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RESUMO

Com 247 milhoes de novos casos € 619.000 mortes em 2021, a malaria ainda
permance como um desafio para satde publica em todo o mundo. Na Africa se concentra 96%
dos numeros de casos de malaria e Plasmodium falciparum, considerada a espécie mais
prevalente no continente africano, apresenta resisténcia a diversos antimalaricos. As
Américas, o Pacifico Ocidental, o Sudeste Asidtico e o Mediterraneo Oriental, afetados
principalmente por Plasmodium vivax, também apresentam resisténcia aos medicamentos
antimalaricos utilizados na terapéutica. A busca por novas drogas para o tratamento da
malaria é considerada uma questao emergencial e fundamental para evitar as altas taxas atuais
de morbimortalidade da doenca, uma vez que ha um crescente desenvolvimento e
disseminacdo de parasitos resistentes aos antimalaricos convencionais. Dentre os
medicamentos antimaldricos, aqueles pertencentes a classe dos aminoquinolinicos atuam
inibindo a polimeriza¢do da hemoglobina em hemozoina durante o ciclo de vida sexual do
parasito. Esse estudo tem como objetivo avaliar o potencial antimalarico de 16 novos
compostos aminoquinolinicos sintéticos. As 16 novas drogas sintetizadas foram avaliadas
quanto suas propriedades farmacocinéticas, fisico quimicas, atividadein vitro de
citotoxicidade e atividade antiplasmodial. As mais promissoras in vitro foram, entdo, avaliadas
em modelo animal de infeccdo malarica. Os resultados farmacocinéticos sugeriram boa
absor¢ao e biodisponibilidade oral para as moléculas testadas. Para a molécula mais
promissora, o composto 9, foram realizados estudos de ancoragem molecular, demonstrando
afinidade pelos receptores do vacuolo parasitéforo do parasito, sugerindo mecanismo de agao
similar ao da cloroquina. Foram encontrados resultados satisfatorios do composto 9 para
atividade antiplasmodial in vitro de ICso (0,44 uM/ml), CCso (>100 pM/ml) e dados de indice
de seletividade in vitro da atividade antiplasmodial de 226 (droga padrao cloroquina obteve
152). Os testes in vivo para o composto 9 indicaram boa inibi¢do de multiplicagdo do
parasito até o décimo dia de infec¢ao (31,02%). A interagdo com complexo ferriprotoporfirina
foi investigada por titulacdo espectrofotométrica UV-Vis e seu resultado foi
comparativamente similar ao da cloroquina (Log K do composto = 4,66, Log K cloroquina =
4,97), sugerindo esse provavel mecanismo de acdo. Dados bioquimicos ndo demonstraram
toxicidade para o modelo murino em relagao as doses testadas (15 mg/kg e 50 mg/kg). Em
conclusdo, as moléculas derivadas do anel aminoquinolinico, especialmente o composto 9,
mostram-se promissoras para estudos futuros que objetivam a renovagdo terapéutica, tdo
essencial para o controle da maléria.

Palavras-chave: Malaria. Quimioterapia antimaldrica. Aminoquinolona.



ABSTRACT

With 247 million new cases and 619,000 deaths in 2021, malaria still remains a
public health challenge worldwide. 96% of malaria cases are concentrated in Africa and
Plasmodium falciparum, considered the most prevalent species on the African continent, is
resistant to several antimalarials. The Americas, the Western Pacific, Southeast Asia and the
Eastern Mediterranean, mainly affected by Plasmodium vivax, also present resistance to the
antimalarial drugs used in therapy. The search for new drugs to treat malaria is considered an
emergency and fundamental issue to avoid the current high rates of morbidity and mortality
from the disease, since there is an increasing development and dissemination of parasites
resistant to conventional antimalarials. Among antimalarial medications, those belonging to
the aminoquinoline class act by inhibiting the polymerization of hemoglobin into hemozoin
during the parasite's sexual life cycle. This study aims to evaluate the antimalarial potential of
16 new synthetic aminoquinoline compounds. The 16 new synthesized drugs were evaluated
for their pharmacokinetic, physical-chemical properties, in vitro cytotoxicity activity and
antiplasmodial activity. The most promising in vitro studies were then evaluated in an animal
model of malaria infection.The pharmacokinetic results suggested good absorption and oral
bioavailability for the tested molecules. For the most promising molecule, compound 9,
docking molecular studies were carried out, demonstrating affinity for the receptors of the
parasitophorous vacuole of the parasite, suggesting a mechanism of action similar to that of
chloroquine. Satisfactory results were found for compound 9 for in vitro antiplasmodial
activity of ICso (0.44 uM/ml), CCso (>100 pM/ml) and in vitro selectivity index data for
antiplasmodial activity of 226 (standard drug chloroquine obtained 152). In vivo tests for
compound 9 indicated good inhibition of parasite multiplication up to the tenth day of
infection (31.02%). The interaction with ferriprotoporphyrin complex was investigated by
UV-Vis spectrophotometric titration and its result was comparatively similar to that of
chloroquine (Log K of the compound = 4.66, Log K of chloroquine = 4.97), suggesting this
probable mechanism of action. Biochemical data did not demonstrate toxicity for the murine
model in relation to the doses tested (15 mg/kg and 50 mg/kg). In conclusion, molecules
derived from the aminoquinoline ring, especially compound 9, show promise for future
studies aimed at therapeutic renewal, which is so essential for the control of malaria.

Keywords: Malaria. Antimalarial chemotherapy. Aminoquinolone.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MALARIA NO MUNDO E NO BRASIL

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a malaria ¢ um problema
em saude publica. Dados epidemiologicos recentes indicam que em 2020 houve um aumento
em nimero de casos de maldria em cerca de 12% se comparado ao ano anterior. O aumento
do niimero de casos credita-se principalmente a grande sobrecarga dos servicos de saude
durante a pandemia do coronavirus tanto no continente africano, quanto no resto do mundo.
Entretanto, outros fatores como resisténcia as terapias convencionais e falta de notificacdes
sobre a efetivacdo da terapia antimaldrica também vém contribuindo para esse aumento
(Plowe, 2022; Who, 2022).

A maléria, transmitida pela fémea do mosquito Anopheles infectado, ¢ uma
enfermidade causada pelo protozoario pertencente ao género Plasmodium. As cinco espécies
identificadas como agentes etiolégicos da infeccdo em seres humanos, sdaoPlasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
knowlesi. No entanto, Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax assumem relevancia
clinica preponderante, sendo P. falciparum a espécie mais virulenta e, assim, responsavel pela
maioria das mortes por maldria em ambito global. P. knowlesi, anteriormente exclusivo a
infec¢do de primatas ndo humanos, foi reclassificado como o quinto parasita da malaria
humana apos a identificagdo de seu potencial zoondtico no Sudeste Asiatico. Além disso,
outras duas espécies de Plasmodiumde primatas ndo humanos, Plasmodium simium na
América do Sul e Plasmodium cynomolgi no Sudeste Asiatico, tém sido objeto de
investigacdes devido a subnotificagdo pela semelhanga com outras espécies e a capacidade de
infectar seres humanos (Antinori et al., 2013; Brasil et al., 2017; Alvarenga et al., 2018;
Imwong et al., 2019; Oms, 2020; Singh et al., 2004; Ta et al., 2014).

A Africa é o continente mais impactado pela maléria, sendo a Africa Subsaariana a
regido de maior risco e P. falciparum a espécie prevalente. Criangas com idade entre 6 meses
e 5 anos e mulheres primigestas sdo o grupo mais vulneravel e com maiores chances de
desenvolver a forma grave da doenga. Em 2020, 94% das mortes em todo mundo estavam
concentradas no continente africano, com um total de 228 milhdes de casos, sendo que 67%
correspondem apenas a criangas menores de 5 anos de idade. A figura 1 abaixo ilustra a

incidéncia de casos em malaria no mundo a cada 1000 habitantes, em 2021 (Who, 2021).
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P. vivax ¢ a espécie prevalente que assume fundamental relevancia nas Américas,
Sudeste Asiatico, Pacifico Ocidental, Leste do Mediterraneo e em outros paises, sendo
responsavel por extrema morbidade. Além disso, casos graves e 6bitos vém sendo associados

a essa espécie em todo o mundo, incluindo Brasil. (Greenwood et al., 1987; Who, 2021).

Figura 1 - Mapa da taxa de incidéncia de casos de maldria (casos por 1000 habitantes em
risco) no mundo, 2021

gt A
<32.06
32,06 - 80.80
80.80 - 169.85
169.85 - 245.08
B > 24508

Fonte: Who the world bank (2024).

No Brasil, a transmissdo por P. vivax corresponde a cerca de 89% dos casos
notificados. Entretanto, também ha registro de infec¢dao pelas espécies P. falciparum e P.
malariae, assim como infec¢des mistas. A regido da Amazonia legal brasileira, formada pelos
estados Amazonas, Pard, Acre, Rondonia, Roraima, Tocantins, Maranhdo e¢ Mato Grosso
concentra 99.9% dos casos de malaria no pais. Em 2020 as notificagdes compartilhadas
indicam 145.188 casos da doenca e 44 obitos. Os o0bitos em malaria estdo associados a casos
de infeccdo por P. falciparum e malaria mista (Brasil, 2020; Ministério da saude, 2021). A
figura 2 ilustra a condicdo epidemiologica do pais em 2022, sob a medida de Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA), que denota o numero de casos novos autdctones (excluindo

notifica¢des de recaidas) de malaria por mil habitantes.
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Fora da area endémica, casos autoctones de malaria humana na Mata Atlantica estdo
associados ao Plasmodium simium, o qual demonstra morfologia, imunologia e genética
semelhante aoPlasmodium vivax. A ocorréncia de infec¢des humanas por Plasmodium simium
na regido da Mata Atlantica Brasileira levanta a possibilidade de que este parasita, antes
diagnosticado equivocadamente como Plasmodium vivax devido a caréncia de técnicas de
tipagem molecular, possa ter historicamente infectado seres humanos nessa regido ou
adquirido esse potencial zoondtico em um periodo recente (Brasil, 2017; Coatney et al., 1971;

Collins et al.,1969; Deane et al., 1966; Goldman et al., 1993).

Figura 2 - Risco de malaria por municipio em 2022

Classificagio de Risco - IPA 2022 ~g g v
Sem transmissao S O :
Muito baixo risco i ey

"1 Baixo risco i . :

B Médio risco e ” _ Y

B Alto risco L L B
s 0 500 1.000 km
’ )

Classificagdo da Incidéncia Parasitaria Anual (IPA): Sem transmissao - 0 casos autdctones; Muito baixo risco -
IPA <1 caso,/1.000 habitantes; Baixo risco - IPA <10 casos/1.000 habitantes; Médio risco - IPA <50 casos/1.000
habitantes; Alto risco - IPA =50 casos/1.000 habitantes.

Fonte: Sivep-Malaria e Sinan/SVSA/MS e E-SUS-VS.

1.2 CICLO DE VIDA DO PLASMODIO
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O parasito responsavel pela malaria pertence ao género Plasmodium, da familia
Plasmodiidae e filo Apicomplexa, sendo intracelulares obrigatdrios. Seu ciclo envolve o
mosquito fémea do género Anopheles, onde ocorre a reproducdo sexuada, e um hospedeiro
vertebrado intermediario onde ocorre a reproducao assexuada (Mueller et al., 2009).

Apds o vetor ingerir gametocitos presentes na corrente sanguinea do hospedeiro, a
reproducdo sexuada inicia-secom a fusdo dos gametas masculino e feminino, ocasionando a
fecundacao do zigoto no estomago do mosquito. Posteriormente, o zigoto matura e se torna
movel e alongado, passando a ser chamado de oocineto. A motilidade permite que o oocineto
atravesse a membrana epitelial do estobmago do inseto, encistando-se e formando o oocisto. O
fim desse processo culmina no inicio da esporogonia, que leva a formacdo de esporozoitos.
Essa forma infectante do parasito ¢ transportada da hemolinfa até¢ as glandulas salivares do
mosquito onde ficam alojadas até o repasto sanguineo infectante (Ashley et al., 2018).

Durante o repasto sanguineo do vetor sdo inoculados, juntamente com a saliva do
mosquito, cerca de 15 a 200 esporozoitos sob a derme do hospedeiro vertebrado. Esses
esporozoitos sdo a forma infectante do parasito e se direcionam, através da corrente
sanguinea, para o figado, ultrapassando sua barreira e infectando os hepatocitos. O
reconhecimento dos hepatocitos pelos esporozoitos envolve a interagao de duas proteinas de
superficie: a proteina adesiva relacionada a trombospondina (TRAP), e a proteina
circunsporozoita (CSP),que garante a locomog¢do e também auxiliam na invasao do hepatdcito
via receptores heparam sulfato (Lindner; Miller; Kapp, 2012; Sultan et al., 1997).

Na fase hepatica, o parasito invade a célula hospedeira com a¢ao de micronemas e de
proteinas das roptrias, analogas aos granulos lisossomais de mamiferos (figura 3). O parasito,
por invaginacao na c€lula, gera o vactiolo parasitéforo (VP), apds a remodulagdo de algumas
proteinas do Plasmodium. Dentro do vactolo parasitéforo, o parasito se protege de enzimas
lisossomais do hospedeiro e, por esquizogonia, se reproduz. Essa etapa de reproducdo
assexuada ¢ denominada esquizogonia tecidual ou exoeritrocitica. No figado, as espécies P.
vivax ¢ P. ovale também sdo capazes de desenvolver hipnozoitos, formas latentes que podem
permanecer por semanas, meses ou anos apos o primeiro contato com a infec¢ao e ocasionar

recaidas tardias da doenga (Belachew, 2018; Mueller et al., 2009).
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Figura 3 - Representacdo esquematica de estruturas e organelas do merozoito de Plasmodium
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Fonte: Tham; Beeson; Rayner (2017).

A fase de esquizogonia tecidual diferencia os esporozoitos em trofozoitos
exoeritrociticos, que sdo capazes de se replicar rapidamente. Entre uma a duas semanas, as
sucessivas divisdes geram esquizontes hepaticos com milhares de merozoitos, que sdo
liberados na corrente sanguinea dentro de vesiculas denominadas merossomas, derivadas da
membrana plasmatica do hepatdcito. Uma vez aderido na superficie do eritrdcito, a espécie
infectante libera proteinas das organelas apicais (granulos densos, micronemas e roptrias) para
facilitar a interiorizagdo nos globulos vermelhos do sangue.Essa invasdao ¢ mediada pela
Proteina 1 de Superficie do Merozoito (MSP-1), que auxilia no reconhecimento da célula
hospedeira e pelo Antigeno 1 de Membrana Apical do merozoito (AMA-1), que realiza a
justaposi¢ao do merozoito na hemacia. O ciclo hepatico do parasito ¢ assintomatico para o
hospedeiro (Ashley et al., 2018; De niz et al., 2017; Lindner et al., 2012).

Dentro das hemacias, o parasito se desenvolve por reproducao assexuada. Durante
essa fase, ocorre a formacdo de trofozoitos jovens, trofozoitos maduros, esquizontes
multinucleados e merozoitos sanguineos, que sao liberados para a circulagdo apds o
rompimento dos eritrocitos. Com a invasao de novas hemécias o ciclo se repete por sucessivas
vezes. Esse ciclo € responsavel pelos sinais clinicos da doenga que ocorrem a cada 48 horas
nas infec¢des por P. falciparum, P. vivax e P. ovale ou 72 horas quando a espécie for P.
malariae. Ao penetrar nas hemadcias, alguns merozoitos podem se diferenciar em gametdcitos
masculino ou feminino, que serdao ingeridos pelo mosquito durante o repasto sanguineo dando
continuidade ao ciclo. Esses vetores infectados sdo entdo responsaveis pela disseminagdo da
doenca (Ashley et al., 2018; Phimpraphi et al., 2008). A figura 4 abaixo ilustra todo o ciclo de

vida do Plasmodio.
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As espécies do género Plasmodium apresentam preferéncias ao tipo de eritrdcito a ser
infectado. P. vivaxinvade reticuldcitos, ou hemacias jovens, ao passo que P. malariae e P.
knowlesi preferem eritrocitos maduros. P. falciparum ¢é a inica espécie que, além de ser capaz
de multiparasitar a mesma hemacia, ndo tem preferéncia para nenhum estado de maturacao do

eritrocito, o que pode ser considerado fator de viruléncia para esse parasito (Iyer et al., 2007).

Figura 4 - Ciclo de vida dos plasmodios nos hospedeiros humano e invertebrado
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Fonte: Adaptado de Mueller et al. (2009).

1.3 ASPECTOS CLINICOS DA MALARIA

As manifestacdes clinicas da malaria podem ser classificadas como brandas, graves ou
assintomaticas. A gravidade da doenga ¢ determinada por fatores do parasito e do hospedeiro.
A carga parasitaria e a espécie infectante sdo causas que independem do hospedeiro e
contribuem para o desfecho da doenga. A malaria falciparum estd comumente associada a
casos graves da doenga, principalmente quando em conjunto com uma alta carga parasitaria.
Do ponto de vista do hospedeiro, existem grupos de risco que sdo mais vulnerdveis a
desenvolver malaria grave. Mulheres gravidas, criancas menores de 5 anos de idade,

imunossuprimidos e viajantes vindos de regides ndo endémicas estdo mais susceptiveis a



18

terem sintomas graves se infectados porP. falciparum. As outras espécies raramente causam
doenga grave (Crawley et al., 2010; Phillips et al., 2017).

A fase sintomatica remete ao periodo de desenvolvimento intraeritrocitico da fase
assexuada do parasito. Nesse contexto, apos 10 a 15 dias de infecgdo pela picada do mosquito
fémea Anopheles, inicia-se a fase sintomatica com sinais classicos da doenca: febre, calafrios
e dor de cabeca. Os primeiros sintomas sdo inespecificos e dificultam o diagndstico da doenca
por ter similaridade com diversas outras doengas, especialmentearboviroses (Phillips et al.,
2017; Weinberg; Moon, 2009).

Durante o rompimento dos eritrocitos, substancias toxicas para o hospedeiro, como a
hemozoina e o glicofosfatidilinositol (GPI), produtos do metabolismo do parasito,sao
liberados para circulagdo, induzindo a resposta imunologica. O sistema imunologico do
hospedeiro reage com liberagdo por parte dos macrdfagos de citocinas préd-inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas-1 e 6. As citocinas produzidas
estimulam a proliferagdo de progenitores hematopoéticos (linfoécitos B, neutrofilos e
monocitos) para combater o plasmddio. A inflamagdo sistémica promove febre alta (IL-1 e
IL-6) e calafrios, em um episdédio conhecido como acesso malarico.Os parasitos se
multiplicam de forma sincrona e esse ciclo febril se repete a cada 48 ou 72 horas, a depender
da espécie. Outros sintomas que podem estar acompanhados durante essa fase sao mal-estar,
dor muscular, sudorese, nausea e tontura (Clark; Scofield, 2000; Phillips et al., 2017).

O sistema imunolégico do hospedeiro reconhece o parasito como corpo estranho e
reage inicialmente com um perfil de resposta de células Thl, através da liberagdo das
citocinas pro-inflamatorias visando conte-lo. Com o decorrer da infecg¢do, desenvolve-se a
regulagdo da resposta pro-inflamatéria com liberacdo de substancias anti-inflamatorias,
fundamental para o controle da patogenia. Entretanto, um desequilibrio da resposta pro/anti-
inflamatéria pode ocorrer, com uma resposta exacerbada de citocinas pré-inflamatorias,
contribuindo para o quadro grave da doenga. Os casos de malaria grave estdo associados a
infec¢do por P. falciparum, podendo gerar anemia grave, insuficiéncia renal aguda,
complicagdes respiratérias e maldria cerebral com comprometimento neuroldégico e, em
ultimo caso, obito (Perry et al., 2005; Phillips et al., 2017; Wassmer; Grau, 2017).

A maléria cerebral, que se manifesta com perda de consciéncia, convulsdes e coma,
pode levar ao 6bito ou deixar sequelas neurologicas permanentes no individuo. Mesmo com
tratamento adequado, a malaria cerebral tem letalidade de 10 a 50% e acomete em uma
frequéncia entre 0,01% a 16% os pacientes infectados. Cegueira, ataxia e hipotonia sdo

sintomas que podem ser passageiros, entretanto, 25% dos individuos sofrem por sequelas de
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longo prazo, alterando a fungdo cognitiva e motora, além de afetar o comportamento e causar
epilepsia.A maldria ¢, portanto, também responsavel por neurodeficiéncia em criangas
africanas, elevando o indice de comorbidade entre os individuos infectados. Apesar do P.
falciparum ser o maior responsavel por esse quadro, nos ultimos anos existem cada vez mais
notificacdes de malaria grave por P. vivax, sendo um alerta para outras regides endémicas nao
africanas que possuem essa espécie como principal agente etiologico (Alves et al., 2007;
Brewster et al., 1990; Idro et al., 2005; John et al., 2010; Wassmer; Grau, 2017).

Em regides endémicas com area de transmissdo intensa, a exposi¢cdo continua do
plasmédio induz ao desenvolvimento da imunidade adquirida em parte da populacdo.Nesses
casos, a doenca pode ser assintomatica. O individuo mesmo na auséncia de sintomas,
apresenta parasitos circulantes eassumem grande relevancia no controle da doenga, visto que
sao consideradoscomo reservatorio potencial para a disseminagdo da malaria. Uma alternativa
para combater o plasmodio em individuos considerados reservatorios da doenga ¢ a realizagao
de busca ativa do parasito por equipes de saude e apoio diagnodstico em regides endémicas

com altas taxas de transmissdo de malaria (Ferreira, 2011).

1.4 QUIMIOTERAPIA ANTIMALARICA

Em regides endémicas da malaria na Africa Subsaariana, ¢ comum que muitos
pacientes sejam tratados apenas com base nos sintomas febris, o que resulta no uso excessivo
e indiscriminado de medicamentos antimalaricos, levando ao desenvolvimento de resisténcia.
Como parte dos esforgos de erradicacdo da doenga, as diretrizes atualizadas da OMS de
tratamento (2015) recomendam que todos os casos suspeitos sejam confirmados por testes
diagnosticos antes do inicio da terapia medicamentosa com intuito de reduzir a mortalidade e
morbidade; garantir a cura e prevenir a progressdao da doenga para malaria grave; reduzir a
transmissao da doenca e retardar o surgimento e disseminacao de resisténcia aos antimalaricos
(Who, 2015).

Historicamente, a partir da década de 40, os antimalaricos sintetizados ou de origem
natural, comecaram a ser utilizados para o tratamento de malaria. Do ponto de vista do
parasito, esses medicamentos podem atuar como esquizonticidas teciduais, esquizonticidas
sanguineos, gametocidas ou esporonticidas (Franca; Santos; Figueroa-Villar, 2008).

De acordo com a classificacdo quimica, os farmacos antimalaricos sdo classificados

em & grupos: 4-aminoquinolinas (cloroquina), 8-aminoquinolinas (primaquina),
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endoperdxidos semissintéticos (artemisinina), aril-aminodlcoois (quinina), naftoquinonas,

antifolatos, sulfonamidas e antibidticos, conforme ilustrados na figura 7 (Rathod et al., 2022).

Figura 5 - Classes quimica dos farmacos antimalaricos
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1.4.1 Principais antimalaricos utilizados na terapéutica

Em 1820 foi caracterizado, a partir da planta Cinchona calisaya, um alcaloide com
potencial antimaldrico denominado quinina. Cerca de 100 anos depois, apos a primeira guerra
mundial, diversos antimalaricos contendo o anel quinolinico como base foram desenvolvidos
para terapia antimaldrica. Dentre eles, o grupo das 4-aminoquinolinas (cloroquina) e 8-
aminoquinolina (primaquina) foram produzidos (La-Scalea et al., 2007).

A cloroquina, presente por 21 dias na circulagdo, ¢ um esquizonticida sanguineo e
pertencente ao grupo das 4-aminoquinolinas, tendo sido por muito tempo o medicamento
mais usado e eficaz para o tratamento de malaria em todo o mundo. No entanto, devido a uma
série de fatores como uso indiscriminado e tratamento incompleto, perdeu a eficiéncia para o
tratamento da malaria falciparum principalmente na Africa Subsaariana. Apesar disso, a
cloroquinaainda ¢ o medicamento de escolha para tratamento de maléaria nao falciparum em
paises onde a resisténcia ainda é pouco evidente, como no Brasil. Entretanto, pacientes que
fazem uso de cloroquina por longos periodos ou em alta dosagens correm riscos devido a alta
toxicidade e devem fazer avaliagdo periodica oftalmologica e neurologica (Who, 2015).

As drogas pertencentes ao grupo das 4-aminoquinolinas, onde a cloroquina se
enquadra, apresenta um mecanismo de acdo capaz de inibir a formacdo de hemozoina em
merozoitos jovens. O parasito degrada a hemoglobina, liberando o grupo heme
(ferriprotoporfirina IX — Fe(II)PPIX), que ¢ oxidado em Fe(III)PPIX. O actimulo do grupo
oxidado de ferroprotoporfirina no vactolo digestivo do parasito induz estresse oxidativo e ¢
considerado toxico, podendo ser letal caso o plasmddio ndo consiga converter aFe(III)PPIX

em hemozoina (figura 6) (Kumar; Bandyopdhyay, 2005; Sherman, 1977; Silva et al., 2005).
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Figura 6 - Mecanismo de a¢do da cloroquina
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Hemoglobina sendo degradada no vactolo digestivo, produzindo peptideos e ferriprotoporfirina IX (Fe(II)PIX);
este ultimo, que ¢ depositado como polimero insoluvel de hemozoina, representa um prejudicial residuo para o
parasito. A cloroquina forma complexos com Fe(III)PPIX que impedindo a formacdo de hemozoina. Em cepas
resistentes a cloroquina, a droga ¢ expelida do vacuolo digestivo pela a¢do de um transportador ligado a
membrana chamado transportador de resisténcia a cloroquina (CRT).

Fonte: Schlitzer (2007).

A primaquina ¢ o destaque do grupo das 8-aminoquinolinas. Com agdo contra

r

hipnozoitos hepaticos e também gametocida, a primaquina ¢ utilizada para prevencdo de
recaidas da doencae para bloquear a transmissdo da doenga. E sempre utilizada em associagio
com um esquizonticida sanguineo. Seu mecanismo de agdo, apesar de ndo ser totalmente
esclarecido, indica que a droga atua nas mitocondrias interferindo no processo de geracao de
energia e gerando radicais livres toxicos para o parasito. Ja& ¢ relatado que individuo com
deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase pode evoluir para casos graves de
anemia hemolitica, mesmo em uso da dose classica. Também foi descrito que o uso de
primaquina pode gerar efeito toxico ao sistema hematopoiético, por oxidagdo de hemoglobina
a metemoglobina (Franga; Santos; Figueroa-Avillar, 2008; Silva et al., 2004; Ferreira;
Gomes; Vieira, 2011).

No Brasil, esta sendo gradualmente implementada a tafenoquina em dose unica. Além

de aumentar a adesao ao tratamento, o0 novo medicamento surge como op¢ao para substituir a

primaquina em casos de resisténcia confirmados (Ministério da saude, 2022).
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A mefloquina também foi sintetizada a partir do anel quinolinico. A partir dos anos
1980, esse esquizonticida sanguineo com ativacdo maior do que a cloroquina, passou a ser
prescrito como quimioprofilatico em dose Unica, se mantendo na circulagdo por 14 dias.
Entretanto, a mefloquina apresenta varios efeitos adversos indesejados, incluindo sintomas
neurolégicos, psiquiatricos e cardioldgicos. A alta toxicidade provocada limitou seu uso para
ser apenas utilizado em combina¢do com outros antimaldricos para o tratamento de P.
falciparum multirresistente (Patchen et al., 1989; Who, 2006).

A figura 7 abaixo demonstra a relevancia do estudo do anel quinolinico para o

tratamento antimalarico, com exemplos de medicamentos sintetizados e comercializados a

partir desse grupo.

Figura 7 - Medicamentos antimalaricos derivados do anel quinolinico
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A classe dos endoperoxidos foi descoberta na década de 1970. Através do estudo da

planta Artemisia annua, pesquisadores chineses descobriram atividade antimalarica da



24

artemisina, da classe dos sesquiterpenos. Sua lipoficilidade natural dificulta a solubilidade em
agua e modificacdes na molécula foram realizadas. Os produtos sintéticos, como o artesunato,
arteméter e diidroartemisinina foram criados e sao utilizados atualmente para o tratamento de
malaria (Packard, 2014; White, 2004).

Derivados da artemisina sdo utilizados no tratamento de cepas resistentes de
Plasmodium, incluindo casos de malaria falciparum aguda. Sua meia vida curta necessita de
uso prolongado do medicamento e, considerando na baixa adesdo do paciente ao tratamento, a
terapia combinada a base de artemisinina (ATC) foi implementada: utilizagdo de farmacos
com perfis farmacocinéticos distintos favorece a eliminagcdo de parasitos que resistem a
monoterapia, assim como diminui o tempo de tratamento e retarda o processo de resisténcia
do parasito (White, 2008; Who, 2015).

De acordo com o Ministério da Satde, no Brasil o tratamento para P. vivax e P. ovale
¢ feito com cloroquina por 3 dias (10 mg/kg no primeiro dia e 7,5 mg/kg nos dias restantes) e
primaquina (0,5 mg/kg/dia) por 7 dias, visando combater hipnozoitos e prevenir recaida da
doenca. Entretanto, gestantes, puérperas até 1 més de lactacdo e criangas menores de 6 meses
nao podem utilizar primaquina, restringindo o tratamento para cloroquina por 3 dias e
cloroquina profilatica (5 mg/kg/dose/semana) para puérperas até 1 més de aleitamento.
Criancas de até 6 meses devem ser tratadas com ACTs. Para infec¢des por P. malariae, o
tratamento ¢ realizado com cloroquina por 3 dias (10 mg/kg no primeiro dia e 7,5 mg/kg nos
dias restantes). O tratamento para malaria falciparum associa artemeter e lumefantrina ou
artesunato e mefloquina por 3 dias e primaquina em dose tnica (0,5 mg/kg) para eliminagao
de gametodcitos. Infecgdes mista (P. falciparum +P. vivax ou P. ovale) o esquema utilizado ¢
artemeter e lumefantrina ou artesunato e mefloquina, associados a primaquina por 7 ou 14
dias, caso haja recaida da doenca apds 7 dias do tratamento. Em caso de internagdo ou
suspeita de maldria grave, a utilizacdo de artesunato intravenoso ou intramuscular ¢
preconizada e quando o paciente se manter estavel, utilizar o tratamento preconizado com
base na espécie infectante (Ministério da saude, 2021; Phillips et al., 2017; White, 2013).

A tabela 1 abaixo lista os principais antimalaricos e seus respectivos alvos de acao
utilizados na terapé€utica, incluindo a classe das quinolonas, lactonassesquiterpénicas
(artemisinina), aminoalcoois, sulfonamidas, biguanidas, diaminopirimidinas, naftoquinonas e

antibioticos (Who, 2015).
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Tabela 1 - Principais antimaldricos disponiveis e seus estagios alvo no parasito

Estagios alvo no parasito
GM ER HP  ESP

*

Antimalarico Classificagdo Quimica

Amodiaquina . o
4-aminoquinolina

Cloroquina *
Primaquina * * * *
8-aminoquinolina
Tafenoquina *
Arteméter * *
Endoperéxido semissintético
Artesunato * *
(derivados de artemisinina)
Dihidroartemisinina * *
Quinina *
Mefloquina Aminoalcool *
Lumefantrina *
Clorproguanil * *
Biguanidas
Proguanil * *
Atovaquona Naftoquinona * *
Piperaquina Bisquinolina * *
Pirimetamina Diaminopirimidina * * *
Sulfadoxina Sulfonamida * *
Azitromicina Antibiético macrolideo *
Clindamicina Antibiético lincosamidas *
Doxiciclina Antibidtico Tetraciclina *
Tetraciclina Antibiético *

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

Fonte: Tabela adaptada de Aguiar et al. (2012).

1.5 RESISTENCIA AOS ANTIMALARICOS

A capacidade do parasito em resistir e/ou se multiplicar apesar da administracao de
determinado medicamento em doses iguais ou superiores as recomendadas ¢ um problema
existente ha muito tempo no tratamento de malaria, fendmeno conhecido como resisténcia
antimalarica. As causas mais conhecidas para o aparecimento da resisténcia sao: 1)surgimento
de mutagdes génicas que conferem resisténcia a determinado antimalarico;2) a sele¢dao natural

de cepas resistentes a determinado medicamento quando ele ¢ capaz de eliminar apenas cepas
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sensiveis, fendmeno facilitado pelo uso irracional de antimalaricos. Como consequéncia, as
infecc¢des resistentes tém maior chance de se agravar uma vez que a resposta ao tratamento se
torna mais lenta e ineficaz (White, 2004; Who, 2011).

Para entender a rapida capacidade de adquirir resisténcia aos antimalaricos, sobretudo
P. falciparum que adquiriu resisténcia a praticamente todos antimalaricos utilizados na
terapéutica, foi necessario um estudo detalhado de seu genoma. Para as classes dos antifolicos
e sulfonamidas foi identificada a natureza das mutagdes em P. falciparum:alteragdesnos genes
dihidrofolato redutase e dihidro pteroato sintetase sdo associados a resisténcia observada para
esses compostos. Esse estudo foi confirmado com amostras da Regido Amazdnica do Brasil
(Silva; Oliveira, 2002; Vasconcelos, 2000).

A identificagdo de relagdes génicas com a resisténcia a cloroquina também foi
estudada em P. falciparum. Os genes mdr (multi-drug-resistance) de P. falciparum pfmdrl e
pfmdr2 foram homologos aos genes mdr de células tumorais multirresistentes a drogas por
mecanismo de efluxo acelerado. Os resultados demonstram que a glicoproteina Pgh-1,
codificada por pfimdr1, atua como modeladora de absor¢do-secrecao da cloroquina em ensaios
in vitro (Cowman, 1991; Silva, 2002).

P. falciparum também apresenta o gene CRT transportador, que codifica uma proteina
na membrana do vacuolo digestivo do parasito. Essa proteina (transportador de resisténcia a
cloroquina) contribui para o mecanismo de evasdo de drogas do parasito e tem papel
fundamental na resisténcia aos antimaldricos (Huang, 2016).

A resisténcia antimaldrica teve seus primeiros relatos na década de 1950, com a
cloroquina no sudeste asiatico (1957) e na América do Sul (1959). A resisténcia foi reportada
para P. falciparum e atingiu Africa Subsaariana algumas décadas depois (1978) e ja nos anos
1990 foi disseminada para todas as areas endémicas africanas (Ridley, 2002; Young; Moore,
1961).

Em 1960, foram relatados casos de sensibilidade reduzida do P. falciparum a quininas
no Sudeste Asidtico, América do Sul e regido endémica africana. Foi observado que nao
existe relacdao na perda de sensibilidade de quinina com cloroquina ou mefloquina, sugerindo
mecanismos diferentes de resisténcia (Pradines et al., 2010).

Um ano apos ser introduzida, em 1967, a terapia de sulfadoxina e pirimetamina ja teve
relatos de resisténcia no Camboja, Tailandia e pouco tempo depois em toda Africa e Sudeste
Asiatico. Caso similar ocorreu com a mefloquina no inicio da década de 1990 no Camboja.
Posteriormente, foi confirmada resisténcia também no sudeste asiatico, na Africa e América

do Sul, incluindo a regido do Amazonas, no Brasil (Achan et al., 2018; Price et al., 2004).
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A resisténcia a mefloquina foi observada no inicio da década de 1990 na fronteira com
o Camboja tailandes, Sudeste Asiatico e em menor frequéncia nas regides endémicas da
Africa e América do Sul (Price et al., 2004).

Existem relatos de casos de resisténcia apos 10 anos da introdu¢do de atovaquona
como monoterapia. A associacdo com proquanil também resultou em cepas resistentes
registradas em 2002. Para P. falciparum também ha registro de resisténcia a outros
medicamentos antimalaricos, como amodiaquina, halofantrina, lumefantrina, piperaquina e,
mais recentemente, derivados de artemisinina (Dondorp, 2012; Eastman et al., 2011; Noedl et
al., 2008).

Em 2008, no Camboja, os primeiros casos de resisténcia as ACTs foram relatados.
Atualmente, a resisténcia as ACTs para malaria falciparum ja estd disseminada no sudeste
asiatico (Ouji et al., 2018).

No Brasil, assim como na America Latina, existem casos relatados de P. vivax
resistentes a cloroquina desde 1996. As primeiras notificagdes em territdrio brasileiro sdo
oriundas de Manaus, regido oeste da Floresta Amazonica.Contudo, ainda ndo foi definido até
que ponto P. vivaxCQ-resistente representa uma ameaga as diretrizes de controle da malaria
na América Latina. Para a maléaria falciparum, os casos de resisténcia a cloroquina,
pirimetamina mais sulfadoxina estd bem estabelecida. Dessa forma, a escolha de tratamento
para esse tipo de malaria ¢ feita com associacdo de derivado de artemisinina e lumentrafina
(Gongalves et al., 2014; Marques ef al., 2014).

A figura 8abaixo sintetiza cronologicamente a descoberta e os casos de resisténcia aos

antimalaricos para P. falciparum ao redor do mundo (Pradines et al., 2010).
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Figura 8 - Descoberta e resisténcia aos antimalaricos por P. falciparum
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QN = Quinina; CQ = Cloroquina; CQ-1 = Resisténcia a Cloroquinano Sudeste Asidtico e

América do Sul; CQ-2 = Resisténcia a Cloroquina na Africa; PRG = Proguanil; S-PIR =

SulfadoxinaPirimetamina; ART = Artemisinina; MQ = Mefloquina; HF = Halofantrina; ACT

= Terapia combinada com artemisinina; ATV = Atovaquona+Proguanil.

Fonte: Souza (2015).

Atualmente no Brasil, a resisténcia aos antimalaricos foi observada em trés espécies:

P. falciparum, P. vivax e P. malariae. A resisténcia ao medicamento determina até quando

serd utilizado no mercado e a necessidade de uma constante renovagao terapéutica ¢ essencial

para o tratamento efetivo da malaria ao redor do mundo (Who, 2011; Zofou, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos esforcos empreendidos pelos programas de controle e erradicagdo da
malaria desenvolvidos pela Organizacdo Mundial da Satde e dos progressos alcancados nesse
dominio, a doenga mantém-se como uma das principais questdes de satide publica global. Em
2021, foram registrados 247 milhdes de casos clinicos e 619 mil mortes em todo o mundo. A
detecgdo precoce e precisa, juntamente com o tratamento rapido e apropriado, figura como a
medida primordial de controle da doenga, uma vez que as vacinas criadas ndo obtiveram taxas
de eficicia satisfatorias. A emergéncia e propagacdo generalizada de resisténcia aos
antimalaricos disponiveis, inclusive aos protocolos de tratamento mais recentes, t€ém alertado
os programas globais de controle da doenca, justificando, assim, a necessidade continua de
busca por novas moléculas seguras e eficazes para o tratamento da malaria (Noedl et al.,
2008; Woodrow; White, 2017).

O estudo trabalha a hipotese do uso de derivados sintéticos aminoquinolinicos com
atividade antimalarica e potencial uso terapé€utico. Para a validacdo do potencial antimalarico,
o presente trabalho visa avaliar a atividade antiplasmodial in silico, in vitro e in vivo de 16

novas moléculas contendo o anel quinolinico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in silico, in vitro e in vivo, a atividade antimaldrica de novos compostos

aminoquinolinicos sintéticos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar, in silico, as propriedades fisico-quimica e farmacocinéticas de absor¢do dos
compostos do estudo;

2) Realizar, in silico, o docking molecular dos compostos para identificar o possivel alvo de
interacgao;

3) Avaliar, in vitro, a citotoxicidade dos compostos testados em células de fibroblasto
pulmonar humano (WI);

4) Determinar, in vitro, a atividade esquizonticida dos compostos testados em cepas
cloroquina-resistente de Plasmodium falciparum (W2);

5) Determinar o indice de seletividade dos compostos;

6) Avaliar, in vivo, a atividade antiplasmodial dos compostos mais promissores;

7) Avaliara toxicidade do composto mais promissor por meio de analise bioquimica de
enzimas hepaticas e renais;

8) Avaliar a histologia dos rins, intestino e figado de animais testados com o composto mais
promissor;

9) Determinar possivel mecanismo de agdo do composto mais promissor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS COMPOSTOS SINTETICOS

Dezesseis moléculas (Tabela 2) derivadas do anel quinolinico foram
disponibilizadas para testes in vitro de atividade antiplasmodial. Os compostos foram
sintetizados pelo grupo do Dr. Adilson David da Silva do Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

As moléculas foram diluidas em 5% de dimetilsulféxido (DMSO Sigma-Aldrich®,
EUA) e armazenadas em geladeira (2 a 8°C).

Tabela 2 - Derivados aminoquinolinicos sintéticos

Cddigo Estrutura Massa Foérmula
molar molecular
(g/mol)
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42 AVALIACAO [N SILICO DE PARAMETROS FIiSICO QUIMICOS E
FARMACOCINETICOS

Todas as moléculas foram avaliadas através da plataforma SwissADME quanto as
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de absor¢do. A avaliacao in silico permite
predizer a biodisponibilidade oral do fArmaco, seguindo a regra dos 5 de Lipinski que leva em
consideracdo o peso molecular, nimero de doadores e aceptores de ligagcdes de hidrogénio,

coeficiente de particao de consenso (ClogP). A predigdo de absor¢ao pelo epitélio intestinal
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humano (HIE) e barreira hematoencefalica (BHE) também foi feita pela mesma plataforma

(Daina et al., 2017; Lipinski et al., 1997).

4.3 REALIZACAO, IN SILICO, O DOCKING MOLECULAR DOS COMPOSTOS
PARA IDENTIFICAR O POSSIVEL ALVO DE INTERACAO

O estudo do docking molecular foi realizado junto ao grupo do professor Fernando
Pilla Varotti (UFSJ, Divinopolis).

As estruturas tridimensionais dos ligantes foram inicialmente criadas através do
software Marvin Beans 16.8.1.0 (ChemAxon, Budapeste, Hungria) no formato PDB. A
protonagao e a presen¢a de tautdmeros foram rigorosamente avaliadas utilizando pH 7,4 ¢ pH
4,0. Posteriormente, todos os ligantes foram refinados utilizando o Método Semiempirico
Paramétrico 7 através do software MOPAC2012, empregando a rotina Eigenvector Follow
para minimizacdo. Os ligantes refinados no formato PDBQT foram entdo ajustados em
relacdo as ligacdes rotativas e cargas atomicas pelo método de Gasteiger-Marsili, com os
hidrogénios polares sendo retidos utilizando o programa MGLTools . A geometria dos
ligantes foi visualmente inspecionada utilizando o programa Discovery Studio Visualizer
(Elokely; Doerksen, 2013; Gasteiger; Marsili, 1980; Morris et al., 2009; Stewart, 2013).

ApOs a preparacdo dos ligantes, foram conduzidas duas séries de calculos de
docking molecular utilizando o software AutoDock Vina (The Scripps Research Institute,
California, EUA), acoplado a plataforma Octopus. Uma série de calculos considerou o ajuste
do estado de protonagdo dos compostos para pH 7,4, compativel com o pH do ambiente
enzimatico da maioria dos alvos, enquanto a outra série foi ajustada para pH 4,0, para os alvos
1LF3, 2ANL, 3BPF, 3FNU e 3QSI1, localizados no vactolo digestivo do parasito (Asojo et
al., 2003; Bhaumik et al., 2011; Clemente et al., 2006; Kerr et al., 2009; Maia et al., 2017;
Trott; Olson, 2010). Em seguida, a energia de liga¢dao resultante do docking molecular para
cada composto foi utilizada para avaliagdo dos resultados. Subsequentemente, foi conduzida
uma comparacao da energia dos ligantes cristalograficos de cada um dos alvos. Os derivados
aminoquinolinicos que demonstraram valores de energia mais baixos em relacao ao ligante
cristalografico foram classificados como mais ativos pelos métodos in silico.

No Brazilian Malaria Molecular Targets (BraMMT) estao catalogados 35 alvos
moleculares de P. falciparum, o que permite caracterizar e validar estudos in silico de novos

compostos que tenham atividades contra diferentes alvos no parasito (Nunes et al., 2019).
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O BraMTT ¢ considerado o primeiro banco de alvos moleculares pertencente ao P.
falciparum apropriado para aplicar a técnica de triagem virtual baseada na estrutura do
receptor. Através do BraMMT ¢é possivel selecionar alvos moleculares apropriados para
moléculas promissoras, além de prever mecanismos de a¢do para novas moléculas (Nunes et
al., 2019).

Sendo assim, o BraMMT pode ser utilizado para direcionar a sintese de novas
moléculas com potencial acdo antimalarica, além de orientar no reposicionamento de novos
farmacos. Para os compostos que fazem parte desse estudo a triagem foi realizada em

triplicata através do MolAr -BR512018052442-7 contra o BraMMT (Marques et al., 2019).

4.4 AVALIACAO IN VITRO: CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL

Células de fibroblasto pulmonar humano WI 26VA4 (ATCC CCL-95.1) foram
cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado e mantidas em atmosfera de 5% de CO; a uma temperatura de
37°C (Costa Junior et al., 2021).

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos foi utilizado o ensaio brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio(MTT), previamente descrito em (Costa Janior et
al., 2021; Valsalam et al., 2019). Os compostos foram diluidos em concentragdes variando de
100 a 0,1 Mm.O experimento realizado consiste em uma analise colorimétrica baseada na
conversao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) para formazan,
catalisada pela atividade da enzima succinil-desidrogenase, a qual ¢ presente na mitocondria
das células viaveis, conforme descrito por Mosmann em 1983. Esse procedimento permite a
quantificacdo do niumero de células vivas.

Para a conducdo deste experimento, uma suspensao celular foi preparada e ajustada
para uma concentra¢do de 10° células por mililitro. Em seguida, 100pL desta suspensio foram
adicionados a cada poco de uma microplaca de 96 pocos da marca Corning (EUA), resultando
em uma concentragdo final de 105 células por pogo. As células foram entdo incubadas a 37°C
em uma estufa de CO2 por um periodo de 24 horas para permitir a adesao.

Apobs esse periodo, os pocos foram cuidadosamente lavados com solucdo salina
tamponada estéril (PBS 1X). Os compostos a serem testados foram diluidos em meio de
cultivo contendo 1% de soro fetal bovino (SFB) para alcancar concentragdes de 100, 10, 1 e
0,1 mM, e foram adicionados a placa. Apos 48 horas de incubagao, os pogos foram novamente

lavados com PBS 1X, e entdo adicionou-se 100uL. de uma solugdo de MTT (brometo de 3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a uma concentracdo de Smg/mL, diluida em meio
RPMI completo. A placa foi entdo incubada por 3 horas em temperatura ambiente. Em
seguida, o sobrenadante foi removido e S0uL de dimetilsulféoxido (DMSO) foram adicionados
a cada poco para solubilizar os cristais de formazan.

A leitura de placa foi realizada no espectro de 540 nm (Varioskan™ LUX
multimode microplate reader). Todo o procedimento foi realizado em duplicata. O célculo da
concentragdo que reduz a viabilidade celular em 50% (CCso)foi obtida por meio de um grafico
de curva concentragao-resposta utilizando o software GraphPad Prism (versao 5.0).

Para o ensaio de atividade antiplasmodial, foi utilizada a cultura da cepa W2
(cloroquina resistente) de P. falciparum foi mantida. O cultivo foi procedido conforme as
condicdes descritas por Trager e Jansen (1976), com algumas modificacdes. Para o
crescimento da cultura, foi utilizado o meio RPMI 1640 (HEPES 25 mM, L-glutamina 2 mM,
40 pg/ml de gentamicina e 100 pl de hipoxantina) suplementado com 1% de albumax (Sigma)
2% de hematocrito. Os frascos contendo os parasitos foram mantidos a 37° C, sob atmosfera
de 5% de COz2, 5% de Oz € 90% de Na.

Os compostos foram entdo submetidos a avaliagdo da atividade antiplasmodial in vitro
através da técnica de SYBR Green I conforme descrito em literatura (Vossen et al.,
2010).Para os experimentos, foram empregados cultivos de parasitos com predominancia de
estagios de anel. Em uma placa de 96 pogos da marca Corning (EUA), foram adicionados
180uL de cultura sincronizada de P. falciparum por pogo, com uma parasitemia de 0,5% em
estagio de anel e hematocrito de 2%. Os compostos em teste foram adicionados a placa em
triplicata, em volumes de 20uL por pogo, em diferentes concentracdes variando de 10 a
0,0001 uM. Os pocos de controle contiveram hemacias infectadas sem adicdo dos compostos
em teste (controle negativo), enquanto a cloroquina e o artesunato foram utilizados como
antimalaricos padrdo em todas as séries de experimentos, nas diluicdes seriadas dos
compostos em teste (controle positivo). Em seis pocos, foram adicionados 180uL de
eritrocitos nao parasitados para excluir a autofluorescéncia dos mesmos. Todos os testes
foram conduzidos em triplicata.

Em seguida, as placas de teste foram incubadas a 37°C em uma mistura gasosa
contendo 5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2, por um periodo de 48 horas. Para avaliar a
sensibilidade dos parasitos aos compostos, o teste de fluorescéncia foi realizado. Apos a
incubacdo, o sobrenadante foi removido e adicionados 150uL de PBS 1X em cada pogo. As
placas foram entdo centrifugadas a 700G por 5 minutos, o sobrenadante foi novamente

removido e 120uL de tampao de lise contendo Sybrgreen (20mM TRIS-base, SmM EDTA,



38

0,008% p/v de saponina, 0,08% v/v de Triton X-100, 0,2ul/mL de Sybrsafe) foram
adicionados.

Ap0s a lise dos eritrocitos, os pogos foram homogeneizados e 100uL. do contetudo de
cada pogo foram transferidos para uma nova placa contendo 100uL de PBS e 0,2ulL. de SYBR
Green I da marca Sigma Aldrich (USA). A leitura da fluorescéncia foi realizada apds
incubagdo por 30 minutos em temperatura ambiente, protegida da luz, utilizando um
fluorimetro com excitagdo a 484nm e emissdo a 535nm (Varioskan™ LUX multimode
microplate reader).Para obter a concentracdo inibitdria que reduz o crescimento do parasito
em 50% (ICso), o ICso foi obtido por meio de um grafico de curva concentragdo-resposta
utilizando o software GraphPad Prism (versdo 5.0) para valores de p<0,05. Todo o
procedimento foi realizado em triplicata.

Para obter a concentragdo inibitéria que reduz o crescimento do parasito em
50%(ICs0), 0ICso fo1 obtido por meio de um grafico de curva concentragao-resposta utilizando
o software GraphPad Prism (versdo 5.0). Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

O indice de seletividade (IS) foi calculado pela razdo entre CCso e ICso. Valores
acima de 10 caracterizam moléculas com baixa citotoxicidade e, ao mesmo tempo, altamente
seletivas para o parasito. Os compostos com os melhores resultados de ICso e IS foram
selecionados para testes in vivo usando o modelo animal murino (Bell et al., 1990; Katsuno et

al., 2015).

4.5 AVALIACAO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA

Para a realizacdo do experimento in vivo foram utilizados fémeas de camundongos
C57BL/6, com 6 a 8 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de Biologia da Reprodugao
(CBR) CIAEP 02.0048-2019 — Universidade Federal de Juiz de Fora. Todas os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com os preceitos éticos e aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo n° 06/2022.

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em armarios climatizados
ALESCO® com controle de fluxo de ar, temperatura estabilizada de 22°C + 2 e garantindo o
ritmo circadiano do animal utilizando o ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro todos os
dias . Comida padrao para roedores e dgua foram disponibilizadas ad libitum. Foi estabelecido
o maximo de 5 animais/gaiola. Todo o experimento foi assistido pelo responsavel técnico e
veterinario do biotério, seguindo as diretrizes de manejo dos animais de laboratorio (NRC,

2011).
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O protocolo utilizado consiste em realizar a infeccdo de camundongos com a cepa
de Plasmodium berghei NK65 via inje¢io intraperitoneal contendo 10° hemdcias parasitadas
(pRBCs) provenientes de camundongos doadores previamente infectados. Os animais foram
divididos em 5 grupos experimenais: infectado sem tratamento, tratado com cloroquina 10
mg/kg e trés grupos tratados com os trés compostos mais promissores selecionados nos
ensaios in vitro na dose de 15 mg/kg e 50 mg/kg. Foi realizado o modelo supressivo de
tratamento, que consiste na administragdo do composto teste quatro horas apds a infecdo dos
animais, seguido de mais quatro dias de tratamento consecutivos. O tratamento foi feito via
oral por gavagem de 200 microlitros do composto teste diluido em 4agua, conforme
orientacdes do quimico responsavel (Jiang et al., 2020; Peters, 1965; Torre et al., 2018).

Para monitoramento da eficicia do tratamento, esfregacos de sangue foram
confeccionadosa partir do quarto dia pos infecgdo dos camundongos e a parasitemia foi
verificada diariamente até o décimo dia.Para isso, foi coletada uma gota de sangue da veia
caudal de cada animal. Os esfregacos sanguineos foram preparados, fixados em metanol,
corados com o corante hematolégico Giemsa (Doles), e posteriormente analisados
microscopicamente em aumento de 100x. O composto testado foi considerado eficaz quando a
parasitemia foi reduzida em pelo menos 30% (Carvalho, 1991).

O calculo da inibigdo da multiplicagdo do parasita (IMP) no modelo in vivo ¢ feito
pela formula [(A-B)/A] x 100, onde A corresponde aos camundongos infectados e sem
tratamento e B ao grupo tratado. Este calculo foi realizado todos os dias (comeg¢ando no dia 4
pos-infecgdo, até o dia 10 pos-infecgdo).

Os testes em modelo animal foram realizados nos 3 compostos com melhor

atividade antiplasmodial in vitro.

4.6 DOSAGEM SOROLOGICA DOS ANIMAIS TRATADOS

A avaliagdo da toxicidade hepatica e renal dos compostos foi realizada através de
analise sorologica, utilizando marcadores de uréia e creatinina para fun¢ao renal e as enzimas
transaminase oxalacética (TGO) e transaminase piruvica (TGP) para funcao hepatica (Labtest
Diagnostica®, Belo Horizonte). Para avaliar a toxicidade do medicamento nesses 6rgdos dos
camundongos, o soro dos animais tratados, porém nao infectados, foi coletado 24 horas apos a
finalizacaodo tratamento (6° dia), e comparado a animais controle (ndo tratado e também nao

infectado). A coleta do sangue para obtengdo do soro foi feita através de pungdo cardiaca.
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Apbs a centrifugacdo a 500G. osoro foi armazenado a -80 °C até o momento do uso (Sodré;

Costa; Lima, 2007; Kevin et al., 2022).

4.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS ANIMAIS TRATADOS

Apds a obtengdo do soro conforme descrito no item 4.6, a eutanasia dos animais foi
realizada com associagdo de xilazina 1% e quetamina 5% via intraperitoneal. A laparatomia
foi realizada para coleta de 6rgdos. Figado, rim e uma porc¢do do intestino delgado foram
fixados em formaldeido 10% para posterior inclusdo em analise histologica.

Apds 24h de fixagdo, os tecidos foram transferidos para uma solucio de alcool 70%,
dando inicio ao processamento histolégico. Apds 30 minutos de imersdao os tecidos foram
transferidos para concentragdes graduais de etanol (80%, 90%, 100%, 100% e 100%),
recebendo, ao final, trés imersdes em etanol 100% para promover a completa desidratagdao do
tecido. Apos a desidratacdo realizou-se a diafanizagdo do tecido através de trés imersdes de 20
minutos no solvente organico xilol. Posteriormente, os tecidos receberam trés banhos em
parafina para posterior inclusdo e formag¢ao dos blocos.

Os blocos confeccionados foram submetidos a microtomia de Sum de espessura para
confeccdo das laminas, as quais foram coradas por Hematoxilina-Eosina (HE). Brevemente,
as laminas foram armazenadas, por 15 minutos, em estufa a 60°C para iniciar o processo de
desparafinizacdo. Posteriormente, essas laminas foram submersas em xilol por 5 minutos para
completa remocao da parafina impregnada no tecido. Esse processo foi repetido por trés
vezes. Logo apds a desparafinizacdo iniciou-se o processo de hidratacdo do tecido, para
prepara-lo para receber o corante aquoso. Para tal, as laminas foram submersas, durante 5
minutos, em concentragdes alcoolicas decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) e logo apos
foram coradas com a hematoxilina por 5 minutos. Apds a coloracdo as laminas foram lavadas
em agua corrente por 15 minutos para promover a viragem do corante de vermelho para azul.
Em seguida, ap6s a remoc¢do do excesso de agua, as laminas passaram por processo de
desidratacao para receber o proximo corante. Para tal, as laminas foram submersas, durante 5
minutos, em graduagdes 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 apods procedeu-se a diafanizacao dos tecidos através de trés banhos

de cinco minutos em xilol e a montagem das ldminas com aplicagdo da resina e laminula.
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A andlise da histopatologia dos 6rgdos dos animais foi realizada em microscopio
optico (AX10, Zeiss) em lentes de aumento 40X e 100X para observagdo geral das alteracdes

histopatologicas.

4.8 INTERACAO DO COMPOSTO COM A FERRIPROTOPORFIRINA

A constante de associagcdo do composto 9 com a ferriprotoporfirina IX (Fe(III)PPIX)
foi medido conforme descrito por Marinho et al., 2021. Um estoque solu¢do de hemina foi
preparada dissolvendo 3,5 mg de hemina em 10 mL de DMSO. A solugdo de Fe(III)PPIX (pH
=17,5) em DMSO aquoso (40% v/v) foi preparada com 140 mL de solucao estoque de hemina,
3,86 mL de DMSO, 1 mL de tampao Tris 0,2 M ((Tris(hidroximetil)aminometano), pH 7,5) e
agua desionizada destilada até um total volume de 10 mL. Uma solu¢do 0,3 mM de composto
9 foi preparada usando o mesma relagdao agua:tampao:DMSO. A solu¢do em branco também
foi preparada usando a mesma propor¢ao dgua:tampao:DMSO, mas sem hemina ou composto
teste. A titulacdo foi realizada adicionando 20 mL aliquotas da solu¢do composto 9 para 2 mL
da solugao Fe(IIT)PPIX e medindo os espectros UVevis apos cada adigdao. Aliquotas de 20 mL
de composto 9 também foram adicionados a solugdo branco em cada etapa, a fim de subtraia a
absorbancia do composto. As leituras de absorbancia foram registrados em 402 nm (banda
Soret) na presenga e auséncia do composto 9. O mesmo procedimento foi realizado para

determinar a constante de associagdo da cloroquina.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica ndo paramétrica foi escolhida para os experimentos, utilizando
o teste “’t”’ de Student para um grupo populacional n<10. Valores encontrados para p<0,05
foram considerados estatisticamente distintos. As analises foram feitas por meio do software

GraphPad Prism 5.0 para Windows.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO IN SILICO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICA E
FARMACOCINETICAS DE ABSORCAO DOS COMPOSTOS

O teste in silico dos compostos prediz os resultados da biodisponibilidade oral, bem
como a probabilidade dos farmacos atravessarem a barreira hematoencefilica e o trato
gastrointestinal. Todos os resultados foram expressos em probabilidade de ocorréncia do
evento, calculada pela plataforma SwissADME. Para a selecdo dos compostos, a escolha foi
baseada nos melhores dados farmacocinéticos, a partir da biodisponibilidade, e também com
base na probabilidade do composto atravessar as barreiras gastrointestinal e
hematoencefalica.Seguindo a regra dos 5 de Lipinski que preconiza massa molecular (MM) <
500, nimero de doadores < 5,numero de aceptores de ligagdes de hidrogénio< 10 e
coeficiente de particao oleo/agua logP< 5. Os resultados da predi¢do in silico dos compostos
teste sao demonstrados abaixo (Tabela 3).

O conceito de "druglikeness" representa uma abordagem qualitativa fundamental no
design de farmacos, utilizado para avaliar a similaridade de uma substdncia com
caracteristicas farmacologicas em relacdo a fatores criticos, como biodisponibilidade. A
determinacdo da “druglikeness” ¢ frequentemente realizada por meio da andlise estrutural
molecular de compostos, utilizando-se softwares especializados durante a fase de triagem in
silico. Para este proposito, a molécula em questdo deve satisfazer critérios basicos de
semelhanga com farmacos (drug-like), sendo preferencialmente conforme com os parametros
estabelecidos pela "regra dos cinco" de Lipinski (Katsuno et al., 2015; Lipinski, 1997; Tian et
al.,2015; Urso et al., 2011).

De acordo com a recomendagdo, os compostos 3, 13, 14 e 16 foram excluidos dos
testes in vivo por apresentarem infragcdes as regras de Lipinski. Apesar da regra de Lipinski
tolerar uma violacdo, a preferéncia para compostos que apresentaram nenhuma violacao foi
empregada. O composto 15 também nao foi selecionado devido a uma previsao negativa para
cruzar a barreira hematoencefalica.

A técnica de empregar um sal para um medicamento ¢ utilizada por empresas
farmacéuticas para melhorar o perfil farmacocinético de absor¢do para corrente sanguinea
(Paulekuhn; Dressman; Saal, 2007). O composto 9, por ser um sal (assim como cloroquina) e
podendo ser ionizada, ¢ facilmente dissolvido em meio aquoso, sendo um facilitador para a

absor¢ao do composto in vivo € um resultado in silico promissor.
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As demais moléculas ndo citadas (1, 2, 4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12 e 15) apresentaram

os requisistos recomendados para um composto promissor.



Tabela 3 — Anadlise in silico de compostos derivados de anel quinolinico
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COMPOSTO ORAL BHE* ABSORCAO VIOLACOES TIPO DE
BIOD.* DO TGI* DE VIOLACAO
LIPINSKI
1 + + + 0 -
2 + + + 0 -
3 - + + 1 Massa
molecular
4 + - + 0 -
5 + + + 0 -
6 + + + 0 -
7 + + + 0 -
8 + + + 0 -
9 + + + 0 -
10 + + + 0 -
11 + + + 0 -
12 + + + 0 -
13 + - + 1 Coeficiente
de particao
(logP)
14 + - - 2 Massa
molecular e
Coeficiente
de particao
(logP)
15 + - + 0 -
16 + + + 1 Coeficiente
de particao
(logP)

Oral biod.*: biodisponibilidade oral; BHE*: barreira hematoencefalica; absorcao dotgi*:

absor¢ao do trato gastrointestinal; + (probabilidade positiva do evento ocorrer);

(probabilidade negativa do evento ocorrer)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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5.2 REALIZACAO, IN SILICO DE DOCKING MOLECULAR DOS COMPOSTOS PARA
IDENTIFICAR O POSSIVEL ALVO DE INTERACAO

Para um novo medicamento antimalarico ser langado no mercado nao basta ter bons
resultados in silico. E necessario avaliar, além dos pardmetros farmacocinéticos e atividade
antiplasmodial, se a molécula é capaz de interagir com facilidade com o plasmodio e essa
interacdo deve ser reproduzida em modelos in vivo.

No Brazilian Malaria Molecular Targets (BraMMT) estdo catalogados 35 alvos
moleculares de Plasmodium falciparum, o que permite caracterizar e validar estudos in silico
de novos compostos que tenham atividades contra diferentes alvos no parasito). Por meio desse
banco ¢ possivel selecionar alvos moleculares apropriados para moléculas promissoras, além
de prever mecanismos de agdo para novas moléculas (Nunes et al., 2019).

Para a selegdo do alvo da molécula, € preciso considerar a localizagdo do parasito. Por
ser um parasito intracelular, o destino final da molécula deve atravessar a membrana
plasmatica e citoplasma da célula hospedeira até chegar aos receptores do vacuolo
parasitoforo do plasmodio (Ribeiro, 2013). O transportador de hexose para P. falciparum
(PfHT) foi considerado na literatura como potencial alvo farmacologico pelo fato de
moléculas de glicose terem que atravessar as barreiras da célula hospedeira e do vacuolo
parasitoforo para chegar até o parasito (Fonseca, 2016). Dado a importancia dessa interagao,
os compostos 1, 2, 3, 4, 5, 8 e 9 (tabela 5) corroboram com a literatura e possuem afinidade
por esse possivel alvo farmacologico visando a morte do parasito por desbalango de
glicose.Moléculas derivadas de cloroquina e artemisinina atuam também no vacuolo
parasitéforo, sugerindo ser um alvo fortemente associado a efetividade das drogas para o
combate ao parasito (Croft, 2001; Fonseca, 2016; Leite, 2013).

A tabela 4 abaixo revela os valores de energia de ligagdo dos compostos 1 ao 9 frente
aos alvos moleculares do P. falciparume os derivados aminoquinolinicos que demonstraram
valores de energia mais baixos em relagao ao ligante cristalografico foram classificados como
mais ativos. Os compostos 10 ao 16 ndo foram submetidos ao docking molecular por

limitagdes da realizacdo do estudo em tempo hébil para submeter o trabalho.

Tabela 4 - Valores de energia de ligagao (kcal/mol) dos compostos aminoquinolinicos

Alvo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Ligante Alvo
cristalografi

co

ILF3 -6,8 -7.6 -4.9 -8.3 -8.2 -6.3 -0.9 -6.6 -1,7 -9,6 Vacuolo
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ILYX

INHW

105X

1QHG

1RL4

1TVS

1040

1IYWG

2AAW

2ANL

20K8

2PML

2Q8Z

2VFA

2VNI1

2YOG

3AZB

3BPF

3CLV

3FNU

3K7Y

3N3M

3PHC

3Q81

3T64

4B1B

4C81

4]J56

4N0Z

-1.0

-1.0

-1.0

-10,4

digestivo

Citoplasma

Apicoplasto

Citoplasma

Citoplasma

Apicoplasto

Nicleo e
citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Vacuolo
digestivo

Apicoplasto

Citoplasma

Nucleo

Apicoplasto

Nucleo

Nucleo

Citoplasma

Vacuolo
digestivo

Citoplasma

Vacuolo
digestivo

Citoplasma

Apicoplasto

Nicleo

Vacuolo
digestivo

Nicleo

Citoplasma

mitocondria

Citoplasma

Apicoplasto
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4P7S -5,8 -6.0 -4.7 -6.7 -7.2 54 -0.9 -6.1 -5,5 -6,0 Citoplasma
4Q0X -8,3 9.0 -6.0 9.2 -9.1 -7.0 -0.9 7.7 -8,7 -8,9 Citoplasma
PfATP6 -7,5 -8.1 -5.3 -8.3 -8.6 -6.5 -1.0 7.7 -7,6 1,2 Membrana
PfHT -6,8 7.7 -5.8 -8.5 -8.4 5.7 -1.2 -6.6 -71 -5,7 Membrana

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Durante a ancoragem molecular do composto/ligante por triagem virtual, observou-
se que todos os compostos testados (com exce¢do do composto 7) obtiveram a energia de
ligagdo similar ou superior a do ligante cristalografico para os seguintes alvos: 1LYX
isomerase (Parthasarathy ef al., 2002), 105X isomerase (Parthasarathy et al., 2003), 20KS8
oxidorredutase (Milani et al., 2007), 2PML transferase (Merckx et al., 2007), 4C81 liase
(O'rourke et al., 2014), 4NOZ oxidorredutase (Yogavel et al., 2014), PFATP6 ATPase de
calcio (Guimaraes et al., 2015), e PfHT transportador de hexose (Fonseca et al., 2016;
Fonseca et al., 2017).

Os alvos ILYX, 105X, 2PML, 4C81 e 4NOZ estao localizados no citoplasma,
enquanto que o alvo 20K8 se liga na regidao do apicoplasto. A literatura discute que drogas
que atuam no apicoplasto contribuem significativamente para a morte do parasito, e alvos que
se direcionam a essa organela sdo promissores antimaldricos (Yeh; Derisi, 2011). Dessa
forma, com a exce¢do do composto 7, os compostos testados sdo também promissoras novas

drogas por atuarem nesse alvo.

53 AVALIACAO IN VITRO DE CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE
ANTIPLASMODIAL

A Tabela 5 descreve os resultados do ensaio para citotoxicidade CCso (concentragao
que reduz a viabilidade celular em 50%)e atividade antiplasmodial ICso (concentragdo
inibitoria que reduz o crescimento do parasito em 50%), e o calculo do indice de seletividade
foi feito usando a razao IS = (CCso/ICso).

Para avaliar a atividade citotoxica dos compostos, realizou-se o ensaio de MTT em
cé¢lulas das linhagens WI-26VA. Constatou-se que nenhum dos compostos demonstrou
toxicidade até a concentracdo mais elevada testada (100uM), como evidenciado na Tabela 5.

Os compostos aminoquinolinicos sintéticos foram submetidos a testes de atividade

antiplasmodica contra P. falciparum W2, resistente a cloroquina (ensaio SYBR GREEN 1),
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cujos resultados também sdo apresentados na Tabela 6. Verificou-se que os compostos
exibiram valores de ICsovariando de 0,09 a 58,34 uM/ml.

Cerca de 5 milhdes de compostos foram submetidos a ensaios direcionados aos
estagios sanguineos assexuados de P. falciparum, sendo que a atividade antiplasmodial
minima in vitro almejada tem se situado predominantemente na faixa de 1-2 uM. (Katsuno et
al., 2015).Assim, pelos dados da tabela 5 abaixo ¢ possivel sugerir os compostos 9 (0.44 uM)
e 10 (0.09 uM) como os mais promissores para a terapéutica antimalarica.

De acordo com Katsuno e colaboradores (2015), é preciso também testar os
compostos frente a uma linhagem de célula humana visando visualizar possivel efeito toxico
da molécula testada. Todos os compostos ndo foram considerados toxicos em células de
fibroblasto pulmonar humanas (WI-26VA).

Seguindo o critério estabelecido por Katsuno e colaboradores (2015) e outros
trabalhos do grupo de pesquisa (Bellei et al., 2022), foram selecionados para teste in vivo
moléculas com IS > 10 e sem nenhum desvio nas regras de Lipinski. O composto 7 foi
selecionado para o teste em modelo animal por apresentar resultados satisfatérios tanto in
silico quanto in vitro. A molécula 9 também apresenta alta atividade antiplasmodial por ter
um indice de seletividade superior ao da cloroquina. A molécula 10 se destaca como a mais
promissora para testes in vivo, com resultados semelhantes aos de antimalaricos de uso padrao

como artesunato e cloroquina.



Tabela 5 - Resultados in vitro para a citotoxicidade (CCso), atividade antiplasmodial
(ICs0) e indice de seletividade dos compostos contra a cepa W2 de Plasmodium
falciparum,na linha celular humana WI-26-VA-4 (CCso) e indice de seletividade
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Compostos CCso em ICs0 em P. falciparum W2 1S
células WI (uM/mL)
(nM/mL)
WI+DP*  P. falciparum W2 = DP
1 >100 6,25 >16
2 - NA* -
3 >100 1,38 >72
4 >100 4495 >2.22
5 >100 7,79 >12,84
6 >100 6,81 >14,18
7 >100 5,96 >16,77
8 >100 58,34 >1,71
9 >100 0,44 >226,15
10 >100 0,09 >1111,11
11 >100 7,19 >13,90
12 >100 7,45 >13,41
13 >100 4,60 >21,73
14 >100 10,06 >9,94
15 >100 5,51 >18,14
16 >100 2,49 >40,16
CQ* >100 0,66 >152,32
ART* >100 0,03 >3844,22

DP*: desvio padrao; NA*: sem atividade antiplasmodial; CQ: cloroquina e
artesunato (controle positivo).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

ART:

5.4 AVALIACAO IN VITRO DA INIBICAO DA MULTIPLICACAO DO PARASITO

(IMP)
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A tabela 6 descreve o resultado de IMP dos compostos 7, 9 e 10 nas dose de 15 e 30
mg/kg.

Tabela 6 - Resultados de IMP dos compostos 7,9 e 10

Composto  Dose Parasitemia + (% Reducio) n
(mg/kg) DP
5° dpi 7° dpi 10° dpi
7 15 0.60 £0.15 2.88 +£0.30 6.4+0.35
(68.08) (31.06) (9.85)
7 50 0.65+0.2 2.84 + 6.3 +0.55
(65.42) (32.60) (11.26)
9 15 0.52+£0.10 1.54 £0.25 4.39 +£0.20
(72.31) (63.30) (38.16)
9 50 0.58 £0.10 1.68 £0.25 6.17 £0.50
(69,14) (60.02) (13,09)
10 15 1.45+0.30 3.52+0.35 6.6 £0.50
(22.87) (16.50) (7.04)
10 50 1.40 £ 0.30 3.49+0.20 6.8 £0.8 (4.22)
(25.53) (17.20)
CQ* 10 0.30+0.1 0.55+0.10 1.2+0.25
(84.04) (86.80) (83.09)
Agua - 1.88 £ 0.01 4.22 +0.44 71+05 5

dpi: dia pds infeccao; DP: desvio padrao; CQ: cloroquina; n: nimero de animais testados

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

De acordo com o calculo de inibicdo de multiplicagdo parasitaria, o composto 7
apresentou um IMP satisfatorio em ambas as doses do quinto (68,08% para 15 mg/kg e
65,42% para 50 mg/kg) ao sétimo dia (31,06% para 15 mg/kg e 32,60% para 50 mg/kg) apos
a infecgdo, sendo estatisticamente relevante a diferenga entre o grupo tratado com o grupo que

(%]

nao recebeu tratamento (teste “’t”’, p<0,05). A diminui¢do do porcentual de inibicdo do

parasito comegou a ser notado apos 48 horas do fim do tratamento, resultados corroborados
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por outros estudos (Santos et al., 2024) que hipotetizam que o tempo de meia vida da droga
tem papel crucial para a continuidade da inibicdo da multiplicacdo do parasito.

O composto 9 foi considerado efetivo até o dia 10, com inibi¢cao de 38,16% para a
dose de 15 mg/kg. Na dose de 50 mg/kg, o composto foi efetivo (69,14% de inibigdo) até o
quinto dia. Os dados demonstraram diferenga significativa estatisticamente (teste t, p<0,05)
do grupo que ndo recebeu tratamento, comprovando atividade antimalarica até o 10° dia para
a dose de 15 mg/kg e até o 5° dia para a dosde de 50 mg/kg. A dose menor ser mais efetiva
que a maior pode ser explicada pela existéncia de saturagdo dos receptores alvo do
medicamento, como sugerido por trabalhos como de Santos e colaboradores (2004). O efeito
chega em seu limiar independente da dose uma vez que o ponto de saturacao foi ultrapassado
e qualquer quantidade administrada além do necessario ndo ¢ mais considerada a dose minima
efetiva, podendo até mesmo gerar impactos negativos devido a sua toxicidade (Fernandes,
1991).

O composto 10 ndo apresentou taxa de IMP eficaz in vivo, visto que em nenhum dos
dias do seguimento do experimento apresentou taxa de IMP superior ou igual a 30%.

De acordo com o trabalho de Carvalho e colaboradores (1991), drogas sdo
consideradas ativas quando reduzem a parasitemia em pelo menos 30%.Entdo, nesse estudo
realizado, o composto 7 apresenta atividade in vivo antimalarica até o sétimo dia em ambas
doses testadas e o composto 9 tem atividade até o décimo dia, ao passo que a cloroquina
mantém altos indices de inibicdo da multiplicagdo do parasito no mesmo periodo. Estudos
realizados por Santos e colaboradores (2024) demonstraram resultado semelhante e
identificaram que o tempo de meia vida ¢ o ponto chave para explicar o efeito. A cloroquina
permanece na corrente sanguinea entre 20 a 60 dias, extendendo seu efeito antimalarico por
mais tempo. Os compostos testados que apresentaram uma queda na taxa de eficiéncia ao
longo do tempo, sugerem um tempo de meia vida inferior ao da cloroquina.Olongo tempo de
meia vida gera uma longa exposicao da droga ao parasito, contribuindo para que o fendmeno
de resisténcia seja construido (White, 2013; Woodrow; White, 2017). Haja visto que o
tratamento foi finalizado no quinto dia pos infeccdo, estudos sobre o tempo de meia vida
desses compostos podem ser realizados para confirmar a hipodtese.

As taxas de crescimento parasitario observada em animais tratados com os
compostos 7, 9 e 10 em ambas as doses (15 e 50 mg/kg) mostraram ser estatisticamente
diferentes (teste t, p <0,05) do grupo com cloroquina durante todos os dias de tratamento.
Apesar disso, os compostos 7 € 9 sao consideradas moléculas promissoras para o tratamento

antimalarico por terem boa resposta nos testes in silico, in vitro € in vivo. Entre todas as
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moléculas testadas, o composto 9 se destaca por apresentar um indice de seletividade superior
ao da droga padrao (cloroquina) e apresentar a maior atividade antiplasmodial em modelo

animal murino.

5.5 INTERACAO DO COMPOSTO 9 COM FERRIPROTOPORFIRINA

Para determinagdo do mecanismo de acdo dos compostos, a interagdo das moléculas
com a ferriprotoporfirina (Fe(III)PPIX) foi avaliada. Durante o ciclo de vida intraeritrocitico
do Plasmodium, a ferriprotoporfirina formada ¢é altamente téxica para o parasito. A
cloroquina, da classe das 4-aminoquinolonas, age diretamente sobre o complexo
ferriprotoporfirina, impedindo sua polimerizacio em hemozoina. A manutencdo desse
intermedidrio toxico € responsavel pela morte do parasito e as 4-aminoquinolonas, em geral,
agem sob esse mesmo mecanismo de ac¢do. O derivado aminoquinolinico sintético mais
promissor (9) foi submetido a titulacdo espectrofotométrica UV-Vis a fim de monitorar a
interagao do composto com Fe(III)PPIX a partir da identificagdo de sua banda de Soret (402
nm). A medida que se adiciona o composto aminoquinolinico, menos ferroprotoporfirina esta
livre durante a leitura. A interagdo € confirmada através do resultado de titulacdo, que ao gerar
um hipocromismo na banda de Soret, sugere a interacdo do derivado aminoquinolinico

formando um complexo férrico (Marinho et al., 2021).
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Figura 9 - Titulagdo espectrofotométrica UV-Vis do composto 9
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Foi1 observado um hipocromismo médio de 21,8% na banda de Soret do complexo
ferriprotoporfirina apds sucessivas adigdes do titulante (Composto 9), podendo ser devido ao
fato do composto aminoquinolinico interagir com o complexo férrico. Determinou-se uma
constante de associacdo Log K = 4,66 para o composto 9, apds plotagem das curvas de
absorbancia versus concentragao.

Esses resultados, corroboram com encontrados para cloroquina (Log K = 4,97) de
acordo com o descrito na literatura por Marinho e colaboradores (2021). A existéncia da
interagao do composto 9 com o complexo de ferroprotoporfirina inibe sua polimerizagao e
formacao de hemozoina, e, dessa forma, leva a morte do parasito, de maneira similar ao que
acontece com a cloroquina. A similaridade do mecanismo de agdo da cloroquina com o
composto 9 ¢ apenas um indicio que também pode ser confirmado pela interagdo com
receptores do vacuolo parasitoforo PfHT do plasmodio, conforme descrito anteriormente em
5.1.2. Entretanto, ainda € necessario a completa elucidagao por outros métodos futuramente,

uma vez que os derivados aminoquinolinicossao constantemente utilizados para o tratamento

de malaria.

5.6 RESULTADOS DE DOSAGEM SOROLOGICA DO COMPOSTO 9
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As enzimas hepaticas TGO e TGP s3o importantes marcadores de lesdo no figado. O
hepatocito, ao ocorrer dano celular, sofre lise e libera essas enzimas na corrente sanguinea,
que podem ser mensuradas no soro por meio de ensaios colorimétricos. O soro de
camundongos tratados com o composto 9, considerado o mais promissor, foi utilizado para
avaliagdo da dosagem bioquimica dos marcadores hepaticos (figura 10).

Estatisticamente, o grupo tratado apresentou niveis menores das enzimas TGO e
TGP no soro quando comparados aos grupos tratados com cloroquina e sem tratamento. O
resultado ¢ um indicio que o composto ndo prejudica a fungdo hepatica.Resultados
semelhantes ja foram observados em outros derivados aminoquinolinicos estudados por nosso
grupo (Bellei et al., 2022). Esses dados podem indicar que além de ndo causar nenhum dano a
funcao hepatica, o uso desse derivado aminoquinolinico pode contribuir como fator protetor
para o figado. E necessério, entretanto, um estudo mais aprofundado do tema para elucidar
esse efeito.

O figado é o maior responsavel pelo metabolismo de substancias no organismo. Nos
hepatdcitos existem agrupadas um conjunto de enzimas fundamentais para a metabolizacao,
denominadas enzimas do citocromo P450 (CYP450). As CYP 450 sdo classificadas em
familias e divididas em isoformas, de acordo com suas caracteristicas. As isoformas 1 e 3 sado
responsaveis pela maior parte do metabolismo de fase 1, onde ocorrem a oxidagao, redugao,
hidroxilacdo e hidrolise, tornando o metabdlito mais polar para facilitar sua excrecao
(Johansson et al., 2011). Diversos farmacos podem atuar como inibidores ou indutores das
enzimas do CYP 450, diminuindo ou aumentando, respectivamente, a resposta da
metabolizagdo. Os baixos valores encontrados das enzimas AST e ALT para o composto 9
podem indicar que o sal ndo ¢ substrato das enzimas do citocromo P450, e dessa forma, a
utilizagdo de outros medicamentos concomitantemente com o composto 9 ¢ segura por nao
interferir no metabolismo hepatico, induzindo ou inibindo as enzimas do CYP 450 (Hakkola
et al.,2020).

Os rins sdo responsaveis pela excre¢do do medicamento, sendo importante que
nenhum composto testado dificulte a depuracdo renal para que, consequentemente, ndo seja
toxico.Os parametros renais foram avaliados através da dosagem sorologica de ureia e
creatinina. Similar aos parametros hepaticos, o grupo tratado com o composto 9 apresentou
valores de ureia e creatinina estatisticamente menores que os grupos nao tratados e tratados
com cloroquina, sugerindo ser mais seguro para o uso como medicamento, de maneira similar

ao efeito hepatico visto nesse e em outros trabalhos (Bellei, 2022).
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Dessa forma, ¢ possivel sugerir que o composto 9 ndo apresenta nenhum indicador
soroldgico de dano no figado e nos rins, 6rgaos responsaveis pelo metabolismo e excrecao

dos fairmacos (Marra et al., 2021).

Figura 10 - Testes de fungdo hepatica [ALT (A), AST (B)] e renal [ureia (C), creatinina (D)]
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CQ: cloroquina; C9: composto 9. Letras iguais (a, b, c) ndo indicam diferenga significativa
(p>0,05) (teste ndo paramétrico — t student) Letras diferentes (a, b, c¢) indicam diferenca
significativa (p>0,05) (teste ndo paramétrico — t student)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.7 RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DO COMPOSTO 9

A analise histopatologica foi realizada em fragmentos de figado, eso6fago, intestino e
rim. Nao foram observadas alteracdes significativas e dignas de nota nas amostras
provenientes do es6fago, intestino e rim, o que sugere que o composto 9 pode ser seguro. No
figado foram observadas alteragdes teciduais, em maior ou menor grau, na maioria dos
animais tratados. No grupo tratado com cloroquina foi observado degeneragao centrolobular,
com acidofilia citoplasmatica e atrofia de hepatocitos com aumento do espaco sinusoidal. Nos
grupos tratados com composto 9 nas doses de 15/mg/kg e 50 mg/kg foram observadas
degeneracao vacuolar difusa, com nicleos picndticos e aumento do espago sinusoidal. Ainda,

foram identificadas regides apresentando acidofilia citoplasmatica e areas focais de infiltrado
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inflamatério e necrose. A principio, ndo foi observado correlacdo entre dose e alteracdes

teciduais, ndo existindo um padrao de lesdo definido.

Figura 11 - Analise histopatolégica do figado

Fea i

A — Nio tratados B — Tratado com cloroquina; C — Tratado com composto 9 15 mg/kg; D — Tratado
com composto 9 50 mg/kg Seta: Degeneracgdo vacuolar difusa, com niicleos picnéticos Cabega de seta:
Aumento do espaco sinusoidal. Barra de calibragdo: 50 um

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As regides descritas como degeneracdao vacuolar difusa, com nucleos picnéticos sdo
lesdes reversiveis com areas de acimulo de agua e eletrolitos no citoplasma e organelas,
tornando-se volumosas (Wouters et al., 2013). Apesar do achado, ndo € possivel correlacionar
com os compostos testados pois o padrdo de lesdo foi encontrado em diferentes grupos,
inclusive nos tratados com cloroquina.

Lesdes por degeneracdo vacuolar sdo descritas na literatura (Irulegui; Fadoni; Filho,
2019) como a lesdo ndo letal mais comum diante de varios tipos de agressdo. As principais

causas sao: disturbio eletrolitico, fisico, bioldgico e também quimico por exposi¢do a toxinas.
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Para validar a origem da lesdo, € necessario levar em consideragdo inlimeras variaveis além da
estudada. Desse modo, o estudo considera que os compostos testados, assim como a

cloroquina, ndo sdo provaveis causas da lesdo por degeneragdo vacuolar.
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6 CONCLUSOES

Coletivamente, os resultados obtidos na nossa pesquisa indicam que as 16 novas
moléculas derivadas do anel quinolinico possuem caracteristicas fundamentais para o
desenvolvimento de drogas antimaldricas. Em particular, os compostos 7, 9 e 10
demonstraram ser promissores como candidatos para a renovacgdo terap€utica em malaria
devido aos seus baixos valores de ICso, altos valores de CCso e IS, bem como ao perfil
farmacocinético favoravel de absorcao e a previsao in silico de boa biodisponibilidade por via
oral.

Além disso, o composto 9pode ser considerado o candidato mais promissorpor se
tratar de um sal, que facilita os eventos farmacocinéticos e farmacodinamicos; baixos valores
de ICso; demonstrar reducao da inibicdo da multiplicacdo do parasito significativa até o
décimo dia pos infecgdo; possuir mecanismo de agdao parecido com a cloroquina confirmados
através de resultados de titulagdo UV-Vis e também por ancoragem molecular, além de exibir
seguranca hepdtica e renal por analise histologica e sorologica. No entanto, s3o necessarios

esforcos para otimizar a molécula, aumentando sua eficiéncia sobretudo em testes in vivo.
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Abstract

Malariz is an infectious disease widespread in underdeveloped tropical regions. The most severe form
of infection is caused by Plasmaodium falciparum, which can lead to development of cerebral malaria
{CM) and is responsible for deaths and significant neurocognitive sequelae throughout life. In this
context and considering the emergence and spread of drug-resistant P. falciparum isolates, the search
for new antimalarial candidates becomes urgent. B-carbolines alkaloids are good candidates since a
wide range of biological activity for these compounds has been reported. Herein, we designed 20
chemical entities and performed an in silico virtual screening against a pool of P. falciparum molecular
targets, the Brazilian Malaria Molecular Targets (BRAMMT). Seven structures showed potential to
interact with FfFNR, PIPKT, PfGrx1, and FfATPE, 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 physicochemical 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. Furthermore, this
compound 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 treatment of malaria
and was able to prevent the development of experimental cerebral malaria (ECM), probably by
reducing MO synthesis.

Keywords: antimalarial chemotherapy; cerebral malaria; experimental cerebral malaria; malaria; nitric
oxide; B-carbolines alkaloids.
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Abstract

Ethnopharmacology and botanical taxonomy are valid criteria used to selecting plants for
antimalarial bioprospection purposes. Based on these two criteria, ethanol extracts of 11
plants from Santaréem City vicinities, Western Para State, Brazilian Amazonia, had their in
vitro antiplasmodial activity against chloroguine-resistant Plasmodium falciparum (W2
clone) assessed by the PALDH method, whereas their cytotoxicity to HepG2-A16 cells was
assessed through MTT assay. Acmella oleracea, Siparuna krukovii and Trema micrantha
extracts disclosed the highest rate of parasite growth inhibition (90 %) in screening tests.
In vivo antimalarial assays were conducted with these extracts against Plasmodium
berghei (NK 65 strain) infected mice. Inhibition rate of parasite multiplication ranged from
41.4 % to 60.9 % at the lowest extract dose (25 mg/kg). HPLC-ESI-HRMS? analyses allowed
the putative identification of alkylamides, fatty acids, flavonoid glycosides and alkaloids in
ethanol extracts deriving from these three plant species. Results pointed towards A.
oleracea flowers ethanol extract as the most promising potential candidate to preclinical
studies aiming the development of antimalarial phytomedicine.
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