poderao
infectar outros eritrocitos, iniciando um novo ciclo eritrocitico (PRUDENCIO,
RODRIGUEZ e MOTA, 2006). Para P. falciparum, P. vivax e P. ovale o ciclo
sanguineo se reinicia a cada 48 horas, enquanto para P. malariae esse intervalo é
de 72 horas. Para P. knowlesi, o intervalo de repeticdo do ciclo eritrocitico € de
apenas 24 horas, o que propicia o desenvolvimento rapido de complicacbes
(DANESHVAR, 2009; KANTELE e JOKIRANTA, 2011).

O ciclo de vida dos plasmédios continua quando alguns merozoitos
evoluem para os estagios sexuais do parasito, 0os gametocitos masculinos e
femininos, que podem ser adquiridos pelo mosquito durante o repasto sanguineo.
Dentro do intestino delgado dos anofelinos, os gametdcitos sofrem rapida divisdo

celular, produzindo 8 microgametas flagelados. Cada um dos quais fertilizardo os
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macrogametas formando assim o zigoto, que ao adquirir movimento se transforma
em oocineto. O oocineto atravessa 0 epitélio do intestino, atingindo a lamina basal
onde, por encistamento, forma o oocisto. Em poucos dias, 0s oocistos sofrem a
esporogonia e se rompem liberando centenas de esporozoitos que migrarao para as
glandulas salivares do mosquito prontos para serem inoculados em outro hospedeiro
vertebrado (FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008; WYKES e HORNE-
DEBETS, 2012).

As fases sanguineas do ciclo dos plasmdédios estdo associadas com 0s
sintomas e complicacbes da malaria. No momento da ruptura do esquizonte, a
liberacdo de materiais parasitarios para a circulacdo induz processos fisiopatolégicos
da maléria, dando inicio aos sintomas (GREENWOOD et al., 2008). A ativacdo da
cascata de citocinas no organismo do hospedeiro € responsavel por muitos dos
sinais e sintomas de malaria. Do ponto de vista clinico, a esquizogonia hepatica é
assintomatica, ja que apenas um pequeno numero de células do figado séo
infectadas (MILLER et al., 2002; BARTOLONI e ZAMMARCHI, 2012).

As caracteristicas clinicas comuns as diferentes formas da malaria
incluem o ataque paroxistico, esplenomegalia, anemia e ictericia. O paroxismo da
malaria classica apresenta trés fases: uma fase fria, seguido por um estagio de febre
e uma fase final de transpiracdo. O paroxismo tipico comeca com a fase de frio e
tremores, podendo o individuo apresentar palidez e cianose, com duragcédo de 1 a 2
horas. Durante as horas seguintes, o paciente apresenta picos de febre alta com
pele quente e seca (GREENWOOD et al.,, 2008; BARTOLONI e ZAMMARCHI,
2012). O vdbmito é comum nesta fase e, por vezes, diarreia, cefaleia, garganta seca,
sede excessiva e alteracbes da consciéncia também estao presentes. Em criancas
pequenas pode ocorrer convulsdo. Dentro de 2-6 horas, 0 paciente entra na terceira
fase do paroxismo, a fase de sudacdo, com transpiracdo abundante e uma
subsequente queda na temperatura corporal, tornando—a normalizada (GARCIA,
2010).

Em pacientes nao tratados a malaria pode se desenvolver na forma de
sintomas graves em individuos mais suscetiveis, como criangas e gestantes, que
podem ser fatais no caso de P. falciparum. A ocorréncia de manifestacbes da
malaria grave sdo dependentes nédo apenas da idade do paciente, mas também de
uma exposicao prévia ao parasito. Esta sindrome € caracterizada como uma doenca

multissistémica capaz de causar malaria cerebral , anemia grave, insuficiéncia renal
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aguda, edema pulmonar, colapso circulatério e acidose metabdlica. (LACERDA-
QUEIROZ, TEIXEIRA, TEIXEIRA, 2008; BRASIL, 2009).

1.2 O TRATAMENTO ANTIMALARICO

Os primeiros tratamentos disponiveis para malaria eram principalmente
baseados no uso de plantas e extratos. No século XVII, padres jesuitas vindos da
Europa observaram que indigenas da América do Sul utilizavam cascas de uma
arvore nativa, a Cinchona spp., para curar doencas febris (LOPEZ et al., 2010;
ACHAN et al., 2011). A casca da planta e sementes foram levadas para a Europa
pelos jesuitas e usadas para tratar malaria obtendo grande eficacia. Durante quase
dois séculos, a casca da Cinchona foi utilizada em forma de po0, extrato ou infusao.
Somente em 1820, o seu principio ativo, o alcaloide quinina, foi isolado por Pierre
Pelletier e Joseph Caventou (KOUZNETSOV e TORRES, 2008; CUNICO et al.,
2008). Até o século passado, o quinina era o principal quimioterdpico utilizado no
combate a maléria. Seu uso sé foi reduzido em funcdo da sua alta toxicidade e
dificuldade de obtencdo (BUTLER, KHAN e FERGUSON, 2010).

A busca por novos compostos para tratar a malaria se intensificou durante
a Segunda Guerra Mundial. A malaria assolava grande parte dos militares norte-
americanos em combate, reduzindo as chances de sucesso dos Estados Unidos na
guerra. Neste contexto historico, grandes investimentos foram feitos em estudos
para a sintese de novos farmacos antimaléaricos. A partir da molécula de quinina foi
entdo sintetizada a cloroquina (CQ), que se tornou o principal substituto para o
quinina, durante a Segunda Guerra Mundial (FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-
VILLAR, 2008). A CQ foi considerada droga antimalarica ideal e usada por décadas
devido a sua alta eficacia contra todas as espécies de parasitos da maldria, sua
baixa toxicidade, baixo custo e alta tolerancia (DJIMDE et al., 2001; WELLEMS e
PLOWE, 2001; KRETTLI et al., 2001).

Em 1955, com a criacdo do Programa de Erradicacdo da Malaria pela
OMS, a CQ passou a ser utilizada em larga escala para a eliminagdo da malaria
(NAJERA, GONZALEZ-SILVA e ALONSO, 2011; SILVA e PAIVA, 2015). A
administracdo de CQ em associacdo ao uso do inseticida DDT (dicloro-
difeniltricloroetano) - que tem o objetivo de eliminar o inseto vetor - mostrou grande

eficacia, conseguindo eliminar gradualmente a malaria nos paises desenvolvidos. O
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grande sucesso da CQ e seu intenso uso através das décadas levaram ao
surgimento da resisténcia ao farmaco pelos plasmdédios, principalmente P.
falciparum, que causa a forma mais grave da malaria (WELLEMS e PLOWE, 2001).

Pesquisas em busca de novos antimaléricos se intensificaram com a
disseminacédo da resisténcia a CQ. O desenvolvimento dos novos compostos se
baseava principalmente na modificacdo da estrutura da CQ, mantendo o anel
quinolinico. Em 1947, foi desenvolvida a amodiaquina, com efetividade semelhante a
CQ, mas com atividades também em cepas cloroquina-resistentes, sendo indicada
para tratamento e profilaxia antimalarica (KOUZNETSOV e TORRES, 2008). Em
1990 a OMS retirou o composto do Programa de Erradicacdo da Malaria e o0s
fabricantes retiraram a indicacdo profilatica da droga devido a severidade de seus
efeitos adversos, como agranulocitose e hepatotoxicidade grave (VALE, MOREIRA e
GOMES, 2005).

Cloroquina e amodiaquina sdo 4-aminoquinolinas (Figura 4), que atuam
no estagio eritrocitico do parasito. Durante o estagio sanguineo, o parasito
metaboliza a hemoglobina por meio de proteases em globina e Ferriprotoporfirina I1X
(FP-1X), também chamada de heme. A porcao globina € composta por aminoacidos,
sendo utilizada pelos plasmédios para sua nutricdo. A por¢cdo heme liberada, que
contem o ferro, é toxica para o parasito e para sua sobrevivéncia. As moléculas de
heme sado detoxificadas dentro do vacuolo digestivo do Plasmodium por
biocristalizacdo em granulos insoluveis de hemozoina (GARAVITO, ARTEAGA e
ACEBEY, 2002; KOUZNETSOV e GOMEZ-BARRIO, 2009). As 4-aminoquinolinas
inibem este processo de biocristalizacdo do heme toxico, deixando-o livre, o que
leva a morte do parasito. O mecanismo pelo qual os compostos inibem a formacao
da hemozoina ainda ndo € bem elucidado. Acredita-se que as aminoquinolinas
atuam principalmente ligando-se covalentemente ao heme, impedindo sua
biocristalizacdo. Porém, outros mecanismos ligados a degradacdo facilitada por
peréxido de hidrogénio dentro do vacuolo digestivo, e uma degradacédo dependente
de glutationa também j& foram descritos (WELLEMS e PLOWE, 2001;
KOUZNETSOV e GOMEZ-BARRIO, 2009; BIAMONTE, WANNER, ROCH, 2013).
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Figura 4 - Férmula estrutural das 4-aminoquinolinas. Fonte: BURROWS et al., 2014 (adaptado).

A primaquina (Figura 5) foi criada a partir da observacdo da atividade
antimalarica do azul de metileno (KITCHEN, VAUGHN e SKILLMAN, 2006). Os
estudos sobre esse composto se intensificaram durante a Segunda Guerra pelos
Estados Unidos, em 1944, visto que era 0 Unico composto seguro para o tratamento
de recaidas da maléaria, causada por hipnozoitos de P. vivax e P. ovale (BAIRD e
HOFFMAN, 2004; WHITE, 2008). O uso da primaquina se intensificou na década de
1950, apdés a Guerra da Coréia, em que ocorreram varios casos de recidiva da
maléria, principalmente em soldados norte-americanos (KITCHEN, VAUGHN e
SKILLMAN, 2006). Este composto € uma 8-aminoquinolina que possui acao contra
gametocitos e contra formas latentes do figado, tendo pouca ou nenhuma acao
conhecida sobre a forma eritrocitica do parasito (BRUNTON, LAZO e PARKER,
2006; UDOMSANGPETCH et al., 2008). O mecanismo de a¢do antimalarica dessa
classe € pouco conhecido; suspeita-se que a primaquina pode ser convertida em
eletrdlitos que irdo mediar reacdes de Oxido-reducdo, produzindo espécies reativas
de oxigénio ou afetando o transporte de elétrons do parasito, exercendo dessa forma
sua atividade antimalarica (BAIRD e HOFFMAN, 2004; FERREIRA, GOMES e
VIEIRA, 2011).
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Figura 5 - Formula estrutural da primaquina. Fonte: BURROWS et al., 2014 (adaptado).

Mefloquina e halofantrina (Figura 6) sao aril-aminoalcoois, que surgiram

em um dos maiores programas de incentivo a descoberta de novos farmacos



26

antimalaricos, do Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR), nos Estados
Unidos da América, que funcionou de 1963 até 1976. Os compostos foram
desenvolvidos a partir de andlogos da quinina apds a Guerra do Vietnd, onde cerca
de 1% das tropas americanas contraiu malédria (SHANKS, 1994; KITCHEN,
VAUGHN e SKILLMAN, 2006). O uso terapéutico da mefloquina comecou no final da
década de 1980, visando o tratamento de infec¢gbes por cepas de Plasmodium multi-
resistente e profilaxia da malaria (CROFT, 2007). Devido aos efeitos neurotdxicos
descritos, a utilizacdo do medicamento para profilaxia sé € feito apos se avaliar a
necessidade e os riscos ao paciente (TOOVEY, 2009). A halofantrina teve seu uso
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1992 (KITCHEN, VAUGHN e
SKILLMAN, 2006). Foi considerada um medicamento seguro para o tratamento de
malarica causada por cepas Plasmodium resistentes a CQ até 1993, quando foram
demonstrados os primeiros casos de cardiotoxicidade pelo seu uso (BOUCHAUD et
al., 2009).
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Figura 6 - Formula estrutural dos aril-aminoalcoois. Fonte: BURROWS et al., 2014 (adaptado).

Acredita-se que o mecanismo de acdo dos aril-aminoalcoois seja
semelhante ao das 4-aminoquinolinas, inibindo a biocristalizacdo do grupo heme em
hemozoina, por ligacdo ao grupo heme (SILVA et al., 2005; VALE, MOREIRA e
GOMES, 2005; PINHEIRO et al., 2013). Alguns estudos mostram que os aril-
aminoalcoois também podem interferir na integridade dos fosfolipideos de
membrana do vacuolo digestivo por peroxidagdo lipidica, levando a morte do
parasito (GO e LI, 2003).

A atividade antimalarica da classe de antagonista de folato, que
bloqueiam a sintese de acido nucleico necessaria para a multiplicacdo do parasito,
foi reconhecida na década de 1940 (KITCHEN, VAUGHN e SKILLMAN, 2006). A

pirimetamina (Figura 7), sintetizada em 1950 nos Estados Unidos, era inicialmente
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utilizada apenas como anticancerigeno. Sua atuacdo como antimalarico foi
descoberta no ano seguinte. Outro antagonista de folato, a sulfadoxina (Figura 7),
atua por mecanismo de acdo diferente da pirimetamina. A associacdo de
pirimetamina e sulfadoxina comecou a ser utilizada para o tratamento da malaria na
década de 1970, por atuarem sinergicamente, mas em diferentes alvos de acéo, o
que potencializa o efeito antimalarico (KITCHEN, VAUGHN e SKILLMAN, 2006;
ZHENG et al., 2013, CUI et al., 2015). Entretanto, na década de 1980 comecaram a
surgir os primeiros casos de resisténcia, limitando o uso dessa associagdo (NZILA et
al., 2000). As sulfonamidas e sulfonas sdo analogos estruturais do acido p-
aminobenzdico (PABA). Essa classe inibe a sintese do folato por competicdo com o
PABA pela enzima diidropteroato sintetase (DHPS), inibindo a formacgédo do &cido
diidrofélico, essencial para a sintese do DNA do parasito. A pirimetamina e a
trimetroprima inibem a enzima diidrofolato redutase (DHFR), impedindo a converséo
de diidrofolato para tetraidrofolato, cofator importante para a sintese de acidos
nucléicos e aminoacidos, essenciais para a sobrevivéncia do parasito
(YUTHAVONG, 2002; GREGSON e PLOWE, 2005).
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Figura 7 - Formula estrutural dos antifolatos. Fonte; BURROWS et al., 2014 (adaptado).

Em 1967, ap6és a morte de um expressivo numero de soldados norte-
coreanos na Guerra do Vietna relacionada a malaria por P. falciparum resistentes a
CQ, surgiu o “projeto 523" (CUI e SU, 2009; MILLER e SU, 2011). Criado pelo
governo da China, o projeto tinha como objetivo produzir medicamentos contra a
malaria pela triagem de produtos quimicos sintéticos e por pesquisa de praticas da
medicina tradicional chinesa. Neste cenario historico, foi descoberta a artemisinina
(Figura 8), composto isolado da Artemisia annua, planta muito utilizada na medicina
tradicional chinesa (TU, 2011).
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A partir deste composto foram sintetizados varios analogos como o
artesunato, a diidroartemisinina e o arteméter (Figura 8). As artemisininas séo
lactonas sesquiterpénicas com uma ponte endoperéxido (MILLER e SU, 2011; CUI
et al., 2015). O modo de acdo das artemisininas ainda ndo € bem elucidado, mas
acredita-se que sua estrutura de ponte endoperéxido seja essencial para sua
atividade antimalarica (DING, BECK e RASO, 2011). Existem trés principais
mecanismos propostos para a acéo da artemisinina: (1) o Fe*" presente na molécula
do heme clivaria a ponte endoperéxido no vacuolo digestivo, produzindo radicais
livres que alquilam moléculas do heme e interferem na sua detoxificacdo (MEUNIER
e ROBERT, 2010); (2) outra hipétese é de que os radicais livres produzidos alquilam
proteinas do parasito, levando a sua morte (KRISHNA, UHLEMANN E HAYNES,
2004); (3) as artemisininas poderiam induzir a despolarizacdo da membrana
mitocondrial, pela liberacéo de radicais livres, levando a morte do parasito (WANG et
al., 2010).
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Artemisinina Dihidroartemisinina: R=H
Arteméter: R = Me
Artesunato: R = -CO-CHz-CHZCO2

Figura 8 - Formula estrutural da artemisinina e seus derivados. Fonte: BURROWS et al., 2014
(adaptado).

A artemisinina é considerada um excelente esquizonticida sanguineo. Sua
acdo estende-se também a diminuicdo do niamero de gametdcitos no sangue e a
reducdo da transmissao por individuos infectados, que leva a diminuicdo das taxas
de transmissdo em areas de baixa endemia. A artemisinina e seus derivados
apresentam atividade antimalarica excepcionalmente rapida; por outro lado, a taxa
de recrudescéncia é alta quando o medicamento é utilizado sozinho. Devido a sua
curta meia-vida, o uso das artemisininas no tratamento da malaria deve ser sempre
combinado com um farmaco de meia-vida longa que remova 0s parasitos restantes,
tal como mefloquina, lumefantrina, amodiaquina. Esse esquema de tratamento é

denominado terapia combinada de artemisinina (Artemisinin Combined Therapy -
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ACT) (ADITYA et al, 2013; BIAMONTE, WANNER e ROCH, 2013; CHENG e
YANSOUNI, 2013).

O isolamento da artemisinina pode ser considerado uma das maiores
descobertas do século XX. No ano de 2015, a pesquisadora chinesa Youyou Tu
recebeu o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia pela descoberta e isolamento da
artemisinina (NOBEL PRIZE, 2015). Durante as ultimas décadas, estes tratamentos
altamente eficazes, juntamente com outras medidas de controle da malaria, tém
contribuido para uma reducéo significativa da carga da doenca em muitas areas do
mundo, incluindo partes da Africa (DONDORP et al., 2011; TU, 2011).

1.2.1 Resisténcia aos antimalaricos

A resisténcia a um farmaco é definida como a capacidade de um parasito
sobreviver e se multiplicar na presenca de concentracdes desse farmaco que
normalmente o destruiriam ou preveniriam a sua multiplicacdo (WHO, 1967). A
resisténcia a quimioterapia € um dos maiores problemas no controle da epidemia de
malaria. A habilidade de adaptacédo de P. falciparum é evidenciada pela rapidez no
desenvolvimento de resisténcia a grande parte dos antimaléaricos utilizados para o
tratamento da doenca. Atualmente, cepas com esta caracteristica estdo espalhadas
por todas as areas endémicas do mundo (SILVA e OLIVEIRA, 2002; FRANCA,
SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

A resisténcia de P. falciparum a CQ foi documentada inicialmente em
partes do sudeste da Asia e da América do Sul no fim dos anos 1950, e foi
generalizada em quase todas as areas com malaria por P. falciparum, na década de
1980 (RIDLEY, 2002; FAROOQ e MAHAJAN, 2004). No Brasil, o primeiro caso de
ineficacia do uso de CQ no tratamento contra malaria por P. falciparum foi registrado
em 1954 e desde entdo se espalhou pela regido Amazénica (COUTO et al., 1995).
As moléculas envolvidas na resisténcia a CQ identificadas sdo o transportador de
resisténcia a cloroquina (Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter —
PfCRT) e o transportador de resisténcia a multidrogas tipo 1 (Plasmodium falciparum
multi-drug resistance 1 - PfMDR1). Ambas as proteinas transportadoras sao
expressas na membrana do vacuolo digestivo e estdo envolvidas no transporte de
drogas por essa membrana (COWMAN et al., 1991; BRAY et al., 1998).
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Em 1989 foi registrado o primeiro caso de resisténcia de P. vivax a CQ,
em Papua Nova Guiné (RIECKMANN, DAVIS e HUTTON, 1989). Cepas de P. vivax
CQ-resistente ja foram relatadas no Sudeste da Asia e América do Sul (BAIRD,
2004), inclusive no Brasil (ALECRIM, ALECRIM e MACEDO, 1999). O surgimento de
resisténcia em P. vivax parece estar relacionado a mutacdo no gene pvmdrl que
codifica transportador analogo a PIMDR1 (SUWANARUSK et al., 2007).

A resisténcia aos antifolatos, que passaram a ser utilizados em
substituicdo a CQ no tratamento de malaria resistente, surgiu no final dos anos
1970, limitando o seu uso (FERRARONI e HAYES, 1979). A resisténcia a estes
compostos esta principalmente relacionada a mutacdes em genes que codificam as
enzimas alvo em P. falciparum (FOOTE, GALATIS E COWMAN, 1990; WANG et al.,
1995). Com o surgimento de novos compostos antimalaricos, surgiram também
novos mecanismos de resisténcia dos parasitos a estes farmacos.

Falhas no tratamento com ACT foram relatadas inicialmente em 2008, na
fronteira entre Tailandia e Camboja, sugerindo o possivel surgimento de cepas
resistentes a este tratamento (NOEDL et al., 2008). A diminuigdo da susceptibilidade
do P. falciparum ao tratamento com ACT ja € encontrada em grande parte do
Sudeste Asiatico, o que agrava preocupacdes acerca da eficacia no tratamento

antimalarico preconizado (TUN et al., 2016).

1.3 BUSCA POR NOVOS ANTIMALARICOS

O problema de saude global que a maléaria representa, ainda nos dias
atuais, esté principalmente relacionado a falta de uma vacina eficaz para prevenir a
doenca e ao desenvolvimento de resisténcia pelo Plasmodium aos antimaléricos
disponiveis. Portanto, a necessidade de se obter novos antimalaricos,
preferencialmente com novos mecanismos de acgdo € urgente e eminente (RIDLEY,
2002; FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008; VAROTTI et al., 2008).

Uma estratégia interessante para descoberta de novas drogas é atraves
da pesquisa da existéncia de atividade antimalarica em classes de drogas utilizadas
no tratamento de outras doencas (NZILA et al., 2010). Um bom exemplo € a ja citada
pirimetamina, que foi inicialmente sintetizada para ser usada como anticancerigeno
e posteriormente teve sua atividade antiplasmodial descoberta (KITCHEN, VAUGHN
e SKILLMAN, 2006; ZHENG et al., 2013). O processo de busca por novos farmacos
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torna-se ainda mais interessante se os compostos forem de sintese facil e barata,
visto que a doenca acomete, na maioria dos casos, populacdes de baixa renda
(KEITH et al., 2005; VALE, MOREIRA e GOMES, 2005; CASAGRANDE et al.,
2008). Neste contexto os triazbis tém ocupado um papel importante na quimica
medicinal por serem de facil obtencdo, apresentarem-se estaveis a degradacao
metabdlica e possuirem um elevado momento de dipolo, sendo capazes de realizar
ligacdo ao hidrogénio, podendo atuar favorecendo a ligacdo de moléculas em alvos
biomoleculares (CORRALES et al., 2011; DUAN et al., 2013; HAMANN et al., 2014).
Triazbis sdo compostos que associados a outras moléculas apresentam diversas
atividades bioldgicas comprovadas, como antifungicos (AHER et al., 2009),
antibacterianos (DEMARAY et al, 2008; WANG, WAN e ZHOU, 2010),
antirretrovirais (WHITING et al., 2006; GIFFIN et al., 2008), antituberculosos (COSTA
et al., 2006; PATPI et al., 2012), anti-inflamatérios (SIMONE et al., 2011) e atividade
antineoplasica (DUAN et al., 2013).

Estudos ja realizados por Corrales et al., 2011 e Soares et al., 2013
demonstram atividade antimalérica e leishmanicida de compostos associados a
1,2,3-triazol. Os promissores resultados obtidos nesses trabalhos levaram a sintese
de novas moléculas contendo triazois que foram testadas no presente estudo para a

avaliacdo de sua potencial atividade antimalarica.
1.3.1 Triazois

Os triazdis sao anéis heterociclicos de cinco membros, substituidos com
trés &tomos de nitrogénio. 1,2,3-triazol (Figura 9) é uma estrutura presente em uma
diversidade de farmacos e, muitas vezes, corresponde a parte da molécula

responsavel pela sua atividade biolégica, sendo o grupo farmacoférico (WHITING et

al., 2006).
(\ \H
/

N—N

Figura 9 - Estrutura de 1,2,3-triazol. Fonte: Propria autora.

A atividade antimalarica de derivados de 1,2,3-triaz0is ja foi demonstrada
por diversos autores (BAKUNOV et al., 2010; SINGH et al., 2011; HAMANN et al.,
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2014; BOECHAT et al., 2014). Acredita-se que os triazéis possam atuar de
diferentes formas (PATIL et al., 2010; MCCONVILLE et al., 2015; SANTOS et al.,
2016). Um alvo de acdo extensamente estudado para 1,2,3-triazol em Plasmodium &
a enzima lactato desidrogenase plasmodial (pLDH) (CAMERON et al., 2004;
GRANCHI et al., 2010; PENNA-COUTINHO et al., 2011). Devido a sua semelhanca
estrutural com NADH, acredita-se que 1,2,3- triazol se liga no sitio de acdo da
enzima, impedindo a ligagdo do seu cofator. A enzima LDH atua na fase final do
processo glicolitico, convertendo piruvato em lactato, responsavel pela geracédo de
energia para o parasito. A ligacao de 1,2,3-triazol no sitio de acao leva a inibicdo da
enzima, podendo levar a morte do parasito (WINTER et al., 2003; GRANCHI et al.,
2010; PENNA-COUTINHO et al., 2011).

Além disso, a pLDH pode ser considerada um interessante alvo de acdao,
pois possui grande diferenca estrutural com a enzima em humanos, demonstrando
especificidade de possiveis compostos que possam atuar na LDH de Plasmodium
(READ et al., 2001; OLIVEIRA e FRANCA, 2011).
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2.  JUSTIFICATIVA

Apesar da reducdo de cerca de 50% no numero 6bitos por malaria nos
altimos 15 anos, o numero de mortes pela doenca ainda mostra grande impacto na
saude publica mundial, se aproximando de meio milhdo de 6bitos anuais (WHO,
2016).

A falta de uma vacina efetiva para malaria, a dificuldade de controle do
vetor da doenca e o surgimento de resisténcia por parte dos plasmoédios aos
antimalaricos disponiveis, inclusive o mais recente surgimento de resisténcia ao ACT
(NOEDL, 2008), geram grande preocupacao acerca do futuro do tratamento contra a
malaria.

Antimalaricos eficazes, apropriados e seguros, ainda S80 necessarios
para solucionar os problemas decorrentes do desenvolvimento da multirresisténcia
dos parasitos aos medicamentos em uso (RIDLEY, 2002). Portanto a busca de
compostos ativos contra o0 parasito € uma estratégia promissora no desenvolvimento

de novos farmacos, sendo o objetivo central do presente estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a citotoxicidade e atividade antimalarica de compostos derivados de

1,2,3-triaz6is, usando modelo murino de infecgao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a fisico-quimica dos compostos testados de acordo com o0s parametros
estipulados na regra dos cinco de Lipinski.

e Avaliar o potencial citotéxico in vitro dos compostos derivados de 1,2,3-triazéis
utilizando macrofagos peritoneais murinos.

e Avaliar o potencial citotéxico in vitro dos compostos derivados de 1,2,3-triazéis
por teste de hemolise utilizando eritrécitos humanos.

e Avaliar a atividade antimalarica de compostos derivados de 1,2,3-triazd0is através
de testes in vivo utilizando camundongos infectados com P. berghei e a atuagéo
destes compostos no prolongamento da sobrevida dos camundongos.

e Avaliar o possivel alvo de acdo dos compostos através de estudos de docking

molecular.
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1 COMPOSTOS QUIMICOS ANALISADOS

Os compostos derivados de 1,2,3-triazdis 1,4-dissubstituidos e sais
derivados de 1,2,3-triazéis 1,3,4-trissubstituidos foram cedidos pelo Prof. Dr. Adilson
David da Silva do Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal de Juiz de Fora. As nomenclaturas, estruturas quimicas e
cédigo atribuido a cada um deles se encontram relacionados na Tabela 1.

4.1.1 Solubilizagdo dos compostos para testes in vivo

Para realizacdo dos ensaios in vivo, 0s compostos foram solubilizados de
acordo com suas propriedades quimicas. Os compostos-teste foram diluidos em
agua + DMSO (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, EUA) a 5% e a CQ (Sigma-Aldrish, St.
Louis, MO, EUA) em agua. A concentracao utilizada para o teste foi de 10 mg/Kg,
sendo a mesma concentragdo utilizada para a CQ. Todas as solugdes foram
preparadas no dia da realizacdo do experimento.

4.1.2 Solubilizagdo dos compostos para testes in vitro

Os compostos foram diluidos em DMSO (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO,
EUA) estéril para a obtencéo de solucbes a 0,3 M, em seguida foi realizada dilui¢cao
em agua estéril, obtendo solucdes de 3 mM. Estas solucdes foram diluidas em
placas de 96 pocos, por diluicdo seriada obtendo concentracdes de 150 uM a 0,07
HM.
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Tabela 1 — Estrutura e classificacdo quimica dos compostos derivados de 1,2,3-triazol.

Cdédigo Estrutura Classificagdo quimica
P N N NN ; i
Composto (1) . 7 h Derivado de 1,2,3-triazol 1,4-
N==N dissubstituido
Composto (2) HOA@N Derivado de 1,2,3-triazol 1,4-
NN dissubstituido
TS
HO /
Composto (3) g8=g Sal derivado de 1,2,3-triazol
j 1,3,4-trissubstituido
/\(\N/\/\/\/\/\
Composto (4) HO N:N/ Sal derivado de 1,2,3-triazol
A 1,3,4-trissubstituido
2 N N NN . _
Composto (5) HO / Sal derivado de 1,2,3-triazol
N=—7N
/" ae® 1,3,4-trissubstituido
A(\N/\/\/\/\/\
HO /
Composto (6) @N)B=g Sal derivado de 1,2,3-triazol
j 1,3,4-trissubstituido
Composto (7) HO héiN/ Sal derivado de 1,2,3-triazol
/e 1,3,4-trissubstituido
A@N/\/
HO' /
Composto (8) ;)g Sal derivado de 1,2,3-triazol
C
5 1,3,4-trissubstituido
Mm/\/
HO
_/
—N
Aco® Sal derivado de 1,2,3-triazol

Composto (9)
1,3,4-trissubstituido

4.2 ANALISE DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS in silico

Foram analisadas as propriedades fisico-quimicas relativas a absorcéo e
permeabilidade estimadas a partir da aplicacdo da regra de Lipinski baseada em
quatro parametros. Foi utilizado o software Molsoft L. L. C. disponivel no site

www.molsoft.com para a realizagéo dos célculos.
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A regra de Lipinski, também conhecida como regra dos cinco (Rule of
Five), foi desenvolvida por Lipinski e colaboradores em 1997. A regra tem como
objetivo estimar a solubilidade e permeabilidade de farmacos administrados por via
oral, predizendo a influéncia da estrutura quimica na absor¢cdo de um composto.
Segundo Lipinski, os critérios a serem analisados sdo: a massa molecular, que deve
ser menor ou igual a 500; o log P, cujo valor ndo deve ultrapassar 5; grupos
doadores de ligacao de hidrogénio, devendo ser menor ou igual a 5 (expresso pela
soma de OH e NH na molécula) e grupos de aceptores de ligacdo de hidrogénio,
menor ou igual a 10 (expresso pela soma de atomos de N e O) Compostos que
obedecem a trés desses quesitos seguem a regra de Lipinski. (LIPINSKI et al.,
2001).

4.3 TESTES DE TOXICIDADE in vitro

4.3.1 Citotoxicidade em macréfagos

Para verificar a citotoxicidade in vitro foram utilizados macréfagos
peritoneais de camundongos Suicos estimulados com 2 mL de tioglicolato (Himedia,
Mumbai, india) a 4%, 72h antes da realizacdo do teste. A extracdo dos macrofagos
foi feita realizando-se lavado peritoneal com a manutencédo das células em solucdo
de PBS e em gelo. Apés centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em meio
RPMI-1640 (Cultilab, Campinas, SP, BR) suplementado com soro bovino fetal (SBF)
(Cultilab, Campinas, SP, BR) 10% e 10° células foram adicionadas em cada poco,
em uma placa de cultivo de 96 pocos. Apos a adicdo dos compostos nas diferentes
concentracdes em volume de 10 pL por poco, as células foram mantidas em estufa a
37° C, 5% de CO,. Apds 72 horas de incubacédo, a viabilidade dos macréfagos foi
determinada pelo método colorimétrico do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil
tetrazélico (MTT; Sigma, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), adicionando-se
10uL de MTT (5mg/mL) por poco. Decorridas 2 horas, a reacao foi interrompida com
alcool isopropilico acidificado com HCI 0,4% a um volume de 100 pL por pogo. A
absorbancia foi medida a 570 nm em espectofotbmetro (SPECTRAMAX 190,
Molecular Devices) (MOSSMANN, 1983). Os compostos foram testados em
duplicata, e foram realizados trés experimentos independentes para cada composto.

A citotoxicidade foi expressa pela razdo: leitura obtida nos pogos com células
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expostas aos compostos / leitura dos pocos controle que ndo foram incubados com
compostos x 100. A concentracdo dos compostos que promoveu a morte de 50%
das células da cultura celular (CCs) foi calculada utilizando o software GraFit versao
7.0.2.

4.3.2 Teste de hemdlise

Outro parametro para avaliar a toxicidade dos compostos utilizou a
analise do potencial hemolitico dos compostos. O teste de hemodlise foi realizado
com descrito por Wang et al. (2010). Eritrocitos humanos foram diluidos em PBS
obtendo uma suspensdo a 1%. A suspensdo de eritrocitos foi distribuida em
microtubos previamente identificados, a um volume de 180 pL. Os compostos foram
adicionados nos microtubos nas concentracdes obtidas pela diluicdo seriada a um
volume de 20 pL obtendo, para cada composto, concentragdes finais de 0,07 a 150
HM. Uma solucao de saponina (Sigma-Aldrish, St Louis, MO, USA) a 1% foi utilizada
como controle positivo do teste, pela capacidade de gerar 100% de hemdlise. A
suspensao de hemacias a 1% foi utilizada como controle negativo, por ndo gerar
hemdlise. Os microtubos foram entdo encubados por 12 horas a 37°C.
Posteriormente foram centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos (Thermo Scientific
Haraeus Megafuge 16R) e seus sobrenadantes transferidos para uma microplaca de
fundo chato. Cada concentracdo dos compostos foi avaliada em duplicata e foram
realizados trés experimentos independentes para cada composto. A leitura foi
realizada a 540nm em espectrofotometro (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices).

A taxa de hemolise das amostras foi calculada como:

Leitura média dos compostos — leitura média do controle negativo

% Hemolise = ( ) x 100

Leitura média do controle positivo
4.4 TESTES in vivo
4.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos suicos outbred fémeas, pesando entre

26g = 2 g obtidos do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob processo aprovado no Comité de Etica no Uso
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de Animais numero 041/2014-CEUA e 042/2014-CEUA. Os animais receberam agua
e racao propria para roedores ad libidum.

4.4.2 Manutencéo da cepa de Plasmodium berghei

Foi utilizada a linhagem de P. berghei NK 65, mantida semanalmente
através da passagem de camundongos infectados para camundongos sadios. O
procedimento foi realizado através da retirada de sangue por veia caudal de um
camundongo previamente infectado. Gotas desse sangue foram diluidas em 2 mL de
tampéo fosfato salino (Phosphate Buffered Saline — PBS) e 0,2 ml do preparado foi
inoculado por via intraperitoneal (i.p.) em um camundongo sadio. Quando era
atingida uma parasitemia ideal, o sangue do camundongo ja estava apto para ser

utilizado nos experimentos.
4.4.3 Teste da atividade antimalarica in vivo

Os compostos foram testados in vivo em camundongos infectados com as
formas sanguineas do parasito P. berghei. O procedimento foi realizado baseado no
teste supressivo de Peters (PETERS, 1965), com algumas modificacdes.
Camundongos foram inoculados com 1 x 10° eritrécitos infectados por via i.p. Os
animais foram divididos ao acaso em grupos de cinco e 0s grupos-teste receberam a
droga, por via oral, durante quatro dias consecutivos a partir do dia da infeccdo. Um
grupo foi separado para controle negativo, tratado somente com agua + 5% de
DMSO, e outro para controle positivo, tratado com CQ na mesma dose dos

compostos teste (10mg/Kg).

4.4.4 Contagem da parasitemia

A parasitemia foi avaliada nos 5°, 7°, 9° e 12° dias apés a infecgéo
através da contagem dos parasitos em esfregacos sanguineos, fixados por metanol
e corados com Giemsa, observados em microscopio optico, utilizando objetiva de
imersdo a 1.000 X. A parasitemia foi determinada pela porcentagem de hemacias

infectadas usando como universo a quantidade de heméacias totais que variou de
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acordo com uma estimativa inicial de parasitemia: <5%: 4 mil hemacias; 5-10%: 3
mil; 10-15%: 2 mil; 15-20%: 1.500; >20%: 1mil.

A solucéo de coloracéo foi obtida pela adicdo de 5 gotas de Giemsa puro
em 1 mL de 4gua tamponada. Apos trinta minutos as laminas foram colocadas para

secar e posteriormente examinadas ao microscopio.

4.4.5 Avaliagdo da atividade antimalérica

A atividade da substancia-teste foi avaliada através da média das
parasitemias por grupo. A inibicdo da multiplicacdo do parasito (IMP) no grupo
tratado em comparagcdo com o grupo de controle negativo foi calculada pela

expressao:

%IMP = x 100

(A—-B)
A

na qual A é a média da parasitemia no grupo de controle negativo e B é a
média da parasitemia no grupo teste. O resultado é expresso em porcentagem de
inibicdo da multiplicagdo do parasito (CARVALHO et al., 1991; ANDRADE-NETO et
al., 2003).

4.5 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR

Os estudos de docking molecular foram realizados em parceria com a
prof2 Dra. Priscila V. Z. Capriles Goliatt, do Departamento de Ciéncia da

Computacdao, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Juiz de Fora.
4.5.1 Modelagem tridimensional da enzima pLDH

O template 10C4 para a construcao tridimensional da enzima LDH de P.
berghei foi obtido através do Protein Data Bank (PDB). A estrutura 3D de
homotetramero da enzima foi gerada através de um script do programa PyMOL
versao 1.4.1. A estrutura da enzima utilizada neste trabalho foi preparada utilizando

o pacote 9.3.5 do Schrodinger Maestro, com o PrepWizard versao 4.0.518.
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4.5.2 Construcao de caixas por simulacdo de docking molecular

A grid foi construida usando o programa GLIDE versdo 5.8.518. O
tamanho da grid para a enzima foi 36A (22 A externo, 14A interno) e centrada entre
a histidina 182 e um dos anéis de NAD, localizado no sitio ativo. As coordenadas da
grid para pLDH sé&o X = 23,89, Y = 20,69 e Z = 38,95.

2.5.3 Preparacéao dos ligantes

Os compostos ligantes foram preparados utilizando o pacote 9.3.5 do
Schrodinger Maestro, com o programa Ligprep verséo 4.0.518.

2.5.4 Docking

O docking molecular entre os compostos e a pLDH predita foi feito usando
o pacote 9.3.5 da Schrodinger Maestro e a ferramenta AutoDock Vina verséo 1.1.2.
O programa PyMOL versédo 1.4.1 foi usado para visualizacdo das imagens com alta

resolugéo.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad
Prism 5 (GraphPad Inc, EUA). Para caracterizar a distribuicdo dos dados, foi
utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para andlise dos testes in vivo, foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparacao entre duas amostras
independentes. Resultados de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
diferentes.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS in silico

A avaliagdo dos compostos de acordo com a regra dos cinco de Lipinski
colabora com a analise das propriedades fisico-quimicas dos compostos, mostrando
se estes podem representar uma possivel boa droga. A regra dos cinco de Lipinski
calcula, a partir da estrutura quimica dos compostos, parametros que indicam se os
compostos apresentam boa absorcéo oral. Os parametros avaliados séo coeficiente
de particdo calculado octanol / dagua (Log P) que deve ser <5, massa molecular
(M.M.) <500, numero de atomos aceptores de ligacdo de hidrogénio (HAB) <10 e
namero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio (HDB) <5. Compostos que
apresentam menos de 2 violacfes a esses quesitos seguem a regra de Lipinski.

A Tabela 2 mostra que todos os compostos avaliados seguiram a regra

dos cinco, indicando serem interessantes para avaliacao de suas atividades in vivo.



Tabela 2 - Previsao tedrica da solubilidade e permeabilidade de derivados de 1,2,3-triazdis.
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Composto ng M.M. HAB ~ HDB vig:;gges
<5 (500)  (<10)  (<5) )
P N N N2
) Ho/\@” 334 239357 3 1 0
N=—7N
) A@ 430 267,410 3 1 0
/%NM
HO _/
3) )/@”3;2 239 278,189 2 1 0
A(\’\‘/\/\/\/\/\
@ \— 437 381,297 2 1 0
A
/%NNW\A
G " \ ./ 327 313436 4 1 0
/QAcOe
M/\/\/\/\/\
HO .
(6) )/gB,e 528 362,349 2 1 1
(7) /e 7,26 465455 2 1 1
NN
HO /
®) /(%;S 085 243303 4 1 0
7NN
HO
g
Aco®
9) 133 257,329 4 1 0
P N N N2
co Ho/\@/“ 454 319,88 4 1 0

N—/—N

* Todos os célculos foram realizados através do programa Molsoft L. L. C.



5.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE in vitro

5.2.1 Citotoxicidade em macrofagos
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Os sais testados neste estudo apresentaram certo grau de toxicidade,

como mostra a Tabela 3, principalmente os compostos (3), (4), (6) e (7). Estes

compostos apresentam haleto (Br ou I) na estrutura de suas moléculas, diferente

dos compostos que apresentaram valores menores de CCsp, que possuem em sua

estrutura um grupo acetoxi (AcO).

Tabela 3 - Atividade citotoxica de derivados de 1,2,3-triazéis utilizando macrofagos peritoneais
murinos, avaliada no ensaio de MTT.

Composto CCsg (UM) (média = DP)
P N NG N2
(1) HO%N 54,07 + 0,33
N=—7N
) o /: 7 >150,00
Z N/\/\
HO /
3) )/ S, © 10,69 + 1,57
/ N/\/\/\/\/\
HO
(4) \— 0,454 + 0,17
/€ e
/ N/\/\/\/\/\
(5) Ho _/ 105,66 + 5,58
/8
C
7 /N/\/\/\/\/\
(6) )/ O © 0,138 + 0,04
AN,
@) A@ 5,29 + 1,60
AR
A@m/\/
HO /
N=—™N
(8) >150,00

9)

103,92 + 7,36
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CQ >150,00

DP: desvio padrao

5.2.2 Teste de hemolise

Salt triazole derivative Os sais testados neste estudo apresentaram certo
grau de toxicidade, como mostra a Tabela 3, principalmente os compostos (3), (4),
(6) e (7). Estes compostos apresentam haleto (Br ou I) na estrutura de suas
moléculas, diferente dos compostos que apresentaram valores menores de CCsy,
gue possuem em sua estrutura um grupo acetoxi (AcO).

Outra forma de avaliar a toxicidade in vitro dos compostos foi realizada
através da andlise da capacidade dos compostos de hemolisar heméacias humanas
nao infectadas. O composto (7) demonstrou pronunciada a¢cdo hemolitica, com valor
de concentracdo hemolitica para 50% das células (CHsp) de 30,08 + 1,07 uM
(Tabela 4). J& os demais compostos, incluindo a CQ, exibiram porcentagem de
hemdlise inferior a 10%, até na maior concentracdo testada (150 uM), como
mostrado na Figura 10.

Tabela 4 - Atividade hemolitica de derivados de 1,2,3-triazois utilizando eritrocitos humanos em
ensaio de hemolise.

Composto CHso (UM) (média = DP)
/\/\/\/\/\
@ Ho%“ >150,00
N=—/N
®) ad >150,00
NN

3 j g © >150,00

@) " . >150,00
/e
/ N/\/\/\/\/\
(5) Ho \ ./ >150,00
/" pec®

(6) )/@Br ° >150,00
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HO / h
@) /%:.g/ 30,08 + 1,07
ad e
HO'
N=N/
(8) j © pec® >150,00
i
HO
=
©
9) A0 >150,00
CQ >150,00
DP: desvio padrao
& CQ
(1)
g -+ (2)
o -+ 3
é - (4
g - (5
& (6)
& (7)
- (8
0 25 50 75 100 125 150 - (g)

Concentragdo dos compostos (pM)

Figura 10 - Atividade hemolitica dos derivados de 1,2,3-triazol e CQ, nas concentra¢des de 4,7; 9,4;
18,7; 37,5; 75 e 150 uM, frente a hemacias humanas nao infectadas. Resultado representado em

média + desvio padréo.

5.3 TESTES in vivo

5.3.1 Avaliacéo da atividade antimalarica

Todos os compostos testados apresentaram uma reducdo da parasitemia

estatisticamente significativa se comparados ao controle negativo do experimento,

com excecao do 12° dia para todos os compostos (Figura 11).
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Figura 11 — Média das parasitemias nos grupos tratados com sais derivados de 1,2,3-triazéis 1,3,4-
trissubstituidos, nos dias pés-infeccdo. n = 5 camundongos por grupo (exceto grupo do composto (9)

onde n = 4 camundongos). * p < 0,05.



48

Para avaliar a atividade dos compostos utilizou-se como parametro a
inibicdo da multiplicacdo do parasito (IMP), que considera o valor de parasitemia do
grupo controle negativo (H,O + DMSO 5%) em relacdo aos grupos-teste (Tabela 5).
Grupos de compostos-teste que obtiveram valores de supresséo superiores a 30%
foram considerados ativos como antimalaricos (KRETTLI, ADEBAYO e KRETTLI,
2009).

Tabela 5 - Inibicdo da multiplicacéo do parasito nos grupos de camundongos tratados com derivados
de 1,2,3-triaz6is na dose de 10 mg/Kg.

Inibicdo da multiplicacdo do parasito (%) /
Dias ap6s infecg¢ao

Composto?®
5° 7° 9° 120

CQ 91,92* 94,67* 76,40* 25,10

1) Ho/\m 6395* 56,70+  60,83* 0,00

N—/—N
Z
2 = 51,07 5395  36,46* 0,00
/ N/\/\
HO _/
3) )/g;g 51,64 56,72  60,18* 0,00
7 N/\/\/\/\/\
HO /
(4) 5 e 73,82* 46,89* 63,18* 0,00

" _/ 67,70* 71,80* 68,41* 0,00
(5) P
AcOe
2 N N N NN
HO _/
(6) )/ Co 76,82* 81,07* 74,55* 29,65
©) /e 57,94 49,15* 69,86* 0,00
/\(\N/\/
HO /
N=—N

(®) )/ ® aec® 48,92* 42,46* 45,51* 0,00
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- AcC 45,42+ 47,45+ 43,23+ 0,00

%n = 5 camundongos por grupo (exceto grupo do composto (9) onde n = 4 camundongos).
* p < 0,05 em relacéo ao controle negativo.

Os valores de inibicdo da multiplicacdo do parasito mostram que todos 0s
compostos foram ativos no 5°, 7° e 9° dias poés-infeccdo. Os compostos (1), (4), (5) e
(6) apresentaram notaveis valores de IMP, sendo superior a 50% na maioria dos
casos, chegando a supressdo de parasitemia em torno de 60% no primeiro dia
avaliado (Figura 12). Todos estes compostos tem em comum uma cadeia composta
por 10 &tomos de carbono ligada a posicdo 1 do anel triazélico, podendo esta
estrutura da molécula estar relacionada a uma melhoria na atividade dos derivados
de 1,2,3-triazois.

Dos compostos que apresentam uma cadeia formada por 10 carbonos na
posicdo 1 do anel (4), (5) e (6) demonstraram melhor atividade antimaléarica. Estes
compostos sao sais derivados de 1,2,3-triazés, diferente do composto (1) que néo é
um sal, indicando que aparentemente os sais tem melhor atividade. Dentre os sais
derivados de 1,2,3-triaz6is destaca-se 0 composto (6) como mais ativo, que se difere
dos demais devido a presenca de um atomo de bromo (Br) em sua estrutura.

Os compostos (2) e (7) possuem cadeia ligada a posicdo 1 do anel mais
longas, com 12 e 16 atomos de carbono respectivamente. O composto (7) se
mostrou mais ativo que (2). Os valores superiores de supressao da parasitemia de
(7) em relacdo a (2) pode estar relacionado ao maior nimero de carbonos ligados ao
anel, além de (7) ser um sal, o que pode também influenciar na sua melhor

atividade.
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Figura 12 - Supresséo da parasitemia dos camundongos infectados com P. berghei e tratados com
derivados de 1,2,3-triazéis e com CQ. n = 5 camundongos por grupo (exceto grupo do composto (9)
onde n = 4 camundongos).

Os derivados de 1,2,3-triazbis (3), (8) e (9) apresentam uma cadeia
carbonica ligada a posicdo 1 do anel mais curta que os demais derivados, com 4
atomos de carbono no composto (3), e 3 &tomos de carbono nos compostos (8) e
(9). Dentre estes compostos (3) apresentou-se mais ativo, podendo sua melhor
atividade estar relacionada com uma cadeia carbénica mais longa ligada a posicéo 1
do anel que os demais. Além disso, a presenca do bromo na estrutura do composto
pode também estar favorecendo a atuacao antiplasmodial do composto.

(8) e (9) sédo os derivados que demonstraram menor atividade, dentre
todos os compostos avaliados, o que reforca a ideia de que cadeia carbénica mais
longa esta relacionada com o aumento da atividade antimalarica de derivados de
1,2,3-triazéis.

5.3.2 Sobrevida

Os compostos testados ndo apresentaram significativo aumento da meédia
de sobrevida dos camundongos quando comparados ao controle negativo (Tabela
6). Apesar dos compostos terem apresentado atividade contra P. berghei nos
primeiros dias avaliados, no Ultimo dia ndo se mostraram ativos. Essa perda de
atividade dos compostos e aumento da parasitemia pode ter possivel relagcdo com a

falta de atuacdo no prolongamento do tempo de vida dos camundongos, quando
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comparados ao controle negativo. Além disso, a dose dos compostos, utilizadas no

tratamento, pode ter sido insuficiente para promover a cura e aumento na sobrevida

dos animais.

Tabela 6 — Sobrevida dos camundongos infectados por grupo.

Dias p6s-infeccdo (nimero de animais vivos/namero total de animais

no grupo)
Composto® 12 15 18 21 23 25 27 30
H,O0+DMSO 5/5 5/5 4/5 2/5 2/5 2/5 2/5 2/5
CQ 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 3/5 3/5 1/5
(1) 5/5 5/5 4/5 4/5 2/5 2/5 2/5 2/5
(2) 5/5 5/5 2/5 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5
3) 5/5 5/5 4/5 4/5 4/5 3/5 3/5 3/5
(4) 5/5 5/5 3/5 2/5 1/5 1/5 1/5 1/5
(5) 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 3/5 3/5
(6) 5/5 5/5 2/5 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5
@) 5/5 5/5 3/5 3/5 2/5 2/5 1/5 1/5
(8) 5/5 5/5 4/5 3/5 3/5 3/5 3/5 3/5
(9) 4/4 4/4 3/4 2/4 2/4 2/4 2/4 2/4

%n = 5 camundongos por grupo (exceto grupo do composto (9) onde n = 4 camundongos).

5.3 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR

A partir do programa PyMOL, versdo 1.4.1, foi gerada a imagem da

estrutura tridimensional da enzima LDH de P. berghei (PbLDH), em conformacéo de

homotetramero, mostrada na Figura 13.
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Figura 13 - Estrutura tridimensional da enzima LDH de P. berguei contendo o substrato oxamato e
cofator NAD, obtidos pelo programa PyMOL verséo 1.4.1.

Os compostos que apresentaram melhor atividade antimalarica in vivo foram
selecionados e preparados para serem realizados os estudos de docking molecular,
com o intuito de pesquisar se a enzima acima poderia ser o alvo de agao desses
compostos.

Um docking inicial com a enzima contendo o cofator NAD em seu sitio
catalitico mostrou que os compostos apresentaram baixa afinidade ao se ligaram a

PbLDH no sitio selecionado (Figura 14).

NHis 182 46
\ 9
Arg158 R
NAD

Figura 14 - Representagdo grafica do docking molecular entre a PbLDH, o cofator NAD e os
compostos (5), (8) e (9). Figura gerada pelo PyMOL versao 1.4.1.
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Em seguida o docking foi realizado com os compostos (5) e (6), que
apresentaram melhor atividade antimaléarica in vivo, com a enzima sem seu cofator.
Porém os resultados obtidos ndo seguiram como 0 esperado, 0S COMpPOStOs
selecionados apresentaram baixa afinidade de ligacdo com o sitio do NAD. Esta
baixa afinidade de ligacdo pode estar relacionada com o comprimento alongado da
cadeia lateral dos derivados de triazol selecionados. Portanto, foram eleitos os
compostos de cadeia mais curta, (8) e (9), para serem submetidos ao docking
molecular. Os resultados obtidos pelo pacote 9.3.5 da Schrodinger Maestro e a

ferramenta AutoDock Vina versao 1.1.2 sao mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados do docking molecular entre a enzima PbLDH e os compostos (5), (6), (8) e (9).

Maestro AutoDockVina
Composto - —
Glide gscore ~ Affinity -
(kcal.mol'l) Interages cKI(uM) (kcal.mol'l) InteragOes cKI(uM)
Lig H: Proxima a
(5) -0,805 ASP35 256914,64 -4,3 HIS182 704,78
Lig H: Proxima a
(6) -1,335 ASP35 105077,29 -5,4 HIS182 110,09
Lig H: Préxima a
(8) -3,561 H1S182 2454,62 -5,1 HIS182 182,66
ARGY95
Lig H: Lig H:
9) -4,078 ASN127 1024,43 -5,4 ngléz 110,09
SER234

Os resultados mostram que os compostos (8) e (9) parecem apresentar maior
afinidade de ligacdo quando analisados pelo Schrodinger Maestro 9.3.5. Além disso,
o composto (9) apresenta interacdo com dois residuos, His 182 e Arg 95, que
interagem com o NAD. J& os resultados do AutoDock Vina versdo 1.1.2, mostram
gue o0s quatro compostos analisados apresentaram afinidade semelhante,
interagindo com o mesmo ligante. A Figura 15 mostra a interagdo dos compostos
(5), (6), (8) e (9) com a PbLDH .
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Figura 15 - Representacéo do docking molecular entre os compostos e a enzima PbLDH. (A) Composto
(5); (B) Composto (6); (C) Composto (8) e (D) Composto (9). Figura gerada pelo PyMOL versédo 1.4.1.
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6. DISCUSSAO

Um dos principais fatores que dificulta o controle da malaria no mundo € o
surgimento de cepas de Plasmodium resistentes aos farmacos disponiveis
atualmente para o tratamento da doenca. O surgimento da resisténcia aparece
principalmente quando ocorre intensa utilizacdo de um farmaco, administracdo de
concentragdes inadequadas e uso de monoterapias. A existéncia de cepas de P.
falciparum multirresistentes as drogas antimalaricas disponiveis no mercado tem
justificado a incessante busca por novas drogas antimaléricas que sejam eficazes e
com reduzida toxicidade (COUTO et al., 1995; LEE, SEO e CHO, 2013).

Diversas estratégias estdo sendo adotadas para superar o desafio da
resisténcia dos plasmoédios aos antimalaricos, como, por exemplo, uso de terapias
combinadas, desenvolvimento de analogos de drogas existentes e exploracdo de
novos alvos terapéuticos (ROSENTHAL, 2003). O desenvolvimento de drogas
anélogas a farmacos disponiveis no mercado mostra-se interessante ao serem
empregados no tratamento de outras doencas, podendo levar a identificacdo de
novos alvos moleculares com diferentes indicacdes terapéuticas, acelerando a
descoberta de novos antimalaricos (BORISY et al., 2003).

Neste estudo foram testados derivados de 1,2,3-triazois. Essa classe de
compostos apresenta diversas atividades biolégicas descritas. Além disso, trabalhos
realizados anteriormente pelo nosso grupo mostrou que compostos associados a
1,2,3-triaz0is apresentaram atividade contra parasitos da malaria in vivo, que
incentivaram a sintese de novos compostos testados no presente trabalho.

Farmacos de uso oral facilitam a adesédo correta do paciente ao
tratamento, pela praticidade de administracdo, sendo portando a melhor via de
administrac@o para novos antimaléricos. A biodisponibilidade de um farmaco de uso
oral esta intimamente relacionada com a absor¢éo intestinal humana, sendo uma
das principais barreiras a ser ultrapassada para o desenvolvimento de um novo
composto. Essa etapa envolve uma série de fatores bioldgicos e fisico-quimicos, que
se relacionam diretamente aos parametros farmacocinéticos, como distribuicéo,
absorcédo, metabolismo, excrecdo (SUBRAMANIAN et al., 2004).

Um farmaco deve se dissolver e solubilizar no trato gastrointestinal para
gue seja bem absorvido pela membrana intestinal. Portanto, a solubilidade do

composto é importante, ja que uma baixa solubilidade € prejudicial para uma boa
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absorcdo. Outra caracteristica importante no estudo da biodisponibilidade € a
lipofilicidade dos farmacos, que esta associada ao coeficiente de particdo agua/dleo.
Substéncias lipofilicas promovem a passagem pela bicamada lipidica das
membranas celulares, levando o farmaco ao acesso ao seu sitio de acao
(WATERBEEMD e GIFFORD, 2003; HOU et al., 2007).

A previsdo das caracteristicas fisico-quimicas nos estagios iniciais possui
grande importancia no desenvolvimento de candidatos a novos farmacos
(DUCHOWICZ et al., 2007). Neste contexto, a Regra de Lipinski foi aplicada para
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos testados, quanto a
solubilidade e permeabilidade.

Os compostos testados neste estudo seguiram a regra dos cinco, sendo
gue apenas os derivados (6) e (7), violaram um parametro (log P) da regra, estando
ainda dentro dos valores permitidos para o numero de violacbes. Esses dados
demonstram que os compostos selecionados para o estudo parecem possuir boas
propriedades fisico-quimicas relacionadas a biodisponibilidade, sendo favoraveis
para estudos de atividade in vivo.

A avaliacdo da citotoxicidade € essencial na busca de novos farmacos, ja
gue um composto promissor ndo pode apresentar efeitos indesejaveis aos usuarios
(NOGUEIRA e DO ROSARIO, 2010). Para isso foram realizados ensaios de
citotoxicidade (MTT) em macréfagos peritoneais de camundongos Suicos e ensaios
de verificacdo da atividade hemolitica dos compostos em eritr6citos humanos
normais nao infectados, ambos in vitro.

O método MTT, descrito por Pieters e colaboradores (1988), consiste na
avaliacdo da viabilidade celular através do dano mitocondrial, uma vez que a enzima
succinato desidrogenase, presente nessa organela ativa, é responsavel pela
clivagem do sal tetrazdélico (MTT) de coloracdo amarela resultando na formacao de
cristais de formazan, responsaveis pela coloracdo roxa, presente nas células vivas.
Foi utilizada neste ensaio cultura priméaria de macrofagos peritoneais murinos. O uso
de macréfagos peritoneais em murinos € amplamente difundido devido a facilidade
técnica e obtencédo de altas concentracdes celulares, além do baixo custo.

De acordo com o estudo realizado 0os compostos que possuem em sua
estrutura 0s anions Br e I apresentaram se mais citotoxicos no ensaio de MTT.
Esses resultados sdo condizentes com estudos de toxicidade realizados por

Teeyapant et al., (1993), Maines et al., (2006), Cooper (2007) e llin e Nersesyan
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(2013), que demonstram que compostos contendo esses anions se mostraram mais
citotoxicos quando comparados a compostos com auséncia de Bre I'.

Avaliacdo da atividade hemolitica foi outro método utilizado no estudo
para a andlise in vitro da toxicidade dos compostos. A hemdlise pode ocorrer devido
a diversos mecanismos, podendo resultar da formacdo de poros na membrana do
eritrocito, modificando sua permeabilidade ou devido a alteracdo na atividade de
ATPases de sddio, potassio e calcio (HU, KONOKI e TACHIBANA, 1996;
MUKHERJEE e RAJASEKARAN, 2010). Quando ocorre a ruptura de eritrécitos ha
liberacdo de hemoglobina, que pode causar danos em diversos Orgaos vitais tais
como figado, rins e coracdo, quando se encontra livre no plasma. Portanto, é
necessario avaliar a atividade hemolitica para determinacdo da seguranca na busca
por novos compostos farmacolégicos (BEDNARCZUK et al., 2010; DAVANCO et al.,
2014).

Apenas um derivado de 1,2,3-triazol, composto (7), apresentou
capacidade hemolitica, enquanto todos 0s outros compostos se mostraram seguros,
com valores de porcentagem de hemdlise proximos a CQ nas concentracdes de 4,7
a 150 pM analisadas. O composto (7) possui em sua estrutura a cadeia carbonica
mais longa ligada ao anel, apresentando-se mais apolar que os demais compostos.
A presenca de um anel hidrofilico e uma cadeia mais lipofilica que os demais
compostos, podem estar garantindo ao derivado (7) propriedades detergentes e
surfactantes, como a saponina, que levam a lise da membrana de eritrécitos.

Os ensaios de toxicidade sdo preconizados para analise da seguranca na
triagem de novos compostos. Os métodos in vitro tem sido os mais utilizados nos
dias atuais, devido a preocupagdo com O uso extensivo de animais em
experimentacdo (VALADARES, 2006; BEDNARCZUK et al., 2010). O uso de
culturas de células tem se tornado um modelo muito apreciado na avaliacdo de
citotoxicidade de compostos, pois sdo reprodutiveis, sensiveis e rapidos
(BUCKBERRY, 1999).

Apesar de os métodos in vitro apresentarem vantagens em relacéo aos in
vivo, como poder limitar o numero de variaveis experimentais, obter dados mais
facilmente e serem realizados em tempo mais curto, hd o problema da extrapolacéo
dos dados obtidos in vitro para a aplicacdo clinica in vivo. Isso ocorre, pois 0S

compostos administrados passam por processos de solubilizacdo, absorcao,
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metabolismo que nao sao reproduzidos in vitro (ROGERO et al., 2003; MORALES,
2008).

No estudo a maioria dos compostos se mostrou segura em pelo menos
um dos testes utilizados para avaliar a citotoxicidade, com excecéo do derivado (7).
No entanto, como dito anteriormente, ha uma dificuldade de extrapolacdo de dados
de citotoxicidade in vitro para o modelo animal. Os compostos foram entdo avaliados
guanto a sua atividade antimalarica in vivo. O grupo de animais tratados com o
composto (7) quando analisados quanto a sobrevivéncia in vivo, ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao grupo tratado com CQ, medicamento
conhecidamente seguro.

Para a descoberta de novos antimalaricos, a utilizacdo de estudos com
parasito de roedores tem sido um modelo in vivo amplamente utilizado para testes
de atividade farmacoldgica (FERREIRA-DA-CRUZ et al., 2000). Quatro espécies de
parasitos de malaria extraidos de roedores africanos foram adaptadas para o
crescimento em camundongos: P. berghei, P. chabaudi, P. vinckei e P. yoelii
(NOGUEIRA e DO ROSARIO, 2010). As vantagens que levam a utilizacdo do
modelo murino para estes estudos incluem a facilidade de manuseio e de criacdo de
ratos e camundongos em laboratorio, a necessidade de pequena quantidade de
drogas devido ao seu pequeno porte, a utilizacdo de espécies de parasitos que nao
infectam humanos, facil manutencao do parasito e principalmente a eficiéncia nos
testes para a triagem compostos com atividade antimalarica (KRETTLI, ADEBAYO e
KRETTLI, 2009; JIMENEZ-DIAZ et al., 2013).

O uso de testes in vivo apresenta grande importancia na busca por novos
antimalaricos, pois permitem avaliar os processos relacionados a fisico-quimica dos
compostos em organismos Vivos. Nesta metodologia é possivel avaliar fatores como
a depuracdo dos parasitos, detectados por meio de microscopia Otica ou outros
métodos mais sensiveis; 0 tempo gasto entre a Ultima dose da droga e a depuracao
da parasitemia, e a dosagem da droga que depura 0s parasitas como resposta a sua
utilizacdo. Com esses dados, pode-se obter resultados mais fidedignos em
comparacdo com modelos in vitro de avaliacdo da atividade antiplasmodial de
compostos (NOGUEIRA e DO ROSARIO, 2010).

Dentre as espécies de parasitos de roedores, o P. berghei se mostra
muito eficiente para estudos de atividade antimalarica. A infeccdo de camundongos

com esta espécie € um modelo valido para rastrear drogas com potencial uso na
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malaria humana sendo, portanto, o modelo escolhido para o estudo (WHO, 1973;
PETERS, PORTUS e ROBINSON, 1975).

O teste supressivo de quatro dias, descrito por Peters (1965), é o teste
mais utilizado para a avaliacdo da atividade antimalarica de novos compostos, por
se tratar de um teste simples, de facil realizacdo e por apresentar boa
representatividade da atividade dos compostos. No teste supressivo de quatro dias
0S animais sao inoculados com o parasito por via intraperitoneal, tratados
diariamente durante 4 dias consecutivos a partir do dia da infeccdo e depois
examinados quanto a eficacia dos novos compostos, no dia 5 apds infeccéo, por
comparacao das parasitemias, entre animais tratados e néo tratados.

No presente estudo foi utilizado o teste supressivo modificado, pois a
parasitemia dos animais utilizados no experimento foi avaliada ndo apenas no dia 5
apos a infeccdo, mas também nos dias 7, 9 e 12 do experimento. A avalicdo da
parasitemia por um periodo mais prolongado nos permitiu visualizar caracteristicas
fisico-quimicas, como tempo necessario para inicio da acdo e a possivel meia vida
dos compostos. A utilizacdo da via oral para a administracdo do farmaco no estudo
foi escolhida por esta via refletir o modo de utilizacdo dos antimalaricos pela maior
parte da populacao de paises endémicos (RAY et al., 2010).

Com relacao a analise da estrutura-atividade dos compostos derivados de
1,2,3-triaz6is vemos que 0s compostos que apresentaram melhor atividade foram
(), (4), (5) e (6), que possuem em comum a presenca de uma cadeia carbodnica,
ligada a posicéo 1 do anel triazolico, formada por 10 atomos de carbono.

Apesar de serem ativos, 0S compostos que apresentaram menor atividade
foram (3), (8) e (9). Esses compostos apresentam as menores cadeias carbodnicas
ligadas a posicdo 1 do anel, garantindo a essas moléculas menor lipofilicidade, que
pode estar relacionada com uma dificuldade de estes atravessarem a membrana
plasmatica, o que pode dificultar os compostos a chegarem ao seu sitio de acao.

Segundo Pereira (2007) é fundamental que haja um balanco adequado
entre solubilidade em agua e lipofilicidade para que ocorra a absorcdo passiva de
farmacos. Compostos muito  hidrofilicos tendem a apresentar baixa
biodisponibilidade, devido a baixas permeabilidades pelas membranas celulares. A
baixa biodisponibilidade também pode ocorrer em compostos muito apolares que
possuem baixa solubilidade em agua, prejudicando a dissolu¢cado destes compostos

no meio biolégico.



60

Dentre o grupo de compostos que possuem uma cadeia formada por 10
atomos de carbono os sais derivados de 1,2,3-triazdis, (4), (5) e (6) apresentaram
maior atividade que (1), que ndo é um sal. A formacéo de sais aumenta as taxas de
solubilidade e dissolugédo de drogas (BERGE, BIGHLEY e MONKHOUSE, 1977;
SERAJUDDIN, 2007; GLANZNER e SILVA, 2010), melhorando com isso a
biodisponibilidade destes compostos, podendo ser uma possivel explicacdo para
que os sais tenham demonstrado atividade superior.

Os compostos testados neste trabalho n&o foram capazes de prolongar a
sobrevida dos animais tratados, quando comparados ao controle ndo tratado. Este
resultado pode ser explicado pela perda de atividade dos compostos no 12° dia de
experimento, que levou ao aumento da parasitemia dos camundongos e,
possivelmente, a morte dos animais.

Estudos de biodisponibilidade realizados com derivados de 1,2,3-triazéis
mostram que esses compostos apresentam meia vida de cerca de 30h (PEREIRA,
2007). Como a atividade antimalérica foi avaliada até 8 dias (12° dia pds infeccao)
apos a ultima administracdo dos compostos, pode ter ocorrido a excre¢édo destes do
organismo dos camundongos. Além disso, uma das explicacbes pode estar
relacionada com uma dosagem insuficiente dos compostos no tratamento dos
camundongos. A dose utilizada no experimento ndo foi capaz de eliminar todos os
parasitos, fazendo com que 0s poucos parasitos que sobreviveram se
multiplicassem apds o fim do periodo de administracdo dos compostos.

Apesar de consideravel atividade de supressdo da parasitemia pelos
compostos testados, a sua administragcdo nao levou a cura dos camundongos, uma
possivel explicacdo pode ser a necessidade de utilizacdo de tratamentos mais
prolongados ou com doses mais elevadas, que possibilitem a cura dos animais.

De maneira geral o estudo mostrou que todos 0s nove compostos
avaliados demonstraram atividade antimalarica nos dias 5, 7 e 9 apés a infeccao,
apresentando valores de supressao da parasitemia superiores a 30%. Ha relatos na
literatura de que derivados de 1,2,3-triaz6is apresentam diversas atividades
bioldgicas, sendo a atividade antimalarica descrita em varios trabalhos (BAKUNOV
et al.,, 2010; PATIL et al.,, 2010; SINGH et al.,, 2011; BOECHAT et al.,, 2014;
HAMANN et al., 2014; MCCONVILLE et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

Existem alguns possiveis mecanismos ja descritos para atuacado dessa

classe de compostos como antimalaricos. Segundo Patil et al. (2010) compostos
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associados a 1,2,3-triaz0is podem atuar inibindo a enzima histona diacetilase em
protozoarios, como o da malaria, levando a sua morte. Ja McConville et al. (2015),
descreve que carbomil triazéis atuam como potenciais inibidores de serina
proteases, que sdo conhecidas por serem essenciais para o desenvolvimento do
parasito nos estagios eritrocitico e exoeritrocitico. Cameron e colaboradores foram
0s primeiros a descrever, em 2004, a atuacdo de diversos azOis na inibicdo da
enzima LDH de Plasmodium (CAMERON et al., 2004).

A partir dos estudos realizados por Cameron et al. (2004) diversos
estudos surgiram relacionando a atuacdo de triazéis e inibicdo da enzima LDH.
Sugere-se que a acao destes compostos ocorra devido a sua semelhanca estrutural
com NADH, o cofator da enzima, e competicdo de ambos por seu sitio de acéo,
levando a inibicdo da LDH, essencial para a producdo de energia e sobrevivéncia do
parasito (GRANCHI et al., 2010; PENNA-COUTINHO et al., 2011).

Para se determinar o possivel mecanismo de acdo dos compostos
testados foram realizados estudos de docking molecular. Os compostos mais ativos
foram avaliados quanto a sua ligacdo a enzima LDH de P. berghei, espécie utilizada
no presente estudo para avaliacdo da atividade antimalarica em modelo murino.

O docking molecular € um estudo computacional que pode ser utilizado
em diversas fases da concepcao de novas drogas, como na busca por alvos de acéo
(ELOKELY e DOERKSEN, 2013). Os resultados obtidos no docking molecular
mostram que 0s compostos mais ativos apresentaram ligagcdo a um ou dois residuos
do sitio catalitico da enzima de P. berghei. Os compostos apresentaram baixa
afinidade de ligacéo, que pode indicar que estes derivados tém baixa probabilidade
de se ligarem a enzima estudada, indicando que este talvez ndo seja o alvo de acao
destes compostos.

Estudos de docking molecular com novos alvos de acdo devem ser
realizados para se determinar o possivel mecanismo de acdo dos compostos

testados neste estudo.
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7. CONCLUSOES

Andlise das propriedades fisico-quimicas in silico baseada na regra de Lipinski
mostrou que os compostos selecionados para o estudo parecem possuir boas
propriedades fisico-quimicas relacionadas a biodisponibilidade, sendo favoraveis
para estudos de atividade in vivo.

Os compostos (3), (4), (6) e (7) apresentaram citotoxicidade quando avaliados
pelo método MTT, porém apenas o composto (7) foi toxico quando avaliado pelo
ensaio de hemdlise. Embora algumas drogas tenham se mostrado citotdxicas in
vitro, in vivo parecem ndo ser comportarem como toxicas.

Todos compostos testados no estudo apresentaram atividade antimalarica
contra P. berghei NK65 in vivo nos primeiros dias analisados, com valores de
supresséo da parasitemia superiores a 30%.

Os compostos (1), (4), (5) e (6) tiveram os maiores valores de IMP, sendo
superior a 50% na maioria dos casos. Todos esses compostos possuem em
comum a presenca de uma cadeia composta por 10 atomos de carbono ligada a
posicao 1 do anel triazdlico, que pode estar relacionada com a melhor atividade
dos compostos.

A perda de atividade dos compostos no 12° dia pés-infeccdo pode estar
relacionada com o tempo de meia vida e a dose utilizada dos derivados de 1,2,3-
triazol.

Os compostos testados ndo foram capazes de prolongar o tempo de vida dos
animais possivelmente por perda da atividade, podendo indicar a necessidade
de doses mais elevadas ou de tratamentos prolongados.

A LDH parece ndo ser o melhor alvo para os derivados de 1,2,3-triazéis que
mostraram boa atividade antimalarica neste estudo.

Tendo em vista os bons resultados obtidos neste trabalho, os derivados

merecem ser objeto de futuras investigacoes.
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