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RESUMO

A malaria é causada por protozoarios do género Plasmodium e é
responsavel por 250 milhdes de casos e 1 milhdo de mortes
anualmente. Um dos principais empecilhos para o controle da
doenca é o desenvolvimento de resisténcia do parasito aos
farmacos comumente usados, 0 que torna urgente a pesquisa por
novos antimalaricos. Nesse contexto, analogos de cloroquina
acoplados a 6-mercaptopurina e a alquil aminas e complexos de
platina foram avaliados quanto a atividade antimalarica utilizando o
teste supressivo descrito por Peters em modelo murino de infecgéo
por Plasmodium berghei NK65. Tais analogos exibiram altos valores
de supressao da parasitemia, entre 60% e 94% em comparagcao
com o controle ndo tradado. Considerando o papel
imunossupressor de derivados de purina, o analogo de cloroquina
acoplado a 6-mercaptopurina MPQUI foi avaliado quanto a aspectos
imunolégicos (contagem de leucécitos especificos, dosagem de
TNF-o e IL-10), ndo interferindo na resposta imune tendo como
base os parametros analisados. Portanto, esses analogos devem
ser objetos de futuras pesquisas, podendo fornecer novos
antimalaricos, ja que apresentaram-se promissores e nao

influenciaram a resposta imune nos parametros analisados.

Palavras-chave: Malaria. Plasmodium  berghei.  Atividade
antimalarica. Analogos de cloroquina. Alquil-aminas. Complexos de
Platina. 6-mercaptopurina.



ABSTRACT

Malaria is caused by protozoan parasites of the genus Plasmodium
and is responsible for 250 million cases and 1 million deaths
annually. One of the main obstacles for the disease control is the
development of resistance by the parasite to the commonly used
antimalarials, what makes the research for new ones urgent. In this
context, chloroquine analogs attached to 6-mercaptopurine and to
alkyl-amines and platinum complexes were evaluated for their
antimalarial activity using the 4-day suppressive test described by
Peters which was carried out in mice infected with Plasmodium
berghei NK65. These analogs exhibited high values of parasitemia
suppression, which ranged from 60% to 94% in comparison to
untreated control. Considering the immune suppressor role of purine
derivates, the chloroquine analog attached to 6-mercaptopurine
MPQUI was evaluated for immunological aspects (specific
leukocytes count, TNF-a and IL-10 measurements in sera of mice),
revealing no interference in the immune response considering these
parameters. Therefore, these analogs may be objects of further
research, aiming at new antimalarials, since they were shown to be
promising and did not influence the immune response in the

parameters analyzed.

Keywords: Malaria. Plasmodium berghei. Antimalarial activity.
Chloroquine analogs. Alkyl-amines. Platinum complexes. 6-

mercaptopurine.
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1- INTRODUCAO

1.1- A doencga e perspectivas

A malaria € uma doenca parasitaria, que ocorre em todas as regides
tropicais e subtropicais do planeta. Endémica nas Américas Central e do Sul, na
Africa e no Sudeste Asiatico, abrange mais de 109 paises (WHO, 2009). Sua
distribuicdo pode ser observada na Figura 1.

Malaria, countries or areas at risk of transmission, 2009
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|
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on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map Production: Public Health Information

or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which and Geographic Information Systems (GIS)
there may not yet be full agreement. World Health Organization

Figura 1 — Distribuig&o da transmissdo da maléria no mundo.
(Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global Malaria ITHRiskMap.JPG)

Ela é causada por protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa, género
Plasmodium. Até pouco tempo, quatro espécies eram reconhecidas como
causadoras de malaria humana: P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale
(WHO, 2009). Entretanto, j& se reconhece uma quinta: P. knowlesi (COX-SINGH
et al, 2008; WHITE, 2008). A espécie P. falciparum tem se tornado cada vez mais
resistente aos agentes quimioterapicos de baixo custo e comumente usados
(OLLIARO & YUTHAVONG, 1999; RIDLEY et al, 2003; JANA et al 2007,
JEFFORD et al, 2007; FIDOCK et al, 2008), causa complicacbes graves que
podem levar ao Obito (COURA et al, 2006) e causa maiores morbidade e

mortalidade; P. vivax é o mais amplamente distribuido pelas zonas tropicais e
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subtropicais do globo, tem sido responsavel por casos graves da doenca e
inclusive mortes (MEDIS et al, 2001). P. malariae e P. ovale, apesar de menos
frequentes, tém tido uma distribuicho mais ampla atualmente (COLLINS &
JEFFERY, 2007(a); COLLINS & JEFFERY, 2007(b); MEULLER et al, 2007). P.
knowlesi, usualmente confundido com P. malariae, € importante causa de malaria
na Malasia, podendo rapidamente atingir densidades potencialmente letais se nao
diagnosticado e tratado precocemente (COX-SINGH et al, 2008; WHITE, 2008).
Ja no Brasil, existem trés espécies de Plasmodium responsaveis pela malaria: P.
malariae, P. falciparum e P.vivax, sendo esta Ultima a espécie causadora de
malaria predominante no Brasil e que causa casos graves, com hospitalizacoes e
até obitos (ALEXANDRE et al, 2010; OLIVEIRA-FERREIRA et al, 2010).

A infeccdo se inicia quando o inseto vetor, anofelino fémea (Figura 2),
inocula os esporozoitos infectantes que se desenvolvem nos hepatécitos, onde se

processa o desenvolvimento parasitario.

Figura 2- Fémea de Anopheles darlingi realizando repasto sanguineo.

Fonte: http://www.fiocruz.br/~ccs/arquivosite/estetica/malaria.htm
Autor: Genilton Vieira — Fiocruz-MG
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Nos hepatdcitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos preé-
eritrociticos, 0os quais se multiplicam por esquizogonia, originando os esquizontes
teciduais e posteriormente 0s merozoitos que invadirdo os eritrocitos. Essa
primeira fase do ciclo, que precede o ciclo sanguineo do parasito, € denominada
exo-eritrocitica, pré-eritrocitica ou tissular. Alguns trofozoitos podem permanecer
no hepatocito em estado de laténcia: sdo os hipnozoitos, responsaveis pelas
recaidas tardias da doenca apds periodos varidveis de incubacdo. Ela é
consequéncia da esquizogonia tardia desses parasitos dormentes. Tal evento é
observado nas infecc¢des por P. vivax e P. ovale.

Quando o0s merozoitos invadem os eritrécitos, tem inicio o ciclo
eritrocitico. A partir de entdo, eles se multiplicam por esquizogonia, originando
outros merozoitos que invadirdo novos eritrocitos. Apdés geracdes de merozoitos
sanguineos, estes se diferenciam em gametdcitos (estagios sexuados). Se
ingeridos pelo vetor, o desenvolvimento continua originando 0s esporozoitos.

O ciclo sanguineo — o responsavel pelas manifestacfes clinicas da
doenca — se repete sucessivamente, a cada 48 horas nas infec¢cdes por P.
falciparum, P. vivax e P. ovale e a cada 72 horas nas infeccGes por P. malariae.
(NEVES et al; 2001; WHO, 2009). O ciclo biolégico da doenca encontra-se
ilustrado na Figura 3.

O parasito tem capacidade Ilimitada de sintetizar aminoacidos
(SHERMAN, 1977) e sua sobrevivéncia é altamente dependente da protedlise da
hemoglobina do hospedeiro durante o processo de esquizogonia intraeritrocitica
(SHERMAN, 1977; BRAY et al, 1996). Ele realiza a ingestdo eficiente e
subsequente digestdo do citosol contendo hemoglobina por meio de organelas
especializadas (OLLIARO & GOLDBERG, 1995) que clivam a hemoglobina em
pequenos fragmentos que sao transportados ao citosol do parasito para
degradacédo final em aminoacidos utilizados por ele (KOLAKOVICH et al, 1997).
Durante o catabolismo da hemoglobina, ferriprotoporfirina IX (FP-1X) é liberada
juntamente com oxigénio, o que promove alto conteudo de oxigénio e pH acido.
Para neutralizar essas moléculas téxicas, o parasito realiza oxidagdo a hematina,
que por sua vez € polimerizada em hemozoina — o pigmento malarico
(GOLDBERG et al, 1992; DORN et al, 1995; SULLIVAN, 2002; ACHARYA et al,
2008), que, juntamente com as hemacias infectadas, sdo removidas da circulagao
por macrofagos (SHEAR et al, 1979; QUINN & WYLE, 1980; BUFFET et al, 2006).
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Figura 3- Ciclo biolégico de Plasmodium sp.

(Adaptado de: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Malaria_il.htm)
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Atualmente, a malaria € um dos maiores problemas de saude publica do
mundo, jA que € a principal causa de perda econdmica e alta morbidade
(ANDRADE-NETO et al, 2007) e representa uma das doencas infecciosas que
mais acometem seres humanos (PASTERNAK & DZIKOWSKI, 2009). De acordo
com o Relatorio Mundial de Malaria de 2009 da Organizacdo Mundial de Saude,
essa doenca foi responsavel por 243 milhées de casos e 863 mil mortes em 2008
(WHO, 2009), cuja maioria € causada por P. falciparum e P. vivax.

Ao longo de muitos anos, diversas estratégias tém sido propostas na
tentativa de erradicar a doenca, sendo estas geridas por estratégias de
abrangéncia global, cujos financiamentos chegaram a 2,8 bilhdes de ddélares em
2006 (KOMATSU et al, 2007). Os esforcos para o controle da maléria, cuja
principal base tem sido a quimioterapia (ROSENTHAL, 2003), incluem estratégias
de intervencdo preventiva, uso de inseticidas de efeito residual, tratamento
especial de mulheres gravidas, aprimoramento do diagndstico, mudancas em
tratamentos nos quais ha resisténcia, monitoramento e avaliacdo dos programas
de saude (WHO, 2005).

O controle da doenca é dificil devido ao aparecimento de resisténcia do
parasito a drogas (SATHE & KAUSHIK, 2010), especialmente P. falciparum e
também P. vivax (MURPHY et al, 1993; WHITE, 1996) e dos vetores aos
inseticidas (BOURDY et al, 2007). A aquisi¢ao e difusdo de resisténcia a drogas
levam ndo somente ao aumento nas taxas de morbidade e mortalidade (FIDOCK
et al, 2008), mas também afeta programas de erradicacdo e gestdo clinica de
areas endémicas (MISHRA et al, 2009). Portanto, ha a necessidade urgente de se
obter novos antimalaricos, preferencialmente com novos mecanismos de acao
(MILLER et al, 2002; RIDLEY, 2002; VAROTTI et al, 2008; MISHRA et al, 2009).
Os vérios esforcos atuais tém se baseado na sintese de drogas de novo e
modificacdo quimica dos antimaléaricos existentes (OLLIARO & YUTHAVONG,
1999; MACREADIE et al, 2000; WINSTANLEY, 2001), o que dificulta o
aparecimento de resisténcia (RAPAPORT et al, 1992; MICKIE et al, 1998;
RIDLEY, 2002; ROSENTHAL, 2003), considerando que o processo de resisténcia
a novos farmacos, além de fisiologicamente complexo para o parasito, ndo é um
processo evolutivamente instantaneo.

A quimioterapia da malaria envolve o uso de varios grupos de farmacos

compreendem a cloroquina, amodiaquina, ferroquina, isoquina, pironaridina,
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naftoquina, aminoquinolizidina e bisquinolinas (juncdo de duas 4-aminoquinolinas)
e formam complexos com a FP-IX, impedindo a detoxificacdo (SCHLITZER,
2007). Os alril-aminoélcoois compreendem a quinina, mefloquina, halofantrina e
lumefantrina e agem evitando a fusdo das vesiculas de hemoglobina com o
vacuolo digestivo (FITCH, 2004). As 8-aminoquinolinas englobam a primaquina,
tafenoquina e bulaquina e apesar de ainda ndo terem mecanismo de acao
plenamente elucidado, acredita-se que ajam inibindo o transporte de elétrons na
cadeia respiratéria ou causando estresse oxidativo SCHLITZER, 2007). Os
derivados de artemisinina compreendem arteméter, artesunato, artenilato e
artemisona e agem interagindo com ferro ou heme gerando radicais livres
(MESHNICK et al, 1996). Os antifolatos compreendem a pirimetamina, proguanil e
sulfadoxina e agem inibindo a sintese do folato (WATKINS & MESHNICK, 2000;
SCHLITZER, 2007).

Durante décadas, o tratamento de escolha para a malaria tem sido
baseado em compostos analogos de quinolinas (Figura 4), representando a base
da quimioterapia contra a doenca (FOLEY & TILLEY, 1998). Esses compostos
foram extensivamente estudados para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos, o que levou a descoberta de algumas drogas, dentre as quais
cloroquina e primaquina (TEKWANI & WALKER, 2006).

As quinolinas apresentam vasto potencial farmacologico, ja que atuam
como analgésicos, anti-hipertensores, microbicidas e antivirais (KOUZNETSOV &
MELENDEZ-GOMEZ, 2005). Os anélogos de aminoquinolinas constituem uma
classe versatil de compostos no que tange a atividade contra Plasmodium.
Cloroquina e amodiaquina, por exemplo, atuam sobre formas sanguineas,
enquanto a primaquina atua sobre formas teciduais. Além disso, sua sintese é
facil, barata e tais compostos, além de serem bem tolerados, apresentam niveis
aceitaveis de toxicidade (GOMES et al, 2005).

Como ja mencionado, 0 modo de acdo das quinolinas se baseia na
interferéncia no processo de detoxificacdo do heme por parte do parasito (FOLEY
& TILLEY, 1997), inibindo-o (SULLIVAN et al, 1996). E proposto que, de maneira
alternativa a ligagdo ao heme, esses compostos inibam a protedlise da
hemoglobina — aumentando o pH do vacuolo digestivo, matando o parasito por

consequéncia de efeitos toxicos — ou a formacdo de hemozoina, por meio da
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inibicdo da enzima polimerase do heme (CHOU et al, 1980; FITCH et al, 1982;
SLATER & CERAMI, 1992).

A combinacdo de dois agentes farmacoldgicos separados numa Unica
molécula € uma estratégia promissora na descoberta de novas drogas (KEITH et
al, 2005) e tem sido uma estratégia utilizada no tratamento da malaria (WHITE et
al, 1999; MADAPA et al, 2009; MUREGI et al, 2009). Neste contexto,
modificacdes estruturais feitas nos analogos de quinolinas ou que tenham como
produto analogos constituidos de quinolinas e purinas podem oferecer alternativas
promissoras ao tratamento da malaria. Tal processo torna-se ainda mais
interessante se levados em conta 0s seguintes aspectos: a sintese é facil e barata
(GOMES et al, 2005) o que por sua vez pode fornecer farmacos de baixo custo,
atendendo a uma necessidade inerente ao controle da doenca (GELB, 2007).
Além disso, dificulta o desenvolvimento de resisténcia pelos parasitos (WHITE et
al, 1999; KEITH et al, 2005), fenbmeno que parece ser composto-especifico e
nao relacionado a mudancas na estrutura do alvo da droga (CASAGRANDE et al,
2008). Para um parasito mutante ser simultaneamente resistente a duas drogas
antimaléricas, deve haver um numero total de parasitos cuja biomassa é
fisiologicamente muito grande. Exemplo: se um em 10° parasitos é resistente a
uma droga A e um em 10 a droga B, somente um em 10% parasitos sera
resistente simultaneamente a A e B. A maioria dos doentes por malaria
apresentam de 10° a 10* parasitos e uma biomassa de mais de 10*® parasitos
numa unica pessoa € impossivel (WHITE et al, 1999).

Considerando o aspecto promissor da combinacdo de drogas, as purinas
merecem relevante atencao ja que sao essenciais para a sintese de nucleotideos,
proteinas e outras reacfes que requerem energia. Elas sé@o sintetizadas pela via
de novo ou pela via de incorporagao (“salvage pathway”), da qual dependem os
parasitos Plasmodium spp. (GHERARDI & SARCIRON, 2007). A inabilidade dos
protozodrios parasitos em sintetizar purinas de novo tem direcionado esforgcos a
pesquisa por alvos quimioterapéuticos e analogos que inibam transportadores ou
enzimas envolvidas no metabolismo de purinas, o que constitui alternativas
potenciais (EL KOUNI, 2003).

Antimetabdlitos de purina tém sido usados no desenvolvimento de
potentes agentes quimioterapicos, tais como antineoplasicos, antileucémicos,
antivirais, antibacterianos e antifingicos (DA SILVA et al, 1994; LANDFEAR et al,
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2004; ZAZA et al, 2004; STEURER et al, 2006; PETIT et al, 2008; MIRON et al,
2009). Por sua vez, 6-mercaptopurinas, sao pro-drogas citotoxicas que inibem a
atividade de enzimas na via sintética de novo de purinas e promovem dano ao
DNA (BRIDGER & COHEN, 1963; BOKKERINK et al, 1993). Elas sdo comumente
usadas no tratamento do cancer e como imunossupressores (DUBINSKY, 2004,
COULTHARD & HOGARTH, 2005).

Na Figura 4 podem ser observadas estruturas de quinolinas e purinas.
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Figura 4- (a) Cloroquina, amodiaquina e primaquina: analogos de quinolinas comumente usados
no tratamento da malaria. (b) Adenina e guanina: purinas essenciais;, azatioprina e 6-

mercaptopurina: purinas utilizadas no tratamento do cancer ou como imunossupressores.
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1.2- Aspectos imunoldgicos da doenca

Em relacdo aos aspectos imunologicos, a resposta é complexa e é
improvavel que qualquer antigeno isoladamente promova imunidade devido aos
multiplos estagios do ciclo de vida do Plasmodium e a complexidade/variedade de
possiveis mediadores e alvos de tal resposta. Além disso, a resposta imune esta
envolvida na prevencéo, cura das manifestacdes clinicas da doenca e também na
patogénese (MACKINTOSH et al, 2004; HAFALLA et al, 2006; BEESON et al,
2008). Entretanto, a cura da malaria depende ndo somente de uma resposta
imune eficiente como também de um tratamento antimaléarico eficaz (TARGETT,
1992).

A imunidade inata desempenha papel crucial na imunidade protetora a
malaria, limitando a densidade do parasito na fase inicial da doenca
(STEVENSON & RILEY, 2004), com destaque para as células NK e IFN-y
produzido por elas na resolucdo espontanea da infeccdo. Alguns mediadores
“parasiticidas” (como o oxido nitrico e TNF-a) liberados por macréfagos ou células
similares do sistema inato também contribuem (POMBO et al, 2002), conferindo
carater importante as células mononucleares (STEVENSON & RILEY, 2004). Os
fagdcitos mononucleares sdo importantes para fagocitose de eritrécitos infectados
devido a auséncia de anticorpos especificos citofilicos ou opsonizantes
(SERGHIDES et al, 2003). Células dendriticas também desempenham papel
fundamental na polarizacdo de células T CD4+ levando a respostas imunes
adaptativas (STEVENSON & URBAN, 2002). Sdo também importantes as células
T vé e células NKT (STEVENSON & RILEY, 2004).

Parecem ser necessarias resposta humoral e celular em cooperacao para
o controle da parasitemia, sendo o alvo principal os parasitos do estagio
eritrocitico (BEESON et al, 2008) contra 0s quais ocorre uma orquestrada
resposta de citocinas e anticorpos (NOLAND et al, 2008). No estagio pré-
eritrocitico, predomina a resposta celular (LEE et al, 1979) com destaque para
células TCD8+ e as células produtoras de IFN-y (TSUJI & ZAVALA, 2003).

Destaca-se o importante papel das células T e suas subpopulagbes: CD4+,
CD8+, yd e NK (SCHMIEG et al, 2003). As células CD4+ medeiam a imunidade
ao estagio pré-eritrocitico e sdo essenciais para um resposta humoral eficiente
contra os parasitos (SCHMIEG et al, 2003). O papel das células T CD8+ é critico,
ja que elas atuam de forma protetora e patologica (BELNOUE et al, 2002;
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HAFALLA et al, 2006). A regulacéo da resposta celular pode representar distingéo
entre contribuicdo para cura ou para doenca (BEESON et al., 2008).

TNF-o (Fator de Necrose Tumoral a) € uma das principais citocinas
envolvidas na imunologia da malaria e participa da patologia (GRAU et al, 1987,
AMANI et al, 2002; SCHOFIELD & GRAU, 2005). E uma proteina com grande
variedade de atividades biol6gicas produzida principalmente por macrofagos e
tem importancia em processos inflamatérios (GRAU et al, 1987). E produzida
também por monacitos, células NK, neutrofilos, basofilos, mastocitos, eosinofilos
e também por linfocitos T citotoxicos antigeno-especificos e células T auxiliares
no controle de tumores e infec¢des (RICHARDS, 1997).

TNF-a é produzido apds exposicdo a varios antigenos liberados durante o
complexo ciclo de vida dos plasmadios (RICHARDS, 1997). No caso da maléria,
uma producgédo excessiva de TNF-a é induzida por uma resposta imune decorrente
da presenca do parasito no sangue (HUNT & GRAU, 2003). Em alguns estudos,
altas concentracdes plasmaticas de TNF-o estiveram associadas a gravidade da
doenca (MOLYNEUX, 1991; SHAFFER et al, 1991). Em estudos com pacientes
com malaria falciparum grave, houve uma relacdo entre niveis plasmaticos de
TNF-o e patologia cerebral (GRAU et al, 1989; KWIATKOWSKI et al, 1990;
MOLYNEUX et al, 1993).

A citocina IL-10 € um inibidor da sintese de citocinas e € produzida
principalmente por células Th2, monécitos e células B. Deve desempenhar papel
importante na definicdo da resposta de células T auxiliares e, consequentemente,
da resposta por citocinas na malaria (RICHARDS, 1997), o que influencia na
evolucédo clinica da doenca. Além disso, parece ter um papel protetor na malaria
murina (HUNT & GRAU, 2003). Ela inibe a producéo de citocinas como GM-CSF
(fator estimulador de col6nia de granuldcito e macréfago) e TNF-o, as quais se
acredita participar nas complicacdbes da malaria grave e cerebral (CLARK &
ROCKETT, 1994).

Uma resposta imune eficaz € caracterizada por resposta inicial e intensa do
tipo Thl com mecanismos efetores mediados por citocinas pré-inflamatorias que
aniquilam as células infectadas, seguida de uma rapida supressao desses
mecanismos potencialmente excessivos e patogénicos por células efetoras ou
mediadores anti-inflamatorios (ARTAVANIS-TSAKONAS et al, 2003). A reducao
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de parasitos no sangue circulante e a prevencao da recrudescéncia parecem
ocorrer sob mecanismos efetores dependentes de anticorpo (LONG, 2003).

Considerando a influéncia de farmacos na resposta imune, sabe-se que 0s
linfécitos T e B sdo profundamente susceptiveis a interrup¢céao da sintese de novo
de purinas (FINE et al, 2007) o que pode comprometer a resposta imune do
hospedeiro. Esta, por sua vez, pode ser influenciada pelo tratamento com
antimaléaricos (SALMERON & LIPSKY, 1983; LIN et al, 1995; WHITE, 1998;
HUGOSSON et al, 2002; MA et a, 2007), os quais também alteram o perfil de
citocinas, podendo levar a exacerbacdo da doenca (OJO-AMAIZE et al, 2001;
BASTOS et al, 2002; WHALTHER et al, 2006). Um exemplo é a prépria
cloroquina, que reduz a proliferacao de linfécitos (BYGBJERG & FLACHS, 1986),
afeta a producéo de citocinas como IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y (ROSA et al, 1999),
reduz a producdo de intermediarios reativos de nitrogénio, inibe a fagocitose
(OSORIO et al, 1992) — assim como relatado para 4-aminoquinolinas
(SHALMIEVL et al, 1996) — e interfere na apresentacdo de antigenos via MHC de
classe Il (FOX & KANG, 1993).
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2- JUSTIFICATIVA

Além de a malaria ser um dos maiores problemas de saude publica do
mundo, a principal causa de perda econdmica e alta morbidade (ANDRADE-
NETO et al, 2007) e uma das doencas infecciosas que mais acometem seres
humanos (PASTERNAK & DZIKOWSKI, 2009), seu controle tem sido dificil em
funcd@o da crescente resisténcia dos parasitos aos farmacos comumente usados.
Portanto, ha a necessidade urgente de se obter novos antimalaricos,
preferencialmente com novos mecanismos de acédo (MILLER et al, 2002; RIDLEY,
2002; VAROTTI et al, 2008; MISHRA et al, 2009).

Nesse contexto, as quinolinas sdo promissoras por ja constituirem uma
classe versatil de compostos no que tange a atividade contra Plasmodium (a
exemplo da cloroquina, amodiaquina e primaquina) e agirem em ponto critico para
o0 parasito (GOLDBERG & SLATER, 1992).

Uma estratégia interessante para descoberta de novas drogas é a
combinacdo de dois agentes farmacoldgicos numa Unica molécula (KEITH et al,
2005) e tem sido uma estratégia utilizada no tratamento da malaria (WHITE et al,
1999; MADAPA et al, 2009; MUREGI et al, 2009). Assim, modificacbes estruturais
feitas nos analogos de quinolinas ou que tenham como produto analogos
constituidos de quinolinas e purinas podem oferecer alternativas promissoras ao
tratamento da malaria. Tal processo torna-se ainda mais interessante se levados
em conta 0s seguintes aspectos: a sintese é facil e barata (GOMES et al, 2005) o
que por sua vez pode fornecer farmacos de baixo custo, atendendo a uma
necessidade inerente ao controle da doenca (GELB, 2007). Além disso, dificulta o
desenvolvimento de resisténcia pelos parasitos (WHITE et al, 1999; KEITH et al,
2005), fenbmeno que parece ser composto-especifico e ndo relacionado a
mudancas na estrutura do alvo da droga (CASAGRANDE et al, 2008).

Desta forma, as purinas merecem relevante atencdo ja que sdo essenciais
para processos celulares fundamentais como sintese de nucleotideos, proteinas e
outras reagfes que requerem energia. A inabilidade dos protozoarios parasitos
em sintetizar purinas de novo tem direcionado esforcos a pesquisa por alvos
quimioterapéuticos e analogos que inibam transportadores ou enzimas envolvidas
no metabolismo de purinas, 0 que constitui alternativas potenciais (EL KOUNI,
2003).
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Tais analogos ja tém sido usados como antineoplasicos, antileucémicos,
antivirais, antibacterianos e antifungicos (DA SILVA et al, 1994; LANDFEAR et al,
2004; ZAZA et al, 2004; STEURER et al, 2006; PETIT et al, 2008; MIRON et al,
2009). Por sua vez, 6-mercaptopurinas, sdo pro-drogas citotoxicas que inibem a
atividade de enzimas na via sintética de novo de purinas e promovem dano ao
DNA (BRIDGER & COHEN, 1963; BOKKERINK et al, 1993). Elas sdo comumente
usadas no tratamento do cancer e como imunossupressores (DUBINSKY, 2004;
COULTHARD & HOGARTH, 2005).

Considerando os aspectos mencionados e a crescente resisténcia dos
parasitos aos antimalaricos comumente usados, esse trabalho avaliou a atividade
antimalarica in vivo de analogos de cloroquina acoplados a 6-mercaptopurina e a

alquil-aminas e seus complexos de platina.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade

antiplasmodial de analogos da cloroquina.

3.2- Objetivos especificos

e Analisar a atividade antiplasmodial dos analogos de cloroquina
utilizando teste supressivo in vivo através de modelo murino de infeccdo por

Plasmodium berghei cepa NKG65.

e Analisar a citotoxicidade dos compostos em células de mamiferos

utilizando ensaios in vitro com macréfagos peritoniais.

e Analisar aspectos imunoldgicos decorrentes do tratamento com o
derivado de quinolina acoplado a 6-mercaptopurina, derivado MPQUI, através da

contagem diferencial de leucécitos e dosagem de citocinas (TNF-a e IL-10).

¢ Analisar a influéncia dos tratamentos com os compostos em figado e

baco dos animais por meio de indice desses 6rgaos.

e Estabelecer possiveis relacbes estrutura-atividade para o0s

compostos avaliados.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Sintese dos analogos avaliados
As moléculas avaliadas neste trabalho foram obtidas a partir da conjugacéo de
dois anéis heterociclicos (quinolinas e mercaptopurina). Na intencéo de verificar a
relacdo estrutura-atividade dessas classes de compostos, varios derivados foram
obtidos. Inicialmente obteve-se o derivado de quinolina ligado diretamente pelo
grupo sulfeto a purina (derivado MPQUI, Figura 5b.1). Em seguida, uma série de
derivados foram obtidos com variacbes no comprimento da cadeia de grupos
metilénicos entre os dois anéis heterociclicos (grupo 1). Outro grupo de moléculas
derivadas de quinolina também foi obtido (grupo 2), desta vez grupos alquil-aminas
foram adicionados a posigdo 4 da quinolina. Num terceiro momento os derivados do
grupo 2 foram complexados com platina (grupo 3). As estruturas desses grupos
estdo apresentadas na Figura 5. As estruturas dos compostos avaliados neste
trabalho encontram-se nas Tabelas 1 e 2.
Todos os compostos foram obtidos pelo grupo do Prof. Dr. Adilson David
da Silva, pertencente ao Nucleo de Pesquisa Quimica (NUPEQ) da Universidade

Federal de Juiz de Fora.



26

(@) o SH
3 /—

HT)\/\/N\_ N""H/JIH>

: L L

1 N cloroquina b-mercaptopurina

Cl

= N N._# TN |
|
iy o 0" NN\
| 5
/| = = |\ g S~y
AT T
b.1 b.2 b3

© “ otk
o e

c.1l c.2

Figura 5- Estrutura dos derivados avaliados neste trabalho, evidenciando a parte de quinolina.
Figura 5a- estruturas da cloroquina e 6-mercaptopurina. Figura 5b- derivados do grupo 1
(analogos da cloroquina acoplados a 6-mercaptopurina): 5b.1: MPQUI; 5b.2: MPQUI propil; 5b.3:
MPQUI pentil. Figura 5c- derivados do grupo 2 e 3; 5c.1: analogos da cloroquina acoplados a
alquil-aminas (grupo 2); 5c.2: analogos da cloroquina complexados com platina (grupo 3).
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Tabela 1- Estrutura dos analogos de quinolina acoplados a 6-mercaptopurina.

Nome Estrutura Modificagéo Codi
odigo
Quimico estrutural g
N'-(7-
—
cloroquinolin- )\/V
4-il)-N,N- /@ - cloroquina
dietil-pentano-
1,4-diamina
H
W
N
= N
] ) | Adicao da 6-
4-(6’-tiopurina)- ]
mercaptopurina
7- s auinoli MPQUI
a quinolina
cloroquinolina /@EJj q
N
FNH
= N Adicéo de 3
! rupos
N-(4-(7H-purin- /\/\ ==y ) gt_lAp.
metilénicos
6-iltio)propil)-7- . MPQUI
S entre a
cloroquinolina- ] propil
Aami W mercaptopurina
-amino
e aquinolina
H
/ |
N # N Adicao de 5
J grupos
N-(4-(7H-purin- =N -
5 metilénicos
6-iltio)pentil)-7- . MPQUI
entre a
cloroquinolina- ] )
Aami mercaptopurina pentil
-amino
e aquinolina
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Tabela 2- Estrutura dos analogos de quinolina acoplados a alquil-aminas e

seus complexos de platina.

_— Modificacéo o
Nome quimico Estrutura estrutural Cadigo
CHs —
4,7- HN)\/\/N\; i lor .
dicloroquinolina /@ cloroguina
A
=
Cl N
H /
7-cloro-N-(2-(prop- HN/\/N\// Adic&o de grupo
2- etilamina N-
inilamino)etil)quino x propinil a 1
lin-4-amino quinolina
F
cl N
N
HN N
7-cloro-N-(3-(prop- H/\ Adicao de grupo
2- AN propilamina N- 5
inilamino)propil)qui propinil a
nolin-4-amino o N/ quinolina
H %
7-cloro-N-(4-(prop- HN/\/\/N\/ Adicao de grupo
2- butilamina N-
inilamino)butil)quin AN propinil a 3
olin-4-amino quinolina
=
Cl N
!
NN N
7-cloro-N-(6-(prop- "I \ Adic&o de grupo
2- SN hexiilamina N-
inilamino)hexil)qui propinil a 4
nolin-4-amino P quinolina
Cl N
e
N-(2-(dli(prop-2- - Adig8o de grupo
inil)amino)etil)-7- T NN etilamina N,N-
cloroquinolin-4- dipropinil a 5
amino N quinolina
P
Cl N
%
“N-(3-(di(prop-2- HN/\/\N Adic3o de grupo
inil)amino)propil)- | propilamina N,N-
7-cloroquinolin-4- AN - dipropinil a 6
amino quinolina
>
Cl N
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amino

7-cloro-N-(4- Adicdo de grupo
(di(prop-2- i TN butilamina N,N-
inil)amino)butil)qui dipropinil a 7
nolin-4-amino IS quinolina
Cl N
TI
Complexo de C'_)"/NHZ Complexagao
platina (II) do N-(2- HN comgprlj'gga do
Iamlno_etlll)_—7— AN etilenodiamina 8
cloroquino in-4- acoplado a
amino P quinolina
Cl N
Cl
[ ]
Complexo de 7 Complexag&o
Platina (I1) do N- HN com platina do
2-aminopropil)-7- grupo
(cloro uirr)10IiFr)1—)4— N propanodiamina 9
qui acoplado a
amino “ N/ quinolina
=
Complexo de f Complexagéao
cloro-N-(2-(prop-2 HN/ etileng(;?;rgina N- 10
|n|Iar_n|no)et|!)qumo N propinil acoplado
lin-4-amino a quinolina
Cl N/
FZ
Complexo de Tl P Complexagao
platina (II) do N-(2- C._pt/w\// com platina do
(di(prop-2- “N/\> etiler?glé?;)mina
inil)amino)etil)-7- : L 11
L N N,N-dipropinil
cIorqu|_noI|n-4- acoplado a
amino / quinolina
Cl N
Complexo de °'\< / Complexag&o
platina (1) do N-(3- RN com platina do
(di(prop-2- 1 ro ilg;%%(i)amina 2
inil)amino)propil)- ~ P N,pN-dipropiniI
7-cloroquinolin-4- P acoplado a

Cl

quinolina
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4.2 — Testes “in vivo”

4.2.1- Teste de atividade antimalérica in vivo

Foi utilizado o parasito da maléria murina Plasmodium berghei cepa NK-65
inoculado em camundongos. A manutencao da cepa foi feita a partir da passagem
semanal de sangue em camundongos. Aproximadamente 4uL desse sangue foi
diluido em solucdo salina e 0,2 mL do preparado foi inoculado por via
intraperitoneal em camundongos sui¢cos outbread fémeas, obtidos no Centro de
Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os compostos, em diferentes doses, foram testados in vivo em
camundongos infectados com formas sanglineas de Plasmodium berghei cepa
NK65, usando o teste supressivo (PETERS, 1965). Foram usados camundongos
Suicos outbread, fémeas, de 19 a 22 g, obtidos do Centro de Biologia da
Reproducado da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob o processo aprovado
no Comité de Etica sob o n° 063/2007-CEEA. Esses camundongos foram
infectados com 1 x 10° hemAcias parasitadas por via intraperitoneal.

As substancias testadas foram preparadas em solucdo aquosa ou diluidas
de acordo com sua solubilidade em dimetil sulfoxido (DMSO) a 5%. Os
camundongos infectados foram divididos ao acaso em grupos de 5 animais e 0s
grupos-teste receberam doses orais das drogas em diferentes doses: 3 analogos
de cloroquina conjugados com 6-mercaptopurina nas doses de 1, 5, 10, 25, 50 e
100 mg/Kg e os acoplados a alquil-aminas e seus complexos de platina
(totalizando 12 compostos) a 10 e/ou a 25 mg/Kg. Foi administrada uma dose por
dia, durante 4 dias consecutivos, a partir do dia da inoculagdo. Dois grupos
controle foram utilizados, um recebendo a droga padrdo cloroquina na dose de
100mg/Kg e outro ndo tratado, que recebeu solucdo de DMSO a 5%. Foram
utilizados também grupos que receberam doses de cloroquina iguais as dos
compostos testados a fim de obter uma comparacdo da atividade antimalaricos
dos mesmos. Nos dias 5, 7 e 9 apls a inoculacdo dos parasitos foram feitos
esfregacos sanguineos, fixados em metanol, corados por Giemsa e examinados
em microscopia de imersdo para determinacdo da parasitemia. Datas de morte

dos animais também foram registradas com o intuito de obter dados sobre a
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sobrevivéncia dos mesmos em decorréncia do tratamento com 0s compostos

avaliados.

4.2.2- Contagem da parasitemia

Para contagem da parasitemia foram confeccionados esfregagos do
sangue dos camundongos infectados em lamina de microscopia, corados pelo
corante de Giemsa e examinados ao microscépio sob objetiva de imersao
(1000X). A parasitemia foi determinada pela quantidade de heméacias infectadas
usando como universo a quantidade de hemacias totais que varia de acordo com
uma estimativa inicial da parasitemia: <5%: 4 mil hemécias; 5-10%: 3mil; 10-20%:
1.500; >10%: 1mil.

4.2.3- Porcentagem de Inibicdo da Multiplicacdo dos Parasitos (supresséo
da parasitemia)

A atividade antimalarica dos compostos testados foi estabelecida com base
na porcentagem de inibicdo da multiplicacdo dos parasitos observada nos grupos
tratados com 0s compostos, em comparagcdo com 0 grupo controle ndo tratado,
calculada por meio da seguinte formula (CARVALHO et al, 1991): [(A-B)/A]x100,
onde A= parasitemia média no grupo controle (ndo tratado), B=parasitemia média

do grupo teste.

4.3- Dosagem das citocinas TNF-a e IL-10

Para coleta de soro, sangue foi coletado do plexo orbital dos animais no
12° dia apos inoculacdo dos mesmos. Apos a formacdo de coagulo, as amostras
foram centrifugadas e posteriormente mantidas em freezer -20°C até a realizacao
dos ensaios de ELISA. Como os animais dos grupos tratados com MPQUI nas
doses de 100, 50 e 25mg/Kg morrem precocemente, a coleta de soro deles (tanto
infectados como néo infectados) foi realizada no 3° dia do experimento. Para as
dosagens das citocinas supracitadas, placas de ELISA de 96 pog¢os com fundo
chato (Maxisorp, Nunc) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluido
em tampao especifico preparado pelo fabricante e incubadas por

aproximadamente 16h a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS-
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Tween a 0,05% e blogueadas com PBS-soro fetal por 1 hora. Apos este periodo,
as placas foram lavadas novamente e, em seguida as amostras e os padrées de
citocinas foram colocados. As placas foram entdo incubadas por
aproximadamente 16 horas a 4°C. Terminada a incubacg&o, as placas foram
lavadas, o anticorpo anti-citocina biotinilado (TNF-a e IL-10, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA) foi acrescentado e a placa foi incubada por
mais 1 hora a temperatura ambiente. Apds 5 lavagens, o conjugado enzimético foi
adicionado e as placas foram incubadas por 30 minutos. Transcorrido esse
tempo, o substrato (solucdo de tetrametilbenzidina e perdxido de hidrogénio) foi
adicionado e a placa incubada por 15 minutos. Por fim, a reacédo foi interrompida
com &cido sulfarico 2N e a leitura feita em leitor de microplacas (SPECTRAMAX
190, Molecular Devices) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram calculadas
a partir das curvas-padréo, obtidas pelas diferentes concentracdes dos
respectivos recombinantes (TNF-a e IL-10, BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA, USA). As leituras foram interpretadas como concentracfes das

citocinas em pg/mL.

4.4- Contagem diferencial de leucécitos

A contagem diferencial de leucécitos foi realizada sob microscopia de
imerséo, em esfregacos sanguineos fixados em metanol e corados com Giemsa,
até atingir o total de 100 leucdcitos totais. Tais esfregacos foram obtidos no 12°
dia ap6s a inoculacdo dos animais. Como 0s animais dos grupos tratados com
MPQUI nas doses de 100, 50 e 25mg/Kg morrem precocemente, a coleta de
esfregaco deles (tanto infectados como néo infectados) foi realizada no 3° dia do

experimento.

4.5- Teste de citotoxicidade in vitro

Para verificar a citotoxicidade in vitro em células de mamiferos, foram
utilizados macréfagos peritoniais de camundongos BALB/c estimulados com
tioglicolato a 4% 72h antes da realizacdo do teste. A extracdo dos macrofagos foi
feita realizando-se lavado peritonial com a manutencao das células em solugéo de

Hanks e em gelo. Apos centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em meio
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RPMI-1640 suplementado com SBF 10% e 10° foram adicionadas em cada poco,
em uma placa de cultivo de 96 pocos. ApoOs a adicdo das drogas nas seguintes
concentragbes: MPQUI a 110, 55, 27.5, 13.75, 6.875, 3.44, 1.72, 0.86ug/mL e
analogos de cloroquina acoplados a alquil-aminas e complexos de platina nas
concentracfes de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78uM, as células foram
mantidas em estufa a 37° C, 5% de CO,. Apos 48 horas de incubacéo, a
viabilidade dos macréfagos foi determinada pelo método colorimétrico do 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlico (MTT; Sigma, Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, EUA), adicionando-se 10uL de MTT (5mg/mL). Decorridas 4 horas, a reagao foi
interrompida com o acréscimo de 100 uL de &lcool isopropilico acidificado com
HCL 0,4%. A absorbancia foi medida a 570 nm em espectofotometro
(SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) (MOSSMANN, 1983; BRAGA et al,
2007). A citotoxicidade € expressa pela razao: leitura obtida nos pocos com células
expostas aos compostos / leitura dos pocos controle que ndo foram incubados com
compostos x 100. Foram considerados citotdxicos 0s compostos que causaram a
morte de mais de 50% das células em comporacdo com 0 controle que nao foi

incubado com compostos.

4.6- indice de massa de figado e baco

Para verificar se houve hepatoesplenomegalia decorrente da doenca aliada
ao tratamento com os compostos, baco e figado dos camundongos suicos
infectados e tratados, inclusive os controles, foram extraidos, pesados e suas
massas incluidas na seguinte férmula de modo a estabelecerem relagdo com o peso
do animal sob a forma de indice: peso do 6rgdo / peso do animal x 100, originando
uma grandeza adimensional (ALMEIDA et al, 1996).

4.7- Anélise estatistica

Os dados dos testes antimalaricos foram analisados por meio do software
SPSS para Windows (v.13) (SPSS Inc. SPSS 13.0 for Windows. Chicago, IL:
SPSS Inc.; 2004), usando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
comparacao entre duas amostras independentes. Valores de p menores que 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5- RESULTADOS

5.1- Anélogos de quinolina acoplados a 6-mercaptopurina

5.1.1- Supressao da parasitemia
O andlogo MPQUI apresentou elevados valores de supressdo da
parasitemia, por volta de 70%, como a 50mg/Kg nos 7° e 9° dias, e 25mg/Kg no 9°
dia. Destaca-se a supressdo na dose de 5mg/Kg: aproximadamente 70% nos 3
dias analisados. Valores de supressdo préoximos a 60% também podem ser
observados: MPQUI pentil a 5 e 25mg/Kg no 5° dia. MPQUI propil e MPQUI pentil
também suprimiram a parasitemia, mas em valores menos expressivos. Faz-se
necessario ressaltar que ndo ha valores de supresséo para a dose de 100mg/Kg,
ja que os camundongos morreram antes do 5° dia. Os dados referentes ao
tratamento com MPQUI na dose de 50mg/Kg sdo provenientes de 1 camundongo,
0 que impossibilita a aplicacéo de testes estatisticos e célculo de desvio padrao.
Os valores de supressao da parasitemia podem ser observados na Tabela 3
e sob a forma de graficos na Figura 6. As médias das parasitemias decorrentes

do tratamento com cada analogo encontram-se ilustradas na Figura 7a, 7b e 7c.
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Tabela 3- Supressdo da parasitemia induzida pelo tratamento com os

compostos analogos de quinolina acoplados a 6-mercaptopurina contra

Plasmodium berghei NK65%

Supressao da parasitemia (%)

nos dias
Composto Dose (mg/KQ) 5 7 9
MPQUI 1 0 0 0
5 76 14* 71
10 37 50 61
25 26 28 69
50° 23 70 79
MPQUI propil 5 26 41 51
10 24 21 27
25 10 6 0
50 16 0 0
MPQUI pentil 5 58 0 0
10 0 41 46
25 58 35 23
50 26 41 49
Cloroquina 5 80* 47 43
10 89* 33 58
25 100 24* 62*
50 100 100 100

* p < 0,05 (diferencas significativas em relacdo ao grupo controle néo tratado utilizando o Teste de

Mann-Whitney); ? cada grupo teve n=>5; ® dado oriundo de apenas um animal.
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Figura 6- Supressdo da parasitemia decorrente do tratamento com os compostos analogos de

quinolina acoplados a 6-mercaptopurina nas diferentes doses em comparagao com a cloroquina.
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Figura 7a- Médias das parasitemias nos grupos tratados com MPQUI nas diferentes doses. Cada
grupo continha 5 camundongos. 7a.1- 5mg/Kg; 7a.2- 10mg/Kg; 7a.3- 25mg/Kg. * p < 0,05
(diferencas significativas em relacdo ao grupo controle ndo tratado utilizando o Teste de Mann-
Whitney)
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Figura 7b- Médias das parasitemias nos grupos tratados com MPQUI propil nas diferentes doses.
Cada grupo continha 5 camundongos. 7b.1- 5mg/Kg; 7b.2- 10mg/Kg; 7b.3- 25mg/Kg; 7b.4-
50mg/Kg.
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Figura 7c- Médias das parasitemias nos grupos tratados com MPQUI pentil nas diferentes doses.
Cada grupo continha 5 camundongos. 7c.1- 5mg/Kg; 7c.2- 10mg/Kg; 7c.3- 25mg/Kg; 7C.4-

50mg/Kg. * p < 0,05 (diferencas significativas em relagdo ao grupo controle no tratado utilizando
o Teste de Mann-Whitney).
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5.1.2- Sobrevivéncia

N&o houve diferenca na sobrevivéncia entre o grupo controle nao tratado e
0S grupos tratados com os compostos, exceto para MPQUI nas doses de 100, 50
e 25mg/Kg.

Os camundongos tratados com MPQUI nas doses de 100, 50 e 25mg/Kg
morreram precocemente. Esses dados podem ser vistos na Tabela 4.

Os camundongos do grupo controle tratado sobreviveram até o fim do

experimento.

Tabela 4- Mortalidade dos camundongos infectados ou nao infectados com
Plasmodium berghei NK65 ao longo do tratamento com MPQUI

(mortos/vivos)

Infectados* Nao infectadost
Dia Dia Dia Dia Dia Dia

Doses 3 5 8 3 5 8
nao o5 0/5 0/5 0/2 02 02
tratados
100mg/Kg® 0/5 4/5 - 02 2/2 -

50mg/Kg 0/5 0/5 2/5 2/2 - -

25mg/Kg 0/5 3/5 3/5 212 - -
* cada grupo continha 5 camundongos

Tcada grupo continha 2 camundongos

%um camundongo deste grupo ndo desenvolveu infecgio

5.1.3- Citotoxicidade in vitro

O composto MPQUI apresentou toxicidade in vitro na concentracdo de
110pg/mL (57,8%) e 55ug/mL (32,6%). Nao foram realizados testes com MPQUI
propil e MPQUI pentil.
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5.1.4- Dosagem das citocinas TNF-a e IL-10

a) TNF-a

Com os camungongos infectados, o grupo controle ndo tratado apresentou a
maior concentracdo média de TNF-a e o grupo controle tratado com cloroquina
apresentou a menor concentracdo. Os grupos de camundongos infectados e
tratados com MPQUI nas doses de 100, 50, 25 e 5 mg/Kg apresentaram
concentracbes meédias menores que os infectados néo tratados. O grupo de
camundongos infectados e tratados com MPQUI a 1mg/Kg apresentou
concentragdo média similar & dos camundongos infectados e néo tratados. Tais

resultados podem ser observados na Tabela 5 e Figura 8.

Tabela 5- Concentracdes de TNF-a em soro de camundongos suicos
infectados com Plasmodium berghei NK65 e tratados com MPQUI *

GRUPOS? Média + desvio padréo
Controle néo tratado 278,926 + 123,6
Controle tratado 14,679 + 4,3
MPQUI 100mg/Kg 57,883 + 28,2
MPQUI 50mg/Kg 133,763 + 58,7
MPQUI 25mg/Kg 132,130 + 62,7
MPQUI 10mg/Kg 163,498 + 81,7
MPQUI 5mg/Kg 136,784 + 47
MPQUI 1mg/Kg 262,157 + 162
Controle sadio 24,533 + 35,1

*valores expressos em pg/mL; * cada grupo teve n=5
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Figura 8- Dosagem de TNF-a em soro de grupos de camundongos suicos infectados com
Plasmodium berghei NK65 e tratados com MPQUI em varias doses. Cada grupo continha 5
camundongos. * p<0,05 em comparacdo com o controle ndo tratado; # p<0,05 em comparacao
com o controle tratado; T p<0,05 em comparacdo com o controle sadio (ndo infectado e néo
tratado).

Com relacdo aos camundongos néo infectados, o grupo tratado com MPQUI
a 10mg/Kg apresentou a maior concentracdo média de TNF-a, similar ao grupo
controle nédo tratado. Ja o grupo de camundongos tratados com MPQUI a 1mg/Kg
apresentou a menor concentracdo media da citocina, semelhante aos controles
tratados. Observa-se que a medida que a dose de MPQUI diminui, as
concentracfes médias da citocina também diminuem. Resultados ilustrados na

Tabela 6 e Figura 9.

Tabela 6- Concentracdes de TNF-a em soro de camundongos suicos nao

infectados e tratados com MPQUI *

GRUPOS? Média + desvio padrio
Controle néo tratados 63,907 £ 63,2
Controle tratados 14.936 + 8,2
MQPUI 10mg/Kg 65,056 + 69,7
MPQUI'Smg/Kg 30,476 + 28,7
MPQUI 1mg/Kg 12,376 £5,5

*valores expressos em pg/mL; ? cada grupo teve n=5
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Figura 9- Dosagens de TNF-a em soro de grupos de camundongos suicos nédo infectados e
tratados com MPQUI nas varias doses. Cada grupo continha 5 camundongos. N&do houve

significancia estatistica entre nenhum grupo.

b) IL-10
No que diz respeito aos camundongos infectados, o grupo tratado com
MPQUI a 1mg/Kg apresentou a maior concentracdo média de IL-10, seguido do
grupo nao tratado, tratado com MPQUI a 10mg/Kg e a 5mg/Kg. A menor
concentracdo média pode ser observada no grupo de camundongos controles
sadios (ndo infectados e néo tratados), seguido do controle tratado. Resultados

na Tabela 7 e Figura 10.
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Tabela 7- Concentracbes de IL-10 em soro de camundongos suicos

infectados com Plasmodium berghei NK65 e tratados com MPQUI *

GRUPOS* Média + desvio padréo
Controle néo tratado 427,215 £ 51
Controle tratado 25,290 £ 15,4
MPQUI 100mg/Kg 187,980 + 118,7
MPQUI 50mg/Kg 156,133 £ 168,7
MPQUI 25mg/Kg 152,835 + 96,5
MPQUI 10mg/Kg 324,745 + 232,3
MPQUI 5mg/Kg 260,721 + 88,7
MPQUI 1mg/Kg 1120,001 * 1215,6
Controle sadio 16,207 £ 11,9

*valores expressos em pg/mL; ©cada grupo teve n=5

2500~ controle n&o tratado

controle tratado
MPQUI 100mg/Kg
MPQUI 50mg/Kg
MPQUI 25mg/Kg
MPQUI 10mg/Kg
MPQUI 5mg/Kg
MPQUI 1mg/Kg
controle sadio
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[
a
o
<
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[
/
-
[
|
/
/

grupos

Figura 10- Dosagens de IL-10 em soro de grupos de camundongos suicos infectados com
Plasmodium berghei NK65 e tratados com MPQUI em varias doses. Cada grupo continha 5
camundongos. * p<0,05 em comparacdo com o controle ndo tratado; # p<0,05 em comparacgéo
com o controle tratado; 1 p<0,05 em comparagdo com o controle sadio (ndo infectado e néo

tratado).
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Nos camundongos nao infectados, a maior concentragdo média de IL-10

ser observada no grupo nao tratado e a menor, no tratado com MPQUI a

1mg/Kg. Novamente, observa-se que a medida que as doses de MPQUI

diminuem, as concentragdes médias da citocina também diminuem. Resultados

na Tabela 8 e Figura 11.

Tabela 8- Concentracdes de IL-10 em soro de camundongos Sui¢cos nao

infectados e tratados com MPQUI *

IL-10 (pg/mL)

GRUPOS* Média + desvio padréo
Controle né&o tratados 191,157 + 275,145
Controle tratado 33,475 + 20,612
MPQUI 10mg/Kg 73,224 £ 81,970
MPQUI 5mg/Kg 33,629 + 37,720
MPQUI 1mg/Kg 18,409 + 5,568

*valores expressos em pg/mL;  cada grupo teve n=5.

5001
—_ Bl controle ndo tratado
400+ B controle tratado
EE MPQUI 10mg/Kg
3004 1 MPQUI 5mg/Kg
E MPQUI 1mg/Kg
200+
100+ %
P

grupos

Figura 11- Dosagens de IL-10 em soro de grupos de camundongos suicos ndo infectados e

tratados com MPQUI em varias doses. * p<0,05 em compara¢do com o controle ndo tratado. Cada

grupo

continha 5 camundongos. Nao houve significAncia estatistica quando comparados o0s

grupos controle tratado e sadio com os demais.
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5.1.5- Contagem diferencial de leucécitos

Com relacdo a contagem diferencial de leucoécitos dos grupos infectados e
tratados com MPQUI nas doses de 100, 50, 25, 10, 5 e 1mg/Kg, foi observado
que a porcentagem de eosindfilos e basofilos apresentaram baixos valores. O
grupo tratado com MPQUI a 50mg/Kg apresentou a porcentagem mais elevada de
neutrofilos e o controle ndo tratado, a maior porcentagem de mondcitos. A
porcentagem de linfocitos foi mais elevada no grupo controle tratado. De forma
geral, € possivel perceber valores similares entre o grupo de camundongos
controles tratados com cloroquina e os tratados com MPQUI a 5 mg/Kg, assim
como entre controle ndo tratado e MPQUI 1mg/Kg. Resultados na Tabela 9 e

Figura 12.

Tabela 9- Contagem diferencial de leucécitos de camundongos suicos

infectados com Plasmodium berghei NK65 e tratados com MPQUI *

GRUPO? Neutréfilos Linféocitos Eosinodfilos Basoéfilos  Monbécitos

Controle nao

335+205 435464 0 0 23+ 141
tratado
Controle 123+61 75+148 0 2+26 10 +5,3
tratado
MPQUI
oomyKkg  AL5E49 495292  15:07 3+28 45+2.1
MPQUI 5951106 445:92 0 25407 25+21
50mg/Kg
MPQUI " 383172  53:2009 3+1 2+11 73403
25mg/Kg
MPQUI  »o 75455 61327 27543 525+39 7.75+12
10mg/Kg
MPQUI 1525141 6975+71 45+34 225+26 7.25+26
5mg/Kg
MPQUI 651106 345+12 710 35407 85407
1mg/Kg

* valores expressos em porcentagem na forma de médiatdesvio padrdo; * cada grupo
teve n=5.
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Figura 12- Contagem diferencial de leucdcitos de camundongos suicos infectados com

Plasmodium berghei NK65 e tratados com MPQUI. Cada grupo continha 5 camundongos. a-
controle ndo tratado; b- controle tratado; c- MPQUI 100mg/Kg; d- MPQUI 50mg/Kg; e- MPQUI
25mg/Kg; f- MPQUI 10mg/Kg; g- MPQUI 5mg/Kg; h- MPQUI 1mg/Kg.
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Os grupos néo infectados e tratados com MPQUI apresentaram valores
similares de leucdcitos entre si, sendo 0s maiores observados para os linfocitos.
Resultados na Tabela 10 e Figura 13. N&o ha dados referentes as doses de 100,
50 e 25mg/Kg devido ao fato de os camundongos morrerem antes da data em

gue a contagem diferencial de leucadcitos foi realizada.

Tabela 10- Contagem diferencial de leucécitos de camundongos sui¢cos nao
infectados e tratados com MPQUI *

GRUPQO? Neutréfilos  Linfocitos Eosindfilos  Basofilos Mondécitos

controle nao

145+64 715+21 0+0 2+14 12+56
tratado

Controle 195+92  68+127 2+1.4 2+28 85+21
tratado

MPQUI 26 +5.6 62428 35+07  35+07 540
10mg/Kg

MPQUI

A 255+49 615+0,7 5+1.4 3+1.4 5+14
MPQUI 22442 65 + 8,5 3+0 1+0 75+21
1mg/Kg

* valores expressos em porcentagem na forma de médiatdesvio padréo; @ cada grupo
teve n=5.
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Figura 13- Contagem diferencial de leucdcitos de camundongos suicos ndo infectados e tratados
com MPQUI. Cada grupo continha 5 camundongos. a- controle ndo tratado; b- controle tratado; c-

MPQUI 10mg/Kg; d- MPQUI 5mg/Kg; e- MPQUI 1mg/Kg.
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5.1.6- indice de massa de figado e baco

Apesar de ndo haver significAncia estatistica entre nenhum grupo, houve
uma tendéncia de aumento dos indices de figado e baco a medida que as doses
de MPQUI diminuiam. Com relacdo a MPQUI propil e MPQUI pentil, ndo houve
diferenca expressiva entre 0s grupos controle e os tratados com esses compostos

nas varias doses. Os indices encontram-se ilustrados na Figura 14.

a

151 controle ndo tratado
controle tratado
MPQUI 100mg/Kg
MPQUI 50mg/Kg
MPQUI 25mg/Kg
MPQUI 10mg/Kg
MPQUI 5mg/Kg
MPQUI 1mg/Kg
controle sadio

10+

indice

E0CEECDNN

baco figado

controle ndo tratado
controle tratado
MPQUI propil 5mg/Kg
MPQUI propil 10mg/Kg
MPQUI propil 25mg/Kg
MPQUI propil 50mg/Kg
controle sadio

indice

goganonn

baco figado

controle nao tratado
controle tratado
MPQUI pentil 5mg/Kg
MPQUI pentil 10mg/Kg
MPQUI pentil 25mg/Kg
MPQUI pentil 50mg/Kg
controle sadio

indice

baco figado

Figura 14- indices de massa de figado e baco de camundongos suicos infectados com
Plasmodium berghei NK65 e tratados com os analogos de quinolina acoplados a 6-
mercaptopurina. Cada grupo continha 5 camundongos. a- MPQUI; b- MPQUI propil; c- MPQUI
pentil. Nao houve significAncia estatistica entre nenhum grupo.
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5.2- Analogos de quinolina acoplados a alquil-aminas e seus complexos de

platina

5.2.1- Supresséao da parasitemia

Os analogos promoveram supressdo da parasitemia em altos valores, sendo
a maioria em torno dos 70% e alguns atingiram até 90%.

Os compostos que foram testados a 10 e 25mg/Kg demonstraram valores de
supressdo mais altos no dia 5 nessa Ultima dose. E interessante ressaltar que
eles atingiram altos valores, todos superiores a 60%.

Em relacdo aos compostos testados a 10mg/Kg, um aumento gradual pode
ser percebido ao longo dos dias avaliados, exceto para o composto 7. Contudo, a
supressdo dos compostos testados a 10mg/Kg que apresentam complexo de
platina na sua estrutura (8, 9, 10, 11 e 12) diminui no dia 7, com excec¢do do
composto 9.

A supressao dos compostos testados a 25mg/Kg diminui no dia 7 e entdo
aumenta no dia 9, com exceg¢ao do composto 1.

Os valores de supresséo da parasitemia podem ser observados na Tabela
11 e Figura 15 e as médias das parasitemias dos grupos tratados com o0s

analogos na Figura 16.
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Tabela 11- Supressdo da parasitemia induzida pelo tratamento com os
compostos analogos de quinolina acoplados a alquil-aminas e seus

complexos de platina contra Plasmodium berghei NK65%

Supressao da parasitemia (%) nos dias

Dose

Composto (Mg/Kg) 5 7 9
1 10 4 17.6 61.3°
1 25 84" 33 of
2 10 0 50 62
2 25 94" 23,5 84.0
3 10 12 58.8" 58.7
3 25 73 56,8 82.6
4 10 12 va 72.6°
5 25 64" 64" 73.0
6 25 68" 69" 83.4°
7 10 36 34 0
7 25 65 36 59.7
8 10 50 23 7.4
9 10 0 61.8° 69.4°
10 10 50" 23,1 75,9°
11 10 55 46,2 75,9
12 10 45 30,8 44,4
Cloroquina 10 89 33 58
25 100 24" 62"

’ p < 0,05 (diferencas significativas em relacdo ao grupo controle ndo tratado utilizando o Teste de
Mann-Whitney); ? cada grupo teve n=>5.
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Figura 15- Supressdo da parasitemia decorrente do tratamento com o0s analogos de quinolina
acoplados a alquil-aminas e complexos de platina nas varias doses em comparacdo com a
cloroquina. a- compostos acoplados a alquil-aminas a 10mg/Kg; b- compostos acoplados a alquil-

aminas a 25mg/Kg; c- compostos complexados com platina a 10mg/Kg.
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@@ controle ndo tratado
Bl (1) 10mg/Kg
B (2) 10mg/Kg
3 (3) 10mg/Kg
= (4) 10mg/Kg
Bl (9) 10mg/Kg

controle no tratado
(1) 25mg/Kg
(2) 256mg/Kg
(3) 256mg/Kg
(5) 256mg/Kg
(6) 25mg/Kg
(7) 10mg/Kg
(7) 25mg/Kg

BE00EERAE
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3 (11) 10mg/Kg
B8 (12) 10mg/Kg

Figura 16- Médias das parasitemias dos grupos tratados com os analogos de quinolina acoplados

a alquil-aminas e complexos de platina. Cada grupo continha 5 camundongos. a- experimento 1;

b- experimento 2; c- experimento 3.~ p < 0,05 (diferencas significativas em relagdo ao grupo

controle ndo tratado utilizando o Teste de Mann-Whitney).
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5.2.2- Sobrevivéncia

N&o houve diferenca na sobrevivéncia entre o grupo controle ndo tratado e
0S grupos tratados com os compostos. Os camundongos do grupo controle
tratado sobreviveram até o fim do experimento. Dados na Tabela 12.

Tabela 12- Mortalidade dos camundongos infectados com Plasmodium
berghei NK65 e tratados com os analogos de quinolina acoplados a alquil-

aminas e complexos de platina (mortos/vivos)®

Dose Dia Dia Dia
(mg/Kg) 3 5 8

nao tratados 0 0/5 0/5 0/5

Compostos

1 10 0/5 0/5 0/5
1 25 0/5 0/5 0/5
2 10 0/5 0/5 0/5
2 25 0/5 0/5 0/5
3 10 0/5 0/5 0/5
3 25 0/5 0/5 0/5
4 10 0/5 0/5 0/5
5 25 0/5 0/5 0/5
6 25 0/5 0/5 0/5
7 10 0/5 0/5 0/5
7 25 0/5 0/5 0/5
8 10 0/5 0/5 0/5
9 10 0/5 0/5 0/5
10 10 0/5 0/5 0/5
11 10 0/5 0/5 0/5
12 10 0/5 0/5 0/5

% cada grupo teve n=5.
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5.2.3- Citotoxicidade in vitro

Os compostos 1, 2,4, 5,6, 7, 8,9, 10 e 11 ndo foram citotoOxicos em ensaios
realizados in vitro na concentracdo de 100uM, com excecdo dos compostos 3 e
12, demonstrando os valores 43,5% e 56,2%, respectivamente. Nenhuma
modificacdo comportamental ou alteracdo macromorfolégica no figado, baco e

rins foram observadas.

5.2.4- indice de massa de figado e baco

N&o houve diferenca significativa entre os indices desses 6rgdos quando
comparados 0s grupos tratados com os analogos e o controle ndo tratado.
Resultados na Figura 17.
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Figura 17- indices de massa de figado e baco de camundongos infectados com Plasmodium
berghei NK65 e tratados com os analogos de quinolina acoplados a alquil-aminas e complexos de
platina. Cada grupo continha 5 camundongos. a- experimento 1; b- experimento 2; c- experimento
3. N&o houve significancia estatistica entre nenhum grupo.
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6- DISCUSSAO

Num cenario onde a malaria é responsavel por milhées de mortes (WHO,
2009) e a resisténcia a antimalaricos ndo somente por Plasmodium falciparum,
mas também por P. vivax (MURPHY et al, 1993; WHITE, 1996) € crescente,
torna-se urgente a busca por novas alternativas quimioterapicas, ja que esta € a
principal base do controle da doenca (ROSENTHAL, 2003). Sendo assim, este
trabalho concentrou esfor¢cos na avaliacdo antimalarica de analogos da cloroquina
acoplados a 6-mercaptopurina e a alquil-aminas e seus complexos de platina.
Portanto, aspectos relacionados a essas classes de compostos e sua atuacéo

como antimalaricos serdo abordados a seguir.

6.1 — Analogos de quinolina acoplados a 6-mercaptopurina

O metabolismo de purinas € essencial para processos celulares
fundamentais como constituicdo de acidos nucléicos, coenzima e participam na
modulagdo de reagbes enzimaticas (GHERARDI & SARCIRON, 2007). Os
analogos de purina levariam a toxicidade para o parasito por consequéncia de
transporte e/ou metabolismo em nucleotideos tdéxicos no parasito (EL KOUNI,
2003). Suas abordagens terapéuticas se baseiam em agirem como pro-drogas, o
que levaria a formacdo de compostos tOxicos para o parasito; inibicdo do
transporte de nucleobases/nucleosideos; inibicdo de enzimas envolvidas no
metabolismo de purinas (GHERARDI & SARCIRON, 2007).

O potencial dos analogos de purina em constituirem uma nova classe de
antimalaricos se baseia na inabilidade dos parasitos da malaria em sintetizar
purinas de novo. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou a atividade

antimalarica de derivados de purina, cujos aspectos serdo discutidos a seguir.



59

6.1.1 — Atividade antimalarica dos analogos de quinolina acoplados a 6-
mercaptopurina

O analogo de quinolina acoplado a 6-mercaptopurina MPQUI apresentou-se
como a molécula mais promissora com altos valores de supresséo da parasitemia
similar ou até superior a cloroquina. A supressao da parasitemia na dose de
5mg/Kg manteve-se elevada ao longo dos 3 dias avaliados. Apesar de a
supresséo da parasitemia na dose de 50mg/Kg ter atingido altos valores nos 7° e
9° dias, vale a pena lembrar que esses dados séo oriundos de apenas um animal.

Na auséncia de distanciamento entre os anéis de quinolina e purina
(MPQUI), a supressdo da parasitemia aumentou do 7° ao 9° dia na dose de
25mg/Kg. Entretanto, na presenca de distanciamento (MPQUI propil e MPQUI
pentil), ocorre diminuigdo na supressao nestes dias.

O anélogo MPQUI propil, molécula que apresenta 3 grupos metilénicos entre
0s anéis de quinolina e purina, apresentou 0s menores valores de supressao da
parasitemia. Entretanto, ela ultrapassou 50% no 9° dia na dose de 5mg/Kg.

O anélogo MPQUI pentil, molécula que apresenta 5 grupos metilénicos entre
0s anéis de quinolina e purina, apresentou como valores de supressdo da
parasitemia mais expressivos no 5° dia nas dose de 5 e 25mg/Kg, atingindo
aproximadamente 60%. N&o obstante, atinge valores de supressdo que se
aproximaram dos 50%.

A enzima mais importante envolvida no metabolismo de purinas nos
parasitos da malaria € a hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (HGXFRT).
Ela é a Unica enzima capaz de realizar o processo de incorporagao da hipoxantina
— a principal purina usada pelo parasito (REYES et al, 1982) — podendo este ser o
alvo dos anéalogos, tendo em vista que ja foi reportado que 6-mercaptopurina é um
inibidor competitivo da HGXFRT (QUEEN et al, 1990). Além disso, interacdes com
as moléculas de heme devem ser consideradas, como ja observado para
analogos de adenosina (RODENKO et al, 2007). Entretanto, outros alvos como
enzimas dependentes de nucleotideos ndo devem ser excluidos (HARMSE et al,
2001; DOERIG et al, 2002; DE KONING et al, 2005).

No que diz respeito aos indices de figado e bago dos camundongos tratados
com MPQUI, foi possivel perceber uma tendéncia de aumento desta medida
conforme as doses deste analogo diminuem, apesar de ndo haver significancia

estatistica entre nenhum grupo. Além disso, os indices dos grupos tratados com
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MPQUI propil e MPQUI pentil nas varias doses nao diferiram de forma expressiva
em relacdo aos grupos controle, ndo havendo também significancia estatistica.

Faz-se necessario relembrar que ndo ha dados de camundongos néo
infectados e tratados com MPQUI nas doses de 100, 50 e 25mg/Kg, pois o0s
mesmos morrem antes da data da coleta em decorréncia da toxicidade da droga
em altas doses. Ja foi observada hepatotoxicidade a partir do tratamento com 6-
mercaptopurina (NYGAARD et al, 2004; SHAYE et al, 2007), o que pode ajudar a
explicar o ocorrido com 0s animais tratados com MPQUI.

6.2 — Analogos da cloroquina acoplados a alquil-aminas e seus complexos
de platina

Apresentando um vasto potencial farmacolégico (KOUZNETSOV &
MELENDEZ-GOMEZ, 2005), sendo a principal base da quimioterapia antimalarica
(FOLEY & TILLEY, 1998; GOMES et al, 2005), as quinolinas representam uma
classe promissora de farmacos considerando seu ponto de agao.

A detoxificacdo do heme é um processo critico para a sobrevivéncia do
parasito da malaria (GOLDBERG & SLATER, 1992). A pesquisa por drogas que
se baseiam na inibicdo desse processo pode fornecer potentes antimalaricos
(BAZARARTE et al, 2009). Nesse contexto, analogos de cloroquina acoplados a
alquil-aminas e seus complexos de platina foram avaliados quanto a sua atividade

antimalarica serdo abordadas a seguir.

6.2.1 — Atividade antimalarica dos analogos da cloroquina acoplados a
alquil-aminas e seus complexos de platina

Tais analogos, em maioria, atingiram valores de supressao da parasitemia
que variam entre 70 e 94%, destacando-se o0 composto 2 a 25mg/Kg. Todos
promoveram supressdo similar ou superior a cloroquina — comparados nas
mesmas doses — nos dias 7 e 9. Os compostos testados nas doses de 10 e
25mg/Kg, promoveram um aumento da supressdo da parasitemia no 9° dia nesta
altima dose (compostos 2, 3 e 7).

Na dose de 25mg/Kg, as moléculas que apresentam 2, 3 e 4 grupos
metilénicos na cadeia lateral (entre o alcino terminal e o anel quinolinico) e

apenas 1 alcino promoveram os maiores valores de supresséo da parasitemia no
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5° dia (compostos 1, 2 e 3). Ja as moléculas que tém a adicdo de um segundo
alcino — comparando-se 0s compostos 2 e 6 — demonstram uma menor supressao
no 5° dia, maior no 7° e praticamente se manteve no 9°. A mesma observacao é
vélida quando comparados os compostos 1 e 5, porém no 9° dia h4 um aumento
na supressao da parasitemia.

Entre as moléculas acopladas a complexo de platina, aquelas com 2 grupos
metilénicos nesta parte e nenhum alcino (composto 8) demonstram supressao da
parasitemia no 5° dia, a qual decresce nos outros dias. A supressdo da
parasitemia ocorreu nos 7° e 9° dias, mas ndo no 5° com a molécula que tem 3
grupos metilénicos na referida estrutura (composto 9). Se comparados o0s
compostos 8 e 10 — o ultimo é acrescido de 1 alcino na extremidade da estrutura
— pode-se perceber que o valor da supressao da parasitemia difere apenas no 9°
dia, sendo mais de 10 vezes maior para o composto 10. Ao comparar-se 0S
compostos 10 e 11 - cuja diferenca reside na adicdo de 1 alcino no composto 11)
— percebe-se que os valores de supressao da parasitemia sdo similares, diferindo
de maneira mais expressiva no 7° dia, quando a supressdo atinge um valor 2
vezes maior. Se considerados os compostos 11 e 12 — o Ultimo apresenta 1 grupo
metilénico a mais no anel componente do complexo de platina — nota-se menor
supressédo ao longo dos dias analisados para o ultimo. Por fim, se comparados os
compostos 8 e 11, cuja diferenca é representada pela adicdo de 2 alcinos na
extremidade da estrutura do complexo de platina, o Gltimo promoveu supresséo
expressivamente maior nos 7° e 9° dias.

Um dos alvos da atividade antimalarica € a detoxificacdo realizada pelo
parasito do radical heme ou ferriprotoporfirina IX (Fp-IX) (CHONG & SULLIVAN,
2003). Com relacdo ao mecanismo de acdo desses analogos, sabe-se que as
quinolinas se ligam ao heme para inibir a formacédo de hemozoina (SULLIVAN et
al, 1996) e devem também ter como alvo a degradacdo do heme pela glutationa
no citosol (GINSBURG et al, 1998). Os mecanismos desse processo tém sido
elucidados e demonstram que a Fp-IX gerada no vacuolo, que é produto da
digestdo da hemoglobina e também é téxica para o parasito, é polimerizada em
hemozoina insolavel, o pigmento malarico. As aminoquinolinas acumulam dentro
do vacuolo e formam complexos com a Fp-IX e consequentemente inibem a
formacdo de hemozoina (CHOU & FITCH, 1992; SLATER & CERAMI, 1992;
EGAN et al, 1994; DORN et al, 1995; SULLIVAN et al, 1996a; BLAUER &
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AKKAWI, 1997; DORN et al, 1998). Entédo, o parasito é impedido de detoxificar o
heme, o que o mata (DORN et al, 1998).

A degradacgédo por perédxido de hidrogénio (LORIA et al, 1999) também néo
deve ser descartada, adicionalmente a polimerizacdo em hemozoina (SLATER et
al, 1991) e degradacao pela glutationa (GINSBURG et al, 1998) — processos
sobre os quais as 4-aminoquinolinas interferem (FOLEY & TILEY, 1998).

Com relacdo aos indices de figado e bagco de camundongos tratados com
esses analogos, ndo houve diferenca entre os grupos tratados com 0s mesmos e
0s grupos controle. Nao foi observada também significancia estatistica entre os

grupos.

6.3 — Aspectos imunoldgicas sobre o tratamento com anélogo de cloroquina
acoplado a 6-mercaptopurina MPQUI

Considerando 0 wuso de mercaptopurinas como imunossupressores
(DUBINSKY, 2004), supde-se que seus analogos influenciem a resposta imune do
hospedeiro. Sabe-se que para um bom desenvolvimento de uma resposta imune,
a proliferacdo celular — processo dependente da sintese de purinas — de linfocitos
T e B desempenha papel indispensavel (FINE et al, 2007), o que por sua vez
sofre influéncia de citocinas.

A resposta imune a malaria pode ser influenciada pelo tratamento
antimalarico (SALMERON & LIPSKY, 1983; LIN et al, 1995; WHITE, 1998;
HUGOSSON et al, 2002; MA et a, 2007). Ja foi relatado que o perfil de citocinas
pode ser alterado em decorréncia do tratamento com composto que exibiu
atividade antimalarica, o que levou a exacerbacdo da doenca (ADESOMOJU et al,
2007; OJO-AMAIZE et al, 2001; BASTOS et al, 2002; WALTHER et al, 2006).
Além disso, a propria doenca causa imunossupressdo (OCANA-MORGNER et al,
2003; HISAEDA et al, 2004) e a cura depende tanto de resposta imune eficiente
como também de um tratamento antimalarico eficaz (TARGETT, 1992).

Sendo o analogo MPQUI um derivado de 6-mercaptopurina, decidiu-se
analisar aspectos imunoldgicos decorrentes do tratamento com esse composto, 0
qual exibiu expressiva atividade antimalarica em baixas doses e perfil toxico nas

maiores doses, nos instigando a investiga-lo.
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Foi possivel observar que no grupo de camundongos infectados e tratados
com MPQUI, é possivel perceber que a medida que a dose dos analogos diminui,
os valores médios de TNF-a aumentam. Isso talvez reflita a relacdo atividade
antimalérica do analogo e os processos desencadeados pela doencga, dentre os
quais se encontra a producdo elevada de TNF-a (HUNT & GRAU, 2003). O
analogo foi capaz de inibir a multiplicacdo do parasito, ocasionando menor
exposicdo do hospedeiro aos antigenos do mesmo e consequentemente a uma
menor producdo de TNF-a. Ndo obstante, o valor médio da citocina no grupo
controle tratado e infectado apresenta-se menor que 0 grupo saudavel, o que
pode ser decorrente da influéncia da cloroquina na resposta imune (SALMERON
& LIPSKY, 1983; BYGBJERG & FLACHS, 1986; PICOT et al, 1986; LIN et al,
1995; WHITE, 1998; HUGOSSON et al, 2002), j& que afeta a proliferacdo de
linfécitos (BYGBJERG & FLACHS, 1986), os quais constituem uma das fontes de
TNF-a e também inibe a producado desta citocina (HUGOSSON et al, 2002). Na
auséncia de infeccdo, pbOde-se perceber uma tendéncia de aumento nas
dosagens da citocina com o aumento das doses de MPQUI apesar de ndo haver
significancia estatistica entre os grupos. Isso pode ser explicado pelo fato de
alguns xenobidticos contribuirem para a inflamacdo (GANEY & ROTH, 2001)
processo em que ha grande producdo de TNF-a.

No que diz respeito as dosagens de IL-10 nos camundongos infectados e
tratados com MPQUI, pode-se perceber uma certa similaridade entre os grupos
tratados e o controle ndo tratado, com exce¢ao do grupo tratado com MPQUI na
dose de 1mg/Kg. Como nesta dose ndo houve atividade antimalérica, o papel
protetor dessa citocina, que é anti-inflamatoria, torna-se importante (HUNT &
GRAU, 2003). Na auséncia de infeccéo, foi possivel perceber uma tendéncia de
aumento nas dosagens da citocina com o aumento das doses de MPQUI apesar
de ndo haver significancia estatistica entre os grupos. Ja foi relatado que o
tratamento com derivado de adenosina (LE MOINE et al, 1996; NEMETH et al,
2005) e agonista de receptor de adenosina (HASKO et al, 1996) causa 0 aumento
da producdo de IL-10. Esse raciocinio deve ser valido para MPQUI, ja que
adenosina € uma purina.

Uma outra citocina que talvez reflita melhor um perfil de imunossupresséo é
TGF-B. TGF- B € uma molécula imunorregulatéria que em altas concentragbes
pode suprimir a producdo de TNF-a e NO dos macrofagos, além de inibir a
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producdo de IFN-y e TNF- a das células NK. Na malaria murina, ela determina o
equilibrio entre o aspecto protetor e patoldgico. Baixos niveis podem ser
associados ao carater letal da doenca, enquanto niveis sustentaveis podem ser
associados a resolugdo da mesma. Em modelos murinos de infec¢do por
Plasmodium berghei ANKA e Plasmodium chabaudi AS, TGF- 3 se mostrou critica
para sobrevivéncia, ja que o tratamento com anticorpos neutralizantes levou a
exacerbagcdo da viruléncia. Seus niveis estdo inversamente relacionados a
severidade da doencga, o que sugere o seu papel em contra-regular a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias potencialmente patogénicas (OMER et al, 2000).

As contagens diferenciais de leucocitos foram similares entre o grupo de
camundongos controles tratados com a droga padrdo (cloroquina) e MPQUI a
5mg/Kg, 0 que evidencia que essas drogas apresentaram um comportamento
semelhante. O perfil similar observado nos grupos de camundongos néo
infectados, nédo tratados e tratados com os analogos reflete o fato de os mesmos
nao influenciarem a contagem dessas células, o que é reforcado pela auséncia de

significancia estatistica entre os grupos.
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7- CONCLUSOES

v' Dos analogos de cloroquina acoplados a 6-mercaptopurina, o melhor foi
MPQUI a 5mg/Kg, com valores de supressdo de aproximadamente 70% e

superiores a cloroquina;

v Dos analogos de cloroquina acoplados a alquil-aminas e complexos de
platina: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10 e 11 apresentaram valores de supressao de

aproximadamente 70% e superiores a cloroquina nas mesmas doses;

v" Modificagdes estruturais dos compostos levaram a analogos de cloroquina

com perfis de atividade antimalarica distintos;

v MPQUI ndo causou imunossupressdo considerados 0s parametros
analisados, além de nao influenciarem a contagem diferencial de leucécitos

dos animais tratados com MPQUI nas varias doses;

v" Os analogos nao influenciaram o peso dos érgaos analisados;

v" Os analogos nao foram toxicos em testes in vitro (com excecdo de MPQUI

nas maiores concentracdes avaliadas);

v Enquanto a cloroquina apresenta uma queda na atividade antimalarica ao
longo dos dias analisados, alguns compostos, tais como MPQUI, 2, 3 e 11
apresentam o perfil oposto, com aumento da atividade e valores mais altos
gue a proépria cloroquina considerando as mesmas doses, principalmente no
dia 9. Isso instiga a realizacdo de estudos posteriores usando uma
abordagem que envolva modificacdes estruturais, relacdo estrutura-atividade,

biodisponibilidade e modo de a¢éo, o que pode fornecer novos antimalaricos;

v' Os resultados obtidos nesse trabalho ja foram objeto de publicacdes.
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Abstract

In this paper we describe the preparation, characterization and antimalarial activity of three
quinoline/thiopurine conjugates. The compounds were tested in vivo in a murine model using
chloroquine as a reference compound. The values of inhibition of parasite multiplication relative to
chloroquine were determined and the compound 1 at 5 mg/Kg was considered statistically identical
to chloroquine at the same dosage. The compounds were not cytotoxic over the concentrations of
X-Y mg/mL as determined by the XXX method. Possible mechanisms of action are discussed. In
light of these data, the title compounds may serve as prototypes for the development of novel

antimalarial agents.
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Abstract

The high incidence of malaria and drug-resistant strains of Plasmodium have turned this disease
into a problem of major health importance. One of the aims to control it is the search for new
antimalarial agents, such as quinoline derivates. They compose a broad group of antimalarial
agents, which are largely employed, and inhibit the formation of B-haematin (malaria pigment),
which is lethal to the parasite. More specifically, 4-aminoquinoline derivates represent potential
sources of antimalarials, as the example of chloroquine, the most used antimalarial worldwide. In
order to assess antimalarial activity, twelve 4-aminoquinoline derived drugs were obtained and
some of these derivatives were complexed with platinum (ll). These compounds were tested in vivo
in a murine model and revealed remarkable inhibition of parasite multiplication values, whose
majority ranged from 50 to 80%. In addition they were not cytotoxic. Thus, they may be object of

further research for new antimalarial agents.
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Abstract: We report in this work the antimalarial activity of N-dodecyl-ethylenediamine (NDEDA). This compound was
tested in vive in a Plasmodium berghei murine model using the 4-day suppressive test in two separate experiments and
displayed a very good inhibition of parasite multiplication.
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