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RESUMO

A malaria permanece ao longo dos anos como emergéncia global em saude publica.
Sé&o aproximadamente 87 milhdes de casos e 106.820 mortes ocorridas anualmente
no mundo. As principais estratégias atuais no controle da doenca se baseiam no
diagnoéstico precoce e tratamento oportuno dos casos, devendo ser considerada a
resisténcia dos parasitos a praticamente todos os farmacos atualmente em uso, o
que torna urgente a busca por novos antimalaricos. Neste contexto, analogos de 4-
aminoquinolinas e 6-mercaptopurinas contendo 1,2,3-triazol ou esteroide foram
sintetizados e tiveram sua atividade antimalarica investigada utilizando o teste
supressivo de Peters em modelo murino de infeccdo por Plasmodium berghei NK65.
Dentre os 11 anélogos avaliados, 5 exibiram atividade antimalarica significativa,
alcancando percentuais de supressdo de até 81% em relacdo ao controle nao
tratado. Além da atividade antimalarica, um composto promissor ndo pode
apresentar efeitos indesejaveis as células do hospedeiro, sendo assim foram
avaliadas a citotoxicidade e atividade hemolitica dos analogos. A maioria dos
compostos foram considerados seguros as células do hospedeiro mesmo nas
maiores concentracdes avaliadas. Portanto, estes analogos merecem ser objeto de

futuras investigacdes visando compor novos antimalaricos.

Palavras-chaves: Malaria, Plasmodium berghei, atividade antimalarica, 4-

aminoquinolinas, 6-mercaptopurinas, 1,2,3-triazol, esteroide.



ABSTRACT

Malaria remains over the years as a global public health emergency. There are
approximately 87 million cases and 106.820 deaths worldwide each year. The main
current strategies to control the disease are based on early diagnosis and
appropriate treatment cases and should be considered the resistance of parasites to
almost all drugs currently in use, which makes urgent the search for new
antimalarials. In this context, analogs of 4-aminoquinolines and 6-mercaptopurines
containing 1,2,3-triazole or steroid were synthesized and investigated for their
antimalarial activity using the 4-day suppressive test described by Peters in a murine
model of infection by Plasmodium berghei NK65. Among the 11 analogues
evaluated, 5 exhibited significant antimalarial activity, reaching percentages of
suppression up to 81% compared to untreated control. Besides antimalarial activity, a
promising compound cannot have undesirable effects on host cells, thus was
evaluated the cytotoxicity and hemolytic activity of analogs. Most compounds were
considered safe to host cells even at the highest concentrations evaluated. So, this
analogs deserve to be object of future investigations aiming compose new

antimalarials.

Keywords: Malaria, Plasmodium berghei, antimalarial activity, 4-aminoquinolines, 6-

mercaptopurines, 1,2,3-triazole, steroid.
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1 INTRODUCAO

1.1 Maléria

Malaria, ao lado de HIV/AIDS e tuberculose, permanece até 0 momento como
um dos maiores desafios de saude publica mundial (WHO-ROLL BACK MALARIA,
2012), representando grande impacto negativo nos paises onde é endémica,
contribuindo para um ciclo de pobreza e limitando seu desenvolvimento econémico
(SACHS e MALANEY, 2002; DERBYSHIRE, MOTA e CLARDY, 2011). Por exemplo,
apenas na Africa é estimado uma perda, por razdes diretamente relacionadas a
doenca, de pelo menos 12 bilhées de dolares ao ano (WHO-ROLL BACK MALARIA,
2008).

A maléria, conhecida popularmente como paludismo, febre intermitente,
maleita, sezdo, tremedeira ou batedeira, € uma doenca parasitaria, causada por
protozoarios do filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e género Plasmodium. Sabe-
se hoje que existem aproximadamente 150 espécies do parasito causadoras da
doenca em diferentes hospedeiros vertebrados, mas apenas cinco espécies
infectam o homem: Plasmodium falciparum, P.vivax, P. malariae, P. ovale e, mais
recentemente, P. knowlesi, que era considerado infectante apenas para primatas
nao-humanos (COX-SINGH e SINGH 2008; COX-SINGH et al., 2010). No Brasil, trés
espécies de plasmoédio podem causar a doenca: P. falciparum, P. vivax, e P.
malariae (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Estas espécies do parasito se diferem
em sua distribuicdo geografica, aspectos morfolégicos, caracteristicas clinicas da
infeccdo e potencial resisténcia aos antimaléricos, ndo apresentando grandes

variagdes em seu ciclo biolégico (WHO, 2012).

1.1.1 Transmissao da Maléaria
A maléria é naturalmente transmitida para o ser humano através da picada de

um mosquito vetor. Existem dezenas de espécies, conhecidas popularmente como
anofelinos, com potencial de transmitir a malaria. No Brasil, cerca de cinco espécies

sao importantes: Anopheles darlingi (principal), An. aquasalis, An. albitarsis, An.
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cruzi e An. bellator. Esses mosquitos se desenvolvem em aguas limpas e
sombreadas de remansos de rios, coOrregos, igarapés, lagoas, represas, acudes,
valetas de irrigacdo, alagados e pantanos. A malaria também pode ser transmitida
acidentalmente por transfusdo de sangue contaminado, pelo compartiihamento de
seringas ou por acidente com agulhas contaminadas. Ha, ainda, a possibilidade de
transmissao neonatal (MS-SVS, 2005).

O ciclo bioldgico dos plasmaédios humanos compreende duas fases: uma fase
assexuada ou esquizogbnica que se passa no ser humano e outra sexuada ou
esporogobnica, que se passa has fémeas do mosquito vetor do género Anopheles
(Figura 1).

Merozoitos

O Eritrécitos

Esquizontes

6

— (°%)
i o
@ —_— @? Esporozoitos Q‘,"
infectando os o

Hipnozoitos hepatocitos

i ;J Macrogametdcito @ @ Microgametécito

Esporozoitos
I HOMEM

9 oy ‘:\ o= Parede intestinal

Oocisto

Figura 1- Ciclo de vida dos plasmédios.
(Adaptada de: WELLS, ALONSO e GUTTERIDGE, 2009).

O ciclo se inicia quando esporozoitos de Plasmodium sé&o injetados na pele
durante o repasto sanguineo do vetor infectado, juntamente com substancias
anticoagulantes e vasodilatadoras. Cerca de 15 a 200 esporozoitos sdo injetados
por um unico mosquito infectado. Evidéncias sugerem que nem toda a picada
infectante resulta em doenca clinica, e que alguns esporozoitos sdo drenados pela

circulacdo linfatica, atingindo o linfonodo mais proximo, onde sdo encontrados em
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forte associagdo com células dendriticas. Entretanto, os parasitos ndo parecem
atingir o figado por esta via (AMINO et al., 2006). Recentemente, foi proposto que
cerca de 10% dos esporozoitos inoculados permanecem e evoluem na pele para
trofozoitos, no sitio da inoculacdo (GUEIRARD et al., 2010). Grande parte destes
parasitos inoculados na pele sdo degradados por linfocitos intraepidérmicos, mas os
que atingem o sistema circulatério podem chegar ao figado se desenvolvendo em
formas exo-eritrociticas.

Os hepatécitos ndo sdo diretamente acessiveis aos parasitos, mas separados
do limem sinusoidal por uma camada de células sinusoidais, células de Kupffer e
células estelares hepaticas. Ndo se sabe o mecanismo exato envolvido no trafego
dos esporozoitos até alcancarem finalmente os hepatdcitos, mas sabe-se que a
passagem dos parasitos por varias destas células antes da invasdo parece ser
fundamental para o ciclo de vida dos plasmédios (Figura 2). Isso induz a secrecdo
de uma substancia chamada fator de crescimento dos hepatécitos (HGF), a qual
torna tais células mais susceptiveis a infeccdo (MOTA et al.,, 2001; CARROLO,
2003). O processo de reconhecimento e invasado da célula hospedeira envolve uma
série de interacdes do tipo ligante-receptor. A principal proteina de superficie dos
esporozoitos, a proteina circusporozoito (CSP), se liga aos proteoglicanos dos
hepatécitos e esta interacdo determina o rapido sequestro do parasito. Auxiliam
também as proteinas transmembrana, que mediam sua locomoc¢éo, denominadas

proteina andénima relacionada a trombospondina (TRAP) (KAPPE et al., 2010).
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Figura 2- Transito de esporozoito nos hepatdcitos, formacédo de vacuolo parasitéforo e
desenvolvimento do esquizonte.
(Adaptada de: PRUDENCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006).

A formacéo do vacuolo parasitéforo (VP) nos hepatdcitos inicia-se com uma
juncao intima entre parasito-célula hospedeira, através da qual o parasito se projeta
para dentro de uma invaginacdo da membrana plasmética celular (RENNENBERG
et al., 2010). A membrana do VP se deriva primariamente da membrana plasmatica
da célula do hospedeiro, mas é rapidamente remodelada pela insercdo de proteinas
do parasito. A formacdo do VP é fundamental para proteger o parasito das defesas
do individuo, permitindo também a aquisicdo de nutrientes que sdo fundamentais
para seu desenvolvimento (ISET et al., 2011). Uma vez dentro do vacuolo, o parasito
se reproduz por esquizogonia, culminando na liberacdo de milhares de merozoitos
dentro de vesiculas denominadas merosomas (Figura 3). Apés o rompimento da
membrana, 0s merozoitos hepaticos invadem os eritrocitos e iniciam o estagio
sanguineo, responsavel pelas manifestagbes clinicas da doenca (STURM et al.,

2006). O desenvolvimento nas células hepaticas requer aproximadamente uma
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semana para P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para P. malariae.
Nas infeccdes por P. vivax e P. ovale, 0 mosquito vetor inocula distintas populacdes
de esporozoitos, algumas se desenvolvem rapidamente enquanto outras ficam em
estado de laténcia no figado, sendo denominados hipnozoitos (KROTOSKI, 1985).
Estes hipnozoitos sdo 0s responsaveis pelas recaidas da doenca apos periodos
variaveis de incubacéo.

Figura 3- Formagao e liberacéo de merosomas contendo os merozoitos.
(Fonte: PRUDENCIO, RODRIGUEZ e MOTA, 2006).

A invasdo das heméacias pelos merozoitos € um processo que também
envolve diversos receptores, como moléculas de acido sialico e glicoforinas A, B e
C. Mais recentemente, o receptor do complemento 1 (CR1) foi identificado como
outro receptor de eritr6cito para P. falciparum. Em contraste, P. vivax utiliza o
receptor de antigeno Duffy para quimiocinas (DARC) como principal porta de
entrada em eritrécitos (MILLER et al. 2002; HANS et al., 2005; LACERDA et al.,
2012). Da mesma forma que a CSP dos esporozoitos desempenha papel
fundamental na invasdo destes aos hepatdcitos, acredita-se que a proteina 1 de
superficie dos merozoitos (MSP1) é a molécula central de reconhecimento dos
merozoitos as hemacias (PIZARRO et al., 2003).
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Apés diversos ciclos de replicacdo, 0s merozoitos eritrociticos se
desenvolvem em formas sexuadas, que sao os gametoécitos femininos e masculinos.
Em infec¢des por P.falciparum, eles séo formados mais tardiamente se comparado a
P. vivax (BRUCE-CHWATT, 1985; PHIMPRAPHI et al., 2008).

Os gametdcitos sao ingeridos pela fémea do mosquito vetor durante o repasto
sanguineo. Dentro de seu estbmago, gametocitos masculinos sofrem exflagelacao e
se fundem com o gameta feminino formando o zigoto que dara origem ao oocineto,
que se aloja na parede intestinal do mosquito formando o oocisto. Inicia-se 0
processo de multiplicagdo esporogdnica, e em aproximadamente duas semanas, O
oocisto maduro se rompe liberando esporozoitos. Ao invadir a hemolinfa, os
esporozoitos migram até atingir as glandulas salivares do vetor, completando o ciclo
evolutivo dos plasmédios no hospedeiro invertebrado (WELLS, ALONSO e
GUTTERIDGE, 2009; HAFALLA, SILVIE e MATUSCHEWSKI, 2011).

1.1.2 Aspectos clinicos da Malaria

A gravidade dos casos clinicos da infeccdo nos individuos € influenciada por
diversos fatores, incluindo a espécie do parasito, cepa, numero de parasitos
inoculados, imunidade e idade do paciente (COURA, SUAREZ-MUTIS e LADEIA-
ANDRADE, 2006). Duas principais espécies de plasmodios se destacam como
responsaveis pela maior parte dos casos da doenca: P. falciparum e P. vivax. P.
falciparum € considerado o responsavel pela febre tercd maligna, vitimando
principalmente criangcas menores de cinco anos, idosos, gravidas e individuos
primoinfectados, sendo tradicionalmente responsavel por casos de malaria grave
(WHO, 2008). Até recentemente, P. vivax era associado apenas a febre terca
benigna, mas ja se tém descrito casos de malaria grave ocasionados por esta
espécie (DHANPAT et al., 2009; ALEXANDRE et al., 2010; ANDRADE et al., 2010).

O periodo de incubacdo da malaria varia de 7 a 30 dias, podendo, contudo,
chegar a varios meses em condi¢des especiais, no caso de P. vivax e P. malariae.
Os sintomas classicos da maléaria envolvem a triade febre, calafrio e dor de cabeca,
mas sintomas inespecificos como mal-estar, dor muscular, sudorese, nausea e
tontura podem preceder ou acompanhar a triade sintomatica. As manifestactes
clinicas da malaria ocorrem quando substancias toxicas ao hospedeiro como a

hemozoina (pigmento malarico) e glicosilfosfatidilinositol (GPI) sé&o liberadas na
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circulacdo no momento em que a hemacia infectada se rompe, liberando os
merozoitos. Macrofagos e outras células do hospedeiro sdo entdo estimulados a
produzirem citocinas e outros fatores sollUveis que atuam na patologia da infeccéo
(NAIK et al., 2000). Como os parasitos se multiplicam sincronicamente, se justifica o
ciclo de febre que se manifesta a cada 48 horas nas infec¢cdes por P. falciparum, P.
vivax e P. ovale e a cada 72 horas para P. malarie (ALVES et al., 2007). Nos casos
de nédo infeccdes, esse quadro classico pode ser amenizado pelo uso de drogas
profilaticas ou aquisicdo de imunidade contra a doenca. Por outro lado, nos casos
mais complicados da infec¢do, como na malaria grave, ocorre o acometimento e
disfuncdo de varios 6rgdos e sistemas, como sistema nervoso central, aparelho
respiratorio, rins e coagulacdo sanglinea (MS-SVS, 2005). Neste estagio da
doenca, 6bitos podem ocorrer em até 20% das pessoas que receberem tratamento.
Se ndo tratada, a malaria grave conduzira ao Obito na maior parte dos casos
(PARISE, 2009; WHO, 2010Db).

Tendo em vista a gravidade do quadro clinico que a doenca pode alcancar, €
fundamental o acesso universal, gratuito e rapido ao diagndéstico parasitolégico que
oriente o inicio imediato da quimioterapia antimalarica adequada. Como técnicas
disponiveis se encontram gota espessa, esfregaco fino, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e testes de diagnéstico rapido (RDT) (ABBA et al.,, 2011). A
técnica considerada padrdao-ouro no diagndéstico da malaria € a gota espessa, que
permite a identificacdo microscoépica da espécie do parasito, estagio de evolucéo e
determinacdo da carga parasitaria. E de facil e rapida execucdo e baixo custo, mas
exige a presenca de um microscopista experiente (COSTA et al., 2008; MS, 2010).

O tratamento precoce adequado da malaria visa tanto curar o individuo,
diminuindo o risco de perdas e complicacbes a sua saude, como proporcionar a
reducdo na producdo de gametdcitos (forma evolutiva capaz de infectar o mosquito
vetor), interrompendo assim a cadeia de transmissédo da doencga. A resisténcia dos
parasitos a quimioterapia surge como um grande revés ao tratamento dos doentes
(HASTINGS e DONNELLY, 2005).

Como estratégias no controle ao avango da malaria recomendam-se, aliadas
ao rapido diagnostico e quimioterapia eficaz, a adocdo de medidas de protecao
contra 0 mosquito vetor, principalmente em areas de risco de contrair a moléstia.
Podem ser citadas como medidas individuais a utilizagdo de telas nas portas e

janelas, emprego de mosquiteiro impregnado com inseticida e evitar a exposicdo em
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horario de pico. Como medidas de protecdo coletivas podem ser citadas a
drenagem, obras de saneamento para eliminagdo de criadouros do vetor, aterro,
melhoramento de moradias e informacédo a populagéo (MS, 2012).

Apesar do conhecimento disponivel sobre a doencga, o que se vé na pratica
sdo as altas taxas de morbidade e mortalidade que persistem ao longo dos anos.
Constituem as maiores causas deste quadro a falta de progresso no
desenvolvimento uma vacina eficaz (BOYLE et al., 2010), o diagndstico que, muitas
vezes, é tardio ou inacessivel e a resisténcia dos mosquitos transmissores aos
inseticidas disponiveis (NA-BANGCHANG e KARBWANG, 2009). E importante se
destacar a resisténcia dos parasitos ao arsenal de drogas para tratamento dos
doentes e o pouco interesse das industrias farmacéuticas em desenvolver farmacos
eficientes e acessiveis, tendo em vista que a malaria acomete principalmente
populac6es marginalizadas, de baixa renda e pouca influéncia politica, localizadas,
majoritariamente, nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Esta série
de fatores associados a doenca permite entender o porqué de a maléaria se destacar
como principal flagelo da humanidade (FOYE, LEMKE e WILLIAMS, 1995; FRANCA,
SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

1.2 Distribuicédo da doen¢ca no mundo e no Brasil

A maléaria atinge cerca de 104 paises tropicais e subtropicais (WHO, 2012),
ocorrendo principalmente na Africa, no sudeste da Asia e na América do Sul. Sua
incidéncia maior € no continente africano, ao sul do deserto do Saara, onde ocorrem
80% do total de casos e mortes por malaria do mundo (REINERS et al., 2010)
(Figura 4). Cerca de 3,1 bilhdes de pessoas vivem em area de risco de transmissao
da doenca, sendo 86.848.568 casos confirmados e 106.820 mortes (WHO, 2012).
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I paises onde a transmisséo da maléria ocorre

paises ou areas com limitado risco de transmissao
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Figura 4- Paises ou &reas de risco de transmissédo da malaria em 2011.
(Adaptada de: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global _Malaria 2011.png).

No Brasil, o desenvolvimento intensificado da Amazonia nas décadas de 70 e
80 acelerou o processo migratorio, atraindo moradores de outras regides do pais,
gracas aos projetos de colonizacdo e expansao da fronteira agricola, construcdo de
estradas e hidrelétricas, extracdo de madeira e mineracdo. Nesta regido, as
precérias condi¢cdes socioecondmicas determinaram a rapida expansdo da doenca,
cujo nimero de casos passou de 52.469 ocorréncias em 1970, para 169.871, em
1980. Na década de 90, o numero de episédios de malaria aumentou de forma
preocupante, atingindo sua maior incidéncia em 1996, quando 632.813 casos
clinicos foram registrados. Destes, 99,7% ocorreram na Amazobnia Legal (que
compreende os Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Pard, Rondb6nia, Roraima e Tocantins) (TAUIL et al., 1985; OLIVEIRA-FERREIRA et
al., 2010).


http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_Malaria_2011.png
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Diante da gravissima situagdo, no ano de 2000, o Ministério da Saude
adequou suas agbes de controle para a doenca nos estados e municipios
brasileiros, com a implantacdo do Plano de Intensificacdo das A¢bBes de Controle da
Malaria na Amazonia Legal (PIACM) (MS-SVS, 2003). Em 2002, observou-se o
maior declinio dos casos de malaria dos ultimos 40 anos. Foram 349.896 casos,
uma queda de 45,1% em relagdo a 1999. Em 2003, o numero de casos continuou
diminuindo, com 13% de reducao. No entanto, no ano de 2004, voltou-se a observar
aumento nos numeros da doenca no pais, com 459.000 casos e este numero
continuou a aumentar em 2005, quando foram registrados 597.000 episodios
clinicos e dezenas de mortes (MS, 2008).

Apesar dos numeros de casos notificados permanecerem alarmantes, porém
em declinio em relacdo ao ano de 2005, a WHO (2012) enquadrou o Brasil como em
fase de controle da doenca, apresentando no ano de 2011, 267.045 casos
confirmados e 70 mortes, sendo grande parte destas na regido extra-amazonica.
Atualmente, as estratégias do governo brasileiro no combate a malaria concentram-
se em diagndstico rapido, tratamento precoce e efetivo, além de distribuicdo de
mosquiteiros impregnados de longa duragdo (MILD) (BRASIL, 2012; BRASILSUS,
2012). A doenca continua a ocorrer predominantemente na Amazonia Legal (99%
dos casos), prevalecendo episédios de infeccbes por P.vivax (87%), seguido de P.
falciparum (~13%) e por ultimo infec¢cBes mistas e casos de infec¢do por P.malarie

que, juntos, totalizam cerca de 0,05% dos casos (WHO, 2012).

1.3 Quimioterapia antimalérica

O tratamento da maléria tem sido realizado ha anos utilizando drogas em
grande parte téxicas para o homem. Além disso, a cada ano o parasito apresenta
resisténcia a um numero maior de drogas usadas (SCHLITZER, 2008; NA-
BANGCHANG e KARBWANG, 2009). Suas estruturas quimicas se encontram
representadas na Figura 5.
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indios da América do Sul utilizavam a casca da Cinchona como medicamento
tradicional para malaria, muito antes que qualquer tratamento estivesse disponivel
na Europa. Em 1820, quimicos franceses identificaram o alcaldide quinina como o
ingrediente ativo da casca da Cinchona (RUSSELL,1955). Logo apds esta
descoberta, seu uso espalhou-se rapidamente na Europa, América do Norte e Asia,
sendo reduzido devido a alta toxicidade e surgimento de cepas de P.falciparum
resistentes (FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Durante a Segunda Guerra Mundial, utilizando como base o azul de metileno,
foi sintetizada a cloroquina (CQ). Este medicamento foi utilizado como referéncia de
tratamento e profilaxia da malaria devido ao seu baixo custo de sintese, alta eficacia
e baixa toxicidade, até surgimento de resisténcia (WELLEMS e PLOWE, 2001,
HASTINGS, 2004). O uso profilatico da CQ em larga escala levou a resisténcia dos
parasitos. No Brasil, por exemplo, a CQ foi misturada ao sal de cozinha e distribuida
a populacdo exposta a malaria como uma medida desesperada para o controle da
doenca. Esta pratica foi amplamente disseminada em locais onde a doenca era
endémica, como Africa e toda a América Latina (SILVA e HOCHMAN, 2011). Na
tentativa de se recuperar a eficacia terapéutica da CQ, foi desenvolvida, através de
modificacdes estruturais, a amodiaquina, uma alternativa para tratamento da malaria
causada por P. falciparum resistente a CQ (TAYLOR e WHITE, 2004). No entanto,
esta droga apresenta baixa efetividade e maior toxicidade que sua referéncia
(OLLIARO et al., 1996). Ambas sédo 4-aminoquinolinas, atuantes sobre as formas
eritrociticas dos parasitos e, 0s possiveis mecanismos de acao destes compostos
incluem a interacdo com o DNA, inibicdo da sintese de proteinas, da fosfolipase
vacuolar e da detoxificacdo do parasito (STEPHEN e STUART, 2000; SULLIVAN,
2002 e FITCH, 2004).

Aril-aminodlcoois derivados de quinolina incluem, além da j& citada quinina, a
lumefantrina, mefloquina e halofantrina (SCHLITZER, 2008). Estas duas ultimas
foram usadas em monoterapias no tratamento de plasmaodios resistentes a CQ,
porém a resisténcia a elas se desenvolveu rapidamente. Efeitos adversos como
complicagcbes gastrointestinais, tonturas e efeitos psicoldgicos estdo associados ao
uso da mefloquina. Halofantrina é contra-indicada para pacientes com doencas
cardiacas. Lumefantrina apresenta menor atividade antimalarica que halofantrina,
porém ndo é associada a problemas cardiacos (EZZET et al., 2000). Estudos

indicam que esta classe de compostos age nos fosfolipideos da membrana do
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vacuolo digestivo, promovendo a peroxidacao lipidica e inibindo algumas vias de
transporte de ions, como a de célcio, comprometendo a degradacédo da hemoglobina
(heme), levando a morte do parasito (FITCH, 2004).

A primaquina é ativa contra hipnozoitos hepaticos de P. vivax e P. ovale,
atuando também sobre os gametécitos de Plasmodium sp, mas tem pouca ou
nenhuma acdo contra estagios eritrociticos do parasito. Devido a capacidade de
causar estresse oxidativo nas células, esta 8-aminoquinolina deve ser evitada por
pacientes deficientes da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), pela
capacidade de ocasionar anemia hemolitica (TAYLOR e WHITE, 2004; HOWES et
al. 2012). Seu modo de acéo ainda nao foi totalmente esclarecido, mas acredita-se
gue a primaquina interfira na replicacdo do DNA, transporte de elétrons da cadeia
respiratoria mitocondrial e na producéo de radicais livres que sao toxicos ao parasito
(LOPEZ-ANTUNANO, 1999; FERREIRA, GOMES e VIEIRA, 2011).

Antifolatos podem atuar como esquizonticidas sanguineos, porém a
resisténcia dos parasitos a estes farmacos € alta, além de serem téxicos, de baixa
tolerancia e absorcdo para o homem (FRANCA, SANTOS e FIGUEROA-VILLAR,
2008). Sao divididos em 2 grupos. No primeiro grupo séo encontrados compostos
competidores do &cido paraminobenzoico (PABA), como sulfonas e sulfonamidas.
Atuam inibindo a enzima di-hidropteroato sintase (DHPS), interrompendo a formacéo
de di-hidropteroato, essencial para sintese de acidos nucleicos do parasito. O
segundo grupo liga-se preferencialmente a enzima di-hidrofolato redutase (DHFR),
interferindo na capacidade de Plasmodium em converter acido di-hidrofélico em
tetra-hidrofélico, que € um cofator importante no processo de sintese de acidos
nucleicos e aminoacidos. Nesse grupo se encontram os compostos pirimetamina e
trimetroprima (YUTHAVONG, 2002).

As biguanidas tém um mecanismo de a¢ao semelhante ao da pirimetamina. O
mais importante destes compostos, o0 proguanil, € um pro-farmaco que é
metabolicamente modificado a cicloguanil. Este composto é pouco toxico e é (util
como agente profilatico, destruindo parasitos durante a passagem para a corrente
sanguinea antes que invadam as hemacias. Esse farmaco tem sido utilizado
juntamente com a CQ principalmente em viajantes ndo-imunes a doenca e em areas
onde o nivel de resisténcia a essa ultima € moderado (FRANCA, SANTOS e
FIGUEROA-VILLAR, 2008).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DYuthavong,%2520Yongyuth%26authorID%3D7005468673%26md5%3Ddede72cbba8c15eb61409c46ae0f751e&_acct=C000037520&_version=1&_userid=686369&md5=50eb197f683e10fe57221346b9b7b693
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Artemisinina e seus derivados como arteéter, arteméter, artesunato e
dihidroartemisinina sdo endoperéxidos altamente potentes com capacidade de
promover a rapida eliminacdo dos parasitos, atingindo formas sanguineas e
gametocitos, além de possuirem baixa resisténcia cruzada com outros antimalaricos.
Sua maior limitagdo é a meia-vida curta, por isso séo utilizadas em associa¢gées com
outros antimalaricos de acdo mais lenta, em terapias de combinacdes baseadas em
artemisinina (ACTs). Acredita-se que sua atividade resida na clivagem da ligacao
endoperoxido pelo heme liberado durante o metabolismo da hemoglobina, formando
radicais livres, conduzindo a alquilacdo de biomoléculas do parasito (KRISHNA,
UHLEMANN E HAYNES, 2004; KLONIS et al.,, 2011). Outro efeito deletério aos
plasmaodios ocasionado pela geracao de radicais livres € a rapida perda do potencial
de membrana mitocondrial, o que determina a morte do parasito (WANG et al.,
2010b). Recentemente, foi sugerido um mecanismo de acéo alternativo, o qual se
baseia na inibicdo de calcio ATPase dos plasmodios (SERCA) (WOODROW,
HAYNES e KRISHNA, 2005). Como exemplos de ACT, podem ser citadas a
combinacdo de arteméter/lumefantrina e artesunato/mefloquina, usadas no
tratamento de malaria ndo complicada por P. falciparum (WHO, 2010b).

Antibiéticos apresentam atividade antiplasmodial através de sua interferéncia
na sintese de proteinas necessarias a funcionalidade do apicoplasto do parasito. Os
antibioticos ndo exercem efeitos imediatamente ap6s o contato inicial com
Plasmodium, mas ap0s a replicacdo destes parasitos (progenia), ocorre sua morte
apos a invasdo celular, devido a perda irreversivel desta organela, que nao pode ser
gerada de novo, comprometendo assim a biossintese de &acidos graxos e
precursores isoprenoides (SHIMIZU et al. 2010; YEH e DERISI, 2011). Como
exemplo da aplicacdo desta classe de medicamentos tem-se doxiciclina combinada
com quinina ou com artesunato, usada tanto no tratamento de malaria néo
complicada quanto na malaria grave (WHO, 2010b). At¢é o momento, nenhuma

resisténcia de Plasmodium aos antibi6ticos foi relatada.
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1.4 Busca pela ampliagdo do arsenal de antimaléaricos

A resisténcia dos parasitos causadores da malaria a praticamente todas as
drogas atualmente em uso torna urgente a expansao do arsenal de antimalaricos
disponiveis (WENGELNIK et al., 2002; KOUZNETSOV e GOMEZ-BARRIO, 2009).

Novos antimalaricos podem ser descobertos através da pesquisa da
existéncia de atividade antiplasmodial em drogas utilizadas no tratamento de outras
doencas (NZILA et al.,, 2010). Antifolatos e atovaguona sdo bons exemplos na
ilustracdo desta técnica, conhecida como piggy back (NA-BANGCHANG e
KARBWANG, 2009). Os antifolatos e outros antibiéticos foram desenvolvidos
inicialmente por sua propriedade antibacteriana e mais tarde tiveram sua acgao
antimalarica identificada (SHIMIZU et al., 2010). Atovaquona foi inicialmente
caracterizada como um antimalarico, mas seu desenvolvimento foi impulsionado
pela descoberta de sua atividade contra Pneumocystis carinii (NA-BANGCHANG e
KARBWANG, 2009). Ja foi citado o exemplo da doxiciclina, que atualmente vém
ganhando espago no tratamento da malaria, assim como medicamentos
antitumorais, dentre outros.

Outra maneira interessante de se descobrir novas drogas é através da sintese
de compostos hibridos (BENOIT-VICAL et al., 2007; COSLESDAN et al., 2008).
Segundo Muregi e Ishih (2010), ha uma série de vantagens na geracdo destes
analogos, como a reducédo do risco de interacdes adversas droga-droga, 0S custos
de sintese séo reduzidos, além dos compostos gerados apresentarem capacidade
de driblar a resisténcia dos parasitos, assim como € desejado na terapia de
combinacéo de farmacos. Sabe-se que a frequéncia de resisténcia de P. falciparum
é estimada de 1 em 10'° parasitos e a carga parasitaria média em um individuo
altamente infectado é de 10%. Assim, a combinacdo de dois ou mais agentes
farmacoforicos com diferentes mecanismos de acdo, seja em um mesmo
comprimido ou em uma mesma molécula, reduz drasticamente a probabilidade do

surgimento da resisténcia (WHITE, 1999).

1.5 Compostos testados neste estudo
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Utilizando estratégias racionais como as descritas no topico acima, foram
selecionados grupos quimicos que ja apresentavam atividades biologicas descritas
na literatura, a fim de sintetizar novos compostos para investigacdo de atividade
antimalarica.

A sobrevivéncia dos parasitos no interior dos eritrocitos é altamente
dependente da digestdo da hemoglobina, dentro do seu vacuolo digestivo (VD). A
molécula de hemoglobina, que possui cadeias laterais de aminoacidos e um grupo
ferro na porcdo central, sofre a acdo de enzimas proteoliticas (BANERJEE e
GOLDBERG, 2001) no VD. Durante o catabolismo da hemoglobina, sua porcéo
protéica (globina) € utilizada como fonte de aminoacidos por Plasmodium e a sua
porcdo central contendo ferro, denominada ferriprotoporfirina IX (FP 1X), é liberada
concomitantemente a uma molécula de oxigénio. Ao longo deste processo o ferro é
oxidado de Fe2+ para Fe3+, possibilitando sua ligacdo com oxigénio. Esta unidade
denominada heme, junto com sua forma dimérica, a hematina, originam um grupo
reativo e toxico para o parasito (SULLIVAN, 2002). Sendo assim, o Plasmodium
devera realizar sua detoxificacdo, gerando um produto nao-toxico denominado
hemozoina. As 4-aminoquinolinas em pH fisiolégico encontram-se desprotonadas,
mas no VD, como o pH é &cido, torna-se protonada, perdendo a capacidade de
atravessar a membrana plasmética, formando complexos com a FP-IX, impedindo
sua detoxificacdo (KOUZNETSOV e GOMEZ-BARRIO, 2009). Sulfonamidas
possuem acao antimaldrica por atuarem como antagonistas do folato (OLLIARO,
2001). Hidrazidas tém reconhecida acdo analgésica, antimicrobiana, antiinflamatoria
e antitumoral (ROLLAS e KUCUKGUZEL, 2007). Devido a resisténcia dos parasitos
as 4-aminoquinolinas, um grupo de compostos hibridos foi sintetizado a partir de sua
conjugacao as sulfonamidas ou as hidrazidas, promovendo diversas modificacdes
estruturais a fim de se observar as variagdes de sua atividade antiplasmodial em
funcdo destas mudancas.

Um segundo grupo de moléculas baseou-se na incapacidade dos
protozoarios de sintetizar purinas de novo, 0 que torna as enzimas envolvidas no
processo de recuperacdo das purinas um atrativo alvo quimioterapico (CRAIG e
EAKIN, 1997). Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT) é a enzima-
chave para este resgate. 6-mercaptopurinas interferem com a producdo de &cidos
nucleicos e aminoacidos essenciais para a sobrevivéncia do parasito
(SHIVASHANKAR, SUJAY-SUBBAYYA e BALARAM, 2001). Os 1,2,3-triaz0is e seus
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derivados sdo uma importante classe de componentes aromaticos heterociclicos
contendo nitrogénio, que tém atraido grande interesse devido a suas diversas
propriedades biolégicas como antituberculose, antiviral, antifiUngica, antitumoral e
antibacteriana, além de ser de facil sintese. Os 1,2,3-triaz0is sdo estaveis a
degradacdo metabdlica e capazes de se ligar ao hidrogénio, o que pode ser
favoravel a ligacao a alvos biomoleculares (CORRALES et al., 2010; WANG, WAN e
ZHOU, 2010). Esteroides sao potenciais carreadores de moléculas a eles
hibridizadas, aumentando a estabilidade metabdlica, absorcdo intestinal e
permeabilidade celular (ENHSEN, KRAMER e WESS, 1998). Vérios agentes
antivirais e antitumorais tém sido conjugados a esteroides visando aumentar a
biodisponibilidade oral de farmacos, permitindo a reducdo da dose terapéutica,
minimizando efeitos colaterais (SIEVANEN, 2007). Foram sintetizados diversos
analogos de 6-mercaptopurinas associados aos triazéis ou aos esteroides para

verificacdo de agdo antimalarica.
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2 JUSTIFICATIVA

A malaria permanece ao longo dos anos como emergéncia global em saude
publica. Sdo aproximadamente 87 milhdes de casos e 106.820 mortes ocorridas
anualmente no mundo (WHO, 2012).

As principais estratégias atuais no controle da doenca se baseiam no
diagnoéstico precoce e tratamento adequado e oportuno dos casos, devendo ser
considerada a resisténcia dos parasitos a praticamente todos os farmacos
atualmente em uso, o0 que torna urgente a busca por novos antimaléricos.
(WENGELNIK et al., 2002; KOUZNETSOV e GOMEZ-BARRIO, 2009). Atualmente, a
WHO recomenda o uso de ACTs, porém ja ha relatos de resisténcia a artemisinina
descritos na literatura, o que torna necessaria a descoberta por novos antimalaricos
(NOEDL et al., 2008; DONDORP et al., 2009).

O presente trabalho foi em busca de novas drogas que possam atuar como
possiveis alternativas no combate a doenca, através da avaliagdo da atividade
antimalarica de compostos obtidos pela conjugacao de dois agentes farmacoforicos
em uma mesma molécula. Também foi verificada sua citoxicidade e atividade
hemolitica, tendo em vista que, para que um composto seja considerado promissor,
além de eficacia na eliminacdo dos parasitos é fundamental a seguranca aos
usuéarios (NOGUEIRA e DO ROSARIO, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimalarica de

analogos de 4-aminoquinolinas e 6-mercaptopurinas em modelo murino.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antimalarica de analogos de 4-aminoquinolinas e 6-
mercaptopurinas in vivo, utilizando teste supressivo de Peters e modelo

murino de infeccao por P. berghei;

e Avaliar in vitro a atividade citotoxica dos compostos testados utilizando

macrofagos peritoneais murinos;

e Analisar in vitro a atividade hemolitica dos compostos em hemacias humanas

nao infectadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese dos compostos quimicos analisados

Os compostos foram sintetizados e selecionados pelo grupo do Prof. Dr.
Adilson David da Silva do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas
da Universidade Federal de Juiz de Fora. As nomenclaturas, estruturas quimicas e

codigo atribuido a cada um deles se encontram relacionados nas Tabelas 1 e 2.

4.2 Testes in vivo

4.2.1 Animais
Foram utilizados nestes experimentos camundongos Suicos outbread,

fémeas, pesando 25 + 2g, provenientes do Centro de Biologia da Reprodugéo (CBR)
da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob processo aprovado no Comité de Etica
n° 054/2010-CEUA e 055/2010-CEUA. Os animais receberam agua e racao propria
para roedores ad libidum.

4.2.2 Plasmodium berghei
Foi utilizado nos experimentos P.berghei cepa NK 65. Esta cepa foi mantida

em camundongos Suicos atrdves da passagem semanal. Aproximadamente 4uL do
sangue proveniente de um animal infectado era diluido em solucdo salina, sendo

inoculada 0,2mL desta solug&o por via intraperitoneal em animal n&o infectado.



Tabela 1- Estrutura dos analogos de 4-aminoquinolinas.

Nome quimico Estrutura Caodigo
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c N
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7-cloro-4-mercapto(4-
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Compostos 1, 2, 3,4,5e6.



Tabela 2- Estrutura dos analogos de 6-mercaptopurina contendo 1,2,3-triazol ou esteroide.

Nome quimico Estrutura

Caodigo

4-(4-((9H-purin-6- SAEE\N
T

iltio)metil)-1H-1,2,3- </“
triazol-1-il)-7- A
cloroquinolina

N Cl
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iltio)metil)-1H-1,2,3- N N y on
triazol-1-il)1-propanol </ | )N NN
P

6-((1-benzil-1H-1,2,3- N
triazol-4-ilymetiltio)-9H- AE \,
purina </” | S N

acido 4- (3-(9H-purin-6-
iltio)-12-hidroxi-10,13-
dimetil-1H-
ciclopentafenantren-17-
il)pentandico

4-(3-(9H-purin-6-iltio)-
7,12-di-hidroxi-10,13-
dimetil-1H-
ciclopentafenantren-17-
il) pentanoato de butila

v

10

11

Compostos 7, 8,9, 10 e 11.



37

4.2.3 Solubilizacdo dos compostos para testes in vivo

Para realizagdo dos ensaios in vivo, as drogas foram solubilizadas de acordo
com suas propriedades quimicas. As drogas-teste foram diluidas em DMSO (Sigma-
Aldrish, St. Louis, MO, EUA) a 5% e a CQ (Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, EUA) em
agua. Com o intuito de se realizar uma triagem inicial da atividade antimalérica, os
compostos foram testados a 10 mg/Kg, sendo a mesma concentracao utilizada para

a CQ. Todas as solucdes foram preparadas no dia da realizagcdo do experimento.

4.2.4 Teste de drogas

Foi utilizado o teste supressivo de Peters (PETERS, 1965), onde em cada
animal foi inoculado, via intraperitoneal, 10° hemacias parasitadas por P.berghei,
considerando o dia da infeccdo como 1° dia do experimento. Imediatamente apés a
infeccdo, os animais foram aleatoriamente divididos em gaiolas contendo de trés a
cinco animais cada. Nos experimentos foram utilizados dois grupos controle: um
tratado com CQ e outro ndo tratado, onde os animais receberam apenas agua +
DMSO 5% ao invés da droga. O tratamento foi iniciado no mesmo dia da infeccéo,
tanto para os compostos testados quanto para os controles, realizado via oral apds 5
horas da infeccdo e prosseguindo a cada 24 horas, seguindo por 4 dias

consecutivos.

4.2.5 Contagem da parasitemia

A parasitemia foi avaliada nos 5°, 7°, 9° e 12° dias ap6s a infec¢cdo por meio
da contagem dos parasitos em esfregacos sanguineos, fixados por metanol e
corados com Giemsa, observados em microscopio oOptico, utilizando objetiva de
1.000 X. A parasitemia foi determinada pelo numero de hemécias infectadas usando
como universo a quantidade de hemacias totais que varia de acordo com uma
estimativa inicial de parasitemia:

e <5%:4 mil hemacias;
e 5-10%: 3 mil heméacias;
e 10-20%: 2 mil heméacias e;

e >20%: 1 mil.
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4.2.6 Percentual de Inibicdo da Multiplicagdo dos Parasitos

A capacidade dos compostos testados de realizar a supressao da parasitemia
dos camundongos infectados foi determinada pela comparacdo com a parasitemia
do grupo controle ndo tratado, através da férmula (CARVALHO et al., 1991):
[(A-B)/A] x 100, onde: A= parasitemia média do grupo controle ndo tratado e B=
parasitemia média do grupo teste. Uma reducédo de pelo menos 30% do crescimento
dos parasitos foi considerada como indicador de amostra ativa (CARVALHO et al.,
1991; ANDRADE-NETO et al., 2003).

4.2.7 Sobrevida dos animais

Com o intuito de se obter dados sobre a sobrevivéncia dos animais em
decorréncia do tratamento com os compostos avaliados, os camundongos foram

acompanhados até a morte.

4.3 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio foi realizado segundo Pieters et al. (1988). A fim de se verificar in
vitro a citotoxicidade, foram utilizados macrofagos peritoneais dos camundongos
Suicos. Os macréfagos foram estimulados com 2 mL de tioglicolato estéril (3%)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 72 horas antes dos camundongos serem
sacrificados. O lavado peritoneal de cada animal foi realizado com 5mL de Meio 199
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As células foram centrifugadas por 10 minutos
a 1000 rpm (centrifuga clinica, FANEM Mod. 204N), o sobrenadante foi descartado e
o precipitado ressuspendido em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), sendo retirada uma aliquota para a contagem em camara de Neubauer para
estimativa do namero total de células. Apés contagem, foram adicionados em uma
placa de 96 pocos 2 X 10° células/poco em meio RPMI-1640, suplementado com
10% SBF (Cultilab, Brasil). A placa foi incubada 24 horas em estufa com 5% de CO,
a 37°C para ocorrer aderéncia dos macrofagos. Em seguida, cada poco foi lavado
com PBS estéril, foi preenchido com meio RPMI-1640 com 10% SBF e o0s
compostos a serem testados foram adicionados nas concentragbes de 9,4; 18,7,
37,5; 75 e 150 uM. As células foram mantidas em estufa a 37°C, 5% de CO,. Apés
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48 horas, a viabilidade dos macréfagos foi determinada pelo método colorimétrico
com 3-(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlico (MTT; Sigma, Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA). Para tal, 10uL de MTT a 5 mg/mL foi adicionada aos
pocos. ApoOs 2 horas, a reacdo foi interrompida pela adicdo 100uL de uma solucéo
contendo isopropanol/acido cloridrico. A citotoxicidade foi calculada com base na
diferenca Optica obtida mediante leitura das placas em espectrofotbmetro a 570 nm
(SPECTRAMAX 190, Molecular Devices). Nos poc¢os usados para controle ndo houve

adicdo de compostos. A citotoxicidade foi expressa pela razéo:

% Citotoxicidade=| Leitura média dos compostos —1 [ X 100

Leitura média dos controles

Foram considerados citotoxicos 0s compostos em concentracdes capazes de
inibir 50% da viabilidade celular em relagcdo ao controle ndo incubado com os

compostos.

4.4 Andlise da atividade hemolitica dos compostos

O ensaio foi realizado segundo Wang et al. (2010a). Os compostos foram
diluidos em solucdo de DMSO a 0,005% (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
sendo os mesmos testados nas concentracdes de 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5e 1
mg/mL. Apos a diluicdo dos compostos em microplaca de fundo em U, foram
retirados 20uL destes, colocados em microtubos para centrifuga e adicionados a
180uL de uma suspenséao de eritrécitos humanos a 1%. Uma solugdo de saponina
(Sigma-Aldrish, St Louis, MO, USA) a 1% foi utilizada como controle positivo do
teste, pela capacidade de gerar 100% de hemdlise. O controle negativo foi a propria
suspensao de eritrécitos, onde ndo ha hemolise. Os microtubos para centrifuga
foram entdo encubados por 12 horas a 37°C, sendo posteriormente centrifugados a
1000g por 10 minutos e seus sobrenadantes transferidos para uma microplaca de
fundo chato. Cada concentracdo dos compostos foi avaliada em duplicata. A leitura
foi realizada a 540nm em espectrofotometro (SPECTRAMAX 190, Molecular

Devices). A taxa de hemdlise das amostras foi calculada como:
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% Hemodlise =|Leitura média dos compostos — Leitura média do branco |X 100

Leitura média dos controles com saponina

4.5 Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados in vivo foi utilizado o software GraphPad
Prism 5 (GraphPad Inc, EUA), sendo utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para comparagdo entre duas amostras independentes. Resultados de
p<0,05 foram considerados estatisticamente diferentes.

Para os testes in vitro, os dados de dois experimentos distintos foram
expressos como media + desvio padrao.

Os valores de CCsp representados no ensaio de citotoxicidade (MTT) foram
determinados pelo programa estatistico Probit, o qual utilizou o método proposto por
Litchtfiet e Wilcoxon, considerando a média de dois experimentos independentes
realizados em duplicata.



5 RESULTADOS

5.1 Anélogos de 4-aminoquinolinas

5.1.1 Supresséo da parasitemia

De acordo com os valores de supressdo da parasitemia expressos na Tabela
3 e na Figura 6, pode-se observar que dentre os derivados de 4-aminoquinolinas
avaliados, os compostos 1, 5 e 6 mostraram-se promissores antimalaricos, sendo
gue o analogo 1 exibiu maior capacidade de suprimir a parasitemia nos primeiros
apos a infeccéo (55% e 46% de supressao nos dias 5 e 7, respectivamente). Ja os
compostos 5 e 6 foram eficientes na supressdo da parasitemia nos ultimos dias

analisados, destacando-se o analogo 5, que alcancou 81% de inibicdo no 12° dia.

Tabela 3- Supressdo da parasitemia in vivo induzida pelo tratamento com os analogos de 4-

aminoquinolinas contra Plasmodium berghei NK65?

Supresséo da parasitemia (%) por dia

Composto Dose 5° 7° 9° 12°
(mg/kg)
1 10 55 46 4 16
2 10 31 44* 0
3 10 24 0 2
4 10 54’ 42 8
5 10 10 52 52 81*
6 10 0 61 79* 65
CQ 10 97+ 73* 81* 86*

%n =5 camundongos por grupo; *p< 0,05 em relac&o ao controle n&o tratado.
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Figura 6- Supressdo da parasitemia de camundongos infectados por P. berghei, tratados com os
anélogos de 4-aminoquinolinas e CQ, nos dias pos-infec¢éo.

5.1.2 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia dos camundongos em funcdo do tempo foi monitorada

(Tabela 4 e Figura 7). No dia 21, haviam trés animais nos grupos tratados com 0s

compostos 1, 2, 3 e 4. Neste mesmo dia, haviam quatro animais no grupo que

recebeu CQ e um no grupo que recebeu H20 + DMSO 5%. Todos os camundongos

morreram em até 30 dias pés-infeccéo.

Tabela 4- Sobrevivéncia dos animais infectados por grupo®

total de animais no grupo)

Dias poOs-infeccdo (numero de animais vivos/ nimero

Composto 9 12 15 17 19 21 25 30

1 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 0/5 0/5

2 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 3/5 0/5 0/5

3 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 0/5 0/5

4 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 3/5 0/5 0/5

5 4/5 4/5 4/5 4/5 4/5 1/5 0/5 0/5

6 5/5 5/5 5/5 5/5 1/5 1/5 0/5 0/5

CQ 5/5 4/5 4/5 4/5 4/5 4/5 2/5 0/5

H20 + DMSO 5% 5/5 5/5 5/5 5/5 1/5 1/5 0/5 0/5

%n =5 camundongos por grupo.
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Figura 7- Sobrevivéncia dos animais infectados por P. berghei, tratados com os analogos de 4-
aminoquinolinas, CQ e H20 + DMSO 5%, nos dias p0Os-infeccao.

5.1.3 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Nenhum dos compostos desta série apresentou citotoxicidade pronunciada
em macrofagos murinos, sendo observados percentuais inferiores a 50%, mesmo na
maior concentracao testada (150 yM). A CQ, droga utilizada como controle do teste
in vivo, exibiu 42,94% de citotoxicidade nesta mesma concentracdo (150 uM).

Os resultados se encontram ilustrados na Figura 8.
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Figura 8- Atividade citotdxica dos analogos de 4-aminoquinolinas e CQ, nas concentragfes de 9,4;

18,7; 37,5; 75 e 150 uM, frente a macréfagos peritoneais murinos. Resultado representado em média
+ desvio padrao.
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Foi também determinada a concentragdo citotdxica 50% (CCsp) dos anélogos
de 4-aminoquinolinas e CQ frente a macrofagos peritoneais murinos. Todos 0s
compostos analisados inclusive a CQ apresentaram CCsy superiores a 150 uM
(Tabela 5).

Tabela 5- Concentracgédo citotdxica (CCsp) dos analogos de 4-aminoquinolinas e CQ em macréfagos
peritoneais murinos.

Compostos Macréfagos
CCso (UM)
(95% I.C.)%
>150,0
>150,0
>150,0
>150,0
>150,0
>150,0
CQ >150,0

o O~ W DN P

%.C.= Intervalo de Confianga calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.

5.1.4 Atividade hemolitica dos compostos

Foi avaliada a capacidade dos compostos de hemolisar hemacias humanas
normais, ndo infectadas. O analogo 2 demonstrou pronunciada acao hemolitica
(72,94% a 1 mg/mL), seguido de 1, 3 e 4 (27,39%; 28,83% e 22,22% nesta mesma
concentracdo, respectivamente). Ja os compostos 5 e 6 exibiram valores inferiores a
10%. A CQ exibiu 31,75% de hemdlise na maior concentracdo avaliada (1 mg/mL).

A Figura 9 demonstra os resultados deste ensaio.
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Figura 9- Atividade hemolitica dos andlogos de 4-aminoquinolinas e CQ, nas concentragdes de
0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg/mL, frente a hemacias humanas nédo infectadas. Resultado
representado em média * desvio padrao.

5.2 Anélogos de 6-mercaptopurinas contendo 1,2,3-triazol ou esteroide

5.2.1 Supresséo da parasitemia

Dentre os trés analogos de 6-mercaptopurina contendo 1,2,3-triazol, destaca-
se 0 composto 9, que demonstrou aumento de atividade ao passar dos dias
analisados, inibindo o crescimento dos parasitos de forma similar ou até superior a
CQ, nos dias 9 e 12 pés-infeccdo. Para os analogos de 6-mercaptopurina contendo
esteroide, o analogo 11, exibiu baixa atividade no 5° dia e a partir dai apresentou
capacidade de suprimir a parasitemia, com 36% de inibicdo no 9° dia e 66% no 12°
dia (Tabela 6 e Figura 10).
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Tabela 6- Supressdo da parasitemia in vivo induzida pelo tratamento com analogos de 6-
mercaptopurinas contra Plasmodium berghei NK65°.

Supresséao da parasitemia (%) por dia

Composto Dose 5° 9° 12°
(mg/Kg)

10 14 23 24

10 25 41 42

10 42 73* 68*

10 10 6 19 18

11 10 16 36 66

CQ 10 91* 50 64

%n =5 camundongos por grupo (exceto para o composto 11 onde n=3); *p< 0,05 em relagéo ao

controle ndo tratado.
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Figura 10- Supressédo da parasitemia de camundongos infectados por P. berghei, tratados com os

analogos de 6-mercaptopurinas e CQ, nos dias pés-infeccgao.

5.2.2 Sobrevivéncia

No que diz respeito a sobrevivéncia, camundongos que receberam os

compostos 8 e 9 comecaram a morrer no dia 19 pdés-infeccdo, enquanto neste

mesmo dia haviam dois animais vivos no grupo que recebeu CQ e um no grupo

tratado com H,O + DMSO 5%. Todos os camundongos morreram até o dia 26 pos-

infeccdo. Os dados se encontram na Tabela 7 e Figura 11.
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Tabela 7- Sobrevivéncia dos animais infectados por grupo®

Dias poOs-infec¢cdo (numero de animais
vivos/numero total de animais no grupo)

Composto 9 12 15 17 19 21 23 26
7 4/5 4/5 4/5 4/5 1/5 0/5 0/5 0/5

8 565 5/5 55 5/5 4/5 2/5 15 0/5

9 55 5/5 55 55 45 2/5 05 0/5

10 55 5/5 55 4/5 05 05 05 0/5

11 3/8 33 2/3 2/3 23 03 03 0/3

CQ 35 35 35 35 25 2/5 15 05

H20 + DMSO5% 5/5 5/5 4/5 4/5 15 1/5 1/5 0/5

% n =5 camundongos por grupo (exceto para o composto 11 onde n=3).
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Figura 11- Sobrevivéncia dos animais infectados por P. berghei, tratados com os anélogos de 6-
mercaptopurinas, CQ e H20 + DMSO 5%, nos dias p0Os-infeccao.

5.2.3 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Os compostos 7 e 8 ndo apresentaram citotoxicidade significativa, sendo de
16,59% e 8,57% respectivamente, na maior concentracao testada (150 uM). O
composto 9 mostrou-se citotdxico, inibindo a viabilidade dos macréfagos em 51,99%
a 150 uM. A CQ exibiu 42,94% de citotoxicidade nesta mesma concentracao (Figura
12).
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Figura 12- Atividade citotoxica dos analogos de 6-mercaptopurinas e CQ, nas concentra¢gfes de 9,4;

18,7; 37,5; 75 e 150 uM, frente a macrofagos peritoneais murinos. Resultado representado em média
+ desvio padrao.

Através da determinacdo da concentracéo citotoxica 50% dos analogos de 6-
mercaptopurinas e CQ em macrofagos peritoneais murinos, observou-se que o
analogo 9 exibiu CCsode 145,75 yM enquanto os demais compostos apresentaram
CCsp superiores a 150 uM (Tabela 8).

Tabela 8- Concentracao citotoxica (CCsp) dos analogos de 6-mercaptopurinas e CQ em macréfagos
peritoneais murinos.

Compostos Macrofagos
CCso (M)
(95% 1.C.)%
7 >150,0
>150,0
9 145,75 (117,87-180,23)
CQ >150,0

%l.C.= Intervalo de Confianga calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.
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6 DISCUSSAO

Em geral, a avaliacdo da atividade antimalarica de compostos é feita por
testes in vitro e in vivo, que podem ser complementares, pois os dados obtidos pelos
testes in vitro requerem confirmagdo em modelos vivos (NOGUEIRA e DO
ROSARIO, 2010). Ensaios em humanos sdo de grande complexidade, além de
apresentarem grandes limitagbes como a falta de acesso aos 6rgaos relevantes ao
estudo e incapacidade de manipular experimentalmente o sistema imune do
hospedeiro. Devido a estas restricdes, na malaria experimental sdo normalmente
adotados trés modelos de estudo in vivo: primatas ndao-humanos infectados com
espécies de parasitos como P. knowlesi; aves infectadas com espécies de parasitos
representados por P. gallinaceum e roedores infectados com espécies de parasitos
como P. berghei, P. chabaudi, P. vinckei and P. yoelii (CARLTON; SILVA e HALL,
2005).

O parasito P. berghei, especifico de roedores, provou ser muito eficiente para
estudos de atividade antimalérica, e é geralmente aceito que a infeccdo desse
parasito no camundongo € um modelo valido para rastrear drogas com potencial uso
na malaria humana (WHO, 1973; PETERS et al., 1975). O modelo in vivo é facil e
simples de ser mantido e, portanto muito usado para os testes (KRETTLI; ADEBAYO
e KRETTLI, 2009). Além disso, ele pode ser reproduzido e fornece informacées Uteis
sobre a relacdo estrutura-atividade da droga (LOISEAU e XUONG, 1996).

Sem uma vacina efetiva contra a malaria (BOYLE et al., 2010), seu controle
exige um programa integrado de estratégias que incluem diagndstico precoce e o
tratamento quimioterapico adequado dos pacientes infectados (WHO, 2010b). Tendo
em vista a crescente resisténcia dos parasitos ao arsenal de antimalaricos
disponiveis, se torna urgente a busca por novas drogas que sejam eficazes e
seguras (NOEDL et al., 2008; DONDORP et al., 2009; CERVANTES et al., 2012).

Em 1967, a WHO definiu resisténcia parasitaria como: “A habilidade da cepa
do parasito de sobreviver e/ou multiplicar-se, a despeito da administracdo e
absorcdo da droga, dada em doses iguais ou maiores que aquelas normalmente
recomendadas, mas dentro dos limites de tolerancia dos individuos” (WHO, 1967).
Esta definicdo posteriormente foi modificada para incluir a sentenga: “A forma da

droga ativa deve ser capaz de ter acesso ao parasito ou aos eritrécitos infectados
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pelo tempo necessario para sua agao normal (BRUCE-CHWATT et al., 1986; WHO,
2010a).

Para superar o desafio da resisténcia dos plasmddios aos antimalaricos,
diversas técnicas estdo sendo adotadas como, por exemplo, uso terapias de
combinacdo, desenvolvimento de analogos de drogas existentes e exploracdo de
novos alvos terapéuticos (ROSENTHAL, 2003). Dentre estas técnicas, o uso de
hibridos é considerado uma extensao do conceito de terapias de combinac&o, onde
€ observada a conjugacédo de dois grupos farmacoféricos, frequentemente unidos de
maneira covalente, criando uma entidade quimica Unica capaz de modular multiplos
alvos (BENOIT-VICAL et al., 2007; COSLESDAN et al., 2008; SASHIDHARA et al.,
2012). A utilizacdo de farmacos hibridos € uma forma interessante de se descobrir
novas drogas (BENOIT-VICAL et al., 2007; COSLESDAN et al., 2008), possibilitando
driblar a resisténcia dos parasitos, fendmeno este que parece ser composto-
especifico e ndo relacionado & mudancas no alvo de acédo da droga (CASAGRANDE
et al., 2008).

Sendo assim, objetivo principal deste trabalho foi realizar a triagem da
atividade antimalarica de 11 compostos inéditos, in vivo, sendo 6 analogos de 4-
aminoquinolinas e 5 derivados de 6-mercaptopurinas contendo 1,2,3-triazol ou
esteroide. Os testes foram conduzidos de acordo com o protocolo de Peters (1965),
onde a parasitemia foi avaliada nos dias ap6s a infeccéo através da contagem dos
parasitos em esfregacos sanguineos, permitindo a determinagédo da capacidade dos
compostos testados em realizar a supressdo da parasitemia de camundongos
infectados em comparacdo com a parasitemia do grupo controle néo tratado. Foi
utilizada a via oral para a administracao do farmaco pois esta via aumenta a adeséo
do paciente ao tratamento e reduz custos adicionais. Em muitos paises endémicos
esta é a forma mais frequente de se administrar antimalaricos (RAY et al., 2010).

A analise da relacdo estrutura-atividade dos compostos derivados de 4-
aminoquinolinas mostrou que, dos 6 analogos testados, 3 se apresentaram
promissores (compostos 1, 5 e 6). Ja os aminobenzenosulfonamidas (compostos 2,
3 e 4) nédo exibiram atividade antimalarica significativa, exceto o analogo 4, com 54%
de supresséo da parasitemia no 5° dia.

O analogo 1, que € uma isonicotinohidrazida, com presenca de grupo amino
na posicao 4 do anel aromatico, apresentou acao antiplasmodial nos primeiros dias,

com supressdo da parasitemia de 55% no dia 5, perdendo sua atividade ao longo
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dos dias analisados. Por outro lado, o composto 5, que apresenta em sua estrutura
nicotinohidrazida, com presenca de grupo amino na posi¢cdo 3 do anel aromético,
demonstrou atividade crescente ao longo dos dias analisados, alcancando 81% de
supressdo no dia 12. Este valor foi semelhante ao exibido pela CQ no mesmo dia. O
analogo 6, que é uma mercaptoquinolina com grupo piridinil ligado diretamente ao
anel quinolinico, demonstrou bons resultados, suprimindo a parasitemia em torno de
68% a partir do 7° dia.

Sugere-se que a acao antiplasmodial atribuida aos compostos seja devido
aos seguintes aspectos: 4-aminoquinolinas sdo conhecidas por inibir a polimerizagao
de heme, evitando a formacdo da hemozoina no vacuolo digestivo do parasito. Isto
conduz a acumulacdo de heme livre, que é altamente téxico para plasmaddios
(KIRANDEEP et al., 2010). Sulfonamidas competem com o acido paraminobenzdico
(PABA) interrompendo a formacdo do &cido di-hidrofdlico, fundamental para a
sintese de acidos nucleicos, através da inibicdo da di-hidropteroato sintase (DHPS)
(OLLIARO, 2001). A hidrazida do acido isonicotinico, também conhecida por
isoniazida, é considerada uma das drogas de primeira escolha no tratamento da
tuberculose. Estudos em modelo murino de infec¢do por P. berghei demonstraram a
acdo esquizonticida sanguinea das isoniazidas por mecanismo nao elucidado,
porém associado a reducdo da carga parasitaria e a sobrevida dos camundongos
infectados, quando administradas em associacdo a rifampicina ou ao
etambutol/rifampicina (ADITYA; PATANKAR e MADHUSUDHAN, 2010).

Dentre os trés derivados de 6-mercaptopurinas contendo 1,2,3-triazol, se
destaca o composto 9, que apresentou aumento da atividade ao longo dos dias
analisados, inibindo o crescimento dos parasitos de uma forma similar ou até
superior a CQ nos dias 9 e 12 péds-infeccdo. Esta acdo pode ser atribuida a
presenca do grupo benzil ligado ao anel triazélico. Dentre os derivados de 6-
mercaptopurinas contendo esteroide, o analogo 11 exibiu supressao da parasitemia
préxima a da CQ nos dias 9 e 12, estes valores sendo superiores aos exibidos pelo
composto 10. A atividade apresentada pelo composto 11 pode estar relacionada a
presenca do grupo éster no derivado do acido coélico em substituicdo ao grupo acido
no derivado do acido desoxicalico.

As 6-mercaptopurinas interferem com a sintese de acidos nucléicos e sao
comumente usados no tratamento de cancer ou cOmO iMunoOSsupressores
(LANDFEAR et al., 2004; VASHIST et al., 2009; CORRALES et al., 2010) Triazois
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sdo agentes antimicrobianos, anti-inflamatdrios, hipoglicémicos, antidepressivos,
antituberculosos, analgésicos, antimalaricos e anticancerigenos e atuam como
inibidores de enzimas do citocromo p450 (SINGHAL et al., 2011). Esteroides sao
ferramentas atrativas no desenvolvimento de moléculas hibridas e pré-drogas por
melhorar a absorcéo intestinal, conferir estabilidade metabdlica as formulacdes
farmacéuticas, permitindo assim a manutencdo de concentracées sistémicas
adequadas dos agentes ativos (SIEVANEN, 2007).

Com relacdo a sobrevivéncia dos camundongos envolvidos neste estudo, a
dose utilizada na triagem da atividade antimalarica (10 mg/kg/dia) nao foi suficiente
para promover a cura dos mesmos, apresentado apenas acdo supressiva. Sendo
assim, destacam-se animais pertencentes aos grupos tratados com compostos 2, 3,
4, 5 e 8, onde pelo menos um camundongo sobreviveu até o 24° dia pés-infeccao.
Este resultado foi apenas superado pela CQ no experimento dos analogos de 4-
aminoquinolinas, onde foi observada a sobrevida de um animal até o 29° dia pés-
infeccdo. Este resultado é contraditério, tendo em vista que 0S compostos que
exibiram melhor atividade antimalarica sdo os analogos 1, 5, 6, 9 e 11 e apenas o
composto 5 estaria promovendo a sobrevida dos animais pertencentes ao seu
grupo. Provavelmente, os camundongos tratados com 1, 6, 9 e 11 morreram devido
a outras causas nao vinculadas a malaria.

A atividade antimalarica de derivados de quinolinas conjugados as 6-
mercaptopurinas ja foi alvo de pesquisas por De Souza et al. (2012). Trés analogos
denominados 4-(6'-mercatopurina)-7-cloroquinolina n; N-(3-(6’-
mercaptopurina)propil)-7-cloroquinolin-4-amina (1) e N-(5-(6'-mercaptopurina)pentil)-
7-cloroquinolin-4-amina (lll) foram testados quanto sua capacidade de suprimir a
parasitemia in vivo, em modelo murino de infec¢cdo malarica. Observou-se que o
composto |, que € uma quinolina ligada diretamente a mercaptopurina, apresentou
maior acdo antiplasmodial que os compostos Il e lll, portadores de cadeias laterais
alifaticas propil e pentil entre os anéis heterociclicos. O analogo | alcancou 76% de
supressdo a 5 mg/kg, sendo este valor estatisticamente idéntico a CQ na mesma
dosagem.

Estudos prévios realizados por Corrales et al. (2010) determinaram a
atividade antimalarica in vivo e leishmanicida in vitro de derivados de 6-tiopurinas
contendo 1,2,3-triazol e esteroide. No que diz respeito a atividade antimaléarica in

vivo, todos os 4 analogos avaliados denominados 2-(4-((9H-purin-6-iltio)-1H-1,2,3-



53

triazol-1-il) acido acético (1V); metil 2-(4-((9H-purin-6-iltio)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)
acetato (V); 6,9-(2-(4-metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) acido acético-purina (VI) e (R)-metil-
4-((5R,7R,10S,12S,13R,17R)-3-(9H-purin-6-iltio)-hexadecahidro-7,12 dihidroxi-
10,13-dimetil-1H ciclopenta(a)fenantren-17-il)pentanoato (VII) foram mais ativos que
a CQ no 12° dia poés-infeccdo (10 mg/kg), sendo que os compostos exibiram
aumento da supressédo da parasitemia ao longo dos dias analisados, enquanto a CQ
exibiu reducédo de sua atividade do 5° ao 12° dia. O analogo VIl exibiu boa atividade
contra promastigotas de Leishmania spp.

Serdo necessarios maiores estudos utilizando técnicas de microscopia
confocal, ligacdo a lactato desidrogenase (PfLDH), ensaio de inibicdo da formacéo
da hemozoina dentre outras metodologias para definir com maior clareza o
mecanismo de acdo antiplasmodial dos analogos aqui apresentados.

Além da atividade antimalarica, um composto promissor ndo pode apresentar
efeitos indesejaveis aos usuarios (NOGUEIRA e DO ROSARIO, 2010). Para isso
foram realizados ensaios de citotoxicidade (MTT) em macrofagos de camundongos
Suicos e ensaios de verificacdo da atividade hemolitica dos compostos em
eritrocitos humanos normais néo infectados, ambos in vitro.

O ensaio de citotoxicidade consiste na conversao do sal tetrazolico (MTT) em
formazan roxo insolGvel por meio de desidrogenases mitocondriais de células viaveis
em proliferacdo. Os montantes de formazan sdo entdo quantificados pelo
espectrofotdmetro, indicando viabilidade celular. Caso a atividade mitocondrial seja
reduzida pela acdo citotoxica do composto, a producdo de formazan ficara
comprometida (PIETERS et al., 1988). Foram utilizados neste ensaio macrofagos
peritoneais murinos devido a facilidade de obtencéo, baixo custo e por ser uma
técnica ja padronizada em nosso laboratorio.

Anélogos de 4-aminoquinolinas (compostos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) e 6-
mercaptopurinas contendo 1,2,3-triazol (compostos 7 e 8) ndo se mostraram
citotéxicos, mesmo na maior concentracao testada (150 uM). Apenas o composto 9
exibiu toxicidade, apresentando CCsy de 145,75 uM. Estes resultados estdo em
conformidade com os obtidos por De Souza et al. (2012), que observaram que 0s
analogos de quinolinas conjugados as 6-mercaptopurinas (compostos |, Il e Ill) ndo
foram citotéxicos a macrofagos murinos a 100 puM. Derivados de 6-tiopurinas
contendo 1,2,3-triazol e esteroide (compostos IV, V, VI e VII) também ndo se

mostraram toxicos neste tipo celular (CORRALES et al., 2010).
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A hemolise pode ser ocasionada por varios mecanismos distintos. Ela pode
resultar da formagdo de poros nas membranas celulares, modificando sua
permeabilidade ou pode ser devido a alteracdo na atividade de ATPases de sdédio,
potassio e calcio (HU, KONOKI e TACHIBANA, 1996; MUKHERJEE e
RAJASEKARAN, 2010). Alguns antimalaricos como a primaquina e em alguns casos
CQ e sulfonamidas podem causar oxidacdo da hemoglobina formando
metahemoglobina ocasionando hemalise, especialmente se o individuo for deficiente
da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (WANG, 1977; MURINELLO et
al., 2001). Sendo assim, o0 ensaio da atividade hemolitica determinou a capacidade
dos analogos em causar danos aos eritrocitos humanos normais nao infectados,
através da quantificacdo espectrofotométrica da hemoglobina liberada ao meio
externo (ZOBEL et al., 1999, LI et al., 2004 e WANG et al., 2010a).

Todos o0s andlogos de 4-aminoquinolinas (exceto o 2) apresentaram
percentual de hemdlise inferior a da CQ na maior concentracdo analisada (31,75% a
1 mg/mL). Os compostos desta classe que demonstraram menor atividade
hemolitica foram os analogos 5 e 6, que exibiram percentuais de 9,28% e 8,32%
nesta mesma concentragdo, respectivamente.

A atividade hemolitica da CQ observada neste trabalho se diverge dos
resultados obtidos por Aguiar et al. (2012) que avaliaram a atividade hemolitica
desta e dois analogos de 4-aminoquinolinas denominados monoquinolina (MAQ) e
bisquinolina (BAQ). Nenhuma hemdlise foi detectada para os trés compostos. As
concentragcbes analisadas por Aguiar et al. (2012) variaram de 1,5 a 50 pg/mL,
enquanto neste estudo foram de 0,031 a 1mg/mL.
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7 CONCLUSOES

e Com relacdo a atividade antimalarica in vivo de analogos de 4-
aminoquinolinas, destacam-se a supressdao obtida pelos seguintes
compostos: 1 (55% no dia 5), 5 (81% no dia 12) e 6 (em torno de 68% a partir
do 7° dia), sendo estes valores obtidos estatisticamente semelhantes aos da

CQ nos dias analisados;

e Dentre os analogos de 6-mercaptopurinas contendo 1,2,3-triazol ou esteroide,
destacam-se os compostos 9 (inibicdo de 73% no dia 9 e 68% no 12° dia) e
11 (66% de supressao no dia 12);

e Analogos de 4-aminoquinolinas e 6-mercaptopurinas contendo 1,2,3-triazol
(exceto o composto 9) ndo se mostraram citotOxicos mesmo na maior

concentracéo avaliada (150 uM);

e Anélogos de 4-aminoquinolinas (exceto 0 composto 2) apresentaram
atividade hemolitica inferior & da CQ na maior concentracdo analisada (1
mg/mL);

e Enguanto a CQ apresenta uma queda na atividade antimaléarica ao longo dos
dias, os analogos 5, 6, 8, 9 e 11 apresentam perfil oposto, exibindo aumento
da capacidade de supressao da parasitemia ao longo dos dias analisados.
Aspectos como lipofilicidade, peso molecular, flexibilidade para atravessar as
membranas e estabilidade metabdlica dos compostos podem influenciar nesta

observacéao;

e Tendo em vista os bons resultados obtidos neste trabalho, os anélogos

merecem ser objeto de futuras investigacoes.
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Abstract

Chloroquine has been widely used to treat malaria, however, it is currently
largely ineffective due to widespread parasite resistance. In this work, five 6-
mercaptopurine derivates were synthesized and their in vivo antimalarial activity
was examined. Among the three derivates of 6-mercaptopurines containing
1,2,3-triazole, compound 16 stands out, which showed increased activity over
the days analyzed, inhibiting the growth of parasites in a way similar or even
superior to chloroquine. Also, among the derivates of 6-mercaptopurine
containing steroid, the analog 18 exhibited suppression of parasitaemia close to
that of chloroquine. None of compounds showed cytotoxicity against
mammalian cells.

Keywards: 6-thiopurine, steroids, click chemistry, antimalarial activities.
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