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RESUMO

As dificuldades de adequacéo, aplicacdo e manutencéo das estratégias de controle
nos locais onde a malaria € endémica contribuem, em grande parte, para que a
doenca seja considerada o maior flagelo da humanidade. Neste contexto, destaca-
se o amplo desenvolvimento de resisténcia dos plasmédios aos mais variados
compostos que foram ou que ainda sao utilizados na terapéutica antimalarica, o que
faz do tratamento efetivo dos casos um grande desafio a cada ano. Diante disso,
torna-se inquestionavel a necessidade da descoberta de novas moléculas que
possam, no futuro préximo, estar disponiveis para inclusdo em medicamentos
destinados a cura efetiva da infeccdo. Este estudo investigou a atividade
antiplasmodial de 10 moléculas sintéticas derivadas de quinolinas em cultura de P.
falciparum, bem como sua atividade citotoxica em células HeLa e mononucleares do
sangue periférico. Das 10 moléculas, 5 estdo conjugadas a sulfonamidas enquanto
as demais possuem em sua estrutura um grupo hidrazina. Independentemente do
grupamento farmacoférico integrado ao anel quinolinico, nenhuma molécula foi
citotdxica para células HelLa ou linfécito humano em baixas concentragcfes. No que
se refere a atividade antimalarica, 60% das moléculas foram altamente ativas contra
P. falciparum (Cls variando de <0,195ug/mL a 3,12ug/mL) e 10% totalmente inativas
(Clso>50ug/mL). Ao analisarmos o indice de seletividade das moléculas, somente
dois compostos ndo foram seletivos para o parasito (RMP103 e RMP107). Dentre as
moléculas mais seletivas destacaram-se aquelas conjugadas ao grupo hidrazina,
sobretudo RMP105 que foi >1800 vezes mais seletiva para plasmodio quando
comparada a droga de referéncia. Portanto, por apresentarem alta atividade
antimalarica e baixa toxicidade em células humanas, com elevado indice de
seletividade para os plasmédios, as moléculas testadas nesse estudo podem ser
consideradas boas alternativas para se tornarem medicamentos antimalaricos e

auxiliarem de maneira eficaz no combate a doenca.

PALAVRAS CHAVE: Malaria, Plasmodium falciparum, resisténcia, antimalaricos,

citotoxicidade.



ABSTRACT

The difficulties found in adapting, implementing and maintaining control
strategies in malaria endemic regions are largely responsible for the spread of
this disease, which is considered one of the greatest scourges of mankind. In this
context, there is a widespread development of plasmodia resistance to various
compounds that have been or are still used in antimalarial therapy, making
effective treatment of the cases a constant challenge. Therefore, there is an
unquestionable need for discovery of new molecules that may, in the near future,
be available for inclusion in effective medicines for the cure of the infection. This
study investigated the antiplasmodial activity of 10 synthetic molecules (derived
from quinoline) in cultured P. falciparum, and their cytotoxic activity against HelLa
cells and peripheral blood mononuclear cells. Of the 10 molecules tested, 5 are
combined to sulfonamides, while the others have in their structure a hydrazine
group. Regardless of the grouping pharmacophore integrated into the quinoline
ring, all the molecules tested were not cytotoxic to HelLa cells or human
lymphocytes, at low concentrations. Concerning the antimalarial activity, 60% of
the molecules were highly active against P. falciparum (Clso ranging from <0.195
pg / ml to 3.12 pg / mL) and 10% totally inactive (Clso > 50ug/mL). By analyzing
the selectivity index of molecules, only two compounds were not selective for the
parasite (RMP103 and RMP107). Among the more selective molecules, the
highlights were those linked to the hydrazine group, especially RMP105 which
was >1800 times more selective for plasmodium compared to the reference drug.
Therefore, due to their high antimalarial activity and low toxicity in human cells,
with a high selectivity for Plasmodium, the molecules tested in these studies can
be considered good alternatives to become antimalarial drugs and assist

effectively in combating the disease.

KEY WORDS: Malaria, Plasmodium falciparum, resistance, antimalarial, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO
1.1 A malaria como problema de saude publica no Mundo

As doencas parasitarias tém afetado grande parte da populacdo mundial,
sendo a causa de diversas mortes e um forte fator limitante da qualidade de vida e
do desenvolvimento de muitos paises (FRANCA, et al., 2008).

Entre os parasitos, 0os protozoarios sdo responsaveis por grande parte das
infeccbes que acometem o0s seres humanos ocorrendo principalmente em regides
subdesenvolvidas do planeta, que apresentam baixos indices de escolaridade e de
saneamento basico (WHO, 2010). Neste contexto destaca-se a malaria, presente
atualmente na maior parte das regides tropicais e subtropicais do mundo (FRANCA,
et al., 2008; WHO, 2010) (Figura 1).

A malaria, também conhecida como maleita, febre intermitente, paludismo,
impaludismo, febre terca ou febre quartd, € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa,
causada por parasitos pertencentes ao género Plasmodium, sendo transmitida ao
hospedeiro vertebrado por meio da picada do mosquito fémea do género Anopheles
(HAY, et al., 2004, MORAIS, et al, 2012). Ocasionalmente, a transmissao pode
ocorrer por transfusdo sanguinea, por compartiihamento de agulhas e seringas
infectadas ou por acidentes laboratoriais (HAY, et al., 2004).

Dentre as espécies de Plasmodium conhecidas, quatro comumente infectam
o ser humano: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e
Plasmodium malariae. Atualmente, contudo, Plasmodium knowlesi, uma espécie de
plasmddio de primatas, vem sendo associada a varias mortes no sudeste asiatico
(WHITE, 2008; COX-SINGH et al., 2008; ONG et al., 2009). De maneira geral, todas
as espécies sao responsaveis por provocar intensa debilidade fisica nos individuos
parasitados, provocando perdas sociais e econdmicas significativas para a
sociedade (FRANCA, et al., 2008).

Na década de 90, a malaria apresentou um aumento significativo de casos
clinicos. Isso ocorreu gracas ao crescimento desordenado de alguns paises que
nao dispunham de infraestrutura adequada para suportar seu processo de
desenvolvimento. Por isso, em 1998 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
langcou um programa global de combate a malaria, o “Roll Back Malaria” (RBM). Este
projeto tinha por finalidade a reducédo da morbidade e a mortalidade causada pela

malaria em 50% até o ano 2010 (WHO, 2005). Suas acBes basearam-se no
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diagndstico rapido e no tratamento dos individuos parasitados, além de estratégias
para reduzir a transmissdo da doenca, pelo combate ao vetor, como o0 uso de
mosquiteiros impregnados com inseticidas residuais (WHO, 2010). Como resultado,
muitos paises conseguiram reduzir drasticamente o numero de casos confirmados e
mortes provocadas pela malaria (WHO, 2011). Por exemplo, enquanto em 2006
ocorreram cerca de 2,5 milhdes de mortes atribuidas a malaria (FRANCA, et al.,
2008), 781 e 655 mil foram registradas em 2009 e 2010, respectivamente (WHO,
2010; WHO, 2011). A maioria dos 0bitos ocorreu no continente africano (91%) entre
criancas menores de 5 anos e mulheres gravidas; somente as criangas
representaram 86% do total de 6bitos (BAGAVAN, et al.,, 2010; WHO, 2011). De
acordo com a OMS, gracas ao RBM, 8 paises (Bahamas, Egito, Georgia, Iraque,
Jamaica, Oman, Russia e Siria) tiveram a interrupcdo da transmissdo da doenca
confirmada em 2011 (WHO, 2011).

Atualmente, aproximadamente 3,6 bilhdes de pessoas vivem em areas de
risco para a malaria sendo, portanto, fundamental que as estratégias de controle

sejam adequadas a realidade das areas de transmissao.

- Area de risco
. - de infeccdo

Figura 1: Mapa de Risco da Malaria no Mundo (WHO, 2010)
1.2 A maléaria no Brasil

No Brasil, a maior incidéncia de transmissao da malaria ocorre na regiao
Amazonica (cerca de 95% dos casos) (Figura 2), onde as condi¢bes ambientais,

como elevadas temperaturas e umidade, propiciam o desenvolvimento do inseto
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vetor (FREITAS, et al., 2007; OLIVEIRA-FERREIRA, et al., 2010). No pais, a doenca
€ causada por trés espécies de Plasmodium: P. falciparum, P. vivax e, raramente, P.
malariae. P. vivax é responsavel pelo maior nimero de casos, cerca de 85%
(FREITAS, et al., 2007).

~_
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i 4 \ljr’ v \\ L"\ "’_. -~
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§ ;’{ /
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Figura 2: Mapa de risco de infeccdo de malaria na Amazb6nia Brasileira. (IPA:
namero de casos/1000 habitantes) (WHO, 2012).

Historicamente a maior incidéncia da maléaria no Brasil ocorreu durante as
décadas de 70 e 80 e esteve associada com a ocupacgdo macica e desordenada da
regido Amazonica (MARQUES, 1986 revisto por FERREIRA e SILVA-NUNES,
2010). Naquela época as precéarias condicdes de saneamento e moradia, a caréncia
médica e educacional e o alto desequilibrio ecolégico, expandiram os focos de
malaria entdo existentes, levando a doenga a assumir propor¢des alarmantes no fim
das décadas 80 e 90. Outro fator que contribuiu para a expansédo da doenca foi a
resisténcia dos parasitos aos farmacos antimalaricos tradicionalmente usados na
terapéutica (TALISUNA, et al., 2004; BAGAVAN, 2010). Como consequéncia da
interacdo entre tais fatores, em 1999, cerca de 630 mil casos da doenca foram
registrados; 99,7% destes na Amazonia legal (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

O entdo, alarmante numero de casos forcou o Ministério da Saude (MS) a

introduzir, no ano 2000, um importante plano de intensificagcao das a¢des de controle
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de malaria (PIACM) (LADISLAU, LEAL, TAUIL, 2006), tendo por objetivo reduzir a
incidéncia da doenca, impedir o surgimento de epidemias localizadas e diminuir a
gravidade das infeccbes. As medidas preconizadas pelo PIACM priorizaram
municipios com indice parasitario anual (IPA: niamero de individuos infectados por
1000 habitantes) maior que 49,9 (MS, 2003). As medidas adotadas se basearam
principalmente no diagnostico rdpido e no tratamento imediato das infecgdes,
utilizando-se principalmente a terapia baseada na combinacdo de farmacos. Em
apenas 2 anos, tais acdes foram responsaveis por uma reducéo de cerca de 39% no
namero de casos registrados em 2001 (393 mil). Estima-se, ainda, que pelo menos
1,5 milh&o de casos da doenca tenham sido evitados entre os anos de 2000 a 2002
(MS, 2003).

Apesar do numero de notificagdes ter permanecido estavel de 2000 até
2002, um aumento consideravel voltou a ser percebido em 2004, com 459 mil casos.
Embora isso reflita a fragilidade e as dificuldades de manutencéo das estratégias
preconizadas, observou-se uma consideravel reducdo no nimero de municipios com
alto e médio risco de infeccdo (MS, 2010) reafirmando a necessidade de uma
readequacdo das estratégias de controle para melhor atender regides com
caracteristicas ambientais e epidemiologicas distintas (revisto por FERREIRA e
SILVA-NUNES, 2010).

Para desenvolver atividades de controle da doenca, em sequUéncia ao
PIACM, o governo brasileiro criou, em parceria com a sociedade organizada, o
Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM), com o objetivo de fornecer
diretrizes aos governos: federal, estadual e municipal. Essa iniciativa melhorou tanto
a estrutura das unidades de saude quanto o controle dos riscos de transmissdo da
doenca (ROCHA, et.al., 2006).

Para a maior efetividade das medidas de controle e para que se consiga
alcancar éxito na erradicacdo da malaria, faz-se necesséria a utilizagdo de dados
cientificos para nortear as politicas de saude publica (FERREIRA e SILVA-NUNES,
2010). Com o objetivo de gerar dados cientificos e promover a vigilancia
epidemiologica frente a crescente resisténcia aos farmacos antimalaricos foi criada
no ano de 2001 a Rede Amazobnica de Vigilancia da Resisténcia aos Antimalaricos
(RAVREDA) (MONTOYA, 2008; PAHO, 2009). Esta rede é financiada pela Agéncia
Americana para o Desenvolvimento Internacional (USAID) e pela Organizacdo Pan-

Americana de Saude (PAHO), sendo constituida por centros sentinelas regionais,
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gue monitoram em tempo real os episddios de resisténcia aos antimalaricos
(FERREIRA e SILVA-NUNES, 2010).

Para implantacdo dos centros de vigilancia foram considerados fatores tais
como incidéncia da malaria, infraestrutura de saude e logistica da regiao
(MACHADO, et. al.,, 2004). Ao longo dos anos, a RAVREDA, tem monitorado a
eficacia dos regimes terapéuticos adotados na América Latina e assim, vem
norteando a adocdo e adequacdo de medidas que visam reduzir a incidéncia dos
casos de resisténcia (FERREIRA e SILVA-NUNES, 2010).

1.3 Os parasitos e o seu ciclo bioldgico

O ciclo de vida natural de todas as espécies de Plasmodium é complexo
envolvendo dois hospedeiros, vertebrado e invertebrado. A infecgdo nos humanos
inicia-se com a picada do mosquito anofelino infectado, durante a qual sao
depositadas na pele, ou diretamente na corrente sanguinea, as formas infectantes
do parasito; os esporozoitos. Quando depositados na pele 0s esporozoitos,
permanecem nesse local por aproximadamente 1 a 3 horas até alcancarem 0s vasos
sanguineos (AMINO et al., 2006; YAMAUCHI et al., 2007). Uma vez no sistema
circulatério, os mesmos rapidamente atingem o figado.

Os parasitos, que chegam ao figado, se diferenciam e se multiplicam por
reproducao assexuada do tipo esquizogOnica dando origem a dezenas de milhares
de merozoitos que saem dos hepatdcitos através de um processo de brotamento de
vesiculas, os merossomas, alcancando a corrente sanguinea (STURM et al., 2006).
Esporozoitos de P. vivax e P. ovale ao atingirem o figado podem permanecer
latentes, sendo, portanto, chamados de hipnozoitos. Essas formas sdo responsaveis
por constantes recaidas da doenca, com variaveis periodos de incubacéo (revisto
por FRANCA, et al., 2008). Essa fase primaria do ciclo € chamada exo-eritrocitica ou
tecidual.

A segunda fase do ciclo € denominada eritrocitica, e se inicia quando 0s
merozoitos teciduais, ao final do processo esquizogdnico, invadem os eritrocitos.
Dentro dessa célula, os parasitos multiplicam-se por reproducdo esquizogobnica,
produzindo no final deste processo de 12 a 16 merozoitos por célula infectada. Com
a maturacdo completa, os eritrocitos se rompem liberando os merozoitos na
circulacdo sangiinea, que em seguida invadem novos eritrcitos reiniciando o ciclo

sanguineo. A duracdo de cada ciclo esquizogbnico eritrocitico depende da espécie
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do parasito, sendo de 48 h para P. falciparum, P. vivax, e P. ovale, de 72 h para P.
malariae e de 24 h para P. knowlesi (COX-SINGH et al., 2008; FRANCA, et al.,
2008; WHITE, 2008).

A ruptura dos eritrocitos infectados esta relacionada com as manifestacoes
clinicas da malaria, como febres e calafrios, sendo estas causadas pela liberacdo de
um polimero de hematina, a hemozoina, também chamado de pigmento malarico,
que é altamente alergénico. O pigmento malarico é formado durante o ciclo
eritrocitico, quando o parasito internaliza e degrada a hemoglobina, no seu vacuolo
digestivo, sendo esta sua principal fonte de aminoacidos (SULLIVAN, 2002;
FRANCA, et al., 2008).

Alguns merozoitos que invadem as heméacias, entretanto ndo sofrem
esquizogonia, mas se diferenciam em formas sexuadas masculinas e femininas
chamadas de microgametécitos e macrogametocitos, respectivamente, que ao
serem ingeridos pelo vetor durante o repasto sanguineo déo continuidade ao ciclo.

Cada forma evolutiva do parasito possui estruturas e vias metabdlicas que
as distinguem, sendo de suma importancia o entendimento dessas particularidades
para o combate a maléria, podendo ser possiveis alvos para acdo de novos

farmacos.

1.4 Tratamento da malaria

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o tratamento
antimalarico consiste na administracdo de farmacos com acdo antiparasitaria, na
posologia adequada, com intuito de promover a cura dos individuos parasitados, e
consequentemente a transmissdo da infeccdo e o surgimento e difusdo de
resisténcia (WHO, 2010).

O tratamento rapido e correto é hoje um dos alicerces para o controle da
doenca e tem como objetivos principais assegurar a cura clinica rapida e duradoura
(OLIVEIRA-FERREIRA, et al., 2010). Para tal, a OMS definiu os esquemas
terapéuticos baseando-se no quadro clinico do paciente e espécie de parasito,
sendo recomendada a administracdo dos farmacos em monoterapia ou terapia
combinada. Esta ultima, envolvendo derivados de Artemisinina (ACT), é a mais
recomendada como estratégia para evitar o desenvolvimento de resisténcia (WHO,
2010). A terapia combinada contribui para protecdo de drogas que possuam uma

acdo possivelmente mais rapida, porém uma meia-vida mais curta como o0s
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derivados de artemisinina. O sinergismo entre os farmacos torna o tratamento mais
eficaz e seguro, por reduzir a formacao de resisténcia e o surgimento de efeitos
adversos (WALSH e BELL, 2009).

Desde 2006, diante da resisténcia apresentada por P. falciparum e P. vivax,
o Brasil tem adotado um regime terapéutico baseado na combinacao de artesunato-
mefloquina ou arteméter-lumefantrina, durante trés dias. No sexto dia € administrada
primaguina com a finalidade de eliminar as formas sexuadas (FERREIRA e SILVA-
NUNES, 2010; MS, 2010; OLIVEIRA-FERREIRA, et al., 2010).

Neste contexto da combinacdo de farmacos para o tratamento da maléria
tem se aumentado os estudos a respeito da sintese de moléculas hibridas, que
apresentem em sua estrutura sitios ativos de diferentes farmacos antimalaricos
ligados covalentemente e que possuam diferentes mecanismos de acdo. Estes
hibridos possuem, devido a acdo conjunta das estruturas presentes em sua
molécula, maior eficacia, menor incidéncia de efeitos adversos e com isso menor
probabilidade de desenvolver resisténcia (WALSH e BELL, 2009).

Assim, o tratamento medicamentoso ideal € aquele que apresenta uma
combinacdo de farmacos eficazes incluindo, pelo menos, esquizonticidas
sangliineos e gametocitocidas, e, para o0os casos de P. vivax e P. ovale,
hipnozoiticidas (FREITAS, et al., 2007). Além disso, €é preconizado o
acompanhamento sistematico dos individuos tratados, para avaliar a efetividade do
tratamento e impedir a recidiva da doenca. Além disso, € importante monitorar o
surgimento de episodios de resisténcia com o objetivo de impedir a disseminacédo da

maléaria.

1.5 Fatores que Influenciam na Resisténcia aos antimalaricos

A resisténcia, de acordo com a OMS, trata-se da capacidade de
sobrevivéncia do parasito na presenca de drogas antimalaricas nas concentracdes
adequadas dentro do esquema terapéutico recomendado (WHO, 2010).

Ha muito tem se relatado sobre a resisténcia de P. falciparum frente aos
farmacos tradicionalmente empregados no tratamento da malaria. Mas o que
permanece obscuro € a forma como surgiu tal resisténcia. Acredita-se que o
emprego de terapéutica inapropriada e o uso indiscriminado de antimalaricos podem
ter contribuido para a alta incidéncia da malaria e desenvolvimento de resisténcia

(TALISUNA, et al., 2004; FREITAS, et al., 2007; BAGAVAN, 2010). Por muitos anos,
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0s antimalaricos, sobretudo a cloroquina, foram usados com o intuito de promover a
acdo profilatica. Muitas vezes foram administrados em esquemas terapéuticos
inadequados, que somados a ndo adesao ao tratamento por parte dos individuos
parasitados, selecionaram parasitos resistentes (TALISUNA, et al. 2004; BAGAVAN,
2010; WHO, 2010). Além disso, outros eventos podem ter contribuido para o avanco
da resisténcia aos antimaléricos, tais como, redugdo da concentracdo da droga,
administracdo em dosagem incorreta, baixa qualidade do medicamento usado e
também interacbes medicamentosas, que podem afetar a biodisposicdo e
principalmente a bioequivaléncia da droga (RODRIGUES, et al., 2010; WHO, 2010)

O metabolismo do hospedeiro € também de suma importancia para a
efetividade de um farmaco, podendo provocar alteracdes na distribuicdo, acdo e
excrecao da droga. Isto afeta sua disponibilidade e meia-vida, influenciando, desta
forma, na concentracdo da droga a que o parasito sera exposto, bem como o tempo
de exposicdo (BARREIRO, SILVA e FRAGA, 1996).

O tempo de permanéncia e a concentracdo da droga na circulacdo podem
contribuir para a reducédo da reincidéncia do quadro malarigeno, além de criar um
efeito protetor impedindo a reinfeccdo dentro de um periodo pos-tratamento, no qual
a concentracdo sérica da droga estd dentro da sua faixa terapéutica (WATKINS e
MOSOBO, 1993; TALISUNA, et al. 2004). Portanto a concentracéo da droga a que o
parasito esta exposto influencia diretamente na efetividade do tratamento. Além
destes, outros fatores como a intensidade de transmissdo e a carga parasitaria séo
importantes para o desenvolvimento de resisténcia (TALISUNA, et. al., 2004; WHO,
2010). Somados, esses fatores podem reduzir a atividade do farmaco, quando o
parasito estiver exposto a concentracbes da droga inferiores ao seu indice
terapéutico, gerando uma pressao seletiva sobre o parasito (WATKINS e MOSOBO,
1993; TALISUNA, et al, 2004; BAGAVAN, 2010). A pressao exercida pela droga em
subdosagem ou, em menor escala, pela influéncia do sistema imunolégico do
hospedeiro, leva o parasito a se diferenciar em suas formas sexuadas, 0s
gametocitos, infectantes para o mosquito (FRANCA, et al. 2008). No inseto ocorrera
a fecundacao dos gametas, que pode ser monoclonal, quando sédo gametas de uma
mesma cepa ou linhagem, ou multiclonal, cepas ou linhagens diferentes, havendo a
possibilidade de recombinacdo génica, produzindo multiplicidade de clones
possivelmente mais resistentes (ARNOT, 1998; BABIKER E WALLIKER, 1997,
TALISUNA, et al, 2004).
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A velocidade, a abrangéncia e a intensidade da resisténcia dependem
diretamente do niamero de mutagbes ocorridas, da frequéncia que ocorrem, bem
como do tipo de alteracédo que proporcionam no sitio alvo da droga (WHO, 2010).

Em suma os principais fatores envolvidos na resisténcia aos antimalaricos
sao descritos abaixo.

Tabela 1: Fatores que influenciam na resisténcia aos Antimalaricos

Frequéncia com que ocorrem mudancas genéticas

Grau de resisténcia conferido pela mudanca genética

Mecanismo de resisténcia

A proporcdo de agentes infecciosos transmissiveis expostos a droga (presséo
seletiva)

NUumero de parasitos expostos a droga

A concentracao da droga a que o parasito foi exposto

A farmacocinética e farmacodindmica das drogas antimaléricas

Fatores individuais (dosagem, duracdo e aderéncia) e comunitarios
(qualidade, disponibilidade e distribui¢cédo) relacionados ao uso da droga

Perfil imunolégico da comunidade e do individuo

Presenca simultadnea no sangue de drogas antimaléaricas e outras substancias
gue entram em contato com o parasito

Intensidade de transmissao da doenca

Fonte: (WHO, 2010)

1.6 Mecanismo de Acao dos antimalaricos

Atualmente encontram-se disponiveis no mercado diversos tipos de drogas,
dispostas em classes farmacoldgicas distintas, com diferentes mecanismos de acéo
(FREITAS et al., 1997). As principais classes englobam as aminoquinolinas, aril-

aminoalcoois, antifolatos e derivados de artemisinina.
1.6.1. Aminoquinolinas

Em 1820, dois quimicos franceses Pierre Joseph Pelletier e Jean Bienaime
Caventou anunciaram o isolamento de um alcaléide de estrutura complexa, que
deram o nome de quinina, a substancia da casca de uma erva Peruana, a Cinchona

sp. A utilizacdo desses alcaldides no tratamento da malaria se tornou comum,
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utilizava-se o pé da casca, pois era mais confiavel e mais agradavel (KHAN et al.,
2010). Os quinolinicos sdo compostos heterociclicos 0s quais possuem como
principal caracteristica um anel benzénico fundido a um anel piridinico - anel
quinolinico.

A cloroquina, derivado da quinina, era durante a segunda guerra mundial
altamente eficaz contras as formas sanguineas do parasito. Seu mecanismo de acao
estd relacionado com o impedimento da polimerizacdo do grupo heme pelo
plasmaodio (FITCH, 2004). Durante o ciclo intraeritrocitario o parasito internaliza e
degrada a hemoglobina do eritrocito como fonte de aminoacidos (GOODYER et al.,
1997; SULLIVAN, 2002). O processo digestivo da hemoglobina ocorre dentro do
vacuolo digestivo onde sofre acdo de enzimas proteoliticas tais como as
plasmepsinas e falcipainas. Nesse processo, a parte central da hemoglobina
contendo ferro, a protoporfirina IX é liberada e por ser extremamente reativa,
possibilita a ligacdo do Fe?* com o oxigénio. Esse grupo denominado heme é téxico
e capaz de alterar a permeabilidade da membrana, que por sua vez gera lise e
consequente morte do parasito (SULLIVAN, 2002).

Na tentativa de escapar da morte, 0 parasito desenvolveu uma estratégia
que consiste em promover a polimerizacdo da hematina formando um cristal
conhecido como hemozoina (GINSBURG, 1999). Assim, a hemozoina, também
conhecida como “pigmento malarico” deixa de ser toxica para o plasmodio e é
liberada na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, sendo altamente
alergénico e potenciando o0s acessos febris caracteristicos dessa doenca
(SCHUMANN, 2007). A hematina ndo polimerizada alcanc¢a o citoplasma através da
passagem pela membrana do VD e é degradada pela glutationa redutase, a qual
constitui uma importante proteina antioxidante para o parasito (ATAMNA e
GINSBURG, 1995).

A cloroquina é uma base diprética fraca e em pH fisiolégico (7,4) pode ser
encontrada nas formas néo-protonada (CQ), mono-protonada (CQ+) e di-protonada
(CQ++). A forma permeavel as membranas é a forma ndo protonada, com isso a
cloroquina atravessa a membrana do eritrcito e a do parasito chegando ao vacuolo
digestivo (HOMEWOOD et al., 1972). Nesse compartimento ela € protonada, e uma
vez que as formas protonadas néo sédo permeaveis, a cloroquina permanece no VD,
onde se acredita ligar a hematina impedindo a formacao da hemozoina, que é toxica
ao parasito (SUGIOKA et al., 1987; BRAY et al., 1999).



26

Recentemente, um estudo feito por Biagini et al. (2012) demonstrou que uma
geracdo unica de quinolinas exibiu potente atividade contra cepas de P. falciparum
resistentes através de uma rapida e seletiva despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial do parasito. Isso influenciou o metabolismo de pirimidina
com consequente morte do parasito. Essas quinolinas parecem efetuar duplo
mecanismo de acdo inibindo duas enzimas respiratérias: NADH-ubiquinona
oxirredutase ( Plasmodium falciparum NDH2) e citocromo bcl (BIAGINI et al., 2012).

A cloroquina ainda € a substancia de primeira escolha para o tratamento em
alguns paises, principalmente para tratar infeccées por P. vivax em areas nas quais
essa droga ainda é eficaz (WHO, 2010). No entanto, em menos de 15 anos apos a
introdugcédo da cloroquina como monoterapia, houve relato de cepas P. falciparum
cloroquina-resistentes de origem Colombiana (MOORE e LANIER, 1961). Com isso,
a busca por novos antimalaricos se intensificou e novas substancias foram
sintetizadas, como por exemplo, a amodiaquina (WHO, 2010).

A primaquina e a tafenoquina sédo 8-aminoquinolinas que possuem atividade
significativa contra as formas latentes no figado, os hipnozoitos, que s&o
responsaveis pelas recaidas das infec¢bes por P. vivax e P. ovale. A primaquina
também é uma droga gametocitica, porém ndo tem efeito sobre as formas
sanguineas do plasmdédio (WHO, 2010; WELLS et al., 2010). A tafenoquina é um
analogo promissor da primaquina, pois além de atuar sobre os hipnozoitos

apresenta administracédo posoldgica mais conveniente (KITCHENER et al., 2007).

1.6.2 Antifolatos

No final dos anos 60, com o crescente espalhamento de cepas P. falciparum
cloroquina-resistentes, a sulfadoxina foi combinada com a pirimetamina e
comercializada pela Roche com o nome de Fansidar® e se tornou amplamente
utilizada no tratamento da malaria. Essas duas substéncias atuam seletivamente
sobre enzimas envolvidas no ciclo dos folatos, essencial para processos bioquimicos
vitais do parasito como sintese de aminoacidos, proteinas e DNA. A acao
antimalarica dos antifolatos esta relacionada com a inibicdo das enzimas diidrofolato
redutase (DHFR) e dihidropteroato sintase (DHPS).

A funcdo da enzima DHFR é catalisar a reducédo do dihidrofolato (DHF) para

tetrahidrofolato (THF), o precursor do deoxitimidilato (dATMP) que por sua vez é uma
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coenzima necessaria para a biossintese de aminoacidos e nucleotideos. Portanto, a
inibicdo da DHFR ou DHPS diminui os niveis de dTMP, interrompendo o0 processo
de sintese de DNA (OLLIARO e YUTHAVONG, 1999).

A pirimetamina € um inibidor competitivo da diidrofolato redutase enquanto
gue as sulfonamidas e sulfonas agem como inibidores competitivos da
dihidropteroato sintase. Combinagbes de inibidores de DHFR e DHPS atuam
sinergicamente e 0 sucesso da pirimetamina-sulfadoxina depende desta sinergia
(SIBLEY et al., 2001).

1.6.3 Endoperoxidos

Com a crescente resisténcia a cloroquina e ao fansidar na década de 80,
uma erva frequentemente mencionada na medicina chinesa, a Artemisia annua,
utilizada para tratar acessos febris, foi descoberta como um importante antimalarico.

A Artemisinina, um derivado da Artemisia annua, foi inicialmente
desenvolvida em 1972 pelos chineses durante a guerra do Vietna. Em 1974, ensaios
clinicos em grande escala foram lancados, demonstrando que a artemisinina
possuia uma rapida acdo, baixa toxicidade e era altamente eficaz contra P.
falciparum cloroquina-resistente (BUTLER et al., 2010). Do mesmo modo que a
quinina serviu de base para a sintese de derivados, da artemisinina surgiram o0s
seguintes derivados: diidroartemisinina, arteéter, arteméter e artesunato.

Esses compostos sdo excelentes antimalaricos, pois sdo eficazes em ambos
0s estagios sexuado e assexuado de P. falciparum (WHITE, 2008b). Eles tém a
capacidade de eliminar os parasitos, diminuem rapidamente as manifestacdes
clinicas e reduzem a transmissdo de gametdécitos. No entanto, possuem meia-vida
curta, o que permite alguns parasitos escaparem de sua agdo. Assim € necessario
combina-los com outras drogas antimalaricas que possuem meia-vida mais longa
(WHITE, 1999; SOWUNMI et al., 2006).

Por ser de origem natural, o processo de producdo da artemisinina torna-se
caro, pois € necessario extrai-la e modificad-la quimicamente e consequentemente
inviabiliza a introducédo da terapia combinada em paises pobres.

A artemisinina e seus derivados sdo lactonas sesquiterpénicas e o

mecanismo de acédo dessas substancias ainda € controverso (ECKSTEIN-LUDWIG
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et al.,, 2003). Um nucleo 1,2,4-trioxano incorporado a uma ponte endoperdxido é
essencial para a atividade desses compostos (MESHNICK, 2002). Varias sdo as
hipoteses propostas para explicar seus mecanismos de ac¢dao, incluindo a alquilacao
do grupo heme por radicais livres, a interferéncia com a proteina PfATPase6 bem
como o dano nas fun¢gbes mitocondriais (LI e ZHOU, 2010). Historicamente, a
primeira teoria sobre o efeito antimalaricos dos endoperdxidos € que eles reagem
com o ferro do grupo heme e possibilita a formacdo de radicais livres, que por sua
vez sao prejudiciais ao Plasmodium (HONG et al., 1994; WU et al., 1996).

Outra sugestdo descrita da agdo da Artemisinina e seus derivados é através
da inibicdo sobre a PfATPase6, uma bomba de célcio ortéloga a Ca**ATPase
expressa na membrana do reticulo endoplasmatico em mamiferos (SERCA). Com
essa inibicdo, as vias de sinalizacdo do parasito se comprometeriam, pois 0s niveis
de calcio citoplasmatico aumentariam (HOTTA et al.,, 2000). O calcio é um
importante mensageiro intracelular e sabe-se que o P. falciparum requer Ca®" para
regular seu ciclo celular e sobrevivéncia, portanto um desequilibrio da homeostasia
desse cation no vacuolo parasitéforo pode interferir com o desenvolvimento do
parasito (CAMACHO, 2003).

Estudos relatam que a artemisinina também é capaz de despolarizar a
membrana mitocondrial do parasito da malaria. A producdo de espécies reativas é
induzida pela artemisinina nas mitocondrias do Plasmodium, mas n&o nas
mitocondrias de mamiferos. A cadeia de transporte de elétrons estimula os efeitos
da artemisinina, preferencialmente ativando-a, e a geragéo local de radicais livres
promove a perda do potencial de membrana mitocondrial e interrompe suas fungdes
normais com consequente morte celular. E evidente que detalhes nesse mecanismo
ainda precisam ser refinados e respondidos com novos estudos (LI e ZHOU, 2010;
WANG et al., 2010).

Klonis e colaborados (2011) mostraram que um dos efeitos da artemisinina é
diminuir a absor¢cdo de hemoglobina pelo parasito. Através do uso de inibidores das
proteases falcipainas, que s&o enzimas necessarias na degradacdo da
hemoglobina, observou-se que tais inibidores exerceram efeitos antagonistas na
acdo da artemisinina. Tais resultados sugerem que um produto originado da
digestdo da hemoglobina é necessario para a atividade antimalarica da artemisinina.
Em estudos anteriores, os mesmos resultados ndo foram vistos com as enzimas
plasmepsinas (HOPPE et al., 2004; KLONIS et al., 2011).
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Recentemente, Witkowski et al. (2012) observaram que a artemisinina e
derivados também sdo capazes de interferir no metabolismo do grupo heme. Em
cepas resistentes da espécie infectante de roedores P. yoelii, foram detectadas
baixas concentracbes de hemozoina, sugerindo outra via implicada na detoxificacao
do heme além da cristalizacdo em hemozoina. Uma hipotese plausivel seria que a
via da glutationa redutase seria essa via alternativa. Altos nives de glutationa
reduzida (GSH), foram realmente encontradas nessas cepas, confirmando o
envolvimento dessa via no processo de detoxificacdo do heme e que a via de
sintese da hemozoina é um dos alvos da artemisinina (WITKOWSKI et al., 2012).

A ampla acdo esquizonticida e gametocida da artemisinina torna essa droga
muito eficaz na melhora clinica em pacientes com malaria cerebral, pois atua em
formas sanguineas sequestradas nos capilares. A terapia combinada com artemisina
e outra droga de acéo lenta € recomendagdo da OMS no intuito de diminuir o tempo
de tratamento e surgimento de resisténcia (NOSTEN & WHITE, 2007).

1.7 Resisténcia aos antimalaricos

O termo resisténcia foi definido pela OMS como a capacidade de um
parasito em sobreviver ou multiplicar, apesar da administracdo e absor¢cdo de uma
droga administrada em doses iguais ou maiores do que aquelas normalmente
recomendadas, mas dentro da tolerancia do individuo. A multirresisténcia do P.
falciparum ocorre quando o parasito é resistente a mais de dois compostos
antimalaricos de diferentes classes quimicas e modos de acao (WHO, 2010).

Atualmente, a Rede Amazobnica de Vigilancia da Resisténcia as Drogas
Antimalaricas (RAVREDA) criada pela Organizacdo Pan Americana de Saude
(OPAS) juntamente com a Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana, Peru,
Suriname e Venezuela vem monitorando o surgimento de resisténcia no Brasil e em
outros paises (PAHO, 2010).

1.7.1 Resisténcia aos quinolinicos

Estudos epidemioldgicos identificaram pelo menos seis regides
independentes do mundo onde surgiram cepas P. falciparum cloroquina-resistentes
(CQR). No final de 1970, a CQR entrou na Africa, tendo se originado no sudeste
Asiatico e também na América do Sul (WELLEMS et al., 2009). O primeiro relato de

resisténcia as drogas antimalaricas no Brasil aconteceu em 1907, o qual observava
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a ineficacia da quinina usada como profilatico em trabalhadores durante a
construcdo da ferrovia Madeira-Mamoré em Rondonia.

A base genética da resisténcia a cloroquina é caracterizada basicamente por
dois genes: o gene pfcrt que codifica um transportador CQR e o gene pfmdrl, que
codifica o transportador de resisténcia a multidrogas (FIDOCK et al.,, 2000;
SANCHEZ et al., 2010).

A PfCRT € uma proteina de 424 aminoacidos que esta localizada na
membrana do vacuolo digestivo (KUHN et al., 2010), sua acdo na resisténcia a
cloroguina é baseada em mutacbes dessa proteina que consequentemente,
possibilitam o efluxo do farmaco do VD em cepas P. falciparum. Os parasitos CQR
acumulam quantidades substancialmente mais baixas de CQ em seus VD do que
parasitos cloroquina-sensiveis (CQS) (FITCH, 2004).

Varios estudos também indicam a correlagdo entre o desenvolvimento de
CQR e substituicbes de aminoacidos, como lisina para treonina na posicdo 76
conhecido como K76T no gene pfcrt. No entanto, outros propuseram que a mutacao
K76T ndo atua sozinha, mas em conjunto com outras mutacdes vizinhas
(VALDERRAMOS e FIDOCK, 2006; VALDERRAMOS et al., 2010; AWASTHI et al.,
2012).

O gene pfmdrl codifica uma proteina de 162-KDa, também denominada
Phgl localizada na membrana do VD, cuja funcdo € importar solutos para o interior
do VD .Acredita-se que mutacdes ou alteracdes no numero de copias de genes
dessa proteina podem influenciar o acumulo de farmacos no vacuolo digestivo do
parasito. Ha crescente evidéncia de que os polimorfismos em aminoacidos 86, 184,
1034, 1042, e 1246 de pfmdrl podem ainda alterar a suscetibilidade in vitro de
antimalaricos como a quinina, halofantrina, mefloquina e artemisinina (DURAISINGH
e COWMAN, 2005).

A susceptibilidade reduzida a CQ em P. vivax foi observada pela primeira
vez em 1989, em soldados australianos que retornavam de Papua Nova Guiné,
trinta anos depois dos relatos de surgimento CQR em P. falciparum (RIECKMANN et
al., 1989). Esta diferenca de tempo pode ser explicada por diferengas inerentes a
cada espécie. Mais tarde, varios casos de resisténcia vivax em Papua-Nova Guing,
Indonésia, Nova Guiné, Brasil e india foram documentados (GARAVELLI e CORTI,
1992; MURPHY et al., 1993). Estudos recentes também relatam uma reducdo na
susceptibilidade a CQ no Sudeste Asiaticos (RUSSELL et al.,, 2008). Essa
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informacé&o indica um aumento gradual nos casos de resisténcia a CQ por P. vivax
(KUMAR et al., 2007).

Em relacdo a genotipagem molecular da resisténcia a CQ em P. vivax,
genes ortologos aos de P. falciparum, tais como pvcrt e pvmdrl, parecem estar
ligados a quimiorresisténcia a CQ (NOMURA et al., 2001; BREGA et al., 2005). A
caracterizacdo molecular de isolados de P. vivax também foi realizada no Brasil (SA
et al., 2005; ORJUELA-SANCHEZ et al., 2009).

O mecanismo de acdo da cloroquina contra a fase sanguinea de P. vivax
permanece desconhecida. A maioria do que tem sido relatado para P. vivax sao
padrdes ja descritos para P. falciparum. Assim, a busca de marcadores moleculares
de resisténcia em P. vivax, naturalmente derivam de genes mutantes ortélogos a P.

falciparum, como pvmdrl e pvcrt (SA et al., 2005).

1.7.2 Resisténcia aos antifolatos

Em P. falciparum mutacdes pontuais nos genes dhfr e dhps, os quais
codificam as enzimas diidrofolato redutase e dihidropteroato sintase respectivamente
sdo as principais causas de resisténcia aos antifolatos. As alteragcbes mais
comumente observadas sdo mudancas em aminoacidos como Ser108 para Asn108
(S108N) no gene dhfr, o qual promove um aumento a resisténcia para pirimetamina.
A adicdo de mutacdes subsequentes, alterando Asn51 para lle (N511), Cis59 para
Arg (C59R) e lle164 para Leu (1164L), progressivamente aumentam a resisténcia a
pirimetamina (COSTANZO e HARTL, 2011).

A resisténcia a sulfadoxina em P. falciparum ocorre devido muta¢des no
gene dhps (TRIGLIA et al.,, 1998). Uma combinacdo de mutacdes S108N e 1164L
confere resiténcia a pirimetamina, que é intensificado quando o C59R ou N51l|
também estéo presentes (MHARAKURWA et al., 2011).

Para P. vivax, a resisténcia a associacdo Sulfadoxina-Pirimetamina (SP)
também esta ligada a acumulo de mdultiplas mutacdes no gene dhfr. No Brasil, a
presenca de mutacdes no gene pvdhfr também reflete a selecdo de parasitos P.
vivax SP- resistentes (GAMA et al., 2009). A ampla disseminacdo de SP contra P.
falciparum teria exercido pressao seletiva para mutacdes na diidrofolato redutase e
dihidropteroato sintase em P. vivax (Baird, 2009). A resisténcia aos antifolatos

evoluiram mais rapidamente do que a resisténcia a cloroquina (WELLS et al., 2009).
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1.7.3 Resisténcia aos endoperéxidos

No inicio dos anos 2000 estudos revelavam falhas no tratamento clinico com
terapias combinadas com derivados de artemisinina (ACTs) na fronteira Tailandia e
Camboja (VIJAYKADGA et al., 2006). Evidéncias convincentes a resisténcia a ACT
surgiram em meados de 2009 no oeste do Camboja e noroeste da Tailandia, onde
foi estabelecido artesunato como monoterapia ou a combinacdo artesunato-
mefloquina (DONDORP et al., 2009).

A base molecular para a resposta reduzida a artemisinina em P. falciparum
nao é clara. As mutacdes em varios genes que codificam proteinas transportadoras
sdo candidatas por conferir resisténcia artemisinina. Uma alteracdo de um unico
aminoacido L263E na pfATPase6, uma ATPase célcio dependente, analoga a
SERCA presente no reticulo endoplasmatico de mamiferos est4 associada a essa
resisténcia (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003; JAMBOU et al., 2005).

O transportador de resisténcia multidrogas também parece igualmente
contribuir para a reducéo da sensibilidade a artemisinina. Muta¢gdes e amplificacdes
do gene pfmdrl que codifica o homdélogo da glicoproteina P-1 (Pghl) aumenta o
efluxo de farmacos, consequentemente reduz a acdo dos antimalaricos (SANCHEZ
et al., 2008; SANCHEZ et al., 2010). Polimorfismos nos genes P. falciparum
resistente a multidrogas associados a proteina 1, a qual é expressa na membrana
plasmatica do parasito, € também implicada na reducdo da susceptibilidade a
artemisinina (DAHLSTROM et al., 2009; O'BRIEN et al., 2011).

1.8 Compostos hibridos

Atualmente, o tratamento mais eficaz contra P. falciparum € a combinacgéo
em dose fixa de derivados da artemisinina com outros antimalaricos como a
lumefantrina. A associacdo de antimalaricos pode aumentar a sua eficacia, diminuir
o tempo de duracédo do tratamento e diminuir o risco de parasitos multirresistentes
(CHIYANZU et al, 2005). Por isso, pesquisas voltadas para o desenvolvimento de
compostos hibridos com atividade antimalérica (VOLK et al., 2003; LOMBARD et al.,
2010; MANOHAR et al., 2012) tém sido de fundamental importancia nos ultimos
anos.

Os compostos hibridos possuem duas ou mais moléculas ligadas entre si

covalentemente, atuando simultaneamente em um Unico alvo ou em dois alvos
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diferentes (MANOHAR et al, 2012). Um dos maiores desafios para o planejamento
de um composto hibrido é fazé-lo superar as propriedades dos componentes
individuais de um medicamento preparado em forma de dose fixa. Particularmente
0S aspectos associados a resisténcia, poténcia, solubilidade, forma de
administracdo, farmacocinética, metabolismo e toxicidade devem ser levados em
consideracdo na fase de planejamento do composto hibrido. Outros aspectos
também devem ser considerados tais como: 1) mecanismo de acdo dos grupos
farmacoforicos individuais; 2) tipo de ligacdo que sera realizada entre eles; 3)
distdncia entre os dois grupos farmacoféricos e 4) geometria molecular, se
conhecida, dos farmacoéforos em seus alvos de agéo.

Existem inUmeras vantagens desses farmacos em comparagcdo com as
terapias combinadas convencionais. Os hibridos podem ser mais baratos, ja que os
riscos e o custo de desenvolvimento envolvido sdo os mesmos de uma droga Unica,
0 risco de interagbes medicamentosas pode ser menor, podem possuir menor
toxicidade, podem ser mais previsiveis em relacao as propriedades farmacocinéticas
e ainda podem permitir uma reducdo de resisténcia do parasito (MUREGI et al.,
2012; MULLER-SCHIFFMANN et al., 2012). Outra caracteristica importante € o
mecanismo sinergistico, em que estes compostos muitas vezes podem superar as
atividades da combinacdo dos medicamentos isolados (MUREGI et al., 2010). Um
aspecto negativo dos compostos hibridos pode ser a maior dificuldade de ajustar a
sua proporcao para atuacao em diferentes alvos de acdo (MORPHY et al, 2005).

Em 2012, Manohar e cols desenvolveram uma nova classe de moléculas
unindo a cloroquina, um antimaléarico tradicional e a pirimetamina, que atua na
inibicdo dihidrofolato redutase importante na biossintese do acido félico, e avaliaram
a atividade antimalarica desses compostos em duas cepas de P. falciparum
cloroquina resistente (D6 e W2). Utilizaram diaminoalcanos como ligante entre os
dois farmacoforos e adicionaram véarias aminas secundarias (piperidina, morfolina,
N-metil piperazina e N-etil piperazina). Oito de quatorze moléculas testadas foram 25
vezes mais ativas para a cepa W2 e o composto apresentou Clso dez vezes menor
se comparado a cloroquina para as duas linhagens.

Outro exemplo interessante descrito na literatura € o relatado por Bellot e
colaboradores onde trés grupos farmacologicamente ativos contra o plasmaodio
foram associados em uma uUnica molécula. A sintese de compostos hibridos

contendo grupos 1,2,4-trioxano associado a estruturas aminoquinolinicas e
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ferroceno também ja foram relatadas (BELLOT et al., 2010) e esses compostos
mostraram atividade significativa contra o P. falciparum.

Em 2009, Kouznetsov e GOmez-Barrio avaliaram a atividade antimalarica de
trés hibridos contendo dois farmacoforos diferentes, um anel quinolinico e um grupo
tiossemicarbazona, que atua na inibicdo da cisteina protease. A atividade
antimalarica foi avaliada em quatro linhagens de P. falciparum D10, W2, K1 e FP-2.
Observou-se boa atividade in vitro desses hibridos contra K1 com valor de Clsg seis
vezes menor em comparacao a cloroquina.

Diante dos fatos expostos anteriormente a sintese de novas moléculas
hibridas derivadas de quinolinas surgem como uma alternativa atraente para o
preparo de novos compostos planejados por hibridacdo. Sua sintese € relativamente

simples e suas estruturas favorecem a introducéo de novas modificacdes.
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2 JUSTIFICATIVA

O elevado numero de casos clinicos e Obitos registrados anualmente fazem
da malaria a principal doenca parasitaria do mundo. Em grande parte, isso se deve
as dificuldades de aplicacdo e manutencédo das estratégias de controle da doenca
nas areas onde a mesma € endémica. Além disso, a inexisténcia de uma vacina
eficiente e segura, bem como o desenvolvimento de resisténcia dos plasmédios aos
medicamentos utilizados na terapéutica antimalarica, contribuem para a gravidade
da situacdo. Segundo a OMS (2011), somente no ano de 2011 foram registrados 94
milhdes de casos clinicos de malaria e cerca de 345 mil mortes, grande parte no
continente africano, onde P. falciparum é a espécie prevalente. No Brasil, no ano de
2011 foram registrados 330 mil episddios clinicos da doenca e 74 mortes (MS,
2012). Cerca de 85% dos casos clinicos foram atribuidos a P. vivax, espécie até
recentemente considerada nao letal, e cerca de 15% a P. falciparum.

A multirresisténcia aos antimalaricos vem sendo registrada no Brasil desde
a década de 60 e tem como causa O uso incorreto e/ou descontrolado dos
medicamentos que compdem o arsenal terapéutico. Atualmente, a resisténcia a
cloroquina, por exemplo, é relatado em areas onde P. falciparum ocorre e casos de
resisténcia de P. vivax comecam a ser observados em todo o mundo. Casos de
resisténcia, sobretudo de P. falciparum, a quinina, mefloquina, sulfadoxina-
pirimetamina, dentre outros, também ja foram registrados, suscitando esforcos
cientificos multinacionais para adequacao dos esquemas de tratamento, tornando-os
mais eficazes e de baixo custo para os paises endémicos. As dificuldades
encontradas sdo o numero restrito de drogas com atividade sobre as formas
sanguineas dos plasmadios e a alta toxicidade dessas drogas para uso humano.

Como alternativa para a descoberta rapida de novas drogas com atividade
antimalérica, tem-se atualmente incentivado o desenvolvimento de moléculas a partir
de modificagbes estruturais daquelas que integram ou que ja integraram o arsenal

terapéutico antimalarico.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a atividade antimalarica de moléculas sintéticas derivadas de
quinolina em cultura de P. falciparum.

3.1 Especificos

1- Avaliar, in vitro, a atividade de moléculas derivadas de quinolinas sobre
formas sanguineas assexuadas de P. falciparum cloroquina sensivel

(cepa 3D7), com a finalidade de determinar sua efetividade;

2- Avaliar a citotoxicidade dos analogos de quinolinas em células HelLa e

em células mononucleares do sangue periférico (PBMC);

3- Determinar o indice de seletividade e especificidade dos compostos para
P. falciparum.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Compostos testados

Todos os compostos avaliados neste estudo sdo derivados de quinolinas
(Quadro 1),
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal
de Juiz de Fora chefiado pelo Prof. Dr. Adilson David da Silva. No total foram
testados 10 compostos derivados de quinolinas sendo 5 hibridos de quinolina-

sulfonamida. As estruturas dos compostos bem como seus rendimentos séo

apresentadas a seguir:

Quadro 1: Estruturas e rendimentos de cada composto fornecidos pelo Dr.

Adilson David da Silva-UFJF.

e foram sintetizadas no Laboratério de Sintese Organica do

Cddigo

Estrutura/Nomenclatura*

Rendimento (%)*

RMP099

(\S‘):NHZ
o)

HN

Cl
4-(p-aminobenzenosulfonamida)-7-

cloroquinolina

86

RMP100

Cl
4-[(p-aminobenzenosulfonamida-N*-(2'-

piridinil)]-7-cloroquinolina

71

RMP101

oH
_N N
/©/S\\O\r\j
N~
HN

3

Cl N
4-[(p-aminobenzenosulfonamida-N*-(2'-

diazinil)]-7-cloroquinolina

62

RMP102

OH
N

W

HN

2

Cl N
4-[(p-aminobenzenosulfonamida-N*-(2'-

tiazolil)]-7-cloroquinolina

82




RMP103 m 80
Cl N/
4-[(p-aminobenzenosulfonamida-N*-(5"-
metil-3’-isoxazolil))]-7-cloroquinolina
NH;
HN
RMP105 X
P 76
Cl N
7-cloro-4-hidrazinilquinolina
o NH2
RMP107 /
Nlcotlnohldra2|da
g
RMP109 m 78
4-(nicotinoh|dra2|da) -7-cloroquinolina
H
RMP112 /©f/j 82
4-(fen|Ih|draZ|n|I) 7 -cloroquinolina
oﬁj :
RMP113 NH 62

HN’
m
=

Cl N

4-(benzohidrazida)-7-cloroquinolina

38

Os rendimentos das reacdes de sinteses apresentados indica o quanto de

produto final é tido no final do processo produtivo em relacdo a quantidade inicial de

reagentes utilizados.
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4.2 Solubilizagcdo dos compostos para testes de atividade biologica

Para realizacdo dos testes biolégicos os compostos foram solubilizados de
acordo com as especificagOes fornecidas pelo Prof. Dr. Adilson David da Silva-UFJF.
Inicialmente as moléculas foram diluidas em solvente dimetilsulféxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich) a uma concentracdo de 10mg/mL (solucdo estoque). A droga de
referéncia (cloroquina) foi diluida em meio RPMI 1640 (Invitrogen). Todas as
solugGes foram estocadas a 4°C até o momento do uso.

No momento do ensaio quimioterapico, as drogas teste foram diluidas a
varias concentracdes em meio RMPI 1640 (Sigma-Aldrich) contendo 5% de albumax
(para os testes antimalaricos) ou soro fetal bovino (para os testes de citotoxicidade),
sendo que estas diluicbes ndo eram estocadas, sendo feitas sempre no momento de

uso e descartadas ap0s os testes.

4.3 Ensaios Biologicos

4.3.1 Cultivo de células HeLa

A citotoxicidade de todas as moléculas foi avaliada in vitro, utilizando-se
células HeLa — células de colo uterino. Essa linhagem celular nos foi gentilmente
cedidas pelo Professor Doutor Fernando de Pilla Varotti da Universidade Federal de
S&o Joao Del Rey.

Anteriormente ao estudo de citotoxicidade os criotubos armazenados em
nitrogénio liquido foram retirados e as células descongeladas sob agitacdo em
banho-maria a 37°C. Apds descongelamento, o criotubo foi aberto em capela
bacteriol6gica e todo o conteudo foi transferido para um tubo de centrifugacéo de 15
mL (Sarstedt, Germany) contendo 8 mL de meio RPMI1640 completo. Iniciou-se a
centrifugacéo por 800g durante 5 minutos.

A seguir, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 5
mL de meio de RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab). A suspenséao foi
transferida para uma garrafa plastica, tratada para promover adesdo celular
(Sarstedt, Germany) e mantida em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. O meio
foi entdo trocado a cada 48 horas para garantir a renovacdo dos nutrientes.
Contaminacdes foram monitoradas por meio de anélise em microscopio invertido em
aumento de 40x (Nikon). Quando a cultura atingiu 80% de confluéncia as células

foram tripsinizadas (tripsina 1:250, Sigma) o que permitiu sua remocéo. Entdo, as
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células foram recolhidas em um tubo de centrifuga de 15 mL contendo meio RPMI
1640 completo seguindo-se centrifugacdo por 800g por 5 minutos. O sobrenadante
foi, entdo descartado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de meio RPMI
completo. A viabilidade celular foi averiguada por meio do uso do Azul de Trypan
(Sigma-Aldrich), um corante vital que marca células mortas. O niamero de células
vidveis foi averiguada por meio de contagem em camara de Neubauer (aumento de
20x).

4.3.2 Obtencao de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC)

Os linfécitos humanos foram obtidos de um doador saudavel, apos
consentimento livre e esclarecido. Para tal, coletou-se o sangue periférico em tubos
previamente identificados, os quais foram mantidos em temperatura ambiente (entre
15° e 30°C) até o seu processamento. Em seguida, o sangue foi diluido em solucdo
salina (PBS 1X) na proporcdo de 1:1, sendo entdo cuidadosamente dispensado
sobre o gradiente de ficol (Gibco) na proporcéo de 2:1 (2 partes de sangue:l parte
de ficol). Entdo, as amostras foram centrifugadas a 500g durante 17 minutos para
posterior coleta do anel de células mononucleares. As células foram, entdo, lavadas
2 vezes em solucdo salina para retirada total do ficol. Ao final da 2% lavagem, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células ressuspendido em 1 mL de
meio RPMI completo. Em seguida, foi realizada a contagem do numero de células

viaveis em camera de Neubauer utilizando-se azul de trypan (corante vital).
4.3.3 Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicatas, empregando-se
o método do MTT. Este se baseia na absor¢céao do sal brometo 3-(4,5- Dimetiltiazol-2-
yD-2,5-difeniltetrazol (MTT) pela célula. Uma vez absorvido, este sal sofre a acédo a
nivel mitocondrial por agcdo da enzima succinato desidrogenase sendo, entdo,
reduzido a um cristal de cor violeta, insolivel em agua, conhecido como formazan. O
formazan € solubilizado em DMSO e sua intensidade de formacao € calculada por
meio de leitura da absorbancia a 550nm utilizando-se espectrofotdmetro (BOELONI,
et al, 2013). Quanto maior for a absorbancia obtida menos téxico € o composto
avaliado.

Para a realizacdo dos testes de viabilidade celular, as células (HelLa ou

PBMC) foram distribuidas em placas de 96 pocos (4x10° células/poco) com meio
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RPMI 1640 (contendo glicose 0,11M, Hepes 25mM, Hypoxantina 0,36mM,
Gentamicina 40mg), enriquecido com Soro Fetal Bovino (SFB) a 1% e incubadas em
estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24h. Apds este periodo o
sobrenadante foi descartado e adicionados 100uL de meio de cultura completo
contendo diferentes concentracbes dos compostos teste (HelLa: 1000ug, 100ug,
10pg, 1pg e 0,1pyg e PBMC: 500ug/mL, 250pg/mL, 125pg/mL, 62,5ug/mL,
31,25ug/mL, 15,625ug/mL, 7,8125ug/mL).

ApoOs 48horas de incubacdo as placas foram lavadas com PBS 1X e
adicionados 100uL do sal tetrazolico MTT na concentracdo de 5mg/mL. Apés 4h de
incubagdo com o MTT, o sobrenadante foi retirado e 50uL de DMSO foram
adicionados em cada poco para solubilizar os cristais de formazan. As microplacas
foram, entdo, lidas em espectofotbmetro a 570nm. A concentracdo citotdéxica 50
(CCsp), dose letal que inibe em 50% o crescimento das células na presenca dos
compostos testes, foi determinada em comparagdo com células cultivadas na
auséncia de qualquer droga.

A citotoxicidade foi expressa em porcentagem de sobrevida obtida pela
razdo: (A/B)x100, onde (A) é a leitura obtida nos pogos com células expostas aos
compostos e (B) é a leitura dos pog¢os controle sem adicao de droga.

4.3.4 Cultura de P. falciparum

Para o presente estudo foram utilizados parasitos da cepa cloroquina-
sensivel (3D7), de P. falciparum, rotineiramente cultivadas em meio RPMI 1640
completo (contendo glicose 0,11M, Hepes 25mM, Hypoxantina 0,36mM,
Gentamicina 40mg) suplementado com 0,2% de albumax (Invitrogen,EUA). A cultura
foi realizada em garrafas de 25 cm? mantendo-se um hematécrito de 2% de
heméacias humanas do tipo O'. Para o crescimento dos parasitos forgou-se a
obtencdo de uma atmosfera pobre em O, por meio da combustdo de uma vela de
parafina branca, pura e inodora em dessecador. Entdo, as garrafas foram mantidas
a uma temperatura de 37°C. Rotineiramente, a manutencdo da cultura foi realizada
trocando-se diariamente o0 meio RPMI 1640 completo e mantendo-se o hematdcrito
a 2% atraves da reposicdo com hemacias frescas, que foram cedidas por voluntarios
do Laboratorio de Parasitologia-ICB-UFJF. Imediatamente ap0s a coleta, as
hemacias foram lavadas com PBS e centrifugadas a 800g por 5 minutos. A seguir, o

sobrenadante e uma fina camada de células brancas que recobrem o sedimento de
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hemécias foram descartados, para a remo¢do completa das células do sistema

imunoldgico.

4.3.4.1 Teste de Viabilidade da Cultura

A viabilidade dos parasitos mantidos em cultura foi avaliada diariamente
através de esfregacos finos, fixados com metanol, corados com Giemsa 0,93% e
observados em microscopio Optico, com objetiva de imersédo (100X-Figura 3). Dessa
forma, foi determinada a porcentagem de parasitemia (calculada pelo niamero de
hemacias infectadas num universo total de 1000 hemacias) e observados o0s
aspectos morfologicos, como o numero de vacuolizagcdes e as formas evolutivas de
P. falciparum; também foram monitoradas possiveis contamina¢des. Somente foram

utilizados parasitos que atendessem morfologicamente aos requisitos para teste.

4.3.4.2 Sincronizagao dos parasitos

Em culturas in vitro de P. falciparum normalmente observam-se diferentes
estagios evolutivos do desenvolvimento: trofozoito jovem ou anel, trofozoito maduro,
esquizontes. No entanto, os testes quimioterapicos requerem o uso de formas
jovens. Por causa disso, antes de cada experimento os parasitos foram submetidos
ao meétodo de sorbitol (LAMBROS e VANDERBERG, 1979). Para tal, todo o volume
contido na garrafa foi transferido para um tubo de centrifugagéo de 15mL, seguindo-
se centrifugacdo por 5 minutos a 800g. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento de hemacias diluido em 10 mL de sorbitol a 10% (Sigma-Aldrich). Os
parasitos foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. Apds esse
tempo, realizou-se novo processo de centrifugacdo, sendo a seguir, desprezado o
sobrenadante. O sedimento foi diluido em meio RPMI 1640 suplementado com 0,2%
de albumax e o hematdcrito corrigido para 2%. Entdo, foi confeccionado um
esfregaco sanguineo para determinacdo da parasitemia constituida somente de

formas jovens (anéis) de Plasmodium (Figura 3).



43

A e B
N - ~
A & -
s ot
\Ni l - -
C

N

¥

100x

- : :

Figura 3: Formas evolutivas de P. falciparum (cepa 3D7) observadas em cultura
antes (A) e apos (B e C) sincronizacdo. Seta preta= formas jovens (anéis); seta

branca: formas maduras de P. falciparum (trofozoito maduro ou esquizontes).

4.3.4.3 Testes de Antimalaricos “in vitro”

Inicialmente realizou-se uma triagem com os farmacos estudados, com intuito
de selecionar aqueles que possuiam melhor atividade antimalarica. Para tal, cada
farmaco foi avaliado em triplicada em concentracdes fixas da droga: 50 pug/mL e 25
png/mL. Estes testes foram feitos em placa de cultura com 96 orificios, sendo em
cada orificio adicionado 180uL de cultura, a um hematdcrito de 2% e parasitemia de
1% e 20uL do farmaco na concentragdo definida. As placas foram incubadas a 37°C,
sendo apos um periodo de 24 horas realizada a troca do meio e adicdo de mais
20uL do farmaco por poc¢o. Decorridas mais 24 horas, o sobrenadante foi descartado
sendo confeccionados esfregacos a partir de cada pocgo para determinacdo da
parasitemia por analise microscépica. Os resultados obtidos foram comparados com
os de teste padréo positivo e negativo.

Feita a triagem inicial, as moléculas que apresentaram melhor atividade
foram testadas em uma série de diluicdes (50ug/mL; 25ug/mL; 12,5ug/mL;
6,25ug/mL; 3,12ug/mL; 1,56pug/mL; 0,78u/mL; 0,39ug/mL e 0,19ug/mL), pelo mesmo
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método descrito anteriormente com o objetivo de determinar o seu Clsg
(concentracdo inibitéria 50). Este valor corresponde a dose letal minima que inibe
em 50% o crescimento dos parasitos na presenca dos compostos testes, ou seja,
metade da concentracdo inibitdria maxima do crescimento parasitario, sendo obtido
pela comparacdo com células cultivadas sem a presenca de compostos.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, sendo as laminas
contendo os esfregacos codificadas. A parasitemia foi calculada por meio da

formula:

Reducdo da parasitemia (%) = 100 — ((A/B) x 100), onde (A) é a Parasitemia do

composto e (B) é a parasitemia do controle.

Com os resultados de CI50 obtidos, os compostos tiveram sua atividade
avaliada segundo as diretrizes da OMS, que corroboram com os estudos realizados
por Pink et al (2005), onde a classificacdo para a atividade plasmodial de uma droga
é tida como: alta atividade quando o Clsg for <5ug/mL, promissora Clsy de 5ug/mL a
15ug/mL, baixa atividade Clsg de 15 a 50ug/mL e inativa quando Clsp>50ug/mL.

4.4 indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) corresponde a relacdo entre as atividades

citotoxicas e antiparasitarias de cada composto. O IS foi obtido por meio da razéo:

IS=CCsp linhagem celular/Clsg P. falciparum

Valores maiores que 10 foram considerados indicativos de alta seletividade,
0 gue significa que o composto ndo é toxico, enquanto valores abaixo de 10 foram
considerados drogas com baixa seletividade, ou seja, tendem a serem téxicas
(WENINGER, et. al., 2001; BEZIVIN, TOMASI et al, 2003).

4.5 Andlise estatistica

As curvas de Clsp e CCsy foram confeccionadas usando-se o0 programa
OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). A determinacdo do

Clso e CCq foi realizada através de decaimento exponencial de primeira ordem.
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade citotéxica das moléculas em células HeLA e PBMC

A toxicidade das moléculas derivadas de quinolina foi avaliada em células
HeLa e PBMC sendo os testes realizados em triplicata em trés experimentos
independentes. A citotoxicidade foi avaliada pelo método do MTT apdés 72 horas de
cultivo utilizando-se diferentes concentracées dos compostos. A figura 4 ilustra a
frequéncia de células HelLa vivas apos exposicdo com cada composto. Observa-se
que dentre todas as moléculas testadas RMP112 e RMP113, mostraram-se
citotoxicas a partir da concentracao de 100 pg/mL, quando somente 10% das células
permaneceram viaveis. Para todas as demais, viabilidade inferior a 50% somente foi
observada na concentracdo de 1000ug/mL. A droga de referéncia (cloroquina) néo
foi citotoxica em nenhuma das concentracdes testadas. A concentracdo citotoxica
para 50% das células (CCsp) obtida para cada molécula testada encontra-se descrita
na tabela 2. Pelos dados, observa-se que todas as drogas derivadas de quinolinas
apresentaram valores elevados de CCsy (>34,3pg/ml) sugerindo seu baixo efeito

citotoxico em células Hela.
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Figura 4: Frequéncia de células Hela viaveis apds exposicdo a diferentes

concentracfes dos compostos avaliados.

Considerando-se que HelLa € uma célula imortalizada, podendo ser mantida

em cultivo por periodos indefinidos de tempo, optou-se por verificar o padrdao de
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citotoxicidade das moléculas sobre PBMC. Os resultados encontram-se descritos na
tabela 2. Pode-se observar, portanto, que semelhante ao observado para HelLa as
moléculas aqui avaliadas ndo foram toxicas ja que o padrdo de citotoxicidade é

semelhante ou inferior ao observado para a droga de referéncia.

Tabela 2: Concentracéo Citotdxica (CCsp) obtida para as moléculas derivadas de

quinolinas em células HeLa e PBMC.

Moléculas HelLa PBMC
CCso (Mg/ml)  CCsp (ug/ml)
RMP099 286,35 >500
RMP100 109,08 234,92
RMP101 279,77 >500
RMP102 238,11 >500
RMP103 111,52 >500
RMP105 359,95 ND
RMP107 122,39 ND
RMP109 83,5 ND
RMP112 34,3 ND
RMP113 75,6 ND
CQ >100 >100

CQ=cloroquina ND=n&o determinada
5.2 Atividade antimaléarica das drogas avaliadas

Uma vez determinado o potencial citotoxico dos compostos iniciou-se 0s
testes antimalaricos in vitro contra P. falciparum (cepa 3D7-cloroquina sensivel) por
meio de ensaio quimioterapico tradicional. Inicialmente realizou-se uma triagem com
as concentracdes de 50 e 25ug/mL a fim de se verificar a reducdo no
desenvolvimento do parasito ap0s 48 horas de cultura. Os resultados encontram-se
descritos na tabela 3. Observa-se que a maior parte das drogas testadas apresentou
acdo antimalarica proxima a droga padrédo, destacando-se como mais ativas as
moléculas conjugadas a um grupo hidrazina, RMP105, RMP109, RMP112 e
RMP113.

As moléculas que apresentaram reducdo no desenvolvimento parasitario
igual ou superior a 50% em qualquer uma das concentracfes foram selecionadas

para os experimentos quimioterapicos visando a determinagéo da Clso.
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Tabela 3: Inibicdo do crescimento in vitro de P. falciparum (%) por drogas derivadas

de quinolinas.

Moléculas % de inibicao % de inibicdo do

crescimento 50ug/mL crescimento 25ug/ml

RMP099* 82 88
RMP100* 85 89
RMP101* 80 72
RMP102* 84 90
RMP103* 63 61
RMP105* 97 85
RMP107* 60 50
RMP109* 95 85
RMP112* 100 89
RMP113* 90 82

CQ >98 >96

*drogas selecionadas para os testes quimioterapicos
CQ-=cloroquina-droga de referéncia

As moléculas selecionadas na triagem inicial foram, entdo, tituladas em
concentracbes decrescentes (50pug/mL a 0,39ug/mL ou 0,19ug/mL) para
determinacdo da concentragdo inibitoria de 50% (Clso; Tabela 4). A determinacgédo do
Clgo foi realizado através de decaimento exponencial de primeira ordem por meio do
programa OriginPro 8.0, sendo as curvas obtidas apresentadas a seguir (Figura 4).
Pelos dados observa-se que exceto as RMP103 e RMP107, cujo Clso foi superior a
23 e 50ug/mL, respectivamente, todas as demais foram efetivas contra P. falciparum
em baixas concentragfes. Destacam-se, no entanto, como moléculas promissoras
as RMP105, RMP109, RMP112 e RMP113 dado os valores de Clsy observados.
Dentre essas, destaca-se RMP105 cujo Clsg foi inferior a 0,19ug/mL, portanto similar
ao obtido para a droga de referéncia (tabela 4).

A andlise dos graficos apresentados na figura 5 permite inferir que em
algumas drogas a atividade antimalarica € dose-dependente. Nesse caso, tal
tendéncia fica evidente para os compostos RMP101, RMP102, RMP103 e RMP109.



Tabela 4: Concentracéo Inibitoria 50 (Clso) das drogas derivadas de quinolinas em

cultura de P. falciparum (cepa 3D7).

Moléculas P. falciparum

Clso (ug/ml)
RMP099 2,18
RMP100 3,64
RMP101 16,3
RMP102 5,97
RMP103 23,85
RMP105 <0,19
RMP107 >50,0
RMP109 1,76
RMP112 0,46
RMP113 0,89
CQ <0,19

CQ-=cloroquina
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Figura 5: Curvas dose-resposta dos compostos RMP099 (A), RMP100 (B), RMP101
(C), RMP102 (D), RMP103 (E), RMP109 (F), RMP112 (G) e RMP113 (H) contra P.
falciparum (cepa 3D7). As curvas dose-resposta dos compostos RMP107 e a RMP

105 nao sao apresentadas por estas apresentarem valores fora da faixa estudada.

Portanto, com base no resultado de Clso descrito na tabela 3 e nas diretrizes
da OMS para a avaliacdo da atividade antimalarica, pode-se concluir que cerca de
60% das drogas testadas apresentaram alta atividade (Clsg
<0,195ug/mL a 3,12ug/mL), 10% sao promissoras (Clsp de 5,06pg/mL), 20%
possuem baixa atividade na inibicdo do crescimento parasitario (Clso de 16,3 pg/mL
a 23,85ug/mL) e 10% sao inativas (Clso>50ug/mL).

variando de

Quando se analisa a atividade citotéxica desses compostos na linhagem
celular humana HelLa observa-se que as drogas derivadas de quinolinas exibem

baixa toxicidade. Em relacdo aos valores do indice de seletividade desses
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compostos percebe-se que todos, a excegdo de RMP103 e RMP107, foram seletivos
para o0 parasito, ou seja, apresentaram 1S>10 (Tabela 5). Observa-se ainda que
maior potencial de seletividade é observado para as moléculas que possuem o
grupo hidrazina em sua estrutura (RMP105 a RMP113). Dentre todas as moléculas
testadas, RMP105 apresenta-se pelo menos 1800 vezes mais ativa contra P.
falciparum que para células Hela, valor esse superior ao observado para a

cloroquina.

Tabela 5: indice de Seletividade (IS) das drogas derivadas de quinolinas.

Moléculas Atividade

P. falciparum HelLa IS

(Clso pg/ml) ~ (CCso pg/ml)
RMP099 2,18 286,35 131,3
RMP100 3,64 109,08 29,96
RMP101 16,3 279,77 17,16
RMP102 5,97 238,11 39,88
RMP103 23,85 111,52 4,67
RMP105 <0,19 359,95 >1800
RMP107 >50,0 122,39 >2.,44
RMP109 1,76 83,5 47,44
RMP112 0,46 34,3 74,57
RMP113 0,89 75,6 84,94

CQ <0,19 >100 >526

IS=indice de seletividade
CQ-=cloroquina
As moléculas que apresentaram melhor atividade e maiores indices de
seletividade, a saber, a RMP105, RMP109, RMP112 e a RMP113, foram entdo
testadas em cultura de P. falciparum W2, cepa esta cloroquina resistente, seguindo

a mesma metodologia empregada para 3D7 (Tabela 6).
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Tabela 6: Concentragéo Inibitoria 50 (Clso) das drogas derivadas de quinolinas em

cultura de P. falciparum (cepa W2).

Moléculas P. falciparum W2
Clso (ug/ml)

RMP105 <0,39
RMP109 1,57
RMP112 <0,39
RMP113 0,58
CQ <0,39
ART <0,39

CQ: Cloroquina; ART: Artesunato
Os resultados demonstram que tais compostos apresentaram atividade
frente a cepa W2, condizente com as drogas de referéncia Artesunato e Cloroquina.
Destacando-se as RMP105 e a RMP112 por apresentarem IC50 inferior a 0,39, e
assim melhor atividade.
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6 DISCUSSAO

A maléria € ainda um fator limitante na qualidade de vida de grande parte da
populacdo mundial, influenciando também negativamente no desenvolvimento de
muitos paises, por provocar grande morbidade e milhares de 6bitos (WHO, 2011).
Neste cenario, influenciado pelo crescente nimero de relatos sobre a resisténcia a
antimaléricos, ndo somente por P. falciparum, mas também por P. vivax, torna-se
urgente a busca por novas alternativas quimioterapicas, a principal base do controle
da doenca (BAGAVAN, 2010; FERREIRA e SILVA-NUNES, 2010; OLIVEIRA-
FERREIRA, et al., 2010).

Atualmente, um grande numero de técnicas in vitro esta disponivel para
investigar a eficacia de uma droga frente a um agente nocivo (NOEDL et al, 2003).
Dentre elas, pode-se citar técnicas baseadas na deteccdo de enzimas do parasito
(PIPER et al, 1999), acidos nucleicos (JOHNSON et al, 2007; KARL et al, 2009;
NDIAYE et al, 2010) e contagem por microscopia Otica. Apesar de serem técnicas
que envolvem metodologias distintas, todas objetivam avaliar a inibicdo do
crescimento intraeritrocitico do parasito apds exposi¢do a determinada droga. Tais
metodologias apresentam como principais vantagens a rapidez na triagem de um
grande numero de farmacos e, sobretudo, dispensa o uso de animais de laboratorio.
Em contrapartida, o cultivo in vitro de P. falciparum é uma técnica extremamente
laboriosa, esta sujeita a contaminagfes e possui alto custo, mas sua utilizagdo para
testes iniciais de triagens de farmacos é indispensavel do ponto de vista custo-
beneficio.

A OMS tem preconizado a adoc¢éo de terapias baseadas na combinacéo de
farmacos para o tratamento da maléria humana (WHO, 2010). Para que ocorram tais
associacdes os farmacos devem apresentar evidéncias concretas de agao seletiva e
segura, facilitando o tratamento e tornando-o mais eficaz (PIOLA, et al, 2010; WHO,
2011). Uma vantagem da adocdo das combinacfes de antimalaricos € a maior
adesdo ao tratamento, por serem os farmacos administrados juntos em uma mesma
forma farmacéutica, e em doses menores, 0 que reduz o seus efeitos adversos sem,
contudo, alterar sua eficacia (WALSH e BELL, 2009). As associacfes mais usadas
de antimalaricos baseiam-se na combinacdo de derivados de artemisinina e
derivados quinolinicos, como artesunato-mefloquina ou artemeter-lumefantrina
(FERREIRA e SILVA-NUNES, 2010).
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Outra alternativa para a obtencdo de novos compostos com agao
antimalérica tem sido o estudo de moléculas hibridas, formadas pela ligacédo
covalente de dois ou mais grupos farmacoféricos (MANOHAR et al, 2012) visando
aumentar sua eficacia, diminuir o tempo de duracéo do tratamento , diminuir o risco
de surgimento de parasitos multirresistentes e ser uma opg¢ao mais barata que a
associacao medicamentosa (CHIYANZU et al, 2005)

Sendo assim, os compostos estudados neste trabalho, hibridos derivados de
quinolina, foram testadas quanto a sua capacidade antiplasmodial e citotoxica, a fim
de selecionar compostos que apresentassem indices de seletividade maiores que
10, considerados de alta seletividade (BEZIVIN et al., 2003). A combinacgéo de alta
atividade antimalarica e baixa citotoxicidade credencia tais compostos com uma

alternativa promissora no arsenal terapéutico antimalarico.

6.1 Atividade antimalarica dos derivados de Quinolina sobre cultura de P.

falciparum cepa 3D7

Historicamente, a cloroquina, um derivado quinolinico, foi 0 mais importante
antimalarico utilizado no tratamento da maléaria falciparum, sobretudo por sua
eficacia e alta tolerancia, sendo seguro inclusive para administracdo em gestantes
(GINSBURG et al, 2005). Atualmente, P. falciparum mostra-se totalmente resistente
ao tratamento com cloroquina, mas o arsenal terapéutico atual envolve drogas
derivadas de quinolina tais como amodiaquina e mefloquina (TILLEY et al, 2006,
MS, 2012). Por isso, muito se tem feito na tentativa de se desenvolver moléculas de
origem sintética, derivadas ou conjugadas a quinolinas, no intuito de serem
aplicadas na terapéutica antimalarica.

Dentre os 10 compostos estudados, 9 foram considerados ativos, com
Clso<50ug/ml. Apenas o composto RMP107 foi inativo (Tabela 4 e 5). Os compostos
RMP105, RMP109, RMP112 e RMP113, todos portadores de um grupo hidrazina,
foram os mais ativos, com Clso variando de 1,76 a 0,19ug/ml, semelhantes ao Clsg
da cloroquina (<0,19ug/ml).

A acao antimalarica de compostos sintéticos com grupamentos hidrazinas ja
foi demonstrada por Gemma e colaboradores (2012), e tiveram sua acao associada

P

envolvida na ruptura dos eritrécitos durante a saida dos merozoitos. A inibicdo deste
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alvo de acdo especifico do parasito poderia explicar a acdo mais efetiva do
composto RMP 105, além de reforcar a obrigatoriedade do grupamento hidrazina na
molécula. Outro possivel mecanismo, sugerido por Coimbra e colaboradores (2011)
em estudo em diferente espécie de Leishmania, esta relacionada a capacidade
dessas moléculas interagirem com o DNA podendo afetar a sobrevivéncia do
parasito (COIMBRA et al, 2011).

Os compostos RMP109, RMP112 e RMP113 possuem um anel
heteroaromatico ou aromatico na sua composicdo. Observa-se, pelo desenho
estrutural, que a presenca de um atomo de nitrogénio no anel aromatico parece
diminuir a atividade antimalérica. Por outro lado, a presenca de um atomo de
oxigénio entre o anel piridinico e o anel aromatico ndo interfere na atividade dos
compostos. Kumar e colaboradores (2009) demonstraram que a adocdo de anéis
aromaticos em compostos tetraoxanos aumentou sua agdo antimalarica, sem
interferir na acdo citotoxica em células Vero (célula epitelial de rim de macaco).

Outra acao descrita para compostos com anéis aromaticos foi proposta por
Zishiri e colaboradores (2011), que avaliaram moléculas derivadas da dibementina,
capazes de reverter o fenotipo cloroquina-resistente de cepas de P. falciparum. Esta
acao possibilitaria 0 emprego destes compostos em associa¢gdes com a cloroquina,
garantindo a eficacia desta.

Apesar das moléculas contendo um grupamento hidrazina terem sido as
mais efetivas no controle do crescimento in vitro de P. falciparum e mais seletivas
para o parasito, as moléculas contendo um grupo sulfonamida, a excecdo de
RMP103 (Clsp=23,85, 1S=4,67), também mostram-se promissoras. Estudos similares
utilizando moléculas conjugadas a sulfonamidas vém demonstrando boa atividade
dessas moléculas tanto em cepa cloroquina-resistente de P. falciparum quanto
formas promastigotas de Leishmania amazonensis (SOUZA et al, 2004).

Apesar dos experimentos terem sido conduzidos em cepa de P. falciparum
sensivel a cloroquina, os resultados sugerem que grande parte das moléculas
testadas podem ser promissoras para 0 desenvolvimento de futuros farmacos e,
assim, poderiam contribuir para o aumento do arsenal terapéutico antimalarico.
Experimentos conduzidos em cepas de P. falciparum resistente a cloroquina devem,
no entanto, ser realizados uma vez que existem evidéncias de que moléculas ativas
em cepa cloroquina-sensivel podem néo apresentar qualquer atividade em cepas
resistentes (AYUKO et al, 2009).
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Deve-se ressaltar ainda que os compostos empregados nesse estudo sao
de facil e r4pida obtencdo, sendo o rendimento alto ao final da sintese (quadro 1).
Se considerarmos que a malaria atinge, sobretudo, paises em desenvolvimento ou
subdesenvolvidos que, portanto, dispdem de recursos escassos para serem
investidos na compra de medicamentos antimalaricos, moléculas de baixo custo e

alto rendimento devem se tornar o foco para futuras pesquisas.

6.2 Atividade Citotoxica dos derivados quinolinicos sobre células HeLa e
linfécitos humanos.

Para a avaliacdo da citotoxicidade em células de mamiferos, foram
escolhidas células HelLa e linfécitos humanos. Diante dos resultados obtidos pode-
se inferir que os compostos estudados em sua grande maioria nao foram citotéxicos
para HeLa e para células de mamiferos (tabela 2).

Dentre os 10 compostos estudados, 7 apresentaram valores de CCsg
superiores a 100 pg/mL, variando de 109 a 359 ug/mL.

A fim de se determinar compostos com acao antimalarica mais seletiva, foram
analisados comparativamente os resultados alcancados dos valores de Clsop em P.
falciparum e CCsy em Hela, determinando o indice de Seletividade (IS). Os
compostos que apresentaram um indice maior ou igual a 10, ndo foram
considerados toxicos para uso humano, baseado no estudo realizado por
WENINGER e colaboradores (2001).

Neste aspecto, os resultados mostram que as moléculas estudadas foram
altamente seletivas para P. falciparum em relacdo a Hela, com excecdo das
RMP103 e RMP107, que apresentaram indice de seletividade inferior a 10.

Dentre a série testada, o composto RMP 105, mais ativo em P. falciparum,
também foi 0 mais seletivo (1IS>1800), reforcando sua acgéo contra alvos especificos
do parasito (GEMMA et al., 2012). Os compostos RMP109 , RMP112 e RMP113
apresentaram IS que variaram de 47,44 a 84,94, reforcando sua acao antimalarica
seletiva.

De um modo geral, as moléculas testadas foram altamente seletivas,
destacando-se RMP099 e RMP105, com IS superiores a 100, ou seja, estes
compostos tendem a ser cem vezes mais toxicos para o parasito que para as células
humanas, o que contrasta com a maioria das drogas derivadas de quinolina, que

apresentam baixo indice terapéutico (ACHAN et al, 2011).
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Este trabalho reforca a importancia do desenvolvimento de moléculas
hibridas como potenciais candidatas a antimalaricos. Estes compostos foram
sintetizados utilizando-se metodologias simples com rendimentos variando entre
62% a 86%. A grande maioria dos compostos foram ativos e seletivos contra P.
falciparum, configurando-se como uma classe promissora de compostos com acgao

antimaléarica.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo nos permitem concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

Todas as moléculas testadas mostram baixa citotoxicidade para células
HelLa e PBMC,

A excecdo de RMP107, todas as demais moléculas avaliadas
demonstram atividade antimalarica in vitro contra P. falciparum (cepa
3D7-cloroquina sensivel) destacando-se RMP105, cujo Clsg foi similar ao

observado para a droga de referéncia (cloroquina);

A excecdo de RMP103 e RMP107, todas as demais foram altamente
seletiva para P. falciparum (IS>10), destacando-se RMP105 (1S>1800);

As curvas de dose resposta sugerem que a atividade antimalarica

observada € dose-dependente;

Pode-se inferir, pelos dados obtidos, que as moléculas testadas
sobretudo aquelas contendo o grupo hidrazina em sua estrutura, sao
moléculas altamente promissoras a integrar medicamentos que auxiliem
no combate a maléaria, pois apresentam alta atividade antimalarica e
baixo potencial toxico. Outros estudos sdo necessarios, no entanto, para
avaliar a efetividade das mesmas em cepas de P. falciparum cloroquina

resistente, bem como testes de toxicidade em outras células humanas.
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