Universidade Federal de Minas Gerais
Faculdade de Medicina
Farmacologia Bioquimica e Molecular

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E
ANTIMALARICA DE ANALOGOS DA CLOROQUINA

Anna Caroline Campos Aguiar

Belo Horizonte
Julho/ 2011



Anna Caroline Campos Aguiar

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E
ANTIMALARICA DE ANALOGOS DA CLOROQUINA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduaca
em Farmacologia Bioquimica e Molecular da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
como requisito parcial a obtencao do titulo de kéesin

Farmacologia Bioquimica e Molecular.

Orientadora: Professora Dra. Antoniana Ursine Krett

Belo Horizonte
Julho/ 2011



Dedico este trabalho & minha familia e ao
Pedro, pessoas fundamentais em minha vida.

Sem vocés nada disso seria possivel!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre iluminar os meus caminhos s@ofonte de paz em minha vida.

A querida professora Antoniana, pela excelente &géin, ndo somente como futuros
pesquisadores, mas também como pessoas. O amogumm senhora realiza o seu
trabalho e a sua paixdo com a pesquisa é algo &édrhi que nos motiva sempre. E um

grande prazer trabalhar com a senhora e desfroitsgwdconhecimento impar.

A minha mae e as queridas avos Iriésriemoria) e Irene, por cuidarem de mim com

tanto amor e por serem 0 meu porto seguro. Sens vz disso seria possivel.

A familia, fonte inesgotavel de amor e paz, em @apao meu irmdo, as minhas tias e
tios, e as minhas “priminhas”. Ver como vocés wvibreom as minhas conquistas €

muito bom. Amo voceés.

Ao Pedro, meu amor, essa conquista € tdo minhaaaaa. Obrigado por tudo, por ser
o meu melhor amigo, por entender todos os momelgasiséncia, por admirar 0 meu

trabalho, por se envolver tanto em tudo o que el fa

A minha “segunda familia”, obrigado por me tratareamo filha, obrigada por me

apoiarem sempre. Fazer parte de uma familia técied@ muito importante para mim.

A Clari, por ter aberto as portas da realizac&oude sonho, por ser sempre tio

prestativa e carinhosa.

Aos amigos de faculdade e as amigas de infanciaaala pela amizade de vocés e por

fazerem a vida ser sempre téo alegre.

A Dra Isabela Ceravolo, obrigada por toda a suécdedlo, por ser sempre téo disposta

e por todo o seu carinho. Vocé é muito especia pam!

A Dra Eliana Rocha, obrigada por ter vindo fazetepdo nosso grupo e nos acrescentar

com o seu conhecimento. Tenho certeza que aindapremder muito com voce.



Aos grandes amigos que eu conquistei durante ess&lp no laboratorio, obrigada por
serem tao prestativos e de uma convivéncia supadag!.

Ao Geraldo, por ser peca fundamental no nossoltralepor nos ajudar sempre com

tanta boa vontade.

As meninas dén vitro cells e a Professora Miriam Chaves, pelos graaedssamentos

durante a minha iniciacao cientifica.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Medicina Moleceharespecial ao Professor Luiz

Armando.

Ao Professor Mario Meneghetti e a sua equipe derébrio pela producdo dos
anélogos da cloroquina.

Ao Professor Marcus Fernandes da Universidade &keder Rio de Janeiro e a sua

aluna Juliana, pelos ensinamentos e por me receli@ocbem em seu laboratério.

Ao CNPq pelo financiamento do projeto e concessaa dbolsa.



Vi

SUMARIO
LISTADE TABELAS ...ttt a e e e e e e e e s e e e e iX
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e e e e nmnneee s X
1 11 PP Xi
AB S T R A T et ermme e e Xii
1. INTRODUGAO ... ..ottt ettt eaeste et aestestesteeee e eaesnsseeseas 1
1.1, Amalaria No BrasSil..........ccuuuiiiiiiiiiiiiieeeiii e 2
1.2. Ciclo biologico dos parasitos da Malaria ...ceeeeee.eoooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 2
1.3. Quimioterapia antimalariCa.............coiiieeeeeeeeeee e e 3
1.4. Mecanismos para a sobrevivéncia do parasito e abude cloroquina............ 6
2. JUSTIFICATIVA ettt e e et ee e e e sennneeeeaan 9
3. OBUIETIVOS ...ttt e e 10
3.1, ODBJELIVO GEIAL.....ciiiiiiiiiiiee e 10
3.2. Objetivos ESPECITICOS ....ovuvurrriiiiiiiii e e e e e e 10
4. MATERIAIS E METODOS ......ooiiiiecie ettt 11
4.1. Obtencado dos analogos metalicos da cloroquina.............ccccccvvvvvivvneeennen. 11
4.2. Solubilizacdo dos compostos para testes de ateidedidgica..................... 11
4.3. Testes antimalaricda vitro contra oP. falciparum............ccccccevvvvvvvvvnnnnnnnnn. 11
4.3.1. Cultivo continuo da fase eritrocitica do parasitO..........ccccceeeeeeeeeeiinnns 11
4.3.2. Sincronizagao dos parasitos para utilizacdo nossiesvitro ................ 12
4.3.3. Preparo das placas para os ensaios de quimioterapia..................... 12

4.3.4. Teste de incorporacao de hipoxantina tritiada........cccceeeeeeeeeeeeennnnn. 13
4.3.5. Teste imunoenzimatico anti-HRPI ...........ccoeeeviiiiiiiiiiiieies 14

4.3.6. Determinagéo da concentragéo inibitéria de 50%rdscimento do

PATASIEO (1G0) cvvvververeireireereeeteeteeteete et et eetesteete e e eeeetestesreesaeeestesresseeseeneennens 15
4.4. Ensaiodn vitro de citotoXiCidade ............cccuuvvvvvvees i 15
4.4.1. Cultivo de lInhagens Celulares.............. e eeeermiiiinieeeeeeeeeeeeeeeeeninnnnn. 51
4.4.2. Prepar0 das PlacCas .........cccuuuuuuuuunns e eveetiaasa s e e e e e e e e e eeeeeeeeesneeianna 15
4.4.3. Ensaio de citotoxicidade utilizando 0 MTT ... eeeeeeiiiiiiieiiiiiiiiiinen 16
4.4.4. Ensaio de citotoxicidade utilizando o Vermelho Neut......................... 16

4.45. INAICE A€ SEIEtVIAAAE .......eveee et e et e e e e e e e anees 17



6.
7.
8.

vii

45, ENSaio de NEMOLISE ....coneeeeee e e 17

4.6. Teste de inibicdo da formagdo de hemMOzZOiNA. e o cevvveeeeeeiiiiiiiieeeennn 17

4.7. Testes antimalaricaa vivocontra oP. berghei.........ccccccvviiiiiiiiiin, 18
4.7.1. Comité de ética para uso de animMalS .........ccceeverrrruunniiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeannns 18
4.7.2. Teste esquizonticida sanguinaozivocomP. bergh@i.............ocoeeeeeen. 18
4.7.3. Determinacao da ParasiteMial............... oo rrrrrereeieiieieeeaaeeaaaaasaanaaanns 19
4.8. Modelo molecular de docKing .........coooviiiiiiiiiiii 19
4.9. ANAlISE €StAtiSHICA .......uuuvviiiiiiiiiiii e e e e 19
RESULTADOS ...ttt e e e e ettt a e e e s s e e e e nnnseeeas 21
5.1. Atividade antiplasmodial de analogos da cloroquina..................cceeeeinnne 21
5.2. Atividade citotoxica de analogos da CloroqQUINA.eue..vvveeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeieenns 23
5.3. Analise do indice de seletividade ..........mmeeeeeeeeeeieeeeeeeeeereeeeeeenes 24
5.4. Avaliacdo da atividade hemolitica de analogos deoguina...............cccc...... 26
5.5. Teste supressivio vivo de analogos da cloroquina contrB.doerghei........ 26

5.6. Avaliacéo da inibicdo da formag&o de hemozoinandébgos da cloroquina 28

5.7. Estudo molecular d8OCKING.........ccooeiiiiiiiiiiiiieeeee e 31
DISCUSSAD ....coiiiitiiiiieieteietese et ettt tes e et e s s snnnnnssasesens 34
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ..ottt oo 40

REFERENCIAS . ..o et e e e et e e e et e e e et e e e e eeenee e, 41



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura da quinina, um alcaloide presente nastgsCinchona calisaya

C. succirubra e de antimalaricos sintetizados a partir do seliguinolinico.............. 05

Figura 2. Mecanismos de toxicidade do heme livreRl@asmodiunsp...........cccccouueee. 08

Figura 3. Comparacao entre os valores degpl@os analogos da cloroquina em dois
métodos distintos, HRPII (circulo) e Hipoxantinaigdrado), sendo significativas as
diferencas representadas por asteripCOQ,05)......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeieeemme e 22

Figura 4. Dispersdo dos valores de MBRLdos sete analogos da cloroquina nas duas
linhagens celulares, BGM (circulo) e HepG2 (quadyad............cccoeeuvvvvmvnnrinnnneneennn. 24

Figura 5. Parasitemia média em camundongos infectadoshpdlerghei(cepa NK65)
tratados com analogos da cloroquina e com cloragavaliada em diferentes dias apos

2] ] (=To] o= [ TP PPPPPPPPIN 28
Figura 6. Inibicdo da formacdo de hemozoina pela cloroquitiBzada como controle
(H) e por seus analogos DETA (A), DETA Pt (C) , DERe (E) , DETA Pd (G), DMA

(B) , DMA Pt (D), DMA FE (F).veeteeeeeeeeeeeemeseeeeeeeessseseessseseseseesees s esensessseenes 30

Figura 7. Estrutura quimica da cloroquina e dos analogogldpquina na forma

0] (010 = To F- VPSPPSR 31

Figura 8. Compostos ancorados a hematina dimérica sendo @gsCloroguina

protonada, (B) DETA-1, (C) DETA-2, (D) DETA-3, (EDMA-1 e (F)

Figura 9. Estrutura da ferrOqUINGL.........coooi e 36

Figura 10. Ligacdo do complexo cloroquina-heme na enzima tacta

(0 L2y [0 [0 [T g T T TS 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Atividade antiP. falciparum(clone W2 cloroquina-resistente) de analogos
da cloroquina, utilizando os ensaios imunoenzirditti-HRPIl e de hipoxantina.....22

Tabela 2 -Atividade citotoxica de analogos da cloroquindizgndo o ensaio de MTT

e vermelho neutro nas duas linhagens celulares<GRI@BGM.............ooeeeeveeveviiiinnnns 23

Tabela 3 -indice de Seletividade dos analogos da clorogemaliferentes ensaios de
viabilidade celular nas linhagens celulares estasldtiepG2 e BGM), calculados em

relacdo ao ensaio de atividade antiplasmodial plexantina.............ccccoevvveiniiinnnnnn. 25

Tabela 4 -indice de Seletividade dos analogos da clorogeimaiferentes ensaios de
viabilidade celular nas linhagens celulares estasldtiepG2 e BGM), calculados em

relacdo ao ensaio de atividade antiplasmodiallREMI..............cccooveeiiiiiiiiiiiiinnnn, 26.

Tabela 5 -Atividade antimalarican vivo de analogos da cloroquina e da cloroquina em

camundongos infectados confPasmodium berghei.............ciiiiiiiiiiiieeeeee 27

Tabela 6 - Energia de ancoramento entre 0os analogos da dio@ae a hematina

(o [0 L= Tor= VTR 32



LISTA DE ABREVIATURAS

ACT — Artemisinin-based combination therapy
BGM - Linhagem celular de macaco verde Africano
CPgRR — Centro de Pesquisas René Rachou
CQ - cloroquina

DALYs — Disability-adjusted life years

DMSO - Dimetilsulfoxido

ELISA —Enzyme-linked immunosorbent assay
HepG2 — Célula de hepatoma humano

HRPII —Histidine rich proteinll

ICs0 — Concentracéo inibitoria 50%

IS — indice de seletividade

MDL 50— Minima Dose Letal 50%

MTT — Brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difelb¢trazol

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PBS — Tampéo de Fosfato e salina

PBS-T — Tampao de Fosfato e salina com Tween 205840

rpm — Rotagédo por minuto

ROS —Reactive Oxygen species

RPMI — Meio de Culturd'Roswell Park Memorial Institute”)

SBF — Soro Bovino Fetal
SVS - Secretaria de Vigilancia Sanitaria
UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais

VD - Vacuolo digestivo



Xi

RESUMO

A maléaria humana, segundo a Organizacdo Mundigbalade, € a doenca parasitaria
mais importante e um dos maiores problemas de gaillilea do mundo. Seu controle
é dificultado devido a resisténcia dos mosquitas iaseeticidas, a falta de uma vacina
eficaz e, sobretudo, ao surgimento e disseminaggmadhsitos resistentes a maior parte
dos farmacos disponiveis. O tratamento medicamentespecifico da maléaria
permanece como principal estratégia na reducdo ddidade e da mortalidade
atribuidas a doenca. No presente estudo, andlogoslodoquina e seus derivados
metalicos foram avaliados, considerando que agssowé#culas a metais parece uma
estratégia promissora na busca de novos antimagariSete novos analogos da
cloroquina foram avaliados quanto a: (i) sua a#idin vitro contraP. falciparum;(ii)
sua toxicidade em duas linhagens celulares (hepatoumano e célula renal de
macaco) e contra hemacias humanas; (iii) sua atieioch vivo contraP. berghei;(iv)
sua interacdo com a hematina dimérica (hemozoinitisa) in vitro e; (v) sua
interacdo com a hematina dimérica no modelo maedddocking Todos os analogos
da cloroquina apresentaram intensa atividadeitro anti- P. falciparum(ICso entre
0,04 e 0,55nM) nos ensaios de HRPII e de hipoxant#iguns dos analogos foram
mais ativos que a cloroquina e sem efeito citomxias duas linhagens celulares
avaliadas. Além disso, os compostos estudados adsa@am hemdlise de hemacias
humanas normais. Os analogos da cloroquina atuardnimdo a polimerizacdo do
heme, assim como atua a cloroquina. Dois dos cawgpasstadosn vivo contraP.
bergheiforam também ativos causando intensa reducdo @aifgamia. Em concluséo,
0os analogos da cloroquina sdo moléculas promissoas atividade antimaléarica e
atuam em um alvo crucial para a sobrevivéncia dasita, através da inibicdo da

formacao de hemozoina.
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ABSTRACT

Human malaria, according to World Health Organ@at{(WHO), remains the most
important parasitic disease and a major publicthgadoblem. Their control remains
difficult due to resistance of mosquitoes to inggdes, the lack of an effective vaccine,
and, especially, the emergency and spread of aesigtarasites to most available
antimalarial drugs. The specific drug treatment am® a major strategy to reduce
morbidity and mortality due to malaria. In thisdyy chloroquine-analogues in complex
with metals were evaluated considering that susb@ation to be believed to represent
a promising strategy in the search for new drugse8 new analogues were evaluated:
() in vitro for their activity againsP. falciparum (ii) for their toxicity against human
erythrocytes and two cell lines, HepG2 (hepatonma) BGM (a monkey basal kidney
cells); (iii) in vivo againstP. berghei (iv) for possible interactions between the
analogous and dimeric hematm vitro; and, (v) through a molecular docking model,
targeting the dimeric hematin. All chloroquine agd showed intensa vitro antiP
falciparum activity (IGso between 0.04 and 0.55 nM) as measured in an
Immunoenzimatic test using monoclonals to a padsistidine rich protein (HRPII)
and through radiotopic hypoxanthine incorporati®ame of these analogues were more
active than chloroquine and none of them were oyiotto HepG2 and BGM cells or
caused haemolysis to normal human erythrocytes thdoroquine, the chloroquine
analogs inhibited heme polymerization in thevitro as well as in the docking test. In
addition, two of the compounds tested agalsbergheiin experimentally infected
mice caused a significant reduction of parasiteriiaken together, the analogues
evaluated in this study represent promising moksaind act on a crucial point for the
parasite, by inhibition of hemozoine formation.



1. INTRODUCAO

A malaria é uma doenca causada por protozoariogéderoPlasmodium e
continua sendo um dos principais problemas de sdddeundo. A doenca ocorre em
109 paises, sendo endémica nas regides tropicaisteopicais da Africa, sudeste
asiatico e América Latina (WHO, 2010).

Metade da populacdo mundial (3,3 bilhdes de pepseatd exposta a
transmissao da malaria em areas de risco @iaal., 2009). No ano de 2009 foram
registrados no mundo 500 milhdes de casos e 8000d6s (WHO, 2010). Este
namero alarmante se deve principalmente a resiatéios parasitos aos antimalaricos
disponiveis (Dondorp edl., 2009; Enserink, 2010), a resisténcia dos mosquitss
inseticidas (Hanafi-Bojd eal., 2011) e a falta de politica econémica e social para
controle e prevencao da doenca.

Até o ano de 2008, quatro espécies de protozo&aosadores da malaria
humana haviam sido descritaBJlasmodium falciparumpP. vivax, P. ovalee P.
malariae. Recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude (Qbt®nheceu .
knowlesi,anteriormente considerado infectante somentearatas ndo-humanos em
paises do sudeste da Agiamo a quinta espécie de plasmddio causadora daianain
seres humanos (Cox-Singh e Singh, 2008; Cox-S#hgh,2010).

Dentre as duas principais espécies causadoras d@ianAumana, oP.
falciparum foi por muito tempo considerado o responsavel garsar a febre terca
maligna, enquanto B. vivaxcausava apenas a febre terca benigna. No entamtos v
casos de malaria grave ocasionadaRporivaxtem sido descritos (Gentat al., 2008;
Poespoprodjoet al., 2009) e parecem estar relacionados a multi-resistéa
medicamentos (Tjitrat al.,2008).

Segundo a OMS, em 2001 a maléria foi classificamlacca oitava causa da
pobreza no mundo, responsavel pela perda de aneslal@justado por incapacidade
(“disability-adjusted life years” - DALY’s), compmeetendo o desenvolvimento de
paises com alta transmisséo (Gallup e Sachs, 2001).



1.1. A malaria no Brasil

Aproximadamente 99% dos casos de malaria no Boasiirem na Amazonia
Legal, que compreende os estados do Acre, Amap@&azémas, Mato Grosso, Para,
Rondbnia, Roraima e Tocantins. Trés espécies dampldio sdo responsaveis pelos
casos de malaria humana no BraBilfalciparum P. vivax e P. malariag Secretaria de
Vigilancia Sanitaria - SVS, 2009).

No ano de 2008 foram registrados 315.823 mil calsosnalaria, sendo 83%
causados pel®. vivax,15% P. falciparum 1% por infec¢cdes mistas e 0,02% por
malariae. (Secretaria de Vigilancia Sanitaria - SVS, 2008).regido extra-amazonica,
mais de 80% dos casos registrados no Brasil sdoriagps da area endémica e do
continente africano (MS, 2010).

As principais medidas de controle da doenca s&eablas na protecéo individual
contra a picada do mosquito vetor com 0 uso ddeef@s e mosquiteiros, diagnostico
especifico e tratamento imediato com antimalariomsatravés de atividades de
saneamento ambiental para controle do vetor (e@eate Vigilancia Sanitéria - SVS,
2009).

No ano de 2000 foi implantado no Brasil o “Planolmtensificacdo das Acdes
de Controle da Malaria na Amazonia Legal’. Essaagljia teve como objetivo
priorizar a consolidacdo de redes de servigos eapde ofertar diagnostico precoce e
um tratamento adequado imediato, (Tauil, 2006).

1.2. Ciclo biolégico dos parasitos da malaria

O ciclo de vida dos plasmodios compreende dois ddmss, 0 inseto vetor
(fémeas do mosquitAnophelessp) onde ocorre a reproducdo sexuada do parasito,
hospedeiro vertebrado, no qual ocorre a reprodaggéexuada.

A transmissao ao hospedeiro vertebrado inicia-s@dp o inseto vetor, durante
0 repasto sanguineo, inocula o parasito na formluiva de esporozoito na epiderme
do hospedeiro. Krettli e Miller (2001) sugeriramegws mesmos poderiam ser
transportados passivamente por linfécitos ou magad, permanecendo integros até

invadirem um vaso sanguineo ativamente. Recenteméit proposto que cerca de



10% dos esporozoitos inoculados pela picada dtoipggmanecem e evoluem na pele,
no sitio de inoculacéo (Gueiraetial.,2010).

Uma vez no sistema circulatorio os esporozoitegyath o figado infectando os
hepatocitos, e iniciando a fase exo-eritrociticacitto. Nas infec¢cdes pdt. vivaxe P.
ovale durante o ciclo exo-eritrocitico, formas latentdgsnominadas hipnozoitos,
permanecem nos hepatécitos por tempo variavel pdosaecaidas da doenca
(Krotoski, 1982). Os esporozoitos parecem invadiiog hepatocitos, migrando através
deles antes de finalmente desenvolver em seuantegm um vacuolo parasitéforo
(Mota et al., 2001). Nesse vacuolo, os parasitos se desenvakgsexuadamente por
esquizogonia dando origem aos esquizontes madwessg rompem e liberam na
corrente sanguinea 0s merozoitos, através de uregs® de brotamento de vesiculas
denominadas merosomos (Sturrat al., 2006). Estima-se que cada hepatdcito
parasitado libere até 40.000 merozoitos no casoPdefalciparum (Nardin e
Nussenzweig, 1993). Os merozoitos infectam oseiitrs iniciando uma nova fase do
ciclo de reproducdo assexuada, que resultard enadis células vermelhas a cada 48 a
72h (ciclo eritrocitario), conforme a espécie deasptodio. O sincronismo, e
consequente rompimento das heméacias infectadagpasdsito no ciclo eritrocitico € o
que causa as febres ciclicas nas infec¢6esRp@bmodium

Alguns merozoitos se diferenciam em gametdcitosuatia® e feminino, que ao
serem ingeridos por fémeas dos mosquitos do géArophelesiniciardo o ciclo
esporogbnico. Ainda ndo se sabe qual é o estimadponsavel pela producédo de
gametdcitos, se a partir dos merozoitos ou dosizsygas. Existem duas hipoteses: a
primeira sugere que 0s merozoitos ja estdo predietdos a evoluirem em formas
assexuadas ou sexuadas antes de invadirem a hpm&sgunda sugere que fatores
ambientais ou estresse determinem a diferenciag&onterozoitos em gametocitos
(Dyer e Day, 2000).

1.3. Quimioterapia antimalarica

A quinina foi o primeiro medicamento utilizado c@éa malaria, ha mais de 300
anos. Ela foi encontrada na Amazoénia peruana adaotomo um alcaloide do p6 da
planta Cinchona sp, em 1820, por Pelletier e Caventou, na Franesis{p por

Rosenthal e Miller, 2001). Até o século XX foi oi¢mtratamento disponivel contra a



malaria, quando entdo foi substituida por farmaswdéticos derivados do anel

quinolinico. Apesar de sua toxicidade, a quininationia sendo utilizada no tratamento
da malaria cerebral, causada pBlofalciparum inclusive em criangas menores que
cinco anos na Africa (WHO, 2009).

A quinina foi o primeiro antimalarico a ser caraiz®do. No entanto, em um
trabalho recente, focalizado em estudos de Carl hioné (1735), mostrou-se que
extratos da plantd&raxinus excelsigr utilizada naquela época para tratar febre na
Europa, provavelmente causada por malaria, forawosatontraP. falciparum Este
estudo sugere que algumas plantas ja foram utgza passado, porém o principio
ativo responsavel pela atividade ndo chegou aaeacterizado e identificado (Aydin-
Schmidtet al.,2010)

A quinina serviu de base para a sintese da claragqCQ), uma 4-
aminoquinolina, sintetizada durante a Segunda @uundial (Sweeney, 2000). A CQ
foi utilizada durante décadas na terapéutica elaxad de todos os tipos de malaria,
devido a sua alta eficacia contra as formas saagsido parasito, associada a sua baixa
toxicidade e seu baixo custo (menos de U$ 0,10t@adamento) (Rosenthal, 2003;
Martin et al,, 2009).

Outros medicamentos, também derivados do anel lipicw (Figura 1) foram
sintetizados para o tratamento da malaria. Entes, eh amodiaquina, com acéo
esquizonticida semelhante a CQ. No entanto, porrg@damente metabolizada, a
amodiaquina apresenta menor atividade antimalétibarchill, 1985).

A mefloquina, um 4-quinolinometanol derivado da @GQnais ativa que a CQ
sendo utilizada contra cepas Be falciparumresistentes as 4-aminoquinolinas. No
entanto, por possuir meia-vida prolongada, propiciéapida selecdo de parasitos
resistentes. Atualmente € recomendada somente @ivir@;a0 com outros compostos,
sobretudo com derivados da artemisinina (WHO, 2088m disso, a mefloquina é
toxica, ocasionando efeitos colaterais graves, somomas neuroldégicos importantes
durante sua administracdo (Patckéeal.,1989).

A primaquina, uma 8-aminoquinolina € ativa comtsahipnozoitos hepaticos de
P. vivax e P. ovale (Mueller et al., 2009; Wellset al., 2010), mas tem pouca ou
nenhuma acdo contra estdgios eritrociticos do iparaSua utilizacdo é também
recomendada em areas endémicas da maléariR.falciparum uma vez que a mesma
possui acdo contra os gametocitos, inibindo a e&olwo parasito no vetor suscetivel e

consequentemente interrompendo a transmisséao daalf&/HO, 2009).



Atualmente, o tratamento da malaria é feito pooesasdo dos derivados da
artemisinina, uma lactona sesquiterpénica isolaaapldnta Artemisia annua por
pesquisadores chineses (de Rideteaal.,2008; WHO, 2009).
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Figura 1. Estrutura da quinina, um alcaloide presente nastggCinchona calisaya

C. succirubra e de antimalaricos sintetizados a partir do seliguinolinico.



A OMS recomenda terapias de combinacdo “Artemidiaised combination
therapy” ou ACT, uma vez que derivados da artemmsi apresentam um excelente
perfil de seguranca, uma rapida acdo, agem coatretgcitos e possuem meia vida
curta, o que dificulta o desenvolvimento de resigt (Okell etal., 2008; Stepniewska
e White, 2008) A ACT se baseia na associacdo de derivados satétisos da
artemisinina como, por exemplo, artemether, arégeth artesunato, com outro
antimalarico, como os 4-aminoquinolinicos. Os datos da artemisinina sdo obtidos
por modificacdo quimica da artemisinina e foramtesirados para melhorar suas
caracteristicas farmacocinéticas (Li e Wu, 2003pegar de se associar esses
compostos, o surgimento de resisténcia a ACT flaitado na literatura desde 2004,
quando o primeiro caso de recrudescéncia foi desem Camboja (Dondorpt al.,
2009; Linet al.,2010).

1.4. Mecanismos para a sobrevivéncia do parasito e atuag da cloroquina

Apds a invasdo dos eritrécitos pelos merozoitosolrevivéncia do parasito
depende da digestdo da hemoglobina, que se prawesagerior do vacuolo digestivo
(VD) do parasito. Esta digestdo € mediada por uénig sle proteases, entre elas as
plasmepsinas e falcipainas (Olliaro e Goldberg,519®urante o catabolismo da
hemoglobina, sua por¢éo protéica (globina) é atil&zcomo fonte de aminoacidos pelo
parasito, e a fragdo heme, denomina ferriprotooafilX, € liberada, sendo um grupo
reativo, gerador de radicais livres (ROS) toxicasam parasito (Sullivan, 2002).

Um dos mecanismos de escape realizado Plalemodiunsp é a detoxificacéo,
através da polimerizacdo do heme, gerando um Icdstzhecido como hemozoina
(Ginsburget al.,1999). A formacéo de hemozoina é essencial panéema equilibrio e
tornar disponivel o espaco na heméacia para o anestd do parasito (Egan, 2007).
Esse processo, de formacdo de hemozoina, podeeeeprdspontaneamente ou ser
mediado pela enzima heme polimerase (Ginsbtial., 1999), pela proteina HRPII, ou
por lipideos (Kumaret al., 2007). A glutationa reduzida também auxilia na
detoxificagdo do heme, atuando como um quelanteindindo a afinidade do heme
pela membrana do parasito, e por conseqiéncia temdefeito protetor (Eckman e
Eaton, 1979).



Diversos mecanismos de acdo de farmacos, com miésra@lvos de atuacéo ja
foram descritos na literatura (Rosenthal, 2003).mG@oexemplo, inibidores de
falcipainas que agem na hidrélise da hemoglobirwvando ao blogueio do
desenvolvimento do parasito, como demonstrado ndefoncexperimental da malaria
murina (Sijwalietal., 2001; Batreet al.,2003).

A CQ é um antimalarico padrao utilizado por mass@ anos; apesar disso, seu
mecanismo de atuacdo ainda ndo foi completamentadatio (Koncarevicet al.,
2007). Por ser uma base fraca a CQ é acumuladalndEm pH fisiolégico a CQ
encontra-se desprotonada, mas no VD, onde o pktlé, dorna-se protonada, perdendo
a capacidade de atravessar a membrana plasmatigee(il., 2005).

O mecanismo de acdo mais aceito para a CQ é adaomde uma ligacédo
covalente com o heme, inibindo a geracdo dos ixig& hemozoina (Sullivan 2002;
Fitch, 2004) e gerando uma alta producdo de RO&sH=dicaisHigura 2) causam
danos oxidativos as biomoléculas, como as protetBNA e os lipideos. Tais danos
sdo responsaveis por gerar modificacdes estruturaigersiveis, além da perda de
funcao bioldgica (Radfaet al.,2008). Além disso, parece que a CQ atua na inildgéo
enzima heme polimerase (Orjih, 1997; Agravedl al., 2002). Outros efeitos que
parecem ser independentes do acumulo da CQ no ¥gé descritos, tais como sua
interacdo com a molécula de DNA, levando a alters¢fa sua estrutura e o bloqueio da
sua sintese (Stephenal.,2000).
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Figura 2. Mecanismos de toxicidade do heme livre Plasmodiumsp (adaptada de
Kumaret al.,2007).



2. JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a malécangiderada a maior
responsavel por danos econémicos e sociais, congpeono o desenvolvimento de
paises com alta transmissdo (Gallup e Sachs, 2B80f3lta de uma vacina eficaz
(Kockenet al.,1999; Wykes e Good, 2007), a dificuldade de cémtdo vetor (Hanafi-
Bojd et al., 2011) e o surgimento e disseminagdo de paragfistentes a maior parte
dos farmacos disponiveis (Enserink, 2010; Donddrpl.e 2009), sdo os principais
problemas para seu controle, tornando essa doendganportante problema de saude
publica no mundo.

O diagndstico precoce e o tratamento imediatomttisiduos infectados séo as
principais estratégias utilizadas para o contralendlaria. No entanto, a resisténcia aos
medicamentos comercialmente disponiveis leva acatmda transmissao, reduzindo
as opcoes terapéuticas (Price e Nosten, 2001)oHéop farmacos em fase de triagem
clinica, apesar dos numerosos testes desenvolyidoa se avaliar a atividade
antiplasmodial de novos compostos. Antimalaricasaeés, apropriados, e seguros,
ainda sdo necessarios para solucionar os problathasdos do desenvolvimento da
multirresisténcia dos parasitos aos medicamentosigm(Ridley, 2002). Portanto a
busca de compostos ativos contra alvos especificogparasito € uma estratégia
promissora no desenvolvimento de novos farmacosgdose objetivo central do

presente estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade e a atividade antimalaride diferentes anélogos da

cloroquina.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a atividadein vitro dos anélogos da cloroquina contPa

falciparum

* Avaliar a atividade citotoxica dos compostos nahdgens celulares
BGM e HepG2;

* Avaliar a atividade hemolitica dos compostos emd®as normais nao

infectadas;

* Avaliar a atividade antiplasmodial dos analogosldaoquina contra o
P. bergheiem camundongos experimentalmente infectados comat

sanguineas;

» Determinar o possivel mecanismo de acdo dos arsgttgoloroquina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos analogos metalicos da cloroquina

Os analogos da cloroquina foram sintetizados ea€og para 0s ensaios
quimioterapicos pelo colaborador quimico Dr. Mahkteneghetti, da Universidade
Federal de Alagoas — UFAL. Esses compostos pertercduas classes: DETA, com
apenas um anel quinolinico na sua estrutura, e @BWA dois anéis quinolinicos. Em
seguida DETA foi complexado aos metais ferro, ptag paladio e DMA ao ferro e a

platina.

4.2. Solubilizagdo dos compostos para testes de atividaioldgica

Para a realizacdo dos testes antimalaricosvitro, 0os compostos foram
solubilizados de acordo com as especificacbes ernmdcoes fornecidas pelo
colaborador quimico. Para o preparo da solucaogestdoi utilizado o solvente
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis/O, EUA) na concentracédo final
de até 0,005% para test@svitro e 3% para testds vivo. Todas as solugcbes foram

preparadas no dia da realizacdo dos experimentos.

4.3. Testes antimalaricosn vitro contra o P. falciparum

4.3.1. Cultivo continuo da fase eritrocitica do parasito

Nos ensaios de atividade antimalarica foram utb®aformas sanguineas de um
clone deP. falciparumCQ-resistente (W2). Os parasitos foram cultivagtoshemacias
humanas sob condi¢cdes estabelecidas por Tragensenlg€1976), com pequenas
modifica¢des, utilizando um protocolo previamensmnizado no Laboratério de
Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou (CP@RMRNndrade-Netet al.,2004).
Os parasitos foram cultivados em placas de Petrini@g, Santa Clara, CA, EUA) com

hematocrito a 2%, diluidos em meio de cultura RPMI40 (Sigma-Aldrich)
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suplementado com 25mM de Hepes (Sigma-Aldrich), Mlde bicarbonato de sddio
(Sigma-Aldrich), 11mM de glicose (Sigma-Aldrich),0iy/mL de gentamicina
(Schering-Plough, Kenilworth, New Jersey, EUA) @dl.(v/v) de plasma humano'A
inativado. As placas foram mantidas em dessecadd3@SC ou em mistura gasogénica
contendo 5% de £5% de CQ e 90% de N Diariamente, foram realizadas trocas do
meio de cultura e a parasitemia monitorada em gesfos sanguineos, fixados com
metanol, corados com Giemsa e visualizados em stiépio Optico com objetiva de

imerséo (1.000x).

4.3.2. Sincronizacgéo dos parasitos para utilizagdo nosgeesin vitro

Os cultivos com predominio de anéis utilizados ensaios de quimioterapia
foram obtidos através de sincronizagcdo com sorloiboiforme descrito na literatura
(Lambros e Vanderberg, 1979). Resumidamente, o deeiultura foi retirado da placa
de Petri e 10mL de uma solucéo de sorbitol 5% gl 0,5% foram adicionados ao
sedimento contendo o sangue parasitado. O confeid@nsferido para um tubo de
centrifuga de fundo conico de 15mL (tipo Falcomaibado a 37C por 10min. Apds
esse periodo o material foi centrifugado por 5n7idg & temperatura ambiente. O
sobrenadante foi retirado e o sedimemssuspendido com meio RPMI suplementado
com soro humano A+ inativado, ajustando-se o hemntddpara 5%. Essa suspenséo
foi novamente transferida para uma placa de Retdeixada em repouso a 37°C por
aproximadamente 10min para que as hemacias sedisseni. Posteriormente, foi
realizado um esfregaco sanguineo para determirga;@arasitemia. O hematocrito e a
parasitemia, pré-determinados para cada testajusiado com a adicdo de hemacias e

meio RPMI completo em quantidades adequadas.

4.3.3. Preparo das placas para os ensaios de quimioterapia

Culturas de parasitos sincronizadas com predong@ianéis dé°. falciparum
foram distribuidas em microplacas de 96 pocos (@grnSanta Clara, CA, USA)
adicionando-se 18Q/poc¢o de meio de cultura RPMI contendo: (i) 1%pdeasitemia e
1% de hematdcrito para o teste de incorporacadptedmtina tritiada, ou (ii) 0,05% de
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parasitemia e 1,5% de hematdcrito para o testel tieAEanti-HRPII. Anteriormente a
adicdo da suspensdo dos parasitos, 20uL dos camspastserem testados foram
adicionados a placa teste, em triplicata, e enrattes concentracbes seriadas (400-
0.625ng/mL). Os pocgos controles (seis por test@fidoam hemacias normais nao
infectadas (controle negativo), ou hemacias intlxgasem adicdo dos compostos-testes
(controle positivo). O antimalarico padrédo, CQ, festado em paralelo em todos o0s
experimentos realizados, em diluicées seriada®8e5,8ng/mL. Os compostos testes
foram inicialmente testados nas concentracdes dee SZug/mL, posteriormente
titulados, utilizando concentracbes seriadas at@iata concentracao inibitoria para

50% do crescimento dos parasitoss()C

4.3.4. Teste de incorporacéo de hipoxantina tritiada

No teste de incorporacdo de hipoxantina, os pagdibram previamente
cultivados em meio isento de hipoxantina por pelenos 72h, posteriormente
sincronizados e utilizados como descrito acimam(it¢.3.2). Ap6s o preparo das
microplacas com o0s compostos teste e controlem (#€3.3), a mistura parasito-
compostos teste e controles foi incubada por 28@°&€. Apos esse periodo, a cada
poco foram adicionados 2D de solucdo de®H]-hipoxantina & 5uCi (PerkinElmer,
Waltham, MA, EUA), e as placas incubadas por m8is 4 37°C (Desjardinst al.,
1979). Apos este segundo periodo de incubacaoicagptacas foram mantidas a -20°C
(por 6 a 10h) para promover a lise das hemaciasamdastras foram entdo aspiradas
pelo coletor de células “Harvester 96 Mach llITomTec Imaging Systems GmbH,
Unterschleissheim, Germanem papéis de filtro (Perkin Elmer), secas enrooicdas
por 3min em poténcia média e acondicionadas em lagdra plastica apropriada, na
qual foram adicionados 4mL de liquido de cintilacAoconcentracdo de hipoxantina
tritiada incorporada aos parasitos foi avaliadavas da leitura da radioatividade
incorporada, sendo a mesma realizada no equiparivBatobeta 1450 (Perkin Elmer).
A medida de incorporacéo d&[-hipoxantina foi realizada em contagem por minuto
sendo proporcional a viabilidade do parasito. Gsltados foram comparados com o0s

controles positivos, considerando-se que nestiesadta viabilidade foi igual a 100%.
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4.35. Teste imunoenziméatico anti-HRPII

No ensaio imunoenzimatico anti-HRPII (Noedlal., 2002) duas placas de 96
pocos foram preparadas para cada experimento, lawefeste, contendo os parasitos e
0S compostos a serem testados (item 4.3.3), e préraensibilizada com o anticorpo
monoclonal anti-HRPII. As placas-testes foram iraclds por 24h a 37°C, e o conteudo
de seis pocgos (controle positivo) foi retirado egelado a -20°C para ser utilizado
posteriormente comdbackground A placa foi novamente incubada por 48h nas
condicOes ideais para o crescimento do parasitds Agh totais de incubacéo, as placas
foram congeladas e descongeladas duas vezes a pabaCjue houvesse a lise das
hemécias. Para a sensibilizacdo das placas noaestelRPIl, 10QL do anticorpo
primério (MPFM-55A ICLLAB®, EUA) a 1,Qg/mL foram adicionados a cada poc¢o da
placa de ensaio (Maxysorp, Nunc, Denmark). Aposibacédo por 12 a 16h a 4°C, o
conteudo dos pocos foi descartado ep2ffoco de uma solucéo de bloqueio (PBS-
BSA 2%) adicionada, sendo a placa mantida a terfysarambiente por 2h. Apds esse
tempo, o contetudo dos pocos foi novamente desceetadplaca lavada trés vezes com
PBS-Tween 20 a 0,05% (PBS-T). A cada poc¢o da fltareen adicionados 1. das
amostras da cultura de. falciparum hemolisadas. Em seis pocos da placa foram
adicionados 1Q€L dos controles congelados nas primeiras b#tKgroundl. A placa
foi entdo incubada por 1h a temperatura ambiemec@&mara Umida, em seguida foi
lavada trés vezes com PBS-T, adicionando-se a pagda 10QL do anticorpo
secundario (MPFG55P ICLLAB®, EUA) diluido a 1:5.008\p0s incubacédo a
temperatura ambiente por 1h, em cadmara Umidaca fdalavada trés vezes com PBS-
T e 10QL de uma solucdo de 335-Tetramethylbenzidine (TMB) acrescentados a
cada poco. A placa foi incubada por 5 a 10min gotatura ambiente, ao abrigo da
luz, e a reacdo interrompida adicionando-s@Lfibco de uma solucdo de acido
sulftrico 1M. A leitura das absorbéancias foi reatia a 450nm em um espectofotémetro
de microplacas (leitor de ELISA) (Spectra Max 348 @/olecular Devices).
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4.3.6. Determinacdo da concentracao inibitoria de 50% dorescimento

do parasito (ICsp)

A inibicdo do crescimento de 50% dos parasitosdigterminada através de
curvas dose-resposta, em funcdo de regressado mear.liFoi utilizado o programa
Origin (OriginLab Corporation, Northampton, MA, E)JApara determinar o valor de
ICs0.

4.4. Ensaiosin vitro de citotoxicidade

4.4.1. Cultivo de linhagens celulares

As linhagens celulares de HepG2 (derivada de epatoma humano) e BGM
(célula renal basal de macaco verde africano) focaitivadas como recomendado
(Calvo-Calleet al., 1994). As mesmas foram mantidas em garrafas deraue 75crh
(Corning) suplementadas em RPMI contendo 5% de dmweno fetal (SBF)
(Gibco/lnvitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 40mg/L dentamicina (Schering-Plough).
As células foram mantidas em estufa com 5% de @@5% de umidade e a 37°C. O
meio das garrafas foi substituido a cada dois éip8s confluéncia de cerca de 80%, a
cultura de células foi repicada, ou utilizada raizacdo de ensaios de citotoxicidade.
Quando necesséario, o congelamento das células ef@iizado em ampolas de

criopreservacdo com uma solucao contendo 95% deeSB6 de DMSO.
4.4.2. Preparo das placas

Para o preparo das placas testes, as células favasias com meio sem SBF,
tratadas com 1mL de tripsina-EDTA a 0,25% (Giboaftngen) e incubadas a 37°C
por 3min, para que as células se descolassem dafagaho conteldo resultante da
tripsinizacdo foram adicionados 9 mL de meio comapleeguido por centrifugacédo a
80g por 5min na temperatura ambiente. O sobrenadantéetcartado e o sedimento
ressuspendido em meio completo contendo 5% SBFs Apgbntagem, em camara de

Neubauer, a suspenséo foi ajustada para®frl0e 18Q.L acrescentados a cada poco
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da microplaca. As células foram incubadas por 18raem estufa de G@ 37°C para
adesdo aos pocos da microplaca. Em seguidal. 2 meio completo contendo
diferentes concentragbes dos compostos (1000 /fml)doram adicionados aos pogos
da microplaca. As placas foram incubadas por 28Y°&, 5% de C@Qe 95% de

umidade.

4.4.3. Ensaio de citotoxicidade utilizando o MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados rgrticata, conforme descrito
por Madureira e colaboradores (2002). Apos o pregas placas como descrito no item
4.4.2, 2@L de uma solucdo de Brometo 3-(4,5-dimetiltiazgih22,5-difeniltetrazol
(MTT) (Sigma-Aldrich), na concentracdo de 5mg/mkafo adicionados aos pocos da
placa (Denizot e Lang, 1986). Apés 3h de incubagio o MTT, o sobrenadante foi
retirado e o corante presente nos fundos dos mEpdaca diluido em uma solucédo de
DMSO em um volume de 100/poco. As microplacas foram entédo lidas em unoteit
de ELISA (Spectra Max340P%, Molecular Devices), utilizando-se filtro de 570nm

444, Ensaio de citotoxicidade utilizando o Vermelho Neub

O ensaio de vermelho neutro (Borenfreuetlal., 1987) também foi realizado
em triplicata. Ap0s o preparo das microplacas, camescrito no item 4.4.2, o
sobrenandante foi retirado e 200 de solucdo de vermelho neutro (40mL) foram
adicionados a cada poco. A microplaca foi incubadeamente em estufa a 37°C
umidificada em ambiente com 5% de £@or 3h. Em seguida, o sobrenadante foi
retirado e adicionaram-se 2QQ. de solucdo de formaldeido (0,5%, v/v) em GacCl
(1%), a cada poco da placa teste. Apés 5min o sablemte foi retirado novamente e
10QuL de solucdo de alcool acido (50% v/v de etanol X v/v de &cido acético)
foram adicionados a cada poco. As absorbanciasnaasplacas foram lidas em um
leitor de ELISA (Spectra Max340P%, Molecular Devices), utilizando-se filtro de
540nm.
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4.4.5. indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) das amostras testémlaobtido calculando-se a
razdo entre o valor de M.e o valor de Ig. Valores maiores que 10 foram
considerados indicativos de auséncia de toxicidedguanto substancias com valores

abaixo de 10 foram consideradas toxicas (Béavi.,2003).

4.5. Ensaio de hemolise

O teste foi realizado como proposto por Wang almmladores (2010). Os
compostos-testes foram diluidos em solugcdo de DMSQ,005% (v/v), sendo 0s
mesmos testados nas concentracfes seriadas de,&GDu@/mL. Apods a diluicdo dos
compostos, 20 das amostras foram adicionados a l18@e uma suspensdo de
eritrocitos humanos a 1%. Uma solu¢do de saporfigm@-Aldrich) a 0,05% foi
utilizada como controle positivo do teste, por gdi@0% de hemolise. A microplaca
foi entdo incubada por 30min a 37°C em agitacactenite, centrifugada a 1appor
10min e o sobrenadante transferido para outra piexra com fundo em U. A leitura
foi realizada a 540nm em um leitor de ELISA (Speditax 340P€* Molecular
Devices). A taxa de hemdlise das amostras foi deucomo abaixo:

% hemoalise = absorbancia da amostra — absorbaodieadco

absorbancia do controle com saponina

4.6. Teste de inibicdo da formacédo de hemozoina

O ensaio de hemozoina foi realizado como despdtdKanyile e Egan (2004).
Resumidamente, 10,1uL dos compostos em difererdasentracOes seriadas (40-
0,62mg/mL) em triplicata, foram adicionados a umeroplaca de 96 pocos de fundo
em “U” juntamente com 101,2uL da solucdo estoquéateatina a 1,680mM diluida
em uma solucdo de NaOH a 0,1M. As suspensdes ferado homogeneizadas e

58,7uL de uma solucao de acetato de sodio (12,8M,0) adicionados a cada poco. A
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microplaca foi incubada a 60°C por 60min, em segaidicionou 80uL de solucédo de
piridina (30% (v/v) em 20 mM Hepes pH 7,5. A pldoa incubada a temperatura
ambiente. Nessa solucéo os solidos foram homogeiesze deixados em repouso por
15min para que houvesse sua sedimentacéo. Posteniar, 38.L do sobrenadante dos
pocos da placa foram transferidos para outra miacapdiluidos em 250uL de uma
solucao de piridina a 30% (v/v) (pH 7,5, 20mM Hgpésmicroplaca foi lida a 405nm
(SpectraMax340PC384, Molecular Devices). Os redofaexpressos em concentracao
de heme livre, foram calculados a partir da cong#arala absorbéancia da curva padrao

de solucéo de hemina.

4.7. Testes antimalaricosn vivo contra o P. berghei

4.7.1. Comité de ética para uso de animais

Os experimentos envolvendo o uso de animais aed#drio neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica para Uso de AnirdaisFundacdo Oswaldo Cruz-
Fiocruz (CEUA L-0046/08).

4.7.2. Teste esquizonticida sanguineim vivo comP. berghel

Camundongos suicos Webster, fémeas, pesando 20, pr@genientes do
biotério de producdo do CPgRR, foram inoculados temacias infectadas cobh
berghej cepa NK65, originalmente recebida da Universiddelé&lova lorque (EUA) e
mantida em camundongos por passagens sanguineasase&nCada camundongo foi
inoculado com 10 hemacias parasitadas (0,2mL), via intraperiton@dl dia de
experimento). Aproximadamente 24h apés a inoculagg@a@animais foram divididos,
aleatoriamente, em grupos de seis camundongos golagEm cada experimento,
foram utilizados dois grupos controles: um nécattaf e um tratado com CQ,
utilizando 3 a 5 animais por grupo. Nos 2° 3° edés apOs a inoculacdo, os
camundongos foram tratados por via oral com 0s ostop testes e com 0 controle

(CQ), em diferentes concentracdes. A parasitemiavialiada nos 5°, 8° e 10° dias de
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experimento pela contagem dos parasitos em estegagguineos em microscopio
Optico (objetiva de imersédo a 1.000x).

A atividade antimalarica foi determinada pela patagem de reducdo da
parasitemia dos animais tratados em relacdo aototEm Inibicdo de 30% do
crescimento dos parasitos, quando comparado o gapoole com o grupo teste, foi

considerada como indicador de uma amostra ativdrg&ie-Neteet al 2003).

4.7.3. Determinacdo da parasitemia

Para avaliacao da parasitemia os esfregacos s@&oguidos camundongos foram
secos ao ar, fixados com metanol e corados cong&mltecém diluida de Giemsa, na
proporcdo de duas gotas para cada 1mL de agua tangp@pH 6,8). Apds 10min, as
laminas foram lavadas em agua corrente, secas aoeaaminadas ao microscopio
Optico com objetiva de imersédo (1.000x). A parasitefoi determinada através da
contagem do numero de hemacias infectadas. Nesseacavaliacao foi realizada pela
estimativa do numero total de heméacias visualizaascada campo microscopico,
sendo quantificados os parasitos em 50 a 100 campparasitemia foi expressa em

percentagem de hemacias parasitadas.

4.8. Modelo molecular dedocking

A capacidade de inibicdo da formacdo de hemozaine@afbém avaliada através
de testes computacionais, feitos por colaboradwrdastituto Militar de Engenharia do
Rio de Janeiro (IME-RJ).

4.9. Anélise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizadoftware GraphPad Prism 5
(GraphPad Inc, EUA). Para caracterizar a distréimidos dados, foram utilizados os
testes de Kolmogorov-Smirnov e o de Shapiro-WikkeaPdeterminar a diferenga entre

as médias de pelo menos trés grupos analisado®stes ANOVA seguido do de
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Bonferroni (dados paramétricos) e os testes dekidtud/allis seguido do de Dunns
(dados nao-paramétricos) foram utilizados.

Na analise de correlagdo foram utilizados os testes Pearson (dados
paramétricos) e Spearman (dados ndo paramétricbsilos os testes foram

considerados significativos quando apresentaranaalon dep < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade antiplasmodial de analogos da cloroquina

Inicialmente, os compostos foram testados quastmaatividade antiplasmodial
contra oP. falciparum, utilizando o clone W2, cloroquina resistente e owgfina-
sensivel, para avaliacdo de sua atividade vitro através: (i) de um ensaio
imunoenzimatico com anticorpos monoclonais dirigidmntra a proteina rica em
histidina e alanina (HRPII) especifica do paragsencial & sua sobrevivéncia; (ii) do
teste hipoxantina tritiada, incorporada pelo DNAs g@rasitos vidveis. Os compostos
foram sempre testados trés ou quatro vezes emere#ao, utilizando triplicata para
cada concentracdo do composto, em paralelo com .aApQs a realizacdo desses
ensaios os valores de sfforam determinados em curvas de dose-resposta como
descrito no item 4.3.6.

Os analogos da cloroquina, complexados ou ndo c@taisn apresentaram
intensa atividade anB- falciparum em escala nanomolar, nos ensaios de HRPII e de
hipoxantina(Tabela 1) O composto DMA e seus derivados apresentaranteglie
ICs0 (0,05 a 0,32nM) menores quando comparados a DE$Aus derivados (0,32 a
0,49nM) no ensaio de hipoxantina tritiada. A amaBstatistica dos valores ded@os
novos compostos em comparacdo com a CQ, nos dtislosé mostrou que ndo houve
diferenca estatistica entre os mesmos. No entanémalise estatistica dos valores de
ICso0btidos pelas duas técnicas de testastro mostrou diferengas significativas entre
os analogos DMA, DMA Pt, DETA Pt e DETA Fe. Essasdunulas foram mais ativas
no ensaio de HRPII, exceto DMA, que foi mais atigaensaio de hipoxantinkigura
3). O analogo DMA Fe apresentou valor deol€emelhante nos dois ensaios, ambos
menores que a CQ, no entanto, DETA complexado coife ofoi menos ativo,
provavelmente devido ao menor numero de anéis lpioos. Os valores de igda

CQ e de DETA Pd foram semelhantes nos dois ensaios.
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Tabela 1- Atividade antiP. falciparum(clone W2 cloroquina-resistente) de analogos

da cloroquina, utilizando os ensaios imunoenziroaiati-HRPII e de hipoxantina.

] _ ICs0 (NM) (Mmédia + DP)
Analogos da cloroquina

HRPII Hipoxantina
DMA 0,55 + 0,000 0,06 + 0,020
DMA Fe 0,06 = 0,000 0,05+ 0,004
DMA Pt 0,07 + 0,004 0,32 + 0,020
DETA 0,26 + 0,020 0,32 +0,070
DETA Fe 0,17 + 0,005 0,49 + 0,030
DETA Pt 0,04 + 0,010 0,40 + 0,060
DETA Pd 0,51 + 0,060 0,40 + 0,020
Cloroquina 0,12 + 0,002 0,18 + 0,006
@HRPII
M Hipoantina
0.6 ;*—1
hadd 0.6 .
——
= — ol S T
- A - ¥
2 021 o =
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Figura 3. Comparacdo entre os valores depl@os analogos da cloroquina em dois
métodos distintos, HRPII (circulo) e Hipoxantinaugdrado), sendo significativas as
diferencas representadas por asteripco,05).
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5.2. Atividade citotdéxica de analogos da cloroquina

Para avaliar a atividade citotoxica dos analogoslal@quina, foram realizados
dois ensaios, 0 ensaio de MTT e o de vermelho meain duas linhagens celulares,
HepG2 ( hepatoma humano) e BGM (célula basal amooaverde africano).

As doses letais minimas para 50% das células @¢)DPhos diferentes testes,
foram aparentemente semelhantes para a maioriarddsgos da cloroquin@abela
2). Entretantoguando realizada a analise de dispe(§&gura 4), o composto DETA
Pd apresentou valor de MBJmaior em todos os ensaios e linhagens celulares
avaliadas, sendo, portanto, o composto menos tokioeensaio de vermelho neutro e
na linhagem celular HepG2, o composto DETA Fe tambpresentou valor de M4
elevado, enquanto DMA Fe apresentou valor infegimndo comparado aos demais. A
CQ apresentou um menor valor de Mipho ensaio de vermelho neutro nas duas

linhagens celulares quando comparado ao valor desiytibtido no ensaio de MTT.

Tabela 2 -Atividade citotdxica de analogos da cloroquinaizaihdo o ensaio de MTT

e vermelho neutro nas duas linhagens celularesGRIlepBGM.

MDLso (LM) (média + DP)

Analogos da cloroquina MTT Vermelho Neutro
BGM HepG2 BGM HepG2
DMA 0,056+0,03 0,05+0,00 0,04+0,02 0,10+0.03
DMA Fe 0,06 £0,00 0,09+0,02 0,04+0,01 0,0460
DMA Pt 0,02+0,01 0,02+0,00 0,05+0,00 0,060
DETA 0,10+0,00 0,27+0,01 0,24+0,06 0,16 #90,0
DETA Fe 0,12+0,07 0,97+0,03 0,23+0,00 0,31,65
DETA Pt 0,10+0,01 0,15+0,08 0,09+0,00 0,13a0
DETA Pd >1,95 >1,95 >0,40 >0,40
Cloroquina 0,37+0,00 0,49+0,00 0,18+0,18 2102
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Figura 4. Dispersdo dos valores de MBRLdos sete analogos da cloroquina nas duas

linhagens celulares, BGM (circulo) e HepG2 (quadyad

5.3. Andlise do indice de seletividade

O calculo do indice de seletividade (IS) de caddogo da cloroquina foi feito a
partir da razdo entre a dose toxica para 50% dhdasé@ sua atividade anB-
falciparum (ICsg). Essa andlise mostrou que todos 0s compostos sémsagma vez
que a relacdo entre a dose téxica e a dose efatighada pelo IS (> 10), apresenta uma
ampla janela terapéuti¢@abelas 3e 4). A comparacéo dos IS em funcédo do ensaio de
hipoxantina tritiada e MTT na linhagem celular H2p@ostrou valores variando entre
62 (DMA Pt) até 4875 (DETA Pd), sendo o IS de DEH@& maior do que o observado
para a CQ (IS = 2722).
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Tabela 3- indice de Seletividade dos analogos da cloroquinaliéerentes ensaios de
viabilidade celular nas linhagens celulares estasigtliepG2 e BGM), calculados em
relacéo ao ensaio de atividade antiplasmodial plexantina.

Hipoxantina
Anélogos da
. MTT Vermelho Neutro
cloroquina

BGM HepG2 BGM HepG2

DMA 833 833 666 1666

DMA Fe 1200 1800 800 800

DMA Pt 62 62 156 187

DETA 312 844 750 500

DETA Fe 244 1979 469 632

DETA Pt 250 375 225 325
DETA Pd >4875 >4875 >1000 >1000

Cloroquina 2055 2722 1000 1166
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Tabela 4 -indice de Seletividade dos analogos da cloroquinaliéerentes ensaios de
viabilidade celular nas linhagens celulares estasigtiepG2 e BGM), calculados em
relacéo ao ensaio de atividade antiplasmodialtaiRE .

Anti-HRPII
Anélogos da
. MTT Vermelho Neutro
cloroquina
BGM HepG2 BGM HepG2
DMA 90 90 72 181
DMA Fe 1000 1500 666 666
DMA Pt 285 285 714 857
DETA 384 1038 932 615
DETA Fe 705 5705 1352 1823
DETA Pt 2500 3750 2250 3250
DETA Pd >3823 >3823 >784 >784
Cloroquina 3083 4083 1500 1750

5.4. Avaliacdo da atividade hemolitica de analogos daarbquina

Como medida de citotoxicidadie vitro foi avaliada também a taxa de hemolise
causada pelos compostos as heméacias humanas eétadiais, usando diluicdes
seriadas entre 1,5 a 50ug/mL, o que representavé®@s o valor testado para a
obtencdo do 165 Nenhum dos analogos da cloroquina causou hemofisednses

testadas.

5.5. Teste supressivan vivo de analogos da cloroquina contra ®. berghei

A atividade antimalarica de DETA e DMA foi avaliada vivo, em
camundongos infectados cof berghei,em trés experimentos independentes. O
percentual de reducdo da parasitemia foi calcuadaelagcdo ao grupo controle nao
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tratado, nos dias 5, 8 e 10 apos a infeccdo nassdies 25 e 50mg/K{rabela 5).

Foram consideradas ativas as substancias capazeeddeir 30% ou mais da
parasitemia, sendo a CQ a molécula mais ativa,idegile DETA, com reducgéo
maxima de 95%, no 5° dia e de DMA, que na dosédadiKg causou 81% de reducao

no 5° dia. AFigura 5 apresenta a evolucdo da parasitemia dos anim&aslasae dos

controles.

Tabela 5: Atividade antimalarican vivo de analogos da cloroquina e da cloroquina em

camundongos infectados confPtasmodium berghei

4l d % Reducao Sobrevida
Analogos da  pose (mg/kg) (tempo em dias)
cloroquina 5o 8o 100 +DP
25 64 26 37 2512
DMA
50 81 75 43 24 +1
25 91 61 70 24 +1
DETA
50 95 71 76 25+1
Cloroquina 20 100 100 100 >30
Controle - - - - 197

A sobrevida média dos animais foi maior nos grupasdos com os analogos
da cloroquina em relacdo ao controle ndo tratadamanto, as diferencas nédo foram
significativas p > 0,05), provavelmente devido ao pequeno numer@rdais por
grupo. Apenas a CQ foi curativa, eliminando 100%aasitemia.
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107 -— DMA 25mg/kg

§- - DMA 50mg/kg
& —— DETA 25mg/kg
E 6 ¥ DETA 50mg/kg
5—83. == CQ 20mg/kg
'% 47 -©- Controle
<
S —

0 \g A

5° 8° 10°
Dias ap6s infeccao

Figura 5. Parasitemia média em camundongos infectadoshdberghei(cepa NK65)
tratados com analogos da cloroquina e com cloragavaliada em diferentes dias ap0s

a infeccao.

5.6. Avaliagdo da inibi¢cdo da formacdo de hemozoina deélogos da cloroquina

Com o objetivo de se avaliar um possivel mecanidmacdo dos analogos da
cloroquina, foi avaliada sua capacidade de inibigaoformacdo de hemozoina. Foi
utilizado um protocoldn vitro que mimetiza o ambienia vivo no VD do parasito,
onde o produto da digestdo da hemoglobina é deposita forma polimerizada. Neste
protocolo, quanto maior a formacao de heme livienon a concentracdo de hemozoina,
portanto, mais ativa a substancia avaliada (KamryHlgan, 2004).

O ponto de cortec(t-off) foi determinado pela quantidade de heme livre em
relacdo ao controle negativo (sem a substanciee)tesioram realizados dois
experimentos, representados como média + desvi@pafDP) de triplicatas. As
concentracdes testadas pelos analogos da clorogyietéa CQ variaram entre 0,62 a
40mg/mL, sendo as diferencas significativas encéglaao controle negativo indicadas

por asteriscog < 0,05).
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Os dados mostram que todos os compostos inibirgmifisativamente a
formacao de hemozoir{&igura 6). A CQ causou inibicdo a partir da concentragéo de
2,5mg/mL, com um perfil dose-resposga=< 0,004 ;r = 1,000 ). Tanto DETA como
seus derivados inibiram significativamente a foramage hemozoina, com um perfil de
dose-resposta, com valoresrdentre 1,000 a 0,964e< 0,05. O analogo DETA e seus
derivados com platina e fer(bigura 6A, 6C e 6E) inibiram a formacdo de hemozoina
em doses menores do que a observada para a CQht&idog o DETA Pd somente
inibiu a formacdo de hemozoina em doses elevadasefa, a partir de 5mg/mL
(Figura 6G). O analogo DMA(Figura 6B) inibiu a formacdo de hemozoina a partir da
concentracdo de 2,5mg/mL e nao apresentodil p@se-dependentepE 0,1095;

r = 0,6785). Os seus derivadog¢Figura 6D e 6F) foram mais ativos, inibindo
significativamente a formacdo de hemozoina em t@agoncentracdes avaliadas,
apresentando também um perfil dose-resposta.

Em resumo, a CQ e seus sete novos analogos awaliamibiram

significativamente a formacdo de hemozamaeitro.
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Figura 6. Inibicdo da formacdo de hemozoina pela cloroqyita utilizada como
controle e por seus analogos DETA (A), DETA Pt @ETA Fe (E), DETA Pd (G),
DMA (B), DMA Pt (D) e DMA Fe (F).



31

5.7.  Estudo molecular dedocking

Foi utilizado o modelo molecular decking que avalia a forca de ligacao entre
um ligante na regido do sitio ativo de um alvo mal@r do parasito, e consiste em se
quantificar essa interacdo ligante-alvo. O alvoeunolar pode um ser receptor protéico,
enzima, acido nucléico ou canal i6nico, todos reterdlos ao agente causador de
doencas ou do processo fisiolégico, contra os qusaisdeseja desenvolver um
tratamento quimioterapico (Gehlhaar, 1995; Yandienz2004; Da Silva, 2010).

A possivel interacdo da CQ e dos andlogos DETAMAXom a hematina
dimérica foi avaliada, sendo consideradas as pagfies mais favoraveis no meio
biologico das substanciakigura 7). Sabe-se que a CQ no VD do parasito torna-se
protonada e perde assim a capacidade de atrawessambrana plasmatica do parasito
(Sullivan 2002; Fitch 2004). Trés possiveis protd@es foram estudadas para o anélogo
DETA (DETA-1, DETA-2, DETA-3) e duas protonacdesga analogo DMA (DMA-1

e DMA-2), ilustrados na figura abaixo.
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Figura 7. Estrutura quimica da cloroquina e dos analogosloi@quina na forma

protonada.
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As energias obtidas utilizando-se o algoritmo Malkb&core (Molegro Virtual
Docker) para os analogos da cloroquina e para &3sI&) representadas Tebela 6.
Os resultados mostram que DETA e DMA, em todas assipeis protonacgdes, se
ligaram a hematina dimérica (hemozoina sintétisagjerindo uma possivel interacao
com consequente inibicdo da formacdo de hemoz&sses dados, como esperado,
foram semelhantes aos dados encontradogro e descritos ndtem 5.5. As energias
de interacdo de hidrogénio possuem uma contribugigoificativa para manter a
interacdo entre os compostos estudados e a henditim&ica. Somente a forma
protonada DMA-1 apresentou energia de interacduodiegénio igual a zero. Os outros
compostos apresentaram energias de interacdo mgémio proximas de -3 Kcal mbl
evidenciando a importancia de tais interacdes padmmacdo do complexo farmaco-

hematina. AFigura 8 ilustra a interacdo da hematina com os analogasiadbs e a

CQ.

Tabela 6 - Energia de ancoramento entre 0os analogos da dio@ae a hematina

dimérica.
Ligante Energia interacaoH MolDock Score
(Kcal mol™) (Kcal mol™)

Cloroquina protonada -3, 428 -105, 966
DETA-1 -1, 954 -100, 567
DETA-2 -5, 000 -92, 157
DETA-3 -3, 500 -76, 500
DMA_1 0, 000 -116, 037

DMA_2 -2, 198 -124, 915
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Figura 8. Compostos ancorados a hematina dimérica sendo @&sCloroquina
protonada, (B) DETA-1, (C) DETA-2, (D) DETA-3, (EMA-1 e (F) DMA.
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6. DISCUSSAO

A luta no controle na malaria comecou ha muitossaimuclusive no Brasil.
Segundo revisdo do Professor Lebnidas M. DeaneB|1@8tre os fatos marcantes na
historia da luta contra a doenca destacam-seegigdacao de Carlos Chagas, em 1905,
ao porto de Santos, SP, para controlar um surtodaca, e em 1907 para combater
uma epidemia de malaria em Minas Gerais, na regifoio das Velhas, durante as
obras de prolongamento da Estrada de Ferro CeldrBrasil; (ii) inicio, em 1940, de
uma intensa campanha, coordenada por Fred Sopanda a erradicacdo do mosquito
Anopheles gambia@cidentalmente importado em navios vindos da Afriesponsavel
por uma grande epidemia da malaria no nordesterdsilB(iii)) chegada em 1945, do
DDT e novos farmacos no Brasil. A partir desse mumea campanha de erradicacao
da doenca foi iniciada, liderada pela OMS em cdojucom servicos de saude no
Brasil. Milhares de casas eram borrifadas semestrdk, inclusive no sul e sudeste do
pais. Essa politica diminuiu substancialmente oardnde casos nessas regifes no
entanto, somente o uso de DDT né&o estava sendficeiste para controlar a doenca,
principalmente no norte do Brasil. Assim, iniciotampanha de erradicacdo da malaria
na década de 50, com o tratamento em massa dosesloero uso de profilaxia
medicamentosa.

Esse programa comecou quando o servico NacionalMd#ria tornou
responsabilidade do Estado o controle da doencBrasil. Em 1953, Mario Pinotti
estabeleceu o uso do sal cloroquinado para agx@fida malaria na regido Amazoénica
(Deane, 1988). Como a CQ €& muito higroscopica, sasacom intensa umidade, o
farmaco se hidratava, sendo depositado no fundmdo de sal (Oliveira-Ferreiraat,
2010). Concentracdes ineficazes de CQ foram assinsumidas pela populacéo,
expondo o parasito a dosagens subterapéuticasditsese que essa medida aliada ao
uso da cloroquina como profilatico, tenham colaborpara a selecdo de cepas
resistentes a CQ e outras aminoquinolinas nesgoreg

A deteccdo de casos de pacientes infectados coasifogr resistentes ao
tratamento com CQ no mundo ocorreu inicialmentelé@ada de 60 (Wongsrichanalai
et al., 2002), sendo atribuido, sobretudo, ao extensadasse farmaco em campanhas

de erradicacdo da malaria. O primeiro relat® déalciparumCQ-resistente ocorreu nos
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anos 60 na Colémbia, no vale do Rio Magdalena,idegie outros relatos no sudeste
da Asia (Wongsrichanalat al.,2002).

A resisténcia a CQ esté associada a mutacdes edfEt que pertence a uma
superfamilia de transportadores e que esta lodaliz@ cromossomo 7. Este gene é
responsavel por codificar uma proteina, com 10 dm®mitransmembranicos, expressa
na membrana do vacuolo digestivo do parasito (Wealle Plowe, 2001). O geidcrt
foi identificado por andlises de DNA através da parmacdo de sequéncias entre
linhagens deP. falciparumCQ sensivel e resistente (Djire€al.,2001; Duranckt al.,
2001; Vieiraet al., 2004). Varias mutacdes foram observadas e assscienin a
resisténcia a CQ em amostras Rlefalciparumcoletados de pacientes da Africa, da
América do Sul e do sudoeste asiatico. No entam@, mutacdo de substituicdo de uma
treonina (T76) para uma lisina (K76) na posicado(K86T) mostrou-se presente em
todas as cepas resistentes e ausentes em todsslamos sensiveis testadasvitro
(Carltonet al.,2001). A alteracdo na expressdo dessa proteineofazque a CQ se
torne incapaz de acumular no interior do VD e de@ntra o parasito. Alguns estudos
também sugerem que esta mutacéo € capaz de imtedgH do VD reduzindo, assim,
a ligacédo da CQ ao heme (Sanchkeal.,1997).

Atualmente a resisténcia a CQ e a maioria dos aldhmos encontra-se
disseminada por todo o mundo, inclusive na Afraaje foi relatada inicialmente nos
anos 80 (Winstanlegt al., 2004). Ocorreu a dispersao de cepasPddalciparum
multirresistente a maioria dos antimalaricos di$peis, inclusive no continente
africano, tornando necesséaria a busca de substanuds eficazes e com precos
acessiveis (Dondorp at., 2009; Enserink, 2010).

A busca por um novo tratamento da malaria dever legaconta que as areas
malarigenas endémicas e hiperendémicas concentogmlagdes de menor poder
aquisitivo, sendo a transmissao da malaria cormdmtnos paises ditos “periféricos”
(Rosenthal, 2003). Apesar da resisténcia a CQseabpor analogos desse farmaco é de
grande relevancia, uma vez que a CQ foi o farmaais ®ficaz, menos toxico e de
menor custo para uso humano até hoje em uso, painuente para o tratamento de
malarias nadalciparum (Yearicket al.,2008; Ekoue-Kovet al.,2009; Andrewt al.,
2010). Além disso, tem sido sugerido que se desu@da a pressao da CQ ocorre
reversdo da sensibilidade dos parasitos ao far(Rareiraet al.,2011).

No presente trabalho, a CQ serviu de base pardesside dois hovos analogos,

DETA com um anel quinolinico e DMA com dois anéiginglinicos. Ambas as
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moléculas foram complexadas com metais, considergné a associacdo a metais €
uma estratégia promissora na busca de novos fasmndewvido ao seu efeito sinérgico
com 0s compostos a ele associados, aumentandoefica@a (Sanchez-Delgadd al.,
1996; Navarreet al.,1997; Navarro2009; Chellaret al.,2010).

Os complexos metélicos sdo utilizados na pesquisamngdicamentos contra
varias doencas, especialmente contra o cancer Geatsal., 2011; Galanskiet al.,
2005) bem com no desenvolvimento de novos agemépaeasitarios (Sanchez-
Delgadoet al., 1993; Goldberget al.,1997; Delhaest al., 2001; Navarrcet al., 2009;
Snowet al.,2005; Ajibadeet al.,2006; Gabbiangét al.,2009). Apesar do seu potencial,
h& poucos exemplos de complexos metélicos efica@gesa as doencgas citadas. A
ferroquina(Figura 9) € um exemplo de sucesso na busca de antimal&oogslexados
com metais, sendo sua atividade comparavel a dgk@&@lenweisst al.,2006). Ainda
nao ocorreu sua resisténcia cruzada com a CQ. faste foi confirmado em
experimentos para avaliar a sensibilidade antintalé&ta ferroquina em cepas Be
falciparum isoladas de pacientes de Camboja, resistent€sadin camundongos apos
a inducao de resisténcia por pressao de farmacosdBal.,2005; Dubaret al., 2008;
Biot et al.,2009).
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Figura 9. Estrutura da ferroquina (Biet al.,2009).

As substancias avaliadas nesse trabalho apreseniatensa atividaden vitro
contra oP. falciparum nos métodos hipoxantina e HRPIl. Em geral, noetei
incorporacao de hipoxantina tritiada, DMA e seusvdelos foram mais ativos que 0s
derivados de DETA. Essa maior atividade se deveapeimente a presenca de dois
anéis quinolicos na estrutura de DMA, em relacd@ETA. A presenca dos metais
platina e paladio ndo aumentou a atividade dos ostop complexados. No entanto,

quando DMA foi associada ao Fe sua atividade awunembs ensaios de hipoxantina e
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HRPII, sendo maior do que a da CQ. Esse efeit@ge, ghrovavelmente, a existéncia de
dois anéis quinolinicos juntamente a do Fe.

Os analogos DMA PT, DETA Pt e DETA Fe apresentaxaiores de 16
menores no ensaio de HRPII, provavelmente devalonaior tempo de incubacdo
(72h) em relacdo ao ensaio de hipoxantina feito4@m como se observou em um
estudo concluido recentemente no laboratorio pabels Oliveira de Freitas
(Dissertacao mestrado, UFMG, 2011). Assim, ao testaatos e substancias puras de
plantas contra &. falciparum ajustados para 0 mesmo tempo nos testes de hipoxa
e o tradicional, a mudanca resultou engpE&melhantes.

A avaliacdo da citotoxicidade nos programas de @ukx novos farmacos é
essencial e a atividade das substancias corRrdaciparumnecessita ser especifica e
nao toxica. Para a avaliacdo da atividade citotodars compostos foram utilizadas duas
linhagens celulares de mamiferos, HepG2, procedienten hepatoma humano e BGM,
procedente do rim de macaco verde africano. O digad rim sdo os principais 6rgaos
envolvidos no metabolismo de farmacos e algunsdestusugerem que 0O USO
prolongado da CQ pode afetar a funcdo renal des r@ttusabayanest al., 1996).
Portanto, essas células foram incluidas nos testaso.

O método de MTT avalia indiretamente a viabilidadeilar através do dano na
mitocdndria, uma vez que a enzima succinato degiti@se, presente nessa organela, é
responsavel pela clivagem do sal tetrazolico (MEBsa clivagem resulta na formacao
de cristais de formazan, responsaveis pela colonag@, presente nas células vivas.

O método de vermelho neutro avalia a viabilidadelaea partir de lisossomos,
pois essa organela acumula o corante. Esse seomastmétodo mais sensivel na
analise da toxicidade da CQ, pois esse antimalartoa nessa organela
especificamente. Expressa em Mfla toxicidade da CQ foi duas vezes maior no
ensaio de VN em relacdo ao de MTT.

A partir da razéo entre o 4ge 0 MDLsg calculou-se o indice de seletividade de
cada composto, o que representa a relacdo entrseaativa e a dose toxica. A literatura
considera IS de pelo menos dez para que o compegtaonsiderado seguro (Bézivin
et al, 2003). E importante ressaltar que a linhagemlaeHepG2 e o ensaio de MTT
sdo os mais utilizados na literatura para avaliad@doxicidade (Fotakis e Timbrell
2006). Os sete analogos da cloroquina apresentatar® valores de seletividade,

especialmente DETA Pd com indice de seletividaded®y5, portanto, maior do que o
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da CQ. Esse dado € muito promissor, uma vez qué doCconsiderada por muito
tempo como o farmaco ideal principalmente devidaabaixa toxicidade.

Somente os compostos DETA e DMA puderam ser awadiaglanto a sua
atividade antimaléarican vivo, pois foram o0s Unicos produzidos em quantidades
suficientes para a realizacdo do experimento. @egaos testes em camundongos
infectados confP. berghei corroboraram com os resultados obtistogitro. Houve uma
intensa reducdo da parasitemia nos animais trgtadém disso, a sobrevida dos
animais tratados com DETA, DMA e CQ foi aumentanaaté 11 dias em relacdo ao
grupo controle nédo tratado. Entretanto, a presdagdois anéis quinolinicos em DMA
nao resultou em sua maior atividadevivo e apenas o tratamento com CQ curou 0s
animais.

Na tentativa de elucidar possiveis mecanismos d® aps analogos da
cloroquina, foi avaliadan vitro a capacidade de inibicdo da formacdo de hemozoina.
Utilizou-se para isso, um protocolo indiretiescrito por Kanyile e Egan (2004), o qual
mimetiza o ambienta vivo do vacuolo digestivo. Este teste somente é pdssévalo
a existéncia de um produto quimico e estruturaleng@ntico a hemozoina, a hematina
sintética, conhecida confishematina (Blauer e Akkawi, 1995).

Apos a diluicdo dg-hematina sintética em NaOH a mesma se dissocia em
heme. Essa solucao € incubada com os compostes &stum tampao de acetato, que
induz a formacdo de hemozoina. A quantidade de Hiemeeé entdo dosada. Quanto
mais ativa a substancia testada, maior a formaeduwethe livre, e consequentemente,
menor a formacdo de hemozoina. Todos os composibgam a formacdo de
hemozoina e alguns atuaram em doses menores qQeRETA, DETA Pt, DMA Pt,
DETA Fe, DMA Fe). Em geral, esse dado corrobora @ratividadein vitro. Se
analisarmos o teste de HRPII, as moléculas mermassat vitro (DMA e DETA Pd)
foram as Unicas que néo inibiram a formacdo de hema em todas as concentracdes
avaliadas.

Os resultados de inibicdo da formacdo de hemozoiudro pelos analogos da
cloroquina DETA e DMA, foram confirmados atravésrdodelo molecular ddocking.

O composto DMA apresentou maior energia de ancoraaméo que CQ e DETA,
possivelmente devido a presenca de dois anéislégpoema sua estrutura, uma vez que
a atividade esta relacionada com a presenca dajamallico, responsavel por impedir
a polimerizacado do heme (Fitch, 2004).
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Baseados nos resultados do téstatro de inibicdo da formacédo de hemozoina
e no teste molecular ddocking podemos sugerir que os analogos de CQ avaliados
atuam no processo de inibicdo da formacao de hemazassim como a CQ. Além do
mais, compostos que atuam por esse processo saspooes antimalaricos (Bazararte
et al.,2009).

Alguns estudos recentes deckingsugerem que a CQ e outras quinolinas se
complexam com o produto de digestdo da hemozogsadb-se no sitio ativo da
enzima lactato desidrogenase Bo falciparum (PfLDH), inibindo essa enzima e
levando a morte do parasitbigura 10) (Cortopasset al.2011). Essa rota de atuacéo
ainda ndo foi estudada para os analogos metale@Q] cuja atividade antiparasitéria
foi avaliada nesse trabalho. Seria interessantbédanestudar se 0s novos analogos da
cloroquina atuam na proteina HRPII, uma vez queeanma auxilia no processo de

detoxificacdo do heme (Kumat al.,2007).

Figura 10. Ligacdo do complexo cloroquina-heme na enzima taad@sidrogenase
(Cortopasset al.2011).

Também néo foi estudada uma possivel resisténezada ddP. falciparuma CQ e
0s novos complexos metalicos, ponto fundamentafjaeem vista a semelhanca nos
novos compostos com a CQ. Estudar a associaca@arddsgos da cloroquina com
outros antimaléricos também é importante, uma ez agsociacdo de medicamentos
com diferentes mecanismos de acéo diminui o surgorea resisténcia (Andraeeal.,
2006).
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A resisténcia dd°. falciparumaos antimalaricos disponiveis tem sido amplamente
documentada (WHO, 2010), inclusive contra derivadasartemisinina, usados na
ACT, tornando essencial a busca por farmacos atbovdra alvos especificos do

parasito. Com base nos resultados obtidos confiesggodemos concluir que:

v/ Sete novos andalogos da cloroquina testados apaesentatividade contrdP.
falciparumem escala nanomolar, sendo DETA Pt; DMA Pt; DMAnkas ativos do
que a CQ.

v Nenhum dos analogos da cloroquina apresentou tiaxiei nas duas linhagens
celulares testadas, sendo os valores de IS maiaraDETA Pd, com este maior do
que o da CQ.

v" Os analogos DETA e DMA foram ativos conRabergheiem camundongos, sendo
o DETA o0 mais promissor.

v" O mecanismo de acao dos compostos testados depefmlejenos em parte, da sua
capacidade de inibir a formacdo de hemozoina, éggotonfirmada pelo ensaio
vitro e pelo estudo molecular decking

v' As perspectivas sdo as seguintes: (i) Avahavitro a atividade dos analogos da
cloroquina em outras cepas BEdalciparum sensiveis ou resistentes a CQ; (ii) testar a
atividade dos analogos da cloroquina em isoladopatasitos de paciente§ii)
selecionar os compostos mais ativos para estudeaimsenos de resisténcia, cdm
falciparum submetido a pressao de farmacos, avaliando-gemss envolvidos na
resisténcia dos parasitos aos compostos; (iv) avaliatividade antiplasmodial dos
analogos da cloroquina complexados com metais,anuedongos infectados cden
berghej (v) avaliar a produgéo de citocinas pré-inflamiai® e moléculas de adesao
envolvidas na malaria grave, em camundongos irdestaom a cepa ANKAle P.

berghej antes e ap6s a administracdo dos compostos.
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