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RESUMO

A resisténcia de Plasmodium falciparum aos antimalaricos esquizonticidas sanguineos
disponiveis, como a atovaquona e derivados de artemisinina, ¢ a de P. vivax a cloroquina
(CQ), exige a busca por alternativas quimioterapicas, objetivo deste trabalho. Como estratégia
geradora de novos prototipos antimaléricos, foram feitas modificagdes estruturais (i) na CQ,
as quais resultaram em 10 anédlogos de cloroquina (AnCQ), sendo quatro complexados com
platina (AnCQPt), com atividade previamente descrita na maléria pelo P. berghei; (ii) na
atovaquona, originando oito naftoquinonas; e (iii) no lapachol, resultando em 11 compostos
naftoquinoidais. Essas classes de moléculas foram avaliadas in vitro quanto a sua
citotoxicidade (MCLsg) e atividade antiplasmodial (ICsg) contra parasitos sensiveis (S) ou
resistentes (R) a CQ. Os indices de seletividade (IS), expressos pela razdo entre essas duas
atividades biologicas, foram obtidos. Os AnCQ foram mais ativos contra P. falciparum CQ-R
in vitro e mais ativos que os AnCQPt e mostraram IS superiores ao da CQ. Para elucidar seu
modo de acdo, os AnCQ foram avaliados in silico quanto a ancoragem molecular na lactato-
desidrogenase de P. falciparum (PfLDH) ou humana (HssLDH). O AnCQ33 apresentou
melhor conformagdo na PfLDH; AnCQ37 apresentou especificidade em relagdo a enzima
humana. Os AnCQ com maiores IS (AnCQ 33 e 37) ¢ a CQ foram ainda avaliados quanto sua
capacidade de inibir a formagdo de P-hematina, sendo tdo ou menos ativos que a CQ.
Avaliados quanto ao potencial de causar a morte (atividade citocida) ou impedir o
crescimento (atividade citostatica) de P. falciparum CQ-S e CQ-R, esses analogos
demonstraram potencial citocida similar, e potencial citostatico maior contra parasitos CQ-R.
Os AnCQ foram ativos contra parasitos CQ-S e CQ-R na malaria pelo P. berghei. Duas
naftoquinonas (2 e 5) apresentaram IS superiores ao da CQ e inibiram a parasitemia pelo P.
berghei em camundongos, com destaque para a naftoquinona 2. Em conclusdo, os melhores
candidatos a produg¢do de um antimalarico esquizonticida sanguineo foram AnCQ33 ¢ 37 ¢ a

naftoquinona 2.
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ABSTRACT

The resistance of P. falciparum to the available blood-schizonticidal antimalarials, such as
atovaquone (ATVQ) and artemisinin derivatives, and that of P. vivax to chloroquine (CQ),
requires the search for new chemotherapeutic alternatives, aim of this work. As a strategy of
generating new antimalarial prototypes, structural modifications were performed (i) on CQ
which provided 10 chloroquine analogs (CQAn), four of which being platinum-complexed
(CQAnPt), with activity previously described against P.berghei-malaria; (ii) on atovaquone,
providing eight naphthoquinones; and (iii) on lapachol, providing 11 naphthoquinoidal
compounds. These classes of molecules were evaluated in vitro for their cytotoxicity (MLDs)
and antiplasmodial activity (ICsp) against CQ-sensitive (S) or resistant (R) parasites. The
selectivity indexes (SI), expressed by the ratio between these two biological activities, were
obtained. The CQAn were more active against CQ-R P. falciparum in vitro and more active
than the CQAnPt, and exhibited SI higher than that of CQ. To elucidate their mode of action,
the CQAn were evaluated in silico for molecular docking to the lactate-dehydrogenase of P.
falciparum (PfLDH) or humans (HssLDH). The CQAn33 exhibited the best conformation
inside P/LDH; CQAn37 exhibited specificity in relation to the human enzyme. The CQAn
having the highest SI were evaluated for their ability to inhibit f-haematin formation, being so
or less active than CQ. Evaluated for their potential to kill (cytocidal activity) or prevent
growth (cytostatic activity) of P. falciparum CQ-R and CQ-S, these analogs demonstrated
similar cytocidal potential, and higher cytostatic potential against CQ-R parasites. The CQAn
were active against CQ-R and CQ-S parasites in P.berghei-malaria. Two naphthoquinones (2
and S) exhibited SI higher than that of CQ and inhibited P. berghei-parasitemia in mice, with
highlight to naphthoquinone 2. In conclusion, the best candidates for the production of a
blood-schizonticidal antimalarial were CQAn33, 37 and the naphthoquinone 2

X1v



1 INTRODUCAO

1.1 A malaria

Endémica nas regides tropicais e subtropicais do mundo, a maléria foi responsavel por
198 milhdes de casos e 584.000 mortes em 2013, com maioria na Africa subsaariana € em
criangas com menos de cinco anos (WHO, 2014a). O mapa abaixo ilustra os paises onde

ocorre a transmissdo da doenca (Figura 1).

an

Confirmed malaria cases per 1000 population ‘

B 100 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
I 50-100 1-10 [ 0-0.1 Not applicable Source: National malaria control programme reports

Figura 1- Paises onde ocorre transmissao de maldria. Extraido de WHO, 2014a.

No Brasil, 178.000 casos de maléria foram registrados em 2013, praticamente restritos a
Amazonia Legal (Acre, Amapd, Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima,
Tocantins ¢ Maranhdo), sendo 80% causados por P. vivax (SVS/MS, 2014). A pouca
familiaridade dos profissionais de satde diante de casos de maldria importada acarretou 12
mortes entre 2008 e 2012, no estado de Minas Gerais, segundo a Secretaria de Vigilancia em
Saude (Krettli et al, 2013).

Os parasitos causadores da malaria pertencem ao género Plasmodium ¢ sdo cinco as
espécies que infectam o homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae ¢ P.
knowlesi (WHO, 2012b). P. falciparum ¢é responsavel por 95% das infecgdes na Africa e pela
forma mais grave da doenga, enquanto P. vivax ¢ mais amplamente distribuido pelos tropicos.
Essa espécie representa um reservatorio de infec¢do de dificil controle por possuir formas
latentes no figado, sendo responsavel por alta morbidade e também por casos graves (Anstey

et al, 2009; Lacerda et al; 2012). P. malariae ¢ mais comum na Africa sub-saariana e no
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sudeste do Pacifico, enquanto a maioria dos casos de malaria causada por P. ovale se restringe
a Africa (Mueller et al, 2007). P. knowlesi, anteriormente restrito a simios, é responsavel por
casos graves de maléaria no Sudeste Asiatico (White, 2008).

A malaria ¢ transmitida por mosquitos anofelinos. Das aproximadamente 490 espécies,
70 sdo potenciais vetores da doenga e 30 sdo de maior importancia por serem mais
susceptiveis e portanto eficientes na transmissdo. Nas Américas, os mosquitos da espécie
Anopheles darlingi sdo os transmissores mais importantes, enquanto na Africa predominam
An. funestus, An. arabiensis e An. gambiae (WHO, 2013b) e no Sudoeste Asiatico, A4n.
minimus, An. dirus, An. sundaicus, An. maculatus, An. subpictus e An. flavirostris

(Raghavendra et al, 2011).

1.2 Ciclo bioldgico do parasito e controle da doenca

O ciclo bioldgico dos parasitos da malaria compreende duas fases e dois hospedeiros: a
fase sexuada, com reprodu¢do dos parasitos por esporogonia no hospedeiro invertebrado; e a
assexuada, com reproducdo por esquizogonia no hospedeiro vertebrado.

A infec¢do se inicia quando fémeas de mosquitos anofelinos inoculam esporozoitos
(Figura 2), dos quais aproximadamente 50% permanecem na derme, apds exaustdo de sua
motilidade, em infec¢des experimentais de camundongos; do restante, 70% alcangam a
corrente sanguinea, enquanto 30% invadem linfonodos, onde podem ser degradados (Amino
et al, 2006). Apoés atingirem a corrente sanguinea, os esporozoitos passam transversalmente
por varios hepatdcitos (Mota et al, 2002) para depois se instalarem em algumas dessas células,
gerando milhares de merozoitos, os quais sdo liberados na forma de merosomas e invadirdo os
eritrocitos. A fase hepatica ¢ assintomatica e tem a duragdo de aproximadamente 14 dias. P.
vivax ¢ P. ovale apresentam formas hepdticas latentes (Krotoski et al, 1980; Mayxay et al,
2004), os hipnozoitos, responsaveis pelas recaidas tardias da doenca (Wells et al, 2010), com
reativagdo do ciclo sanguineo e reaparecimento dos sintomas.

Nos eritrocitos, 0s merozoitos se tornam trofozoitos jovens (“anéis”) apds 1 h,
trofozoitos maduros em 24-28 h e evoluem para esquizontes (46-48 h), dando origem a novos
merozoitos (Wilson et al, 2013) a cada 48h. No caso de P. malariae, esse ciclo dura 72 h. Os
merozoitos invadem outros eritrocitos, reiniciando a fase eritrocitica, responsdvel pelos
sintomas da doenga (Greenwood et al, 2008) tais como calafrios, febres periédicas, mal-estar,
sudorese, nduseas, cefaleia e mialgia.

Os merozoitos em cada esquizonte tornam-se sexualmente comprometidos sob a

influéncia da combinagdo de fatores genéticos do parasito e do microambiente do hospedeiro
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(Smith et al, 2002): sua imunidade e hormonios, antimalaricos, coinfec¢do, controle
autdcrino do crescimento e ativagdo de vias de sinalizagdo do parasito (Dyer & Day, 2000). O
AP2-G, um regulador transcricional pertencente a familia AP2 de proteinas de ligacdo ao
DNA, foi recentemente indicado como um regulador da formag¢do de gametocitos, ativando a
transcri¢do de genes expressos nesse estagio do parasito (Kafsack et al, 2014).

Os gametocitos dos plasmodios, ingeridos pelo mosquito anofelino susceptivel,
evoluem iniciando o ciclo sexuado ou esporogonico (Baker, 2010). Logo apds o repasto
sanguineo do mosquito, ocorre a exflagelacdo do gametdcito masculino no limen do seu
intestino médio, resultante, dentre outros fatores, de queda na temperatura em relagdo ao
hospedeiro vertebrado (£25°C) e pH, liberando cada um oito microgametas, e a diferenciagao
do gametocito feminino em macrogameta. A fusdo dos gametas feminino e masculino origina
0 zigoto e posteriormente o oocineto, uma estrutura movel que atravessa a matriz peritrofica e
invade o epitélio intestinal do mosquito (Ghosh et al, 2000); no espago extracelular ¢
denominado oocisto, no interior do qual centenas de esporozoitos gerados sdo liberados na
hemolinfa do mosquito (Meis et al, 1992). Finalmente, os esporozoitos atravessam as
glandulas salivares através da interacdo da proteina TRAP (Thrombospondin-Related
Anonymous Protein) do parasito com a célula hospedeira (Matuschewski et al, 2002), e sdo

inoculados no hospedeiro humano pela picada do anofelino.

HOSPEDEIRO  ‘Mite o HOSPEDEIRO
VERTEBRADO { e INVERTEBRADO
&
Esporozoitos s
a - 7
Hipnozoito | = % Esporozoitos
0 Cete? ©/ __ )‘p ) ﬁaOomsto
2 | 000000
I...I.".l . -
Esquizonte | 3¢ #%e3es - l w J \
tecidual ""':"f' A . A ® '.HEpamc'm, Teevevertl Yevvevvent] Nevereret] verert) Heveren

Macrogameta Microgameta 5

. |
Merozoitos
[

i
" FiGADO EPITELIO INTESTINAL Oocineto 6
Merossoma
[ ]
‘ [ N ]

Q Fertilizacao

® ;
Merozoitos

‘@
Gametdcitos 4 - % i 5
® I V- Ingestdo do gametdcito

CORRENTE
SANGUINEA
(Hemdcia)

3

&
no repasto sanguineo

Esquizonte
maduro

Esquizonte

Figura 2- Esquema representativo do ciclo biologico dos plasmodios. De Souza NB, 2015.
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Como proposto por 28 paises, um programa global de erradicacdo da malaria (PGEM),
aprovado pela Assembléia da Satde Mundial no México, foi iniciado em 1955. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) competia proporcionar aconselhamento técnico e
coordenar recursos, sem atuar como autoridade direcionadora e coordenadora (WHO, 1973;
Gramiccia & Beales, 1988; Wernsdorfer & McGregor, 1988). Tendo como base o tratamento
curativo e o profilatico dos pacientes com a cloroquina (CQ) e o controle dos mosquitos com
aplicacdo intradomiciliar do inseticida diclorodifeniltricloroetano (DDT), a erradicagdo foi
definida como o fim da transmissdo da maldria em uma campanha bem conduzida e
cronologicamente limitada visando eliminar a transmissao (WHO, 1957). A campanha foi
composta pelas seguintes fases: preparatdria; fase de ataque, cuja principal caracteristica foi a
interrupgdo da transmissdo; fase de consolida¢do, marcada por incidéncia parasitaria inferior
a 0,5%; e fase de manutengao.

Com a reversdo em algumas areas da fase de consolidacdo para fase de ataque, foi
necessario reconsiderar a estratégia global, com o reconhecimento de que a erradicagdo ndo
seria praticavel em curto prazo, especialmente na regido Amazdnica; o mais apropriado seria
priorizar o controle e o ultimo objetivo seria a erradicacdo (WHO, 1973). A falta de empenho
politico, o surgimento de parasitos resistentes a CQ e de mosquitos resistentes ao DDT
prejudicaram o PGEM e exigiram o desenvolvimento de novos antimaldricos (N4jera et al,
2011).

Medidas de controle da doenga sdo utilizadas, sendo a principal seu diagnostico
preciso (WHO, 1993), bem como o controle do vetor e o tratamento imediato dos pacientes
infectados.

O principal método de diagndstico € o exame do sangue do paciente através de gota
espessa ou esfregaco sanguineo, corados pelo Giemsa e examinados através de microscopia
Otica. A gota espessa concentra os parasitos em camadas de hemdcias num fator de 20 a 30,
facilitando a detec¢do de baixas parasitemias; o esfregaco ¢ ideal para o diagnéstico
especifico pela facilidade de visualizagao das formas e contagem dos parasitos. A microscopia
de fluorescéncia também foi utilizada para detecgdo dos parasitos marcados por fluorocromos
nucleofilos, como o laranja de acridina e o benzotiocarboxipurina, de alta sensibilidade,
detectando parasitemias inferiores a 0,002% (menos de 100 parasitos por uL de sangue), mas
com a limitagdo de ndo oferecerem diagnostico especifico.

Outros métodos diagnosticos ndo baseados em microscopia incluem técnicas de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) baseadas em sequéncias especificas de 4acidos nucleicos,

as quais apresentam como vantagem a detec¢do de 5 parasitos ou menos por pL. de sangue e a
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identificacdo espécie-especifica (Schellenberg, 2011). As desvantagens desta técnica sdo alto
custo inerente aos equipamentos e reagentes, bem como a necessidade de pessoal preparado,
além do longo tempo exigido, podendo ocorrer a morte do paciente no intervalo entre a coleta
o resultado (Krettli et al, 2013), especialmente nos casos de primeiras infecgdes por P.
falciparum, as quais se tornam graves. Ha também os testes rapidos, baseados na captura de
antigenos do sangue periférico do paciente revelados por meio de anticorpos monoclonais
(Wongsrichanalai et al, 2007). Esse diagnoéstico € fornecido por meio de imunocromatografia,
que consiste na migracdo de componentes do sangue do paciente numa membrana de
nitrocelulose. Os antigenos capturados nos testes rapidos imunocromatograficos sao HRP-II
[proteina rica em histidina II, produzida por estdgios assexuados e gametocitos jovens de P.
falciparum (Rock et al, 1987)], o pLDH [lactato-desidrogenase de plasmddio, enzima
produzida em estagios sexuados e assexuados dos plasmodios (Makler et al, 1998)], sendo a
distincdo espécie-especifica baseada em isdmeros da enzima; e aldolase [enzima da via
glicolitica utilizada para diagnoéstico de malaria ndo falciparum (Lee et al, 2006)]. Como
consequéncia da ligagdo antigeno-anticorpo, o resultado ¢ visivel por meio de uma linha
colorida na membrana de nitrocelulose, num periodo de 20 minutos (Maltha & Jacobs, 2011).

A segunda medida mais importante no controle da malaria ¢ o uso de mosquiteiros
impregnados com inseticidas piretroides visando reduzir a populacdo do inseto transmissor e
por consequéncia a morbidade e mortalidade pela doenca (WHO, 2003). Um total de 88
paises, incluindo 39 na Africa, distribuem gratuitamente mosquiteiros impregnados com o
inseticida, medida eficaz utilizada por um longo periodo em areas onde ocorre transmissao
estavel da doenca, mas o numero entregue ainda ¢ inferior ao minimo de mosquiteiros
necessarios para atingir a prote¢do de todas as pessoas em risco de contrair maldria (WHO,
2013a). Além disso, apesar de apresentar alta eficicia e baixo custo, ja ¢ relatada resisténcia
dos vetores a essa classe de inseticida (Martinez-Torres et al, 1998).

A aplicagdo de inseticidas residuais, tais como o DDT em residéncias, também consiste
em medida de controle da doenga, desde que respeitadas as recomendagdes da OMS (WHO,
2013b). Contudo, a resisténcia de mosquitos anofelinos desenvolvida por espécies
importantes de vetores foi relatada em 64 paises onde ocorre a transmissao da doenga (WHO,
2012a).

Em circunstancias especiais, as medidas de controle, que incluem mosquiteiros
impregnados e aplicagdo de inseticidas residuais, sdo complementadas pelo controle de larvas
dos anofelinos. Sao realizadas intervengdes visando a modifica¢do do seu habitat, bem como

o controle bioldgico e o uso de larvicidas. Tais intervengdes sdo Uteis apenas em 4reas
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urbanas ou periurbanas, onde os criadouros sdo poucos, fixos e facilmente localizaveis
(WHO, 2013Db).

Outra medida usada no controle da malaria ¢ a profilaxia (ou quimioterapia preventiva),
definida como tratamento com antimaléricos eficazes, administrados a populagdes que se
encontram sob o risco de contrair malaria (WHO, 2013a). As trés terapias preventivas
recomendadas pela OMS em areas de média ou elevada transmissdo especificas (WHO,
2013a): (1) todas as mulheres gravidas devem ser tratadas com a combinacdo de sulfadoxina e
pirimetamina no primeiro trimestre da gravidez; (ii) todas as criangas devem receber uma
dose da combinagdo de sulfadoxina e pirimetamina junto com as vacinas contra sarampo € a
triplice; (iii) criancas com idade entre 3 a 59 meses devem receber o tratamento preventivo
durante o periodo sazonal de transmissdo da doenga. No caso de viajantes, especialmente
mulheres gravidas e criangas, medidas que visam evitar a picada do mosquito anofelino, tais
como dormir sob mosquiteiros impregnados com inseticidas, utilizar roupas compridas e
repelentes, sdo recomendadas. Se os viajantes se destinam a paises dentre os 97 endémicos na
Africa, Asia e Américas, recomenda-se o uso profilatico de cloroquina, doxiciclina,
mefloquina ou da combinag¢do de atovaquona e proguanil (WHO, 2012c) antes, durante ou
apods o retorno da viagem (WHO, 2014b). No Brasil, a profilaxia ndo ¢ recomendada pelo
Ministério da Satde para evitar a selegdo de parasitos resistentes.

Existem atualmente 27 vacinas contra P. falciparum em testes clinicos, as quais
utilizam proteinas da superficie do esporozoito ou do merozoito, mas nenhuma se encontra
comercialmente disponivel (Moorthy et al, 2013), dificuldade resultante do polimorfismo de
parasitos nas diferentes dareas endémicas (Kumar et al, 2014). Das vacinas contra P.
falciparum, a mais avancada nos testes clinicos ¢ RTS,S/AS01 que utiliza como antigeno a
proteina circumesporozoito, importante proteina de superficie de esporozoitos e fundamental
para sua infectividade (Ménard et al, 1997). Essa vacina foi desenvolvida pela
GlaxoSmithKline Biologicals ¢ PATH Malaria Vaccine Initiative e ofereceu 50% de protecao
contra a infecgdo (Kester et al, 2009), reduzindo as taxas de malaria grave em pelo menos
30% nos vacinados (RTS,S et al, 2012). Vacinas contra P. vivax desenvolvidas contra os
estagios hepaticos também demonstraram prote¢do em testes pré-clinicos (Reyes-Sandoval et
al, 2014).

Diante do baixo sucesso obtido pelas medidas de controle acima e outros problemas
descritos acima, a quimioterapia especifica representa uma estratégia fundamental (Muregi et
al, 2009) e tem como objetivos: (i) reduzir morbidade e mortalidade por garantir cura rapida e

completa da infecgdo, evitando que a doenga progrida para o quadro grave e potencialmente
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fatal, além de evitar a infec¢do crénica que leva a anemia; (ii) impedir a transmissao; e (iii)

evitar o surgimento e disseminagao dos parasitos resistentes aos antimalaricos (WHO, 2013a).

1.3 Farmacos antimalaricos

A quinina, extraida de cascas de arvores do género Cinchona, nativas da América do
Sul, ¢ o antimaldrico mais antigo, utilizado ha mais de quatro séculos, a partir da descoberta,
pelos jesuitas no Peru, de que infusdes da casca destas plantas usadas para tratar febres
curavam a malaria (Okombo et al, 2011). Caracterizada molecularmente em 1820, a quinina
deu origem a diversos antimaléaricos 4-aminoquinolinicos a partir do anel quinolinico, dentre

eles a CQ (Figura 3).
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Figura 3- Estrutura quimica da cloroquina. Extraido de WHO, 2010a.

Em funcdo da resisténcia de P. falciparum a CQ como consequéncia da utilizacdo da
monoterapia, foram sintetizados novos antimalaricos, tais como a amodiaquina, a mefloquina,
inibidores de enzimas da sintese de folatos, e derivados da artemisinina, extraida da planta
Artemisia annua. Dada a resisténcia de P. falciparum a maioria desses antimalaricos (Fidock
et al, 2008), a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) recomenda o uso da “Artemisinin
combined therapy” (ACT), ou seja, a combinagdo de derivados da artemisinina com outro
antimaldrico: (1) arteméter+lumefantrina; (11) artesunato+amodiaquina; (111)
artesunato+mefloquina; (iv) artesunato+sulfadoxina+pirimetamina; (v)
diidroxiartemisinina+piperaquina (WHO, 2010b).

A quinina ¢ utilizada por via oral em combinacdo com antibidticos para tratar malaria
falciparum nao complicada (WHO, 2010a), além de uma das cinco ACTs recomendadas pela

OMS. A maldéria grave, caracterizada por sintomas como anemia, hipoglicemia, convulsoes,
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febre acima de 41°C, reducdo da funcdo renal, ictericia, distirbios de consciéncia e
parasitemias elevadas (SVS/MS, 2010), deve ser tratada com artesunato injetavel seguido de
um tratamento completo com uma ACT eficaz. Em varios paises, a quinina ainda ¢ utilizada
para tratar maldria grave, embora o tratamento com artesunto seja recomendado para adultos
(WHO, 2010a). O tratamento com quinina injetavel deve ser seguido por quinina via oral com
antibiotico ou artesunato com clindamicina ou doxiciclina, ou um tratamento completo com,
no paciente capaz de tolerar terapia oral (WHO, 2010a).

A malaria vivax deve ser tratada com cloroquina em areas onde este farmaco ¢ eficaz,
enquanto uma ACT apropriada (exceto artesunato+sulfadoxina+pirimetamina) deve ser usada
em areas onde a resisténcia a cloroquina foi relatada. Para evitar as recaidas tardias causadas
por P. vivax, o tratamento deve ser feito ainda com primaquina por 14 dias. O uso da
primaquina € limitado devido a hemolise como efeito adverso ocasionado pelos seus
metabolitos, especialmente no caso de individuos deficientes na enzima glicose-6-fostato
desidrogenase (Ashley et al, 2014b).

O alvo da maioria dos antimalaricos ¢ a fase eritrocitica dos parasitos (Olliaro, 2001).
Esses farmacos esquizonticidas sanguineos compreendem quinolinas, aminodlcoois,
sulfonamidas, biguanidas, diaminopirimidinas, lactonas sesquiterpénicas (artemisinina e seus
derivados semissintéticos), naftoquinonas e antibidticos (WHO, 2010a). Alguns antimalaricos
agem contra outros estidgios dos parasitos, como esquematizado na Tabela 1. Alguns alvos

desses esquizonticidas sanguineos se encontram representados na Figura 4.
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Tabela 1- Principais antimalaricos disponiveis e estagios do parasito onde atuam.

ESTAGIOS-ALVO NO

ANTIMALARICO CLASSE QUIMICA PARASITO
EE HEP ERITR GAM
Cloroquina
4-aminoquinolina X
Amodiaquina
Ferroquina** 4-aminoquinolina / ferroceno X
Piperaquina Bisquinolina X
Primaquina X X X X
Bulaquina* 8-aminoquinolina X
Tafenoquina™* X
Quinina
X
Lumefantrina Aminoalcool
Mefloquina X
Artesunato X X
Arteméter Endoperdxido semissintético X X
Dihidroartemisinina X X
Sulfadoxina Sulfonamida X X
Pirimetamina Diaminopirimidina X X X
Atovaquona Naftoquinona X X X
Proguanil Biguanidas X X X
Clorproguanil
Tetraciclina Antibiotico X X
Azitromicina Antibiodtico macrociclico X
Clindamicina Antibiotico derivado das lincosamidas X X
Doxiciclina Antibiotico derivado da tetraciclina X X

Adaptado de WHO, 2010a; Aguiar et al, 2012.

EE=exoeritrociticas, HEP=hepaticas, ERITR=eritrociticas, GAM=gametocitos.

* licenciado apenas na India

**em testes clinicos.

23



Hemozoina Membrana

4-aminoquinolinas  Vactiolo  Plasmatica
Piperaquina digestivo
Aminoalcoois

Apicoplasto )

L Plasmodium spp.
Azitromicina
Doxiciclina

Clindamicina

Mitocondria

Atovaquona
Primaquina
Tafenoquina
Bulaquina
Inibidores da dihidroorato- %
desidrogenase

Citéstoma

Citoplasma

. - . Vesicula exocitica
Sulfadoxina-pirimetamina

Clorproguanil
Inibidores da dihidrofolato-

redutase Ribossomo  poticulo Complexo de Golgi

livre o ndoplasmatico
rugoso

Figura 4: Representagcdo esquematica dos alvos dos principais antimaldricos esquizonticidas

sanguineos em parasitos Plasmodium spp. Adaptado de Greenwood et al, 2008.

1.4 Metabolismo do heme e mecanismo de acio de 4-aminoquinolinas

Durante o estagio intraeritrocitico, os parasitos digerem a hemoglobina em seu vactolo
digestivo (Yayon et al, 1984). A hemoglobina ¢ metabolisada em (i) metemoglobina por
oxidagio e hidrolisada em heme livre (Fe®"), por sua vez oxidado gerando ferriprotoporfirina
IX (FePPIX) e o anion superoxido (Egan, 2008); e (ii) globina, hidrolisada em pequenos
peptideos (Eggleson et al, 1999) fornecendo aminoacidos para sintese protéica do parasito
(Sherman & Tanigoshi, 1970) (Figura 5). O heme livre ¢ altamente toxico por gerar espécies
reativas de oxigénio (Kumar & Bandyopadhyay, 2005) e induzir estresse oxidativo, levando a
morte do parasito (Vincent, 1989; Schmitt et al, 1993). Por ser lipofilico, ele pode se
intercalar facilmente a membrana e ocasionar danos a sua permeabilidade e organizagdo
lipidica, causando peroxidacdo (Ryter & Tyrrell, 2000; Stojiljkovic et al, 2001), com
subsequente lise e morte do parasito (Schmitt et al, 1993). O parasito detoxifica a FePPIX
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através de sua polimerizacdo em cristais de hemozoina (Egan, 2008). A interferéncia nesse

processo ocasiona a morte do parasito (Sherman, 1998).
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Figura 5- Representacdo esquemdtica do processo de formagdo de hemozoina em P.
falciparum. O citoplasma da hemécia (RBC) ¢ ingerido pelo parasito (Pf) via citéstoma (C),
transportado (a) ao vactolo digestivo (DV) por vesiculas de transporte (TV). Apo6s liberagao
no vacuolo digestivo (b), a hemoglobina (Hb) ¢ digerida por enzimas em pequenos peptideos
(c) exportados do VD (d) e degradados em aminodcidos. 0 heme (Fe (I1)PPIX) liberado
da hemoglobina (e) é oxidado (f), possivelmente por oxigénio molecular,
gerando Fe (ITI)PPIX e anion superéxido. Em solu¢do aquosa, Fe(III)PPIX dimeriza na
forma n-m (g), ¢ envolto (h) por um corpo lipidico (LB) e em cujo meio pouco dielétrico
forma um dimero precursor de hemozoina (i) convertido em dimero de hemozoina (j) pelo
deslocamento dos ligantes de dgua axiais de H;O-Fe(III)PPIX juntamente com a formagao de
ligagdes Fe-propionato. Na auséncia de ligacdo de hidrogénio competitiva com o solvente,
esses dimeros podem se reunir no nicleo de hemozoina através de ligagdes de hidrogénio (k)

formando o cristal de hemozoina (1). Adaptado de Egan, 2008.

A acdo das 4-aminoquinolinas depende de sua liga¢do ao heme nas formas monomérica
ou dimérica, inibindo a formagdo de hemozoina, resultando na morte do parasito (Egan &
Ncokazi, 2005).

A CQ interage com o p-oxo dimero do heme oxidado e impede a formacdo de
hemozoina (Egan et al, 1997; Leed et al, 2002). Este complexo ocasiona estresse oxidativo

(Loria et al, 1999) que pode levar a peroxidagdo de lipideos, danos ao DNA, oxidacdo de

25



proteinas e finalmente a morte do parasito. As 4-aminoquinolinas agem reduzindo a formagao
de hemozoina, ao invés de bloquear de forma irreversivel a sua formacdo (Egan & Ncokazi,
2005). Radicais altamente reativos também sdo gerados em decorréncia de uma transferéncia
de elétrons entre o complexo heme Fe[lI]/Fe[lll] e o anel quinolinico (Monti et al, 2002). A
CQ, de forma competitiva, também impede a degradagdo citosdlica da FePPIX mediada por
glutationa (Famin et al, 1999), com sua consequente ligagdo a proteinas do parasito (Famin &
Ginsburg, 2003) e morte do mesmo em fun¢do da FePPIX ndo polimerizada que se acumula
na membrana das células infectadas (Zhang et al, 1998). Mais recentemente, Combrinck e
colaboradores (2012) demonstraram uma evidéncia direta, através de fracionamento celular
do parasito, que a CQ inibe a formacdo de hemozoina, e sugeriram que a morte do parasito
seja consequéncia de efeitos oriundos da desestabilizacdo das membranas das organelas
causada pela FePPIX.

A atividade antiplasmodial da CQ depende de suas caracteristicas estruturais: cadeia
lateral amina bdsica; presenca do cloro na posi¢do 7 do anel 4-aminoquinolinico para inibir a
formag¢do da B-hematina; e a cadeia lateral aminoalquil, as quais contribuem para o acimulo
do farmaco no vacuolo digestivo e intensificagdo da sua associagdo com a FePPIX (Egan et
al, 2000). Um atomo de hidrogénio ligado a um carbono que realiza tripla ligacdo adquire um
carater acido, elevando a acidez no vacutolo, condi¢do que reduz a formacdo de [-hematina
(Slater et al, 1991; Basilico et al, 1998), favorecendo um mecanismo de acdo deste farmaco.
Tais aspectos devem ser levados em conta no desenvolvimento racional de aminoquinolinas
candidatas a novos antimaldricos.

A CQ também pode causar a inibi¢do da enzima lactato-desidrogenase de P. falciparum
(PLDH), uma enzima importante na via glicolitica do parasito expressa em altos niveis
durante seu estagio eritrocitico (Sherman, 1979). A CQ compete com o NADH, o cofator da
enzima, atuando como inibidor competitivo e seletivo para a enzima plasmodial (Read et al,
1999). Além disso, a associagdo entre a hematina e a CQ inibe a P/LDH (Read et al, 1999),
dados corroborados por estudos in silico de ancoragem e modelagem molecular envolvendo

derivados quinolinicos (Cortopassi et al, 2011).
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1.5 Mecanismo de acao de naftoquinonas

A atovaquona (Figura 6), uma naftoquinona utilizada como profilatico (Shapiro et al,
1999) e em associacdo com proguanil (Malarone®) em 4reas onde ocorre resisténcia de P.
falciparum (WHO, 2012b), causa o colapso do potencial de membrana mitocondrial do
parasito (Srivastava et al. 1997). Assim como outras naftoquinonas (Schuck et al. 2013), em
concentragdes 100 vezes menores que a necessaria para inibir o complexo bcl de mamiferos
(Fry & Pudney, 1992), a atovaquona inibe o transporte de elétrons no nivel do complexo
citocromo bcl de P. falciparum, o qual apresenta dois locais de ligacdo: um oxidativo (sitio
Qo) e outro redutor (sitio Qj), sendo este estruturalmente distinto de outras espécies do
parasito (Vaidya et al, 1993).

A cadeia transportadora de elétrons do parasito foi validada como alvo para terapia
antimaldrica pelo sucesso clinico da atovaquona, antimaldrico que inibe o complexo bcl e
impede a bomba de protons (Fry & Pudney, 1992). Isso resulta na perda do potencial de
membrana (Srivastava et al, 1997) e disfungdo da organela, comprometendo a fornecimento
de intermedidrios para sintese de pirimidinas do parasito (Hammond et al, 1985; Painter et al,

2007).

Figura 6- Estrutura quimica da atovaquona. Extraido de WHO, 2010a.

A capacidade das quinonas em receber elétrons se deve aos substituintes atrativos ou
doadores de elétrons na molécula de quinona, modulando as propriedades redox responsaveis
pelo estresse oxidativo resultante (dos Santos et al, 2004). O estresse oxidativo e/ou a
alquilacao de lipideos, proteinas e acidos nucleicos causados pelas naftoquinonas (Figura 7),
podem levar ao dano celular (Vilamil-Fernandez et al, 2004), apoptose (Susin et al, 1998) ou

necrose (Brand et al. 2004).
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Figura 7 — Representagdo do ciclo redox das quinonas e seus efeitos. SOD=superoxido
dismutase: CAT=catalase. Adantado de de Castro et al. 2013.

Alguns aspectos estruturais sdo fundamentais para a atividade das quinonas: (i) o grupo
hidroxil no carbono 3 e a cadeia lateral ciclohexil-clorofenil no carbono 2 (Hudson et al,
1990); (ii) a configuragdo trans da cadeia lateral (Fry & Pudney, 1992); (iii) o oxigénio na
posi¢do 1; e (iv) a funcdo cetona na quinona, representando os grupos farmacoforicos mais
importantes dessas substancias (Pandey et al, 2001). Um estudo recente, Stickles ¢
colaboradores (2015) demonstraram que a preferéncia por Q; esta relacionada com (i) a
presenca de substituintes retiradores de elétrons na posicdo 6, (i) uma combinacdo de
halogénios na posi¢do 6 e a presenga de grupos metdxi na posic¢do 7, e (iii) cadeias laterais aril
na posicao 3; enquanto a preferéncia por Qo estd relacionada com a presenca de grupos na

posicao 7.
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1.6 Resisténcia de P. falciparum e P. vivax a antimalaricos

De acordo com a OMS, a resisténcia a farmacos ¢ definida como a habilidade de uma
cepa do parasito sobreviver ou se multiplicar, apesar da administragdo e absor¢do de um
farmaco dado em doses iguais ou superiores aquelas usualmente recomendadas, respeitando-
se a tolerancia do individuo (WHO, 1965). A Figura 8 esquematiza cronologicamente a
descoberta dos antimaldricos e o surgimento da resisténcia de P. falciparum aos mesmos.

A resisténcia de P. falciparum a CQ foi relatada inicialmente na América do Sul e no
sudeste asidtico na década de 1950, estando disseminada na maioria dos paises endémicos
(Ridley, 2002). Ela parece estar relacionada, aparentemente, com a estrutura do composto
utilizado como antimaldrico (Stocks et al, 2002).

Casos de reduzida sensibilidade de P. falciparum a quinina foram também relatados em
1960 no Brasil e no Sudeste Asiatico (Bjorkman & Phillips-Howard, 1990). A sensibilidade a
quinina geralmente independe da sensibilidade a CQ ou mefloquina, sugerindo mecanismos
de resisténcia distintos (Pradines et al, 2010; Bellanca et al, 2014; Hrycyna et al, 2014).

Casos de resisténcia de P. falciparum a atovaquona foram relatados 10 anos ap6s sua
introducgdo (Chiodini et al, 1995; Looareesuwan et al, 1996), quando este antimaldrico era
utilizado isoladamente (Srivastava et al, 1999). A resisténcia ao antimaldrico na combinagdo
com proguanil (Malarone®) foi relatada em 2002 (Fivelman et al, 2002; Férnert et al, 2003).

Os primeiros casos de falha terapéutica as ACTs em casos de malaria falciparum foram
relatados em 2008 (Noedl et al, 2008). Atualmente, parasitos resistentes a ACT se encontram
no Sudeste Asiatico (Miotto et al, 2013); na Africa foi relatado atraso no tempo para

eliminacgdo da parasitemia (Ashley et al, 2014a).
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Figura 8- Esquema cronologico da descoberta dos antimalaricos e surgimento da resisténcia de P. falciparum aos mesmos.
QN=quinina; CQ=cloroquina; PRG=proguanil; S-PIR=sulfadoxina-pirimetamina; ART=artemisinina; MQ=mefloquina;
HF=halofantrina; ACT=Artemisinin Combined Therapy; ATV=atovaquona; ATV+PRG=atovaquona-+proguanil. Adaptado
de Pradines et al, 2010.

A resisténcia de P. vivax a CQ foi relatada pela primeira vez em Papua Nova Guiné em
1989 (Rieckmann et al, 1989). No Brasil, ela foi relatada primeiramente em 1999 em Manaus
(Alecrim et al, 1999), Rondonia em 2000 (Villalobos-Salcedo et al, 2000) ¢ Belém em 2003
(Machado et al, 2003); em 2011, foi relatada na Africa (Yohannes et al, 2011). Exceto nos
paises compreendidos na regido Asia-Pacifico, P. vivax ainda é sensivel 4 CQ (Garcia-Bustos
& Gamo, 2013).

Os casos de resisténcia e falhas terapéuticas estdo ilustrados na Fgura 9.

Em decorréncia da multi-resisténcia de P. falciparum e da resisténcia de P. vivax a CQ,
a OMS desenvolveu o “Global Plan for Artemisinin Resistance Containment (GPARC)”
(WHO, 2011) que define trés niveis (“Tiers”) para estratificar as atividades de contengdo da
resisténcia: Nivel 1- dreas onde ha evidéncia de resisténcia a artemisinina ¢ medidas de
contengdo dos parasitos resistentes devem ser tomadas rapidamente; Nivel 2- areas de
migragdo populacional onde o controle da maldria deve ser intensificado; Nivel 3- éareas
endémicas sem evidéncia de resisténcia de P. falciparum a artemisinina onde a prevengdo e

medidas de controle devem ser intensificadas (Figura 10).
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Figura 9- Areas onde ocorre resisténcia de P. falciparum aos antimaléricos e de falha da CQ

em casos de maldria vivax (Adaptado de WHO, 2005).

Figura 10- Areas do sudeste asidtico onde ocorre resisténcia de P. falciparum a artemisinina e

niveis de estratificagdo (“Tiers”) da sua contencdo. Extraido de “Update in artemisinin

resistance. WHO, 2014”.
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Algumas caracteristicas distinguem parasitos resistentes a CQ dos sensiveis: nos
primeiros ocorre reduzido acimulo de CQ no vacutolo (Fitch, 1970) e quimiossensibilizacao,
ou reversdo da resisténcia, pelo verapamil (Martin et al, 1987). Esta substancia modula a
resisténcia a multifarmacos (MDR) em células cancerosas, o que levou a identificacdo da
proteina Pghl, um analogo das glicoproteinas superexpressas nessas células. As proteinas
Pghl funcionam como bombas que expelem farmacos citotoxicos na membrana do vactolo
digestivo de P. falciparum (Le Bras & Durand, 2003).

Os mecanismos de geragdo de cepas de P. falciparum resistentes a CQ envolvem a
selecdo de formas com mutagdes em genes que alteram o transporte e acumulo da CQ no
vacuolo digestivo do parasito em fun¢do de modificagdes fisiologicas neste espago celular
(Fidock et al, 2000; Cooper et al, 2002; Sidhu et al, 2002; Cooper et al, 2007; Roepe, 2011).
Ha varios mecanismos
propostos para a resisténcia de P. falciparum a CQ: (i) absor¢do ou efluxo da CQ alterados na
membrana citoplasmatica do parasito, (ii) fluxo de H+ ou absor¢do da CQ alterados na
membrana do vacuolo digestivo, e (iii) acesso reduzido da CQ a hematina (Fidock et al,
2000). As moléculas envolvidas nesses processos incluem P-glicoproteinas, um regulador de
canais de cloro, um canal de Na'/H", uma bomba de H" no vacuolo digestivo ¢ um fator que
reduza o acesso da CQ a hematina ou uma molécula relacionada a detoxificagdo do heme
(Martin et al, 1987; Martiney et al, 1995; Bray et al, 1998; Ginsburg et al, 1998; Wunsch et al,
1998).

O acumulo de CQ no vacuolo digestivo do parasito apresenta especificidade relacionada
a estrutura bdsica das 4-aminoquinolinas, o que sugere a participacio de um
transportador/permease (Sanchez et al, 1997) ou de um mecanismo que altere a ligacdo da CQ
com a hematina no vactiolo digestivo (Bray et al, 1998). O gene PfCRT, localizado no
cromossomo 7, codifica uma proteina transmembrana localizada na membrana no vacutolo
digestivo de P. falciparum (Wellems & Plowe, 2001) e cujo conjunto de mutagdes ¢
encontrado em todos os isolados naturais que se apresentam refratarios a CQ (Djimdé¢ et al,
2001), bem como em isolados cultivados in vitro com fendtipo CQ-resistente (Durand et al,
2001).

O desenvolvimento de resisténcia a atovaquona envolve mutagdes no gene que codifica
o citocromo b (Fivelman et al, 2002; Férnert et al, 2002) com alteragdes situadas nas
sequéncias Qp e Q; desta proteina, alvo deste antimaldrico (Vaidya & Mather, 2000). As

mutagdes encontram-se numa regido de 15 aminodcidos que circunda uma sequéncia
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altamente conservada do citocromo b. As alteragdes nos aminoacidos afetam a
hidrofobicidade e o volume da cadeia lateral de aminoécidos, variagdes que influenciam a
afinidade de ligacdo da atovaquona com o complexo bel (Srivastava et al, 1999).

A resisténcia a artemisinina (ART) esta associada a mutacdes no cromossomo 13, o
qual codifica uma proteina kelch denominada K13, envolvida em interacdes proteina-
proteina, com regides de sequéncias repetidas de aminodcidos, cada uma formando uma
lamina de hélice (propeller blade) (Plowe, 2014). Estudos recentes demonstraram que
polimorfismos na hélice de K13 podem ser utilizados como marcadores de resisténcia, visto
que sdo encontrados em parasitos de eliminacdo lenta apds tratamento com ART (Ariey et al,
2014). Além disso, essas mutagdes de fato conferem resisténcia a ART em isolados de P.

falciparum (Straimer et al, 2015).

1.7 Atividade citostatica versus citocida dos antimalaricos

A atividade citostatica de um farmaco se refere a sua capacidade em reduzir a taxa de
crescimento celular ou comprometer a divisdo celular, ao ponto em que a proliferacdo da
populacdo microbiana seja reduzida. Essa atividade ¢ representada pelo valor de 1Csp, ou seja,
concentragdo na qual o crescimento da populagdo ¢ inibido em 50%. A atividade citocida ¢
designada pela capacidade de um firmaco em efetivamente matar a célula e ¢ representada
pelo valor de LDs, a concentragdo que mata 50% da populagao.

Alguns farmacos sdo citostaticos e citocidas, como a CQ (Young & Rathod, 1993;
Gligorijevic et al, 2008; Paguio et al, 2011). O valor do ICsy deste antimaldrico contra
parasitos de cultivo € 1000 vezes inferior aos seus niveis no plasma de pacientes infectados
(Hodel et al, 2009). Essa disparidade pode superestimar a atividade citocida da CQ e
subestimar o potencial de sobrevivéncia do parasito na presena de concentrages mais altas
deste farmaco (Gaviria et al, 2013).

A resisténcia a CQ tem sido caracterizada a partir de ensaios bioldgicos que refletem
sua atividade citostatica, uma caracterizagdo incompleta sob o aspecto citocida (Paguio et al,
2011), cuja importancia se dd no fato de que a sobrevivéncia do parasito determina a
adaptagdo a selecdo exercida pelo farmaco. Considerando pacientes infectados, ¢ possivel
tragar o seguinte paralelo: quando infectados com parasitos sensiveis CQ, a parasitemia ¢
reduzida em mais de 100 vezes apds a administracdo desse farmaco. Essa terapia tem efeito
citostatico e citocida, impedindo o crescimento dos parasitos e também os eliminando. Em um

paciente infectado com parasitos resistentes CQ, o mesmo ndo ocorre, visto que 0s parasitos
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sdo resistentes aos efeitos citocidas deste antimaldrico (Paguio et al, 2011), o que pode
comprometer o controle da doenga por favorecer a disseminagao de parasitos resistentes. Essa
distin¢do tem sido evidenciada em estudos envolvendo a CQ e outras quinolinas, visto que
elas compdem a familia quimica de antimalaricos mais amplamente utilizada (Kaur et al,
2010). Esses estudos demonstraram que os alvos e a resisténcia a essas duas vertentes de
atividade farmacoldgica parecem ser distintos, visto que as atividades citocida e citostatica de
analogos de CQ, contra cepas sensiveis ou resistentes a ela, apresentaram correlacdes distintas
com a inibicdo da formag¢do de hemozoina causada pelos mesmos (Paguio et al, 2011, Gorka
et al 2013a; Gorka et al, 2013b).

Dada a resisténcia disseminada dos parasitos aos antimaldricos comumente utilizados,
especialmente CQ, novos antimaldricos com maior potencial citocida seriam ideais por
efetivamente eliminarem os parasitos ao invés de apenas inibirem seu crescimento. Fica
evidenciada, portanto, a necessidade de novos farmacos com base no somente no estudo dos
efeitos dos mesmos sobre a inibi¢do do crescimento do parasito (atividade citostatica), como
também sobre a indu¢do de morte celular (atividade citocida), especialmente no caso de

parasitos resistentes, hoje amplamente disseminados.

1.8 Estratégias na busca de novos antimalaricos

A sintese de novas moléculas com base em modificagdes quimicas de antimalaricos
existentes constitui uma estratégia promissora na busca de novos tratamentos, fornecendo
potentes prototipos como ferroquina, um ferroceno andlogo da cloroquina (Delhaes et al,
2002) e 0OZ439, ozonideo derivado da artemisinina (Charman et al, 2011). Modificagdes
estruturais na cadeia lateral na CQ originaram compostos com resisténcia cruzada diminuida
(Stocks et al, 2002) e e diversos niveis de lipofilia, os quais alteraram sua relagdo estrutura-
atividade (Hocart et al, 2011; Casagrande et al, 2012; Solomon et al, 2007; Kouznetsov &
Gomez-Barrio, 2009). Modificacdes estruturais em analogos da CQ, com cadeias laterais
contendo alquildiaminas, produziram compostos intensamente ativos contra cepas de P.
falciparum resistentes e sensiveis a CQ (De et al, 1996; Ridley et al, 1996; Solomon et al,
2007, Solaja et al, 2008) ¢ reduzida resisténcia cruzada (Stocks et al, 2002), exibindo
diferentes relagdes estrutura-atividade (Solomon et al, 2005; Cunico et al, 2006; Madrid et al,
2004). Além disso, em derivados da amodiaquina, uma outra aminoquinolina, o nimero de
carbonos entre os dois nitrogénios na cadeia lateral influenciou a atividade contra P.

falciparum CQ-R (De et al, 1998).
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Produtos naturais tem despertado o interesse da industria farmacéutica em funcdo da
diversidade estrutural e das suas variadas atividades farmacoldgicas, aspectos que levaram ao
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de parasitoses (Tagboto et al, 2001;
Ojima et al, 2008). Farmacdforos derivados de produtos naturais sdo excelentes candidatos a

moléculas para bibliotecas biologicamente relevantes (Horton et al, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

A maldria ¢ uma doenca que provoca pobreza, impedindo o crescimento econdémico em
funcdo das intensas morbidade e mortalidade consequentes, afetando a expectativa de vida
nos paises endémicos. Além de reduzir drasticamente a renda per capta, a doenca acarreta
grandiosos dispéndios financeiros para o pais acometido. Desta forma, os impactos sociais e
econdmicos acarretados pela malaria posicionam seu controle como prioridade no
planejamento da OMS (Roll Back Malaria Partnership, 2008), cujo sucesso ¢ comprometido
pela resisténcia de P. falciparum aos antimaldricos, inclusive aos derivados de artemisinina no
Sudeste Asidtico (Dondorp et al, 2009; Phyo et al 2012; Miotto et al, 2013). Ocorre ainda
reduzida sensibilidade dos parasitos na Africa (Ashley et al, 2014a) e resisténcia de P. vivax a
cloroquina (Price et al, 2009; Graf et al, 2012; Marques et al, 2014), sendo imperativa a busca
por novos antimalaricos, ja que nenhum novo farmaco foi disponibilizado comercialmente
desde 1996 (Ekland & Fidock, 2008).

A CQ foi o antimalarico mais amplamente usado no controle da malaria (WHO,
2010a) pelo seu baixo custo — a 21 centavos de ddlar por um tratamento completo (WHO,
2010c), alta eficdcia e baixa toxicidade. Seus andlogos representam uma alternativa
promissora para o controle da doenca, sobretudo considerando a volta da sensibilidade de P.
falciparum 3 CQ em algumas areas da Africa (Frosch et al, 2014), regido com maior nimero
de mortes por maldria.

Metais tém sido utilizados para intensificar a eficidcia de quinolinas, fornecendo
prototipos antimaldricos ativos contra parasitos de P. falciparum resistentes a CQ (Rajapakse
et al, 2009; Glans et al, 2011; Glans et al, 2012) tais como alguns complexos de antimalaricos
com platina, os quais demonstraram maior atividade antiplasmodial do que a CQ (Ajibade &
Kolawole, 2008). O sucesso dessa estratégia é representado pela ferroquina, ferroceno
andlogo da CQ em fase II de testes clinicos, sintetizada com o intuito de contornar o problema
da resisténcia de P. falciparum a partir da introdugdo de um metal coordenado em sua
estrutura (Dive & Biot, 2008).

A existéncia de alvos antimalaricos validados, tais como a mitocondria, com
interferéncia na sintese de pirimidinas do parasito de forma especifica (Vaidya et al, 1993), ¢
interessante por fornecer alternativas quimioterapicas para a atovaquona. Este antimaldrico
apresenta baixa biodisponibilidade (Dressman & Reppas, 2000) e resisténcia ja relatada
(Vaidya & Mather 2000, Fivelman et al. 2002), problema contornédvel através de modifica¢des

estruturais no grupo alquil desta molécula (Fieser et al, 1948; Danoun et al, 1999; El Hage et
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al, 2009; Hughes et al, 2011). Além disso, a combinagdo da atovaquona com proguanil, sob o
nome comercial de Malarone®, utilizada na profilaxia (McKeage & Scott, 2003) e tratamento
da malaria em 4reas onde ocorre resisténcia de P. falciparum (WHO, 2012b), ndo ¢é
amplamente empregada devido ao seu alto custo (Nilsen et al, 2013). Faz-se portanto
necessaria a busca por novos substitutos, os quais podem ter produtos naturais como fonte.

O melhor exemplo de sucesso da utilizacdo de produtos naturais como fonte de novos
farmacos € o da quinina, isolada inicialmente de espécies de Cinchona, e base para sintese da
cloroquina e mefloquina (Buss & Waigh, 1995). A artemisinina, também ¢ extraida da planta
Artemisia annua, compde a base para producdo dos seus derivados semissintéticos, Ultima
classe de antimaldricos a se tornar comercialmente disponivel para a pratica clinica. A propria
atovaquona (Fry & Pudney, 1992) deriva do lapachol, extraido de plantas pertencentes ao
género Tabebuia spp. As fenazinas, com atividade experimental antimicrobial (Van Rensburg
et al, 1999), antiviral (Wang et al, 2000) e antimalérica (Makgatho et al, 2000; Andrade-Neto
et al, 2004a) compdem outro grupo de moléculas produzidas a partir do lapachol.

Considerando a necessidade de novos antimaléricos e o potencial da sintese quimica em
fornecer potentes prototipos apds modificagdes estruturais, foram obtidos andlogos da
cloroquina (AnCQ) com variagdes na extensdo da cadeia lateral e presenca de um ou dois
alcinos terminais, bem como complexos de platina (AnCQPt), ativos in vivo contra malaria
causada por P. berghei em camundongos (de Souza et al, 2011). Compostos naftoquinoidais
incluindo naftoquinonas provenientes de modificagdes estruturais na cadeia lateral alquil
atovaquona, bem como compostos naftoquinoidais, incluindo fenazinas, obtidos a partir do
lapachol, também foram sintetizados. Esses compostos foram avaliados quanto a sua
citotoxicidade, atividade anti-P. falciparum in vitro e na malaria pelo P. berghei em
camundongos.

Os AnCQ com maior atividade especifica, representada por alto indice terapéutico ou de
seletividade, foram avaliados quanto (i) ao modo de agdo classico proposto para as 4-
aminoquinolinas: a inibicdo da formac¢do de B-hematina in vitro; (i1) capacidade de promover
efeitos citostatico e citocida contra P. falciparum in vitro. A inibi¢do da P/LDH também foi
avaliado como um outro possivel modo de agdo, com base na demonstracdo de que analogos
da CQ interagem de modo especifico (Foley et al, 1994) com essa enzima (Menting et al,
1997) e na evidéncia cristalografica da fraca inibi¢do dela pela CQ apontando para a
participacdo deste mecanismo na eficicia do farmaco (Read et al, 1999). Os AnCQ
complexados com platina (AnCQPt) foram avaliados quanto a sua citotoxicidade e atividade

anti-P. falciparum in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial teraputico antiplasmodial de analogos da cloroquina e
naftoquinonas obtidas a partir de modificacdes estruturais na cloroquina e atovaquona,
respectivamente, bem como de compostos naftoquinoidais incluindo fenazinas sintetizados a

partir do lapachol.

3.2 Objetivos especificos

3.1.1- Avaliar a atividade citotdxica in vitro dos compostos contra linhagens celulares
neoplasica ou normal;

3.1.2- Avaliar a atividade esquizonticida sanguinea contra P.falciparum in vitro dos
compostos;

3.1.3- Avaliar a atividade esquizonticida sanguinea dos compostos na maldria causada
por P.berghei em camundongos;

3.1.4- Avaliar modos de a¢ao dos AnCQ.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de ética para o uso de animais de experimentacio

Os protocolos para uso de animais de laboratorio foram aprovados pelo Comité de

Etica para Uso de Animais (CEUA LW-23/13), pela Fundagio Oswaldo Cruz - FIOCRUZ.
Para os testes de esquizonticidas sanguineos contra a malaria pelo P. berghei, foram
utilizados camundongos suicos albinos fémeas pesando 20 + 2 g, provenientes do biotério de
producdo do Centro de Pesquisas René Rachou, mantidos em micro-isoladores (Alesco) com

agua e ragdo para roedores (Nuvilab® CR1 autoclavavel) ad libitum.

4.2 Moléculas avaliadas

Os andlogos de cloroquina (AnCQ) foram sintetizados no Nucleo de Pesquisas
Quimicas da Universidade Federal de Juiz de Fora, pelo grupo do Dr. Adilson David da Silva,
utilizando métodos ja publicados (Carmo et al, 2011).

Os compostos naftoquinoidais foram sintetizados no Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Minas Gerais pelo grupo do Dr. Eufranio da Silva Junior utilizando
métodos ja publicados (da Silva Junior et al, 2012).

Solucdes-estoque dos compostos, solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) na
concentracdo de 10 mg/mL, foram mantidas a -20°C. As concentragdes finais de DMSO
atingiram o maximo de 0,02% nos testes in vitro € 5% nos testes in vivo. A CQ foi diluida em

RPML

4.3 Cultivo de linhagens de hepatoma humano (HepG2) e de células renais de macaco

verde (BGM)

A linhagem celular HepG2 A16, derivada de um hepatoblastoma primario humano
(Calvocalle et al, 1994), foi originalmente cedida pelo Dr. Virgilio E. do Roséario, do Instituto
de Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa. As células de rim de macaco
verde, linhagem BGM, foram doadas pela Universidade Federal de Minas Gerais. As células
foram cultivadas em meio RPMI, suplementado com 5% de Soro bovino fetal (SBF) e 40
mg/L de gentamicina (meio completo), em garrafas de cultura 75 cm? mantidas em estufa de
CO; a 37°C. O meio foi substituido a cada 3 dias. Apos confluéncia de 80%, a cultura era

repicada ou utilizada nos ensaios de citotoxicidade.
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4.4 Ensaios de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados de acordo com Madureira et al (2002). As
células foram destacadas das garrafas utilizando 1 mL de tripsina 0,25%-EDTA (Sigma),
incubadas a 37°C por 5 min, ressuspendidas em 10 mL de meio completo, centrifugadas a 320
X g por 5 min e ressuspendidas em meio completo. As células foram distribuidas em
microplacas de 96 pogos (4x10° células/100 pL por poco), incubadas em estufa de CO; a
37°C por 24 h para adesdo, sendo entdo adicionados 20 pL/poco de meio completo contendo
diferentes concentragdes dos compostos testados em triplicata. Apds nova incubacio de 24 h,
foram adicionados 20 pL/poco de uma solugcdo brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) (Sigma), um sal tetrazolico, diluido em RPMI (5 mg/mL) (Denizot ¢
Lang, 1986); ou 200 uL de solugdo de vermelho neutro (100 mg/mL) (Borenfreund et al,
1987), ap6s o descarte do sobrenadante dos pocos. Apos 3 h de incubagdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado formado foi diluido em DMSO no volume de 100 pL/pogo no caso
do teste de MTT; ou 200 pL. de uma solugdo de formaldeido (0,5% v/v) e CaCl, (1%) por 5
min, seguido de descarte do sobrenadante e adi¢do de 200l de uma solugdo alcool-acido. As
microplacas foram lidas em espectofotometro a 570 nm (c¢lulas) ¢ 630 nm (background, caso
as moléculas apresentassem cor) para o teste de MTT e 540 nm para o teste de vermelho
neutro. A concentracdo letal minima que inibe em 50% o crescimento das células (MCLs) na
presenga dos compostos-teste e de antimaldricos-controle foi determinada em comparagao
com células na auséncia de compostos (representativas de 100% de crescimento), através de
curvas concentragdo-resposta geradas pelo programa Origin® Versdao 8 (OriginLab

Corporation, Northampton, MA, EUA)

4.5 Cultivo das fases eritrocitarias de P. falciparum e testes de atividade in vitro

Os parasitos do clone W2 (cloroquina-resistente) (Oduola et al, 1988) e cepa 3D7
(cloroquina-sensivel), originalmente recebidos da New York University Medical School,
foram cultivados em hemacias humanas (hematocrito a 5%) in vitro de acordo com Trager &
Jensen (1976), com pequenas modificacdes (Carvalho et al, 1990; Andrade-Neto et al,
2004b). Os parasitos foram cultivados em placas de Petri usando meio de cultivo completo
(RPMI 1640 suplementado com 25 mM de Hepes, 21 mM de bicarbonato de sodio, 300 uM
de hipoxantina, 11 mM de glicose, 40pg/mL de gentamicina) e 10% (v/v) de soro humano. As

placas foram mantidas a 37°C em dessecadores onde a combustdo de uma vela fornecia a
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concentracdo adequada de O,. A parasitemia foi determinada diariamente por meio de
esfregacos corados com Giemsa e observados sob microscopio optico (1000x).

Os cultivos com predominio de anéis, utilizados nos ensaios de quimioterapia, foram
sincronizados conforme descrito por Lambros & Vanderberg (1979). Resumidamente, o meio
de cultura foi retirado da placa de Petri e 10 mL de uma solugdo de sorbitol 5% e glicose
0,5% foram adicionados ao sedimento contendo o sangue parasitado. O contetido foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL, incubado a 37°C por 10 min e centrifugado
por 5 min, 70 x g a temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado e o sedimento
ressuspendido com meio RPMI completo, ajustando o hematdcrito para 5%. Essa solugdo foi
novamente transferida para uma placa de Petri, e deixada em repouso por aproximadamente
10 min para que as hemdcias sedimentassem, quando foi realizado esfregaco para
determinagdo da parasitemia. O hematocrito e a parasitemia foram ajustados com a adigdo de
hemadcias e meio RPMI completo em quantidades adequadas para o teste.

Esfregagos sanguineos de cultivos de P. falciparum, secos ao ar e fixados com metanol,
foram corados com solu¢do de Giemsa na proporc¢do de quatro gotas por mL de solugdo salina
tamponada pH 6,8. Apds 10 minutos, as ldminas foram lavadas em dgua corrente, secas ao ar
e examinadas ao microscopio Optico com objetiva de imersdo (1000x). A parasitemia foi
determinada pela estimativa do nimero total de hemdcias por campo microscopico sendo
contados os parasitos em 50 a 100 campos; e expressa em porcentagem de hemadcias
parasitadas.

O teste imunoenzimatico anti-HRP-II foi realizado conforme descrito em Noedl et al
(2002). Resumidamente, os compostos foram previamente diluidos em placas de 96 pogos
(diluigao seriada 1:2, volume final de 20 uL) e incubados com parasitos (hematocrito de 1,5%
e parasitemia de 0,05%) sincronizados. Na primeira linha foram colocadas apenas hemacias
infectadas (controle). Apds incubagdo por 24 h a 37°C, o contetido dos seis pocos do controle
negativo (background) foi retirado e congelado e a placa-teste foi re-incubada por adicionais
48h a 37°C em atmosfera de 5% 02/5% C0O2/90% N,. A placa e o background foram
congelados e descongelados duas vezes para promover a lise das hemécias. Uma nova placa
(Maxysorp, Nunc, Denmark), pré-sensibilizada com o anticorpo monoclonal primario anti-
HRP-II (MPFM-55A ICLLAB®, EUA) na concentragdo de 1,0 pg/mL, mantida overnight a
4°C, teve o conteudo dos pogos descartado ¢ 200 puL/pogo de solugao de bloqueio (PBS-BSA
2%) foram adicionados. Apos 2 h de incubacdo a temperatura ambiente, o contetido dos pocos
foi descartado e a placa lavada trés vezes com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T), sendo

adicionados 100 pL/pogo da cultura de P. falciparum hemolisada, assim como 100 pL/pogo
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do background hemolisado. A placa foi incubada 1 h a temperatura ambiente, em cdmara
umida, lavada trés vezes com PBS-T, seguido da adicdo de 100 pL/pog¢o do anticorpo
monoclonal secundario (MPFG55P ICLLAB®, EUA), diluido 5.000 vezes, e incubagdo em
camara umida por 1 h a temperatura ambiente. A placa foi lavada trés vezes com PBS-T, 100
pL/poco de TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) foram adicionados, seguido de incubagao
por 5 a 10 min a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida com
solucdo de 4cido sulfurico 1M (50 uplL/pogo) e a leitura das absorbancias realizada
imediatamente a 450 nm em um espectofotdmetro (Spectra Max 340PC384, Molecular
Devices).

A concentragdo que inibe o crescimento dos parasitos em 50% (ICso) in vitro foi
determinada através de curvas concentragdo-resposta, utilizando o programa Origin® Versao
8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA). De dois a quatro experimentos
independentes foram realizados, com os compostos-teste avaliados em triplicata. As
moléculas foram consideradas ativas com ICso < 2 uM. A razdo entre a citotoxicidade
(MCLso) e atividade (ICso) dos compostos-teste permitiu o calculo do Indice de Seletividade
(IS) contra P. falciparum in vitro. Valores de IS iguais ou menores que dez foram
considerados indicativos de toxicidade (Bézivin et al, 2003).

Para a avaliagdo das atividades citocida e citostatica anti-P. falciparum dos AnCQ, os
experimentos foram realizados de acordo com Paguio et al (2011). Solugdes-estoque foram
preparadas diluindo os AnCQs em DMSO. Diluicdes seriadas foram realizadas em meio
completo e aliquotas de 100 pL foram transferidas para placas de 96 pogos com fundo em U.
Ap0s adi¢do dos parasitos (2% de parasitemia e 2% de hematocrito, 100 pL), as placas foram
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% 0,/5% C0,/90% N,. Para o teste citocida, ap6s 6 h de
incubagdo, as placas foram lavadas trés vezes (700 x g por 3 min) para remover 0o meio
contendo os AnCQs. O sedimento foi ressuspendido em 200 pL. de meio completo e a placa
foi reincubada por pelo menos 48h. O teste citostatico foi realizado em paralelo, no qual os
parasitos foram mantidos em contato continuo com os AnCQs em concentra¢do pelo menos
20 vezes menor que as utilizadas no teste citocida. Esta placa também foi incubada por 48 h a
50 h.

Finalizado o periodo de incubagdo, as placas foram centrifugadas a 700 x g por 5 min a
temperatura ambiente para remo¢do do meio, lavadas com PBS 1X e incubadas por 30 min
com solu¢do de tampao de lise [2,4228 g de TRIS ultra puro (para solugao de 20 mM), pH
7.5; 1,8612 g de EDTA 5 mM ultra puro (para solucao de 5 mM); 80 ug de Saponina (0,008%
p/v); 800 uL de Triton X-100 (0,08% v/v); agua Tipo I] e SYBR Safe DNA stain (1:5000). A
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fluorescéncia de hemacias ndo infectadas foi considerada como background. A fluorescéncia
foi medida em fluorimetro (Synergy H4, Biotek) a 485/535 nm.

As atividades citocida ou CLs (concentragdo que mata 50% dos parasitos) e citostatica
ou Clsy (concentragdo que inibe em 50% o crescimento dos parasitos) foram determinadas
pela comparagdo entre o crescimento dos parasitos na auséncia dos compostos-teste,
considerado representativo de 100% de crescimento, com o crescimento na presenga dos
compostos-teste. Curvas dose-resposta foram geradas utilizando o programa Microcal Origin
Software 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA), possibilitando a
determinagdo dos valores de CLsy ¢ Cls para cada composto-teste. A cloroquina foi utilizada
como controle em ambos os testes. Com esses valores, foi calculado também o indice de
resisténcia (IR), razdo do CLs, ou Clsj entre parasitos resistentes (clone W2) e sensiveis (cepa

3D7) a cloroquina.

4.6 Testes de atividade esquizonticida sanguinea em camundongos

Camundongos Suigos Webster fémeas, pesando 20+ 2g, inoculados com hemacias
infectadas com P. berghei cepa NK65, originalmente recebida da New York University
Medical School, EUA, ¢ mantida por passagens sucessivas, foram utilizados no teste
supressivo (Peters et al, 1975) modificado (Carvalho et al, 1990). Cada camundongo foi
inoculado com 1x10° hemécias parasitadas, via intraperitoneal, (0,2 mL por animal). Duas a
24 h apds a inoculacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 3 a 5
camundongos por gaiola. Em cada experimento foram usados dois grupos controles, um ndo
tratado e outro tratado com cloroquina. O tratamento foi feito diariamente durante 3 ou 4 dias
por via oral e a parasitemia foi avaliada em esfregacos sanguineos coletados nos dias 5, 7 e/ou
9 apo6s a inoculagdo dos animais, fixados com metanol e corados com Giemsa. A parasitemia
foi contada ao microscopio Optico (objetiva de imersdo) e sua redugdo foi calculada em
relagdo ao grupo-controle ndo tratado.

Em alguns experimentos foi usada uma cepa CQ-R de P. berghei NK65 selecionada
pela administragdo de CQ em doses crescentes até a dose maxima tolerada pelo camundongo
de 150 mg/Kg (Krettli et al, 1969). Essa cepa foi mantida a -70°C, descongelada e mantida
em camundongos sob pressdo constante do farmaco (CQ 150 mg/Kg). Os camundongos
apresentando parasitemia apoOs tratamento com CQ a 150 mg/Kg foram usados para os
experimentos. Novos camundongos receberam por via intraperitoneal inoéculo de 10’
hemadcias parasitadas usando camundongos doadores de parasitos resistentes a dose de 150

mg/Kg de CQ. Grupos de 5 camundongos foram tratados por via oral com os AnCQ nas doses

43



de 25 ou 50mg/Kg durante 3 dias consecutivos. Dois grupos controle foram utilizados: um
tratado apenas com o veiculo (sem os compostos) e outro tratado com 150 mg/Kg de CQ. A
inibi¢do da parasitemia foi avaliada nos dias 5, 7 e/ou 9 apds a inoculagdo dos animais.
Compostos foram considerados ativos ao inibirem a parasitemia em mais de 40% em relagao

ao grupo controle ndo tratado com os compostos, o qual recebera apenas veiculo.

44



S RESULTADOS

Os resultados relativos aos AnCQs e aos compostos naftoquinoidais serdo
apresentados na forma de artigos publicados. Os resultados relativos a atividade citocida e

cistostatica de AnCQs serdo apresentados na forma de artigo em preparagao.

5.1 Artigo 1: Analogos de Cloroquina

de Souza et al. Malaria Journal 2014, 13:469
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Antiplasmodial activity of chloroquine analogs
against chloroquine-resistant parasites, docking
studies and mechanisms of drug action

Nicolli B de Souza', Arturene ML Carmo?, Adilson D da Silva?, Tanos CC Franca® and Antoniana U Krettli"

Abstract

Background: Given the threat of resistance of human malaria parasites, including to artemisinin derivatives, new
agents are needed. Chloroquine (CQ) has been the most widely used anti-malarial, and new analogs (CQAns)
presenting alkynes and side chain variations with high antiplasmodial activity were evaluated.

Methods: Six diaminealkyne and diaminedialkyne CQAns were evaluated against CQ-resistant (CQ-R) (W2) and
CQ-sensitive (CQ-S) (3D7) Plasmodium falciparum parasites in culture. Drug cytotoxicity to a human hepatoma cell
line (HepG2) evaluated, allowed to calculate the drug selectivity index (S), a ratio of drug toxicity to activity in vitro.
The CQAns were re-evaluated against CQ-resistant and -sensitive P. berghei parasites in mice using the suppressive
test. Docking studies with the CQAns and the human (HssLDH) or plasmodial lactate dehydrogenase (PALDH)
enzymes, and, a B-haematin formation assay were performed using a lipid as a catalyst to promote crystallization
in vitro.

Results: All tested CQAns were highly active against CQ-R P. falciparum parasites, exhibiting half-maximal inhibitory
concentration (ICsp) values below 1 pM. CQAN33 and COAN37 had the highest Sis. Docking studies revealed the
best conformation of CQAN33 inside the binding pocket of PALDH; specificity between the residues involved in
H-bonds of the PALDH with CQAnR37. CQAN33 and CQAN37 were also shown to be weak inhibitors of PALDH.
CQAN33 and CQAN37 inhibited B-haematin formation with either a similar or a 2-fold higher 1Cs, value, respectively,
compared with CQ. CQAn37 was active in mice with P. berghei, reducing parasitaemia by 100%. CQAn33, -39

and —45 also inhibited CQ-resistant P. berghei parasites in mice, whereas high doses of CQ were inactive.
Conclusions: The presence of an alkyne group and the size of the side chain affected anti-P. falciparum activity

in vitro. Docking studies suggested a mechanism of action other than PLDH inhibition. The B-haematin assay
suggested the presence of an additional mechanism of action of CQANR33 and CQAN37. Tests with CQAN34,
CQAN37, CQAN39 and COAN45 confirmed previous results against P. berghei malaria in mice, and CQAn33, 39 and
45 were active against CQ-resistant parasites, but CQAn28 and CQAN34 were not. The result likely reflects
structure-activity relationships related to the resistant phenotype.

Keywords: Malaria, Chloroguine analogs, Diaminealkyne, Diaminedialkyne, P. falciparum, Lactate-dehydrogenase
enzyme, Docking
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Background
Malaria remains a major public health problem, resulting
in 207 million cases and 627,000 deaths worldwide in
2012 [1]. There is no available vaccine, and the control of
the disease relies on the use of bed nets, other individual
protection against mosquito bites, and the successful drug
treatment of infected patients [2]. Presently, chemother-
apy has been hampered by the low sensitivity of the para-
site to most available anti-malarial drugs [3], including
artemisinin derivatives [4-6]. Resistance to chloroquine, in
the case of P. falciparum, is linked to mutations in the
P. falciparum chloroquine resistance transporter (pfcrt)
gene, which alters the transport and accumulation of
the drug in the digestive vacuole (DV) of the parasite
|7,8]. Plasmodium vivax resistance to CQ has been
described [9,10] and seems related to the intense malaria
morbidity in the Amazon region [11]. However, neither
CQ-R nor mutation markers were detected among
P. vivax in recent studies of 47 isolates from the West
Amazon, all from patients with non-severe malaria [12].
Chemical modifications of CQ have been used as a
powerful strategy to find new anti-P. falciparum agents
effective against drug-resistant parasites [13,14]. Structural
modifications of the alkyldiamine side chains have pro-
vided rather active compounds with decreased cross-
resistance to CQ [15] and with different structure-activity
relationships [16-18]. In the present work, six CQ analogs
(CQAns) that reduced parasitaemia in P. berghei-infected
mice [19], comprising diaminealkynes and diaminedialk-
ynes, were evaluated in vitro against CQ-R (W2 clone)
and CQ-S (3D7 strain) forms of P. falciparum parasites in
cultures. These CQAns were then reevaluated in mice
with CQ-sensitive or CQ-resistant P. berghei parasites.
The compounds with the best selectivity index, based
on drug cytotoxicity and activity in vitro, were evaluated
for the inhibition of -hematin formation. To clarify the
possible mechanism of action of the CQAns evaluated
herein, docking studies were also performed based on
interactions between the CQAns and the plasmodial
lactate dehydrogenase (P/LDH) enzyme, a known target
of 4-aminoquinolines [20,21].

Methods

Synthesis of the molecules

Drug synthesis was performed as previously reported by
Da Silva et al. [22]. In brief, 4-alkyldiamino-7-chloroqui-
nolines were treated with 2 eq. of propargyl bromide
and K,COj3 in EtOH at 0°C for 72 h to produce the com-
pounds CQAn28, CQAn33, and CQAn34 at a 50% to
60% yield. The addition of 4 eq. of propargyl bromide
under the same conditions led to the production of the
compounds CQAn37, CQAn39, and CQAn45 at a 50%
to 60% yield (Figure 1). All the compounds were charac-
terized via one-dimensional nuclear magnetic resonance
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(ID-NMR), infrared (IR) spectroscopy, and melting point
(MP) assays, and the results were in accordance with data
in the literature [22].

Cytotoxicity tests in vitro

A human hepatoma cell line (HepG2), originally re-
ceived from the University of Lisbon as a kind gift, was
cultured as described [23]. The cells were maintained
in RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, ref 6504)
supplemented with 40 mg/L gentamicin and 10% heat-
inactivated foetal calf serum (FCS), and they were
maintained in a 5% CO, atmosphere at 37°C. When
confluent, the cell monolayer was trypsinized, washed
with culture medium supplemented with 10% FCS,
counted, diluted (5 x 10° cells/well), placed in flat-bottom
96-well plates (Corning, Santa Clara, CA, USA), and in-
cubated for 18 h at 37°C to allow cell adhesion. The
compounds were added to the plates at concentrations
up to 1,700 uM, followed by incubation for an add-
itional 24 h, after which 20 puL (5 pg/mL) of 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-y1)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MT'T)
solution was added per well to evaluate drug cytotoxicity.
After 3 h, the supernatant was discarded, 100 uL of di-
methyl sulphoxide (DMSO) was added per well, and the
optical density was measured (SpectraMax340PC384,
Molecular Devices) at 570 nm (test) and 630 nm (back-
ground). Cell viability was expressed as the percentage
of the absorbance compared to the absorbance of the
untreated cells and subtracted from the appropriate
background measurement. The lethal drug dose for
50% of the cells (MLD3,) was determined as described
[24] and was used to calculate the SI of the active com-
pounds, a ratio of the in vitro cell toxicity and activity
against P. falciparum (MLDso/1C50).

Continuous cultures of P. falciparum

CQ-R P. falciparum parasites (W2 clone) [25] and CQ-S
(3D7 strain), originally received from New York Uni-
versity Medical School, were maintained in continuous
culture at 37°C in human erythrocytes (A") using
complete medium (RPMI 1640 supplemented with 10%
blood group A" human serum) changed daily [26]. Be-
fore tests with the molecules were performed, ring
stage parasites were synchronized using sorbitol [27]
and the parasitaemia and haematocrit were adjusted;
180 upL/well was added to 96-well microtiter plates
(Corning, Santa Clara, CA, USA) containing the diluted
compounds tested in triplicate. Drug activity was evalu-
ated in relation to control cultures with no drugs [28] and
was measured using the anti-histidine-rich protein II
(HRPII) test as described [29]. CQ was used in each test
as a control, and two to four experiments were performed
for each parasite strain.
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—(CH2)n~NH;

CQAn34: n= 2
CQAn28: n=3
CQAn33: n=4

n=234

EtOH, 0°C, 72 h, yield: 50 to 60%.

—(CHzh "N
—’m ij
Cl

Figure 1 Scheme of CQAns synthesis. a) 2 eq. propargyl bromide, K;CO,, EtOH, 0°C, 72 h, yield: 50 to 60%; b) 4 eq. propargyl bromide, K;COs,

—(CHg)y=N

CQAn37:n=2
CQAn3%: n=3
CQAnd5: n=4

In vitro tests of drug activity

The anti-HRPII test was performed using P. falcip-
arum cultures adjusted for 0.05% parasitaemia and
1.5% haematocrit. The cultures were added to plates
containing the diluted drugs, followed by incubation
for 24 h under standard culture conditions [26]. The
contents of six wells with no drugs were harvested in
each test plate, pooled in microtubes, and frozen for
later use to measure the background parasite growth
as described [29]. After a 48 h incubation, the plates
were frozen and thawed twice, and 100 pL of lysed cells
from each well was added to a plate that had been pre-
coated overnight at 4°C with a primary anti-HRPIL
monoclonal antibody (MPFM-55A ICLLAB®, USA) for
an immunoassay. Phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining 0.05% Tween and 4% bovine serum albumin
was used for plate blocking (3 h at room temperature)
to avoid nonspecific antibody binding. After 1 h at room
temperature, the plate was washed, and 100 pL/well of a
secondary antibody solution (MPFG-55P ICLLAB", USA)
was added, followed by incubation with 3,3',5,5"-tetra-
methylbenzidine (TMB) chromogen (KPL, Gaithersburg,
MD, USA) in the dark. The reaction was stopped using
1 M sulfuric acid, and the absorbance was read
(450 nm) in a spectrophotometer (SpectraMax340PC>**,
Molecular Devices). The anti-P. falciparum drug ac-
tivity was evaluated by comparing the parasite growth
in the drug-free control cultures, considered 100%
growth, with that in the drug test cultures. Using
curve-fitting software (Microcal Origin Software 5.0,
Inc.), a sigmoidal dose—response curve was generated,
enabling the determination of drug IC5, values. CQAns
presenting ICso<1 pM were considered active; be-
tween 1-5 puM as partially active; and above 5 uM as
inactive.

Protocol for animal use in the anti-malarial tests

The protocol for animal use was approved by the Ethics
Committee for Animal Use (CEUA LW-23/13) of the
Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz). Only Swiss adult
female mice (20+2 g weight) were used; they were
raised at the animal facilities at FIOCRUZ-Minas.

Anti-malarial tests against P. berghei in mice

The suppressive test was performed as described [30]
using the P. berghei NK65 blood parasites, with some
modifications [31]. Briefly, the blood parasites were
maintained through weekly blood passages in mice. For
the experiments, groups of 20-30 mice were inoculated
with 1 x 10° infected erythrocytes. Approximately three
hours later, they were randomly distributed into groups
of five to six mice per cage, which were treated daily by
gavage for four consecutive days. All the compounds
were freshly diluted in 3% DMSO (Sigma-Aldrich) in
RPMI medium and were administered orally at doses of
25 mg/kg or 50 mg/kg. The control mice received the
drug vehicle. On days 5 and 7 after parasite inoculation,
blood was taken from the tail of each mouse and used
to prepare thin smears, which were methanol-fixed,
Giemsa-stained and examined microscopically to deter-
mine parasitaemia. The inhibition of parasite growth was
evaluated in relation to parasitaemia in the untreated
mice, which were considered to have 100% parasite
growth.

A P. berghei NK65 CQ-resistant strain maintained
at —70°C, selected by increasing doses of CQ, maintained
in mice under constant drug pressure (CQ 150 mg/kg)
[32] and stored at —~70°C was also defrosted and used to
inoculate mice. When parasitaemic, the drug-resistant
parasites were subjected to serial blood passages main-
tained under CQ treatment with increasingly higher
doses, up to 150 mg/kg, then used for the experiments.
The mice were inoculated with 107 parasitized RBCs
using blood parasites from a donor with parasites resistant
to 150 mg/kg of CQ. Groups of five mice each were sepa-
rated 24 h after the parasite inoculation, then treated or-
ally with the test CQAn at doses of 25 or 50 mg/kg for
three consecutive days. Two control groups were used in
each experiment; one received CQ at 150 mg/kg and the
other was infected but treated with vehicle only (no
drugs). The inhibition of parasitaemia was evaluated as
described for the mice inoculated with the CQ-sensitive
parasites. A compound was considered active when it
inhibited parasitaemia more than 40% in relation to the
infected but vehicle-treated (no drugs) group.

47



de Souza et al. Malaria Journal 2014, 13:469
http://www.malariajournal.com/content/13/1/469

Inhibition of B-haematin formation assay

The assay was performed using a lipid as a catalyst to
promote crystallization [33]. Briefly, drug stock solutions
were prepared in DMSO and were used at a final concen-
tration of up to 30 mM. A haem stock (10 mM) was made
in DMSO and was diluted to 50 pM with 100 mM sodium
acetate (pH 4.8). A 10 mM 1-monooleoyl-rac-glycerol
(MOG) stock was made in ethanol and was sonicated be-
fore being added to a 50 pM haem stock to make 25 pM
MOG-50 pM haem in 100 mM sodium acetate (pH 4.8).
The 25 pM MOG-50 pM haem solution was sonicated
and added to the assay plate at 100 pL/well. The plates
were incubated at 37°C for 2 h to allow crystallization,
followed by the addition of 100 pl of 200 mM sodium bi-
carbonate (pH 9.1) to solubilize any remaining monomeric
haem. After incubation for 30 min at room temperature,
the amount of solubilized monomeric haem was deter-
mined by measuring the absorbance at 405 nm. Finally,
20 pl of 1 M sodium hydroxide was added to the plates to
dissolve any crystals that had been formed, and the
absorbance was read at 405 nm to determine the total
amount of haem present in each well. The inhibition of
haem crystallization was determined as a function of the
amount of monomeric haem that was not crystallized di-
vided by the total amount of haem present in the assay
mixture. The results are expressed as ICs, values based on
the percentage inhibition of -haematin formation by the
CQAn.

Docking studies

The structures of the inhibitors studied were constructed
and optimized with the program Spartan 08 [34] using the
Merck Molecular Force Field (MMFF) method [35]. In
addition, the partial charges were calculated by single-
point energy calculations using the RM1 method [36].
The crystallographic structures of PALDH and HssLDH
were downloaded from the Protein Data Bank [37] under
the codes 1LDG (resolution 1.74 A and R factor = 0.197)
and 110Z (resolution 2.10 A and R factor = 0.179),
respectively.

The program Molegro Virtual Docker” (MVD) [38] was
used for the docking studies, and the methodology used
was validated by re-docking. To observe possible interac-
tions of the ligands with the solvent present in the crystal,
35 water molecules from a cavity approximately 10 A in
size were considered for the calculations with PfLDH,
whereas 54 molecules were considered for the calculations
with HssLDH. The docking region was restricted to a
radius of 15 A from the centre of the cavity inside each
enzyme. The best ligand conformations inside the en-
zymes were chosen based on 100 runs for each ligand,
and considering the superposition to the structure of
NADH molecules present in the crystallographic struc-
tures combined with the best values for interaction energy,
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and for the H-bonds with water molecules and the resi-
dues of the active sites.

The volumes of the cavities of the NADH-binding
sites inside Pf/LDH and HssLDH were determined using
MVD* [38].

Results

Anti-P. falciparum activity and selectivity indexes of CQAns

All the CQAnRs were active in vitro against CQ-R P. fal-
ciparum parasites, exhibiting half-maximal inhibitory
concentration (ICsq) values below 1 pM; the most ac-
tive molecule was CQAn33 (IC50=0.02 £0.001 pM).
Tested against the CQ-S parasites in parallel, CQAn34
and CQAn37 were active; CQAn33, CQAn39 and
CQAn45 were partially active; and CQAn28 was inactive
(Table 1).

Most of the CQAns were less toxic than CQ (MLDs, =
410.4+26.6 uM), with MLDs, values ranging from 943 to
1699 uM. The ratios of cytotoxicity to activity (selectivity
index, SI) of compounds CQAn37, CQAn33, CQAn39,
and CQAn34 were 24275, 7645, 5011, and 4101, respect-
ively, considering the CQ-R parasites. For CQAn28 and
CQAnN45, the SI values were 2125 and 119, respectively;
and for CQ, the SI was 1080. Using CQ-S P. falciparum
parasites, none of the CQAns showed an SI higher than
CQ (SI = 5679). The highest SI values were exhibited by
CQAn34 (SI = 3144) and CQAn37 (SI = 2981); all the
other CQAns had SI values below 1500 (Table 2).

Anti-P. berghei malaria activity of the CQAns

All the compounds (CQAn28, CQAn33, CQAn34,
CQAn37, CQAn39, and CQAnd5) that were tested in
mice with P. berghei caused between 73% and 100% inhib-
ition of parasitaemia after treatment with a 25 mg/kg oral
dose, compared with the untreated control group on day
5. On day 7, the parasitaemia inhibition reached 93%
(Table 3). CQ, used as a control, inhibited parasitaemia by
100% and 97% on days 5 and 7, respectively. The 50 mg/kg
dose of CQAn33, CQAn37 and CQ caused 100% inhibition
of P. berghei parasitaemia on days 5 and 7 after infection.
Two of the five mice receiving CQAn37 and all the mice
receiving CQ survived the infection at least 30 days after
the end of treatment; CQ cured the mice.

The CQAns were evaluated against a CQ-resistant
P. berghei strain (maintained by constant drug pressure
at a dose of 150 mg/kg daily until the last passage before
the test). The dose of 50 mg/kg was active for all the
CQAns on day 5. CQAn45 caused the highest parasit-
aemia reduction (63%), followed by CQAn39, CQAn33
and CQAn37, which reduced parasitaemia by 62%, 53%
and 47%, respectively. CQAn28 and CQAn34 were inactive
at 25 mg/kg. As expected, CQ at the highest tolerated
dose of 150 mg/kg was inactive against the CQ-resistant
P. berghei parasites in mice (Table 3).
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Table 1 Activity of CQ and CQAn against P. falciparum (1C5,) CQ-R (W2) or CQ-S (3D7) parasites

Molecule Chemical structure Anti-P. falciparum activity (ICso in pM)*
W2 (CQ-R) 3D71 (CQ-S)
"“/\/\ﬁ/\
=
CQANn28 071 £003 1487 £3.58
L= N/
_Z
NN/\/\/n\//
R
CQAN33 /@:ﬁ 0.02 £0.001 117 £0.10
P
© N
N e
HN/\/”\//
CQAN34 ‘ i 023+0.15 03+001
P
cl N
uN/\/N\/Z
CQANn37 = 0.07 £0.03 057 £0.24
cl N/
ST
SN
\'*77:—3
=
CQAN39 /@\)j 0.64£0.29 239011
Z
r
”“/\/\'/N\,,///’
CQAN45 N 0.77 £0.21 1.17 £0.00
ci N/
s
N N
Chloroquine m 0.38+0.03 0.081 £0019
=
a W

*Average +SD of the ICsq is based in two to four experiments performed with each parasite strain using anti-HRPIl method.

Inhibition of B-haematin formation by CQAn

The inhibition of -haematin formation was evaluated
for CQAn33 and CQAn37, the most active CQAns
against P. falciparum in vitro. The results showed that
CQAn33 inhibited f-haematin formation with an 1Csq
value similar to that of CQ, whereas CQAn37 inhibited
p-haematin formation at a concentration 2-fold higher
than that of CQ (Table 4).

Docking studies and the mechanism of activity of the
CQAns

The root-mean-square deviation (RMSD) values obtained
through re-docking of the NADH structure inside each
crystal were lower than 2.00 A in the case of PALDH and
HssLDH (Tables 5 and 6). The cavities of the NADH-
binding sites inside PLDH and the human lactate de-
hydrogenase enzyme (HssLDH) were determined to have
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Table 2 Cytotoxicity of CQ and CQAn and Sl on P.
falciparum parasites and therapeutic activity or selectivity
index (SI), a ratio between toxicity and activity

Molecule Cytotoxicity* MLDsp (HM) SI (MLDs/1C50)
HepG2 cells W2 (CQ-R) 3D7 (CQ-9)
CQAN28 150856 +344.50 2125 101
CQAN33 152.89+12.86 7645 131
CQANn34 94329+73.15 4101 3144
CQAn37 1699.24 + 1007 24275 2981
CQAn39 >3207.08 5011 1342
CQAN45 101584+ 4297 1319 868
Chloroguine 41044266 1080 5,679

*Average + SD of two to four experiments measured through
MTT-colorimetric assay.

volumes of 117,248 and 7,936 A®, respectively. Both
cavities were generated around the NADH structure
present inside the crystallographic structures. The results
suggest that the new CQAns studied have affinities for the
NADH-binding sites of PALDH and HssLDH. These
compounds were able to dock and to establish highly
stable H-bonds with amino acids and water molecules
in the sites, as reflected by the highly negative total
intermolecular energy (IE) values (Tables 5 and 6). The
IE values were less negative inside HssLDH than inside
PALDH.

Inside PLDH, all the compounds (except CQAn45)
H-bonded to Asp53 and/or Thr97 plus water molecules
and displayed good (negative) H-bond energy values.
The intermolecular energies were ranked as follows: CQ >
CQAn39 > CQAn37 > CQAn33 > CQAn28 > CQAn45 >
CQAn34, with lower values than NADH. The highest

Table 3 Anti-malarial activity of chloroquine (CQ) and its
analogs (CQAnN) against P. berghei evaluated as
percentage reduction of parasitaemia on days after
inoculation with either a CQ sensitive or resistant strain
of the parasite*

CQAn CQ-Sensitive 25 mg/Kg CQ-Resistant 50 mg/Kg
Day 5 Day 7 Day 5 Day 7
28 947 242 0" 0
33 737 L& 53 52
34 99 81 o° 0
37 100 93 47 33
39 95 92 62 30
45 88 50 63 51
cQ 100 97 {7 0°

*Reduction calculated in relation to control non-treated mice (100% of
parasite growth).

?Adapted from de Souza et al. [19]; all the compounds were used at 50mg/Kg,
except as indicated, in the dose of 25 mg/Kg because there was not enough
material for a higher dose®. In the case of CQ used as control in the test with
the resistant parasites, the dose used was 150 mg/Kg, which was totally
inactive, as expected®.
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Table 4 Inhibitory concentrations of B-haematin formation
by chloroquine (CQ) and two analogs (CQAn)*

CQAn Exp Mean +SD
1 2 3
33 4.7 30 56 43+13
37 27 10.2 Y53 89+38
cQ 0.6 20 50 FEEDD

*Results expressed as ICsg in mM.

H-bond energy was observed for CQAn33 and the low-
est for CQAn45.

Most of the active-site residues of PLDH involved in
H-bonds differed from those of HssLDH. Thus, the resi-
dues of PLDH involved in H-bonds with CQAn33 and
CQAn37 were Thr97, Val138 and H,0; and Asp53 and
H»0, respectively. The residues of HssLDH for the same
molecules were Lys147, Alal46 and Asnll6; and Glyl5,
Asnl16, Alal46 and Lys147, respectively.

To better understand the experimentally observed se-
lectivity, the electrostatic potentials of the NADH-binding
sites inside PfLDH and HssLDH were determined. The re-
sults showed differences in the binding pockets: inside the
PALDH pocket, the electrostatic potential was totally
positive, whereas inside HssLDH, it was mostly negative,
as illustrated by CQAn33 docked inside both enzymes
(Figures 2 and 3).

Discussion

Although CQ-R is widespread, CQAns may help to over-
come the drug resistance, especially considering that it is
believed to be stage specific [39] and/or related to the
compound structure [15]. Indeed, various CQAns have
shown potent antiplasmodial activity against CQ-R P.
falciparum blood parasites [40-42]. Among the six CQAns
tested against P. falciparum in the present work, all exhib-
ited high activity against CQ-R parasites. CQAn28, 33, 37
and 39 were more potent against the CQ-R W2 clone than
against the 3D7 CQ-S parasites.

Variation in side chains seems to be a promising strat-
egy concerning the anti-malarial activity of CQAns, and
small changes in the spacer length can dramatically
affect the activity exhibited against CQ-S and CQ-R par-
asites [43]. Moreover, the presence of a terminal alkyne
seems important: CQAn33, which has a terminal alkyne,
showed an ICsy more than 10-fold higher than that of
CQ, which has no terminal alkyne.

The activity of 4-aminoquinolines involves their bind-
ing to haematin in the monomeric and dimeric forms,
inhibiting haemozoin formation and resulting in parasite
death [44]. The activity of CQ against P. falciparum also
involves interactions with the parasite enzyme P/LDH
[20], as shown by in silico studies with docking and mo-
lecular dynamics in the present work. The complex formed

50



de Souza et al. Malaria Journal 2014, 13:469 Page 7 of 12
http://www.malariajournal.com/content/13/1/469

Table 5 Docking results of NADH, CQ and CQAn inside PALDH

Ligand Intermolecular energy H-bond energy Residues and water molecules Distance (A) H-bond energy
(keal mol™) (kcal mol™) involved in H-bonds (kcal mol™)
3.293 —0.331
Met30(2)
2972 -1.534
Gly99 3.329 -1.355
Asp53 3.259 -1.707
lle31 2267 0.288
Gly29 2.876 —0.758
Gly32 3.301 —1495
Phe100 3213 -1933
Ser245 3.585 —0077
3.536 —0.060
Leul63(2)
NADH RMSD 1.437 —180.166 —11.878 3522 —0.392
His195 3.595 —0025
Val138 2737 —2.500
3466 —0671
H0 (2)
3.172 —2.142
H,O 1.004 11.271
H,O 2946 —2.500
H,O 1.992 2675
H,O 3111 —2445
H,O 3.086 —2.500
H,O 2911 —2.500
lle31 3.344 -1278
—148459 Met30 3.013 —0.962
cQ —3.232
(—133.455) Asn140 2.866 —0992
H,O 3.210 -1951
—131.266 Asp53 3.283 -1.586
CQAN28 —4.086
(—123.897) Gly99 3.014 —2.500
Val138 2593 —2.105
—135340 Thrg7 2.843 —2498
CQAN33 (—123651) —4.602 H,O 3.093 —2.500
H,O 2758 —2.500
H,O 3.336 -1.321
—123.505 Asp53 2762 -1.575
CQAN34 (—=115.999) —3.088 Thrg7 3.127 -1.513
H,O 2967 —2.500
—141.264 Asp53 2938 —2.500
CQAN37 —2.500
(—=131.154) H,O 3.210 —-1.951
—145727 Asp53 2.869 —2.500
CQAN39 —2.500
(—123.226) H,O 3.263 -1685
—131.123
CQAN45 —1.544 Gly99 2999 -1.544
(—110.764)
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Table 6 Docking results of NADH, CQ and CQAn inside HssLDH

Ligand Intermolecular energy H-bond energy Residues and water molecules Distance (A) H-bond energy
(kcal mol™) (kcal mol™) involved in H-bonds (kcal mol™")
Asp119 (2 3.085 -2.500
2817 —1.588
Ser145 3.131 —2.343
Alal4e 2627 -0675
Lys147 2635 —2.500
Lys117 3.482 -0592
Gly15 2.566 —2215
Vall4 2.851 -0277
2.940 -2.500
Lys16 (2)
NADH RMSD 0956 e ~20561 240 “oree
(—190.630) Gly13 2975 —0.360
Ala18 3.288 —1.561
Ser17(2) 2.794 -1529
3315 -1.193
H,O 2.725 -2.500
3.132 —2.342
H.0 (2) 2578 —2.313
H-0 (3) 3.359 —1.203
2982 —2.500
3213 —1.934
—127.669 Alal4e 3.390 —0833
cQ (—104.576) —2.983 Asn116 2.785 —2.149
H,0 3438 -0812
—123.535 Alal4e 3.218 -1.39%4
COAN28 (—114.612) —3.669 Asp116 2922 —2.275
H,0 3.193 —2033
—125.365 Lys147 3.551 —0.143
CQAN33 (—=112.274) —3.298 Alal4e 3.139 -1599
Asn116 3.206 —1.556
—113.935 Asn116 2974 —2074
CQAN34 (—104.054) —3.842 Alal4e 3.126 —1.768
H,0 3.204 -1979
Gly15 3.398 -0.163
—121.066 Asn116 3.166 —1425
CQAN37 —3.588
(—110.364) Alal4e 3.051 —1.904
Lys147 3573 -0.010
CQAn39 —129.262 508 Asn116 2.799 —2.068
(—107.522) Alal4e 3493 —0430
—128.632 Asn1l16 3401 -0.843
CQAN45 (—94.840) —1.411 Alal4e 3420 -0.569
H.0 3.074 —2.500
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spheres and H-bonds are shown as dotted green lines.

Figure 2 Interactions of CQAn33 inside HssLDH (left) and PfLDH (right). Water molecules inside the active sites are represented as red

between the dimeric haematin and the quinolinic drugs
inhibited P/LDH, as shown with other quinoline deriva-
tives [21].

In previous studies, RMSD values below 2.00 A were
obtained for the plasmodial and human enzymes in re-
docking studies, which validates this methodology [45-47].
The intermolecular energy values for the CQAns were
higher than for CQ and NADH, showing that the mole-
cules studied here are weak inhibitors of PALDH and sug-
gesting that they have a different mechanism of action.

CQAR33 and CQAn37, the molecules with the highest
SI in vitro, were also evaluated for their ability to inhibit
B-haematin formation. The results showed that CQAn33
inhibited p-haematin formation with an ICs, similar to
that of CQ, whereas CQAn37 exhibited an ICs, more
than 2-fold higher than CQ, which is in accordance with
this molecule being less active than CQAn33 against P.
falciparum. The results obtained for anti-P. falciparum
activity through the HRPII test showed a rather higher
activity of these CQAns in relation to CQ, suggesting an-
other mechanism of action than that related to haemozoin

formation, such as apoptosis, autophagy or the inhibition
of P-glycoprotein-mediated transport. Metacaspase-like
proteins, which are related to caspases [48], have pre-
viously been shown to be inducers of apoptosis in P.
Sfalciparum parasites exposed to CQ, with more intense
DNA fragmentation in CQ-R parasites than in CQ-S [49].
Autophagy-related proteins have been identified in P. fal-
ciparum [50,51]. Indeed, after CQ pressure, P. falciparum
parasites exhibited cytoplasmic vacuolization [52], a sign
of autophagic cell death [53] rather than of apoptosis.
A recent study showed that CQ significantly inhibited
P-glycoprotein-mediated transport [54], which is involved
in drug evasion in P. falciparum [55].

The highest and lowest H-bond energies were observed
for CQAn33 and CQAn45, respectively, a result that cor-
roborates the in vitro data showing that CQAn33 was the
most active molecule and CQAn45 the least active against
P. falciparum. Another difference is the residues of the
plasmodial and human enzymes involved in the H-bonds,
specific for CQAn33 and CQAn37; this result is consistent
with them having the highest SIs.

Figure 3 Surface representation of the binding sites of CQAn33 (NADH pockets) inside HssLDH (left) and PfLDH (right). Red means
negative charges, blue means positive charges and white means neutral
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The differences in the binding pockets of the studied
compounds’ tails inside PALDH and HssLDH could be
explained by a large concentration of negative charges
due to the presence of the alkyne groups. This finding
suggests a better stabilization inside the more positive
pocket of PALDH, which is caused by the size of the cav-
ity and increases drug specificity. Indeed, the smaller
cavity of P/LDH allows for better accommodation of the
ligands than inside HssLDH.

The most active CQAn in vitro also inhibited P. berghei
parasitaemia in mice, as shown in the present work and in
our previous studies with the same compounds [19]. An
increase in mouse survival resulting from treatment with
CQAn37 may well be a consequence of the alkyl side
chain altering the structure-activity relationship in the ter-
minal nitrogen [15], which may favor drug lipophilicity.
All the CQAns inhibited CQ-R P. berghei parasitaemia in
mice, translating the in vitro data, with the exception of
CQAN28 and 34, which is likely a result of metabolism
[13] or of the structure-activity relationships inherent to
the resistance phenotype, e.g., those related to pfert [7,56],
also in vivo [57].

The data reported herein highlight the use of CQAns
in malaria-endemic areas where drug resistance has been
reverted, Le., sensitivity to CQ has reappeared [58]. CQ
is the most widely used anti-malarial drug worldwide [2]
due to its low cost, high efficacy and lack of toxicity. In
addition, the cost of a treatment course is rather low at
US$0.21 per patient [59]. The CQAns evaluated in this
study are generated in two steps using readily available,
inexpensive starting materials and can be produced in
good yields [22] at a cost expected to be as low as that
of CQ. Thus, the CQAns studied in the present work may
be produced at large scale to proceed in drug development
for anti-malarials, since they are promising alternatives for
malaria control.

Conclusions

Among the six CQAns tested in vitro, three were more
active than CQ, inhibiting 50% of P. falciparum growth
at low doses: CQAn33 (1C5q 0.02 £ 0.001 pM), CQAn34
(ICs0 0.23 + 0.15 pM), and CQAN37 (ICs, 0.07 + 0.03 pM).
All were more active against the CQ-R (W2) parasites than
against the CQ-S (3D7) parasites, which suggests the ab-
sence of cross-CQ-R. In addition, the therapeutic indexes
(or SI) of all CQAns, with the exception of CQAn45, were
higher than that of CQ. Docking studies with CQAn33
and CQAn37 corroborated the outstanding anti-P. falcip-
arum activity observed herein and showed that CQAn33
had the highest H-bond energy with the plasmodial en-
zyme, indicating specificity for PALDH. Additionally, they
showed that the CQAns are weak inhibitors of PfLDH,
suggesting a different mechanism of action. The inhibition
of f-haematin formation by CQAn33 and CQAn37 also
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suggested mechanisms of action other than those related
to haemozoin formation. The in vivo results with
CQAn34, CQAn37, CQAn39, and CQAn45 confirm
previous data showing their high anti-malarial activity.
Furthermore, the CQAns also inhibited the parasitaemia
caused by CQ-R P. berghei but CQ did not, translating
in vitro to in vivo data. However, CQAn28 and CQAn34
did not inhibit CQ-R P. berghei parasitaemia, what may be
a result of metabolism issues or structure-activity relation-
ships related to the resistant phenotype. Altogether,
the present results highlight the CQAns studied here
as promising anti-malarial agents due to their SI and
in vivo activity against malaria in mice.
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Blood shizonticidal activities of phenazines and naphthoquinoidal
compounds against Plasmodium falciparum in vitro
and in mice malaria studies
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Due to the recent advances of atovaguone, a naphthoquinone, through clinical trials as treatment for malarial
infection, 19 quinone derivatives with previously reported structures were also evaluated for blood schizonticide
activity against the malaria parasite Plasmodium falciparum. These compounds include 2-hydroxy-3-methylamino
naphthoquinones (2-9), lapachol (10), nor-lapachol (11), iso-lapachol (12), phthiocol (13) and phenazines (12-20).
Their cytotoxicities were also evaluated against human hepatoma and normal monkey kidney cell lines. Compounds
2 and 5 showed the highest activity against P. falciparum chloroqutine-resistant blood-stage parasites (clone W2),
indicated by their low inhibitory concentration for 50% (IC.) of parasite growth. The therapeutic potential of the
active compounds was evaluated according to the selectivity index, which is a ratio of the cytotoxicity minimum le-
thal dose which eliminates 50% of cells and the in vitro IC, . Naphthoquinones 2 and 5, with activities similar to the
reference antimalarial chloroquine, were also active against malaria in mice and suppressed parasitaemia by more
than 60% in contrast to compound 11 which was inactive. Based on their in vitro and in vivo activities, compounds
2 and 5 are considered promising molecules for antimalarial treatment and warrant further study.

Key words: antimalarials - quinones - phenazines - lapachol - Plasmodium falciparum - Plasmodium berghei

To date, malaria remains a global health problem
that affects 225 million people, mostly in tropical and
subtropical regions of Africa and Southeast Asia (WHO
2011). A malaria vaccine is currently unavailable and
chemotherapy remains the primary intervention for
disease control; however, the resistance of Plasmodium
falciparum to most antimalarial agents 1s increasing
and in some regions of the world, the parasite is becom-
ing resistant to artemisinin derivatives (Dondorp et al.
2009). In addition, the agent Plasmodium vivax has be-
come resistant to chloroquine (Price et al. 2009, Graf et
al. 2012, Marques et al. 2014), further raising difficulties
of controlling malaria. More effective compounds and
new treatment strategies are therefore needed, particu-
larly drugs with high therapeutic indexes, novel and/or
defined mechanisms of action, easy synthesis and activ-
ity against all stages of malarial parasitic infection.

Quinone-based compounds with antimalarial activity,
such as hydrolapachol (Hooker 1936) and lapachol, which
are both isolated from plants (Fieser & Fieser 1948), have
been studied in depth over recent decades. Interest in the
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antimalarial properties of hydroxy-naphthoquinones has
increased since the development of atovaquone (Fry &
Pudney 1992, Srivastava et al. 1997), a commercially
available drug for malaria chemoprophylaxis (Shapiro
et al. 1999) that 1s used to treat P. falciparum malaria
(McKeage & Scott 2003) in areas with chloroquine re-
sistance (Aguiar et al. 2012, WHO 2012). These com-
pounds also possess antibacterial and antitumor activi-
ties due to their effects on oxidative stress (Lourengo et
al. 2011, Cavalcanti et al. 2013).

Phenazines are produced through the heterocyclisa-
tion of naphthoquinoidal structures and also possess an-
timicrobial (van Rensburg et al. 2000), antiviral (Wang
et al. 2000) and antimalarial (Makgatho et al. 2000, An-
drade-Neto et al. 2004b) activities.

Some quinoidal molecules have demonstrated an im-
proved biological response in relation to their parent com-
pounds due to their increased lipophilicity (de Castro et
al. 2013); however, the low bioavailability of atovaquone
(Dressman & Reppas 2000) indicates the need for chemi-
cal modifications, especially in the alkyl group, to pro-
duce new analogues (Schuck et al. 2013). Furthermore,
increasing resistance to atovaquone has been reported
(Vaidya & Mather 2000, Fivelman et al. 2002).

In this study, we modified the alkyl side chain of
atovaquone to create naphthoquinone derivatives con-
taining tertiary amine substitutions (Fig. 1), which
were also previously shown to have antimicrobial (Car-
neiro et al. 2011) and antitumoural (da Silva Junior et
al. 2011) properties. These derivatives were synthesised
using the classic Mannich reaction from lawsone and
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evaluated against P. falciparum blood parasites 1n vitro.
Compounds were next classified by their selective activ-
ity, with the exclusion of toxic compounds. In addition,
some phenazines were similarly obtained and evaluated.
The compounds with the highest activity and a low tox-
icity profile in vitro were next evaluated against malaria
infection in mice. This study thus reinforces the impor-
tance of this class of compounds as treatment for para-
sitic diseases including P. falciparum.

MATERIALS AND METHODS

Chemistry - 2-hydroxy-3-methylamino naphthoqui-
noidal compounds 2-9 were prepared from lawsone by the
classic Mannich reaction, using the appropriate amines
and formaldehyde in an alcohol-based solution (Fig. 1) as
previously described (Leffler & Hathaway 1948, Lagrota
et al. 1988, dos Santos et al. 2000, Lima et al. 2002). The
obtained derivatives were then characterised as previous-
ly described (Lagrota et al. 1988, dos Santos et al. 2000,
Lima et al. 2002) (Fig. 2).

Lapachol (10) was extracted from the heartwood of
Tabebuia sp. (Iecoma) and purified by a series of re-
crystallisation steps (Pinto et al. 1980). Nor-lapachol
(11) was obtained using the Hooker oxidation method
(Fieser & Fieser 1948). Iso-lapachol (12) and 2-hydroxy-
3-methyl-1,4-naphthoquinone (13) were both synthe-
sised using previously described techniques (Hooker
1936). Phenazine 14 was prepared from lapachol (10)
through a two-step process (da Silva Janior et al. 2009).
Compound 15 was obtained from reduced nor-lapachol.
Lapachol (10) was catalytically reduced and used to
obtain compound 16 using the same reaction (da Sil-
va Junior et al. 2011) and compound 17 was obtained
through a similar process. The phenazine compounds
18-20 were prepared from C-allyl lawsone as previously
described (da Silva Junior et al. 2011) (Fig. 3).
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Fig. 1: strategy toward bioactive quinone derivatives.
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Cytotoxicity tests with human hepatocellular liver
carcinoma cell line (HepG2) - HepG2 (ATT, USA),
kindly donated by Universidade Nova de Lisboa, Por-
tugal, and normal monkey kidney cells (BGM) cells,
donated by the University of Minas Gerais, were cul-
tured in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, USA,
ref 6504), containing 40 mg/L gentamicin (Schering-
Plough, USA) and 10% heat-inactivated foetal calf se-
rum in 5% CO, at 37°C (Gibco, USA). After reaching
confluence, the cell monolayer was then trypsinised,
washed with culture medium, aliquoted into a flat-bot-
tomed 96-well plate (Corning, USA, ref 3595) at 5 x 10°
cells/well and incubated for 18 h at 37°C to allow cell
adhesion. The test and control compounds were added
at various concentrations (188-4,324 uM) and the cell
monolayer was incubated for another 24 h. Cytotoxic-
ity was next evaluated as described (Coutinho et al.
2013) with the [3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2.5 diphe-
nyltetrazolium bromide] (MTT) assay by adding 20 pLL
of 5 mg/mLL MTT (Molecular Probes, USA) per well
(Denizot & Lang 1986). After 3 h of incubation, the
supernatant was discarded, 100 pL of dimethyl sulfox-
ide (DMSO) (Sigma-Aldrich) were added per well and the
optical density was measured (SpectraMax 340PC384,
Molecular Devices, USA) at 570 nm for the test conditions
and 630 nm for the background wells. Cell viability was
expressed as a percentage of the absorbance of the un-
treated control cells subtracted from the appropriate back-
ground measurement. The minimum lethal dose of 50%
cells (MLD, ) was determined as previously described (de
Madureira et al. 2002) and further used to calculate the
selectivity index (SI) of the active compounds, defined as
the ratio of the MLD, to the IC, (Bézivin et al. 2003).

Continuous culture of P. falciparum and in vitro tests
of drug activity - Blood-stage parasites from the chloro-
quine-resistant and mefloquine-sensitive P. falciparum
W2 clone kept as described (Andrade-Neto et al. 2004a)
were maintained at 37°C in human erythrocytes (A”)
in complete medium (RPMI-1640, supplemented with
10% blood group A" human serum) that was changed
daily as previously described (Trager & Jensen 1976).
The effects of the compounds were determined relative
to control parasites kept in culture medium only (Rieck-
mann et al. 1978). Ring-stage sorbitol-synchronised
parasites (Lambros & Vanderberg 1979) were used af-
ter adjusting the parasitaemia and haematocrit values
as specified in each test at a volume of 180 pL/well in
96-well microtitre plates (Corning, ref. 3595) contain-

/_/
@ l—N’& 5) f—N\j \,.L/OH

@) i_N.
(3) F O ® i_N H

©) l—NCNH
(4) I—NG @) }-N‘NH

Fig 2: naphthoquinones 2-9 obtained by Mannich reaction.
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Lapachol (10)

Nor-lapachol (11)

(18) (19)

Iso-lapachol (12) Phthiocol (13)

(20)

Fig. 3: lapachol (10), nor-lapachol (11), iso-lapachol (12), phthiocol (13) and phenazine compounds 14-20.

ing the diluted compounds in triplicate. The drug activ-
ity was measured using the anti-histidine-rich protein I1
(HRPII) test (Noedl et al. 2002). Chloroquine was used
as the antimalarial control in each test.

For the HRPIT test, the parasites were adjusted to
0.05% parasitaemia and 1.5% haematocrit, placed in
plates containing the drugs and incubated for 24 h un-
der standard culture conditions. The contents of six wells
(containing no test drugs) were harvested and frozen in
microtubes for later use as background measurement.
After 48 h of incubation, the plates were frozen at -70°C
and thawed twice. Next, 100 pL of the lysed cells trom
each well were added to a plate that had been pre-coat-
ed overnight at 4°C with the primary anti-HRPII anti-
body (MPFM-55A, ICLLAB®, USA) for immunoassay.
Phosphate-buffered saline at pH 7.2 supplemented with
Tween 20 (Sigma-Aldrich) (0.05%) and bovine serum al-
bumin (Sigma-Aldrich) (4%) was used to block the plates
to (avoid non-specific antibody binding) for 3 h at room
temperature (RT). After 1 h at RT, the plates were washed
and 100 pL/well secondary antibody solution (MPFG-
55P ICLLAB®) were added, followed by incubation with
3.,3"5,5-tetramethylbenzidine chromogen cat. #50-76-
00 (KPL, USA) in the dark. The reaction was stopped
by adding 1 M sulphuric acid and the absorbance was
read (450 nm) using a spectrophotometer (SpectraMax
340PC384, Molecular Devices). Anti-P. falciparum drug
activity was measured by comparing the drug concentra-
tions that inhibited parasite growth to drug-free control
cultures, which were representative of 100% cell growth.

Growth data from the serial drug dilutions to sigmoi-
dal dose-response curves was analysed by curve-fitting

software (Microcal Origin Software v.5.0, OriginLab Co,
USA) and used to measure inhibitory concentration for
50% (IC,,) of parasite growth. Only compounds exhibit-
ing IC, values lower than 5 uM were considered active;
those with IC, values between 5-30 uM were considered
partially aLthC and those with IC, values higher than 30
uM were considered inactive compounds.

Antimalarial tests against Plasmodium berghei in
mice - The antimalarial suppressive test was performed
as previously described (Peters et al. 1975) with slight
modifications (Andrade-Neto et al. 2004b). Briefly, P.
berghei (NK65) chloroquine-sensitive blood-stage para-
sites were stored at -70°C and passaged weekly i outbred
Swiss mice. Adult female mice weighing 20 + 2 g were
inoculated with 1 = 10° infected erythrocytes, randomly
distributed into groups of three mice per group after 24 h
infection and then drug treated daily by gavage for three
consecutive days. All compounds were freshly diluted in
3% DMSO in RPMI medium and used at doses of 100 mg/
kg; chloroquine was used at 20 mg/kg and control mice
received the drug vehicle. At days 5 and 9 after parasite
inoculation, blood was taken from the tails of the mice and
used to prepare smears, which were then fixed with metha-
nol, Giemsa-stained and examined microscopically to de-
termine parasitaemia as previously described (Andrade-
Neto et al. 2004b). The inhibition of parasite growth by
drug treatment was evaluated in relation to the untreated
mice, which were representative of 100% parasite growth.
Compounds that reduced parasitaemia by more than 40%
were considered active, whereas those that reduced para-
sitaemia by 30-40% or less than 30% were classified as
partially active and inactive, respectively.
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Ethics - The protocols for animal use in the labora-
tory were previously approved by the Ethical Commit-
tee for Animal Use (L-0046/08), Oswaldo Cruz Foun-
dation, Brazil.

RESULTS

Eight 2-hydroxy-3-methylamino naphthoquinones,
seven phenazines and lapachol, nor-lapachol, iso-lapa-
chol and phtiocol were evaluated for their in vitro ac-
tivity against P. falciparum blood-stage parasites. All
compounds were assayed using the anti-HRPII test. The
standard antimalarial chloroquine was tested as a control
agent in parallel and the data are summarised in Table L.

Among the compounds tested, napthoquinones 2 and
5 were active, exhibiting IC, values <5 uM (1.3 and 1.9
UM, respectively). Compounds 3, 4, 5, 7, nor-lapachol
(11) and 1so-lapachol (12) were considered partially ac-
tive, as well as the phenazines 16-18 with IC, within the
range of 5 and 30 uM. The other compounds were con-
sidered inactive, exhibiting IC_ values > 30 pM.

Regarding cytotoxicity against both HepG2 and
BGM cells, all molecules exhibited no toxicity based
on high MLD, values observed. Only compound 8 was
toxic to both cell lines.

Considering the therapeutic potential of the mol-
ecules examined, which was defined as the SI based on
the cytotoxicity against HepG2 cells and antiplasmodial
activity in vitro, compounds 2 and 5 exhibited the high-
est SI values of 2,564 and 1,074, respectively, which were
similar to or higher than that of chloroquine (SI = 1,535).
Seven other molecules exhibited promising SIs ranging
from 100-350; these compounds were iso-lapachol (12),
three naphthoquinones derived from lawsone (3, 4, 6)
and two phenazines (17 and 18). Nor-lapachol (11), the
naphthoquinone compound 7, the phenazines prepared
from lapachol (14, 16) and phenazine (19) derived from
C-allyl lawsone were less active (SI < 100). Other com-
pounds displayed a low SI (10, 13, 15 and 20) and were
thus less promising; one compound (8) exhibited an SI
value of 10 and was considered toxic. A near two-fold
increase in cytotoxicity between HepG2 and BGM cells
was observed for compounds 12, 15, 19 and 20.

To determine the in vivo activity of the selected com-
pounds, 2, 5 and 11 were next evaluated against malaria
infection caused by P. berghei. Both compounds were
found to be active by reducing parasitaemia by up to 63%,
whereas nor-lapachol (compound 11) was inactive in vivo
(Table II). Analysis of the experimental compounds was

TABLEI

Activity of quinones and phenazines against Plasntodium falciparum inhibitory concentration for 50% (IC;,) measured through
the anti-histidine-rich protein IT (HRPII) method, cytotoxicity [minimum lethal dose of 50% cells (MLD, )| against two different
cell lines a human hepatoma (HepG2) and a normal monkey kideny (BGM) and selectivity indexes (SI) a ratio MDL, /IC, |

HepG2 BGM

Compounds IC,, MLD,, SI MLD,, SI
2 13+04 >3.363.1 2,564 >3,363.1 2.564
3 16.8+34 >3,685.8 220 >3,685.8 220
4 141+70 >3,886.7 276 >3.886.7 276
5 1.9+0.7 2.075.1 £316.5 1,074 2,468.4 +239.7 1,299
6 30.6£5.7 >43244 141 >4324 4 141
7 112+£23 3311 +£1053 29 256.6 23
8 59.9+£77 188.0+ 347 3 321.5+£283 54
9 1104 +£122 2,4976+5469 23 >3,672.4 33
10 93 +20.,5 14917+ 3214 16 1,785.1 £ 888.3 19
11 269+09 1,698.6 +94.8 63 1,608.8 £ 221.8 60
12 127+2.0 >4.127.6 324 1.388.9+£592.5 109
13 >265.7 5308.2+83 20 >5.314.1 20
14 475+ 1.1 > 1,803 38 > 1,803 38
15 =042 1.041.0 + 58.5 11 >1.884.6 20
16 20.6+2.6 951.6+115.6 46 6328+ 114 31
17 9.0+0.1 >3,120.8 348 - -
18 13.4+22 >3,4925 260 >3492.5 260
19 60.5+9.2 >2,005.9 33 752+ 1699 12
20 =995 >1.989.8 20 1,047.6 £43.0 10
Chloroquine 03+0.02 4604 +£973 1,535 4623+£27 1.541
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TABLE II

Antimalarial activity of nor-lapachol (11) and of the naphtho-
quinones 2 and 5 active 1n vitro, tested 1n mice
with Plasmodium berghei-malaria and orally treated
with 100 mg/kg drug dose for three consecutive days

Inhibition of parasitaemia
at days after parasite inoculation

(%0)
Compounds® Fifth Ninth Activity
2 63 41 Yes
5 63 48 Yes
11 21 21 No
Chloroquine 100 100 Cure

a: the experiment was performed in parallel with chloroquine,
which cleared parasitaemia and allowed all mice to survive
after treatment with a 20 mg/kg dose.

performed once and in parallel to chloroquine, which
served as a control antimalarial agent, clearing parasitae-
mia even at low doses (20 mg/kg) and maintaining sur-
vival of the mice. The other treated animals succumbed
to malaria infection with no delay in mortality caused by
drug treatment with the new compounds.

DISCUSSION

The synthetic strategy for the preparation of the
2-hydroxy-3-methylamino naphthoquinoidal derivatives
(2-9) was used to obtain substances with aliphatic (5-8)
and cyclic (2-4 and 9) substituents (Lima et al. 2002, da
Silva Junior et al. 2012). This approach mimics the non-
polar portion of atovaquone. The quinoidal compounds
were prepared in only one step using accessible reac-
tants. The structures of these naphthoquinonoid com-
pounds have been previously published, although our
study is the first to report their potent activity against P.
falciparum parasites. The synthetic methods described
in this study were completed with commercial reactants
and at high yields for quinoidal structures based on
atovaquone. These compounds were prepared through
a single step synthesis in contrast to the production of
atovaquone, which is generally obtained in four steps.
The phenazine compounds were easily prepared from
lapachol derivatives and their activities have been de-
scribed as antitumoural (da Silva Janior et al. 2011) and
antimicrobial (Carneiro et al. 2011).

Our results showed that compounds 2 and 5 were ac-
tive against P. falciparum in vitro, exhibiting high SIs and
promising therapeutic activity, similar to that of chloro-
quine. We considered the SI an ideal parameter to evaluate
new antimalarials, as this index reflects both drug toxic-
ity and activity, thereby excluding toxic compounds from
further study. Using the SI as a screening parameter has
also been reported in recent literature (No et al. 2012).

Establishing a structure-activity relationship for the
compounds herein deseribed was beyond the scope of
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this initial study. Investigations into the antimalarial
activity of these compounds after structural modifica-
tion are currently underway in our laboratories and will
be reported in future work after establishing a struc-
ture-activity relationship.

Compounds 2 and 5, which were highly active in vit-
ro against P. falciparum, were also active against malaria
in mice by inhibiting parasitaemia; however, they could
not prevent mortality from malaria. All compounds were
tested at high doses because previous studies have indi-
cated that lapachol has low activity in vitro (Carvalho et
al. 1988) compared with the new compounds described.
All displayed a low in vivo activity compared do chlo-
roquine. It is possible that these compounds possess low
oral bioavailability, similar to most naphthoquinones
(Toset 2008). In addition, slow uptake and/or rapid elimi-
nation of their active metabolites have also been previ-
ously described (Zani et al. 1997).

In previous work, other phenazines derived trom
B-lapachone partially active against P. falciparum in vit-
ro were only active against malaria in mice when admin-
istered subcutaneously, but not orally (Andrade-Neto et
al. 2004b). Compounds 2 and 5 had a high therapeutic
activity in vitro were tested only through oral adminis-
tration in malaria-infected mice. These compounds were
active despite limiting our study to oral administration.

The mechanism of quinone activity involves the gen-

eration of reactive oxygen species due to molecular struc-
tures that confer redox properties through reduction by
one or two electrons. Oxidative stress and/or the alkyla-
tion of lipids, proteins and nucleic acids by naphthoqui-
nones may lead to cell damage (Vilamil-Fernandez et al.
2004), which accounts for their antimalarial (dos Santos et
al. 2004) and antileukemic (Cavalcanti et al. 2013) activi-
ties. The ability to collapse mitochondrial membrane po-
tential has also been described for atovaquone (Srivastava
et al. 1997) and other naphthoquinones active against .
Jalciparum (Schuck et al. 2013), a process that eventually
leads to apoptosis or necrosis (Brand et al. 2004). Whether
the mechanism of action of these molecules 1s related to
such processes remains to be determined.

The cytotoxicity profiles were similar for all mole-
cules using BGM or HepG2 cell lines. The two-fold dif-
ferences observed for compounds 12, 15, 19 and 20 may
be related to the distinct cellular processes exhibited by
these two cells lines, which may have altered their sensi-
tivity to the compounds.

In conclusion, among the 19 compounds evaluated
for anti-P. falciparum activity, the naphthoquinones de-
rived from lawsone (compounds 2 and 5) showed the
highest activities with IC, values < 5 pM. They also
showed the highest therapeutic effects which were simi-
lar to or higher than that of chloroquine. In addition, the
cytotoxicities of the majority of the tested compounds
were low. Importantly, compounds 2 and 5 were shown
to be active in vivo against malaria, causing a greater
than 50% reduction of parasitaemia in mice infected
with P. berghei. These compounds therefore show
promise in the search for new antimalarial agents, with
activities similar to that of atovaquone.
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5.3 Artigo 3 (em preparacio): Atividade citocida e citostatica de AnCQs
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ABSTRACT

An approach in the search of drugs aiming at better antimalarials focus on the evaluation of
their antiplasmodial cytocidal potential (which refers to effectively kill parasites) rather
than the cytostatic (to prevent their growth) only, as raised by Paul Roepe’s group (Paguio et
al. 2011, Mol Biochem Parasitol, 178(1-2):1-6; Gorka et al. 2013, Antimicrob Agents
Chemother 57(1):356-364; Gorka et al. 2013, Antimicrob Agents Chemother 57(1):365-
374). Aiming to clarify such modes of action, two chloroquine (CQ) analogs (CQAn33 and
37), previously shown to be potent antiplasmodial agents in vitro and in vivo (de Souza et al.
2014, MalJ 13:469), had their cytocidal and cytostatic activities evaluated against CQ-
resistant (CQ-R) or —sensitive (CQ-S) P. falciparum parasites. The CQAn33 was shown to be
as cytocidal and cytostatic as CQ against CQ-R parasites; CQAn37 was more active against
CQ-S parasites. The cytocidal activities of both CQAn were similar against CQ-R and CQ-S
parasites, while the cytostatic were lower against CQ-R parasites. In addition, CQAn33
resistance index (RI, defined as the ratio of cytocidal or cytostatic activites between CQ-R and
CQ-S parasites) was the lowest. These results highlight the differences concerning cytocidal
and cytostatic potencies of antimalarial candidates. They also suggest different mechanisms of
action for the CQAn, problably a consequence of their chemical structure, and/or different
targets of their cytocidal and cytostatic activities. Considering the current malaria scenario,
outlined by increasing resistance of P. falciparum to antimalarials, as well as by return of its
susceptibility to chloroquine, along with P. vivax resistance to CQ, our results also point
CQAn33 as a surrogate for CQ against CQ-R parasites and CQAn37 against CQ-S parasites.

Key-words: cytocidal, cytostatic, chloroquine analogs, Plasmodium falciparum.
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INTRODUCTION

Malaria was responsible for an estimated 584,000 deaths in 2013, most of which
occurred in sub-Saharan Africa and in children under five (WHO, 2014). Treatment with the
appropriate antimalarial medicines is one important measure to control the disease,
unfortunately hampered by Plasmodium falciparum drug resistance, including to artemisinin
derivatives in drug combinations, namely the Artemisinin-Combined Therapy (ACT), in
Southeast Asia (Phyo et al, 2012; Miotto et al, 2013), in addition to parasite low sensitivity
recently described in Africa (Ashley et al, 2014). Resistance of P. vivax to CQ is also
described (Imwong et al, 2008; Graf et al, 2012; Marques et al, 2014)

Resistance to antimalarials has been depicted through assays that reflect their
cytostatic potency i.e. that prevents parasite growth, and represented by ICso. However, the
potential to effectively kill the parasite, i.e., cytocidal potency, has been overlooked. This shift
has been highlighted considering such drug effects on resistance management and disease
control (Paguio et al, 2011; Gorka et al 2013a; Gorka et al, 2013b). New antiplasmodial
agents with enhanced cytocidal potency, rather than cytostatic, must therefore be available,
given the spread of resistance to chloroquine, the most widely employed antimalarial in the
past due to its high efficacy and low citotoxicity.

Prompted by the outstanding antiplasmodial activity of two chloroquine analogs
(CQAn33 and 37), which exhibited higher selectivity indexes than CQ in vitro and were
active in vivo (de Souza et al, 2011; de Souza et al, 2014), the present work was undertaken to
evaluate their cytocidal and cytostatic activities against CQ-sensitive and CQ-resistant P.
falciparum parasites, using previously described protocols (Paguio et al, 2011). The
Resistance Indexes (RI), which reflect the chances of parasites developing resistance to these

CQAns, were also calculated.

MATERIAL AND METHODS

Synthesis of CQAn33 and CQAn37

Drug synthesis was performed as previously reported by Da Silva A.D. group (Carmo
et al, 2011). In brief, 4-alkyldiamino-7-chloroquinolines were treated with 2 eq. of propargyl
bromide and K,COj3 in EtOH at 0°C for 72 h to produce CQAn33 at a 50% to 60% yield. The
addition of 4 eq. of propargyl bromide under the same conditions provided CQAn37 at a 50%
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to 60% yield (Figure 1). All the compounds were characterized via one-dimensional nuclear
magnetic resonance (ID-NMR), infrared (IR) spectroscopy, and melting point (MP) assays.

The results were in accordance with data in the literature (Carmo et al, 2011).

P. falciparum tests to evaluate cytocidal and cytostatic activities

CQ-resistant (CQ-R, W2 clone) and -sensitive (CQ-S, 3D7 strain) forms of the P.
falciparum parasites were cultured according to Trager & Jensen (1976), and synchronized
with sorbitol (Lambros & Vanderberg, 1979) immediately before the in vitro tests to
concentrate the ring stage parasites. The CQAn and CQ (chloroquine diphosphate, Sigma-
Aldrich) were solubilized in dimethyl-sulfoxide (DMSO) and complete medium, respectively.

The anti-P. falciparum cytocidal (LCsg) and cytostatic (ICsp) activities were evaluated
as described in Paguio et al (2011) with minor modifications. SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen, Molecular Probes, refS33102) was used to measure parasite growth by comparing
parasite growth in the drug-free control cultures, considered as representative of 100%
growth, with that in the drug test-cultures. A sigmoidal dose-response curve enabled the
determination of LCsg or ICsg values for each drug, generated through a curve-fitting software
(Microcal Origin Software 5.0, Inc.). Two to four experiments were performed for each

molecule tested in triplicate; CQ was used as a control.

Resistance Indexes (RI) of CQAns and CQ were calculated as a ratio of LCsy or ICsg
between CQ-R and CQ-S parasites.

RESULTS

CQAn33 exhibited LCsy similar to that of CQ (20.1£1.7uM and 15.5+0.2uM,
respectively) against CQ-R parasites, eight times lower than that of CQAn37
(LCsp=161.5+£7.0uM). The ICsy of CQAn33 and CQ were also similar (0.35+0.03uM and
0.25+0.09uM, respectively), which was around 4 times higher for CQAn37 (1.34+0.34uM).
Regarding the activity against CQ-S parasites, none of the CQAn exhibited cytocidal or
cytostatic activities higher than those of CQ.

Comparing CQ-R and CQ-S parasites with regard to cytocidal activity, CQAn had
similar LCso. The ICsy for CQAn were lower against CQ-R parasites in comparison to CQ-S

parasites (Table 1).
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Table 1- Evaluation of the cytocidal (LCsg) and cytostatic (ICs) activities of chloroquine (CQ) and
two analogues (CQAn33 and CQAn37) against P. falciparum CQ-R or CQ-S parasites *

Molecule w2 3D7
Cytocidal Cytostatic Cytocidal Cytostatic
CQAn33 20.1+1.7 0.35+0.03 21.89+0.14  12.86+6.60
CQAn37 161.5+£7.0 1.34+0.34 142.39+14.44  4.03+1.34
CcQ 15.5+0.2 0.25+0.09 9.69+0.78  0.107+0.004

* Results in uM represent the average+SD of two to four experiments.

The resistance indexes (RI) were similar for CQAns and CQ considering the LCs.
Regarding the cytostatic activity, however, the RI differed substantially and CQAn33

exhibited the lowest RI, around 10 and 86-fold lower than that of CQAn37 and CQ,
respectively (Table 2).

Table 2- Resistance Indexes of chloroquine (CQ), CQAn33 and CQAn37, according

to their cytocidal or cytostatic activities.

Molecule RI (W2/3D7)
Cytocidal (L.Cs0) Cytostatic (ICso)
CQAn33 0.920 0.027
CQAN37 1.134 0332
cQ 1.6 2.33
DISCUSSION

With the aim to provide new antimalarial prototypes better than CQ, an up-to-date
approach has been used to evaluate the modes of action the analogs CQAn33 and CQAn37,
rather promising, based in previous recent in vitro results (de Souza et al, 2014).

The cytocidal potential of CQAn33 was similar to that of CQ against the CQ-R
parasites, whereas CQAn37 was much less effective as a cytocidal agent. These structurally-
distinct CQAn may cause different interactions with heme, owed to their geometry, as shown
for other quinolines such as quinine and their derivatives (Gorka et al, 2013c). Indeed,

CQAnN37 was less effective in inhibiting B-hematin formation in our previous work (de Souza
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et al, 2014). Nevertheless, this issue deserves further studies to clarify the reason why this
analogue is a less effective cytocidal agent.

Although the data on CQAn33 and CQAn37 cytostatic activities obtained in this work
using SYBR are in accordance with those in previous work using the anti-HRPII test (de
Souza et al, 2014), that is to say, CQAn33 is the best molecule against CQ-R parasites while
CQAn37 is the best against CQ-S parasites, the ICsy value of the CQAn33 is higher. This may
be a consequence of the distinct incubation periods: in this work, it is shorter than in the
previous (around 48h versus 72h), accounting for lower ICsy values due to a longer contact
with the compounds. Another possible explanation is that perhaps the complete killing effects
of the CQAn evaluated herein will only be detectable at 72h or later, as it is the case of
atovaquone, an antimalarial with a delayed-action profile (Sanz et al, 2012) that targets the
parasite mitochondrion (Srivastava et al, 1997). Thus, as suggested before (de Souza et al,
2014) other mechanisms of action for these CQAns, besides inhibition of hemozoin
formation, may be acting. Indeed, quinolines and their derivatives interfere with cell growth
inhibiting proteasome, tyrosine kinases, DNA repair, and tubulin polymerization (Solomon &
Lee, 2011). CQ itself has already been shown to inhibit topoisomerses I and II (Solary et al,
1994; Sorensen et al, 1997; Snyder, 2000), and DNA damage triggers apoptosis (Kaufmann &
Hengartner, 2001). However, the plausibility of this possibility remains controversial due to
the absence of apoptosis markers in P. falciparum (Sinai & Roepe, 2012) and molecular
alterations in this process for CQ-R parasites (Gaviria et al, 2013), which leads to the
speculation of authophagy being responsible for death of these parasites induced by CQ. In
any case, parasite death due to these effects could only be measured after a full parasite cycle,
i.e. after 48h, which is in line with the anti-HRPII test providing reliable results for
compounds that do not stop the parasite metabolism immediately (Wein et al, 2010).

The concentrations of CQAn needed to kill the parasites differed substantially from
those necessary to just prevent their growth, suggesting that the target for these antiplasmodial
activities may differ, as observed for other quinoline antimalarials (Paguio et al, 2011),
including CQ (Gaviria et al, 2013). With respect to RI, the results also suggest that resistance-
related mechanisms to cytocidal effects of these CQAn differ from the cytostatic ones, as
shown for CQ (Gaviria et al, 2013) and other quinoline antimalarials (Cabrera et al, 2009;
Gorka et al, 2013b). The mechanisms of CQ-resistance to this antimalarial-cytostatic effects
involve mutations in P. falciparum chloroquine resistance transporter (PfCRT) and/or P.
falciparum multidrug resistance protein (PfMDR1), responsible for altered CQ-transport
(Cooper et al, 2002; Sidhu et al, 2002; Cooper et al, 2007; Roepe, 2011). Resistance to
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cytocidal effects may otherwise be a consequence of changes in digestive-vacuole physiology
(Bennett et al, 2004; Zhang et al, 2004; Gorka et al, 2013b) or mechanisms not related to
metabolism of heme (Cabrera et al, 2009; Sinai & Roepe, 2012) such as a process similar to
autophagy (Gaviria et al, 2013). A point that also needs clarification is whether these

mechanisms function as alternative or additive ones.

CONCLUSIONS

The results show that CQAn33 is more cytostatic to CQ-R parasites than to the CQ-S ones.
CQAn37 was more effective in preventing growth of CQ-S parasites. CQAn33 exhibited the
lowest resistance-index value considering the cytostatic activity, indicating the lowest
likelihood of developing resistance to this activity. The data presented here suggest that the
target for cytostatic effects of these CQAn is different from targets to the cytocidal ones. The
amount of the molecules, as defined by the different concentrations used in the cytocidal and
cytostatic assays and their structure-activity relationships may affect distinct action/resistance-
pathways. In addition, results highlight the possibility of other mechanisms of action for these
CQAn and confirm previous data, pointing CQAn33 as a surrogate for CQ against CQ-R
parasites and CQAn37 for the CQ-S ones. Overall, further studies are necessary to clarify the

intriguing issues raised in this work.
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Figure 1- Scheme of synthesis of CQAn 33 and 37. a) 2 eq. propargyl bromide, K,COs,
EtOH, 0°C, 72 h, yield: 50 to 60%; b) 4 eq. propargyl bromide, K2CO3, EtOH, 0°C, 72 h,
yield: 50 to 60%. Adapted from de Souza et al, 2014.
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6 DISCUSSAO

Os compostos estudados neste trabalho foram disponibilizados por colaboradores, sendo
oriundos de produtos naturais, através de sintese quimica ou modificacdes de outros
antimaldricos, utilizando reagentes de facil acesso e a baixo custo.

Modificacdes estruturais na atovaquona forneceram esquizonticidas sanguineos ativos
contra P. falciparum in vitro e P. berghei em camundongos, com destaque para a
naftoquinona 2 sendo seu indice de seletividade superior ao da CQ in vitro, apesar de menos
ativa que a atovaquona in vivo; essa inibiu em 90% a parasitemia de camundongos na dose de
0,1 mg/Kg (Alzeer et al, 2000). As naftoquinonas 2 ¢ 5 inibiram a parasitemia por P. berghei
em 63% numa dose cinco vezes maior que a CQ. Sua baixa biodisponibilidade, caracteristica
das naftoquinonas (Ioset, 2008), e/ou rapida eliminacdo de metabdlitos ativos (Zani et al,
1997), podem explicar o resultado.

As modificagdes estruturais na CQ forneceram andlogos com intensa atividade P.
falciparum in vitro e maior potencial terapéutico. Os AnCQ ndo mostraram resisténcia
cruzada, com potencial terapéuticos superior ao da CQ, com modo de acdo aparentemente
diferente dos propostos para as 4-aminoquinolinas. Outros possiveis mecanismos de acao para
os AnCQ seriam apoptose, autofagia, ou inibi¢do do transporte mediado por glicoproteina P.
Os resultados obtidos nesse trabalho, pelos estudos in silico com os AnCQ, apontaram a
possivel interagdo decorrente da energia de ligacdo entre eles e a P/LDH. Os AnCQ se
mostraram fracos inibidores da enzima plasmodial e estudos de cinética enzimatica sdo
necessarios para confirmar este fendmeno. Esse mecanismo ndo deve ser excluido, pois pode
contribuir para a eficdcia antiplasmodial dos AnCQ, dada a especificidade da ligacdo deles
com a P/LDH em relagdo a HssLDH.

Para estudar possiveis modos de agdo de alguns AnCQ, foram selecionados AnCQ33 ¢
37, com maiores indices de seletividade in vitro contra parasitos CQ-R. A avaliagdo da sua
capacidade de causar inibi¢do da formagdo de P-hematina e suas atividades citostatica ¢
citocida foram estudadas. Nestes ultimos ensaios foram utilizadas concentragdes clevadas dos
AnCQ, nos quais o AnCQ33 mostrou potencial similar ao da CQ. Entretanto, parasitos
expostos a tais concentragdes por um curto periodo de tempo devem ser avaliados apos a
eliminagdo da pressdo exercida pelo composto-teste numa cinética de crescimento parasitario
mais ampla, em intervalos de tempo superiores a 48h, para determinar a velocidade de morte
causada pela substdncia candidata a antimaldrico e se ela seria responsavel por

recrudescéncia. Tais ensaios permitem inferir (i) 0 modo de a¢do da substancia de acordo com

76



a velocidade com que elimina os parasitos, como rapido — a exemplo da artemisinina; médio,
como a pirimetamina; e lento, como a atovaquona (Sanz et al, 2012); (ii) se o composto
apenas reduz a viabilidade do parasito, efeito de “dorméncia” sugerido para a artemisinina
(Teuscher et al, 2010; Codd et al, 2011; Cheng et al, 2012). O AnCQ34, com indices de
seletividade in vitro elevados, similares contra parasitos CQ-R e CQ-S, além de intensa
atividade in vivo contra parasitos CQ-S, dado relevante considerando o retorno da
sensibilidade de P. falciparum a CQ em regides endémicas (Frosch et al, 2014).

Complexos de platina (AnCQPt) foram menos toxicos que a CQ, a exemplo de outros
estudos (Ajibade & Kolawole, 2008). Com exce¢cdo do AnCQPt28, os AnCQPt foram ativos
contra P. falciparum CQ-R (clone W2), com a presenca de alcinos aparentemente
intensificando a atividade antiplasmodial, como descrito anteriormente (Olagnier et al, 2007).
Sua atividade, no entanto, ndo foi intensificada apds complexacdo, resultado talvez devido ao
fato de que metais na forma complexada sdo menos toxicos para o parasito que na forma
ionica (Wasi et al, 1987). Pode ser resultado do modo de agdo desses compostos, pois os
centros quelantes dos complexos coordenados interagem de forma diferente com o ferro da
metaloporfirina, influenciado sua atividade antimaldrica (Chai et al, 1980). A permeabilidade
da hemadcia aos complexos metalicos também influencia na sua atividade, ja que grupos
sulfidrila (-SH) de proteinas de membrana da hemécia ndo reagem com complexos organicos
ou metalicos (Rothstein, 1966). Moléculas mais ativas foram anteriormente obtidas pela

complexagdo com ruténio (Glans et al, 2012) ou ouro (Navaro et al, 2004).
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7 PERSPECTIVAS

Os compostos avaliados neste trabalho podem ser aprimorados para futuros estudos
como prototipos antimalaricos em testes pré-clinicos e clinicos como novos farmacos; alguns
mostraram intensa atividade especifica contra P. falciparum e em camundongos com maldria
experimental.

Sendo o complexo citocromo bcl um alvo validado para terapia antimalarica, outras
modificagdes estruturais podem potencializar a naftoquinona 2 como antimalérico, pois a
atividade no sitio Qo — um dos sitios de ligagdo no complexo citocromo bcl — depende de
caracteristicas estruturais do inibidor de interesse (Stickles et al, 2015), as quais resultam na
morte do parasito pelo comprometimento da sintese de pirimidinas, efeito causado pela
atovaquona (Birth et al, 2014). Outros estudos evidenciando a liga¢do simultanea da
naftoquinona 2 em Q; também sdo interessantes, ja que ela ¢ seletiva (Vaidya et al, 1993) e
dificulta o surgimento de resisténcia por exigir mutagdes independentes e simultaneas numa
mesma proteina.

A réapida eliminagdo de metabolitos ativos de naftoquinonas como 2 e 5 pode ser evitada
pela sua associacdo com a ciclodextrina, visando melhorar sua biodisponibilidade (Del Valle,
2004). Essa estratégia foi eficaz para a artemisinina (Wong et al, 2001) e para um derivado
ozonideo (Charman et al, 2006). A biodisponbilidade pode também ser intensificada através
da adi¢do de ésteres e éteres ao grupo 3-hidroxi da atovaquona, diminuindo a ligacdo a
proteinas plasmaticas e aumentando a lipofilia dos compostos (El Hage et al, 2009).

A administragio por outras vias pode melhorar a atividade de compostos
naftoquinoidais, como observado com outras fenazinas ativas pela via subcutdnea, mas
inativas por via oral (Andrade-Neto et al, 2004a).

Com relagdo aos outros possiveis mecanismos de acdo propostos para os AnCQ, a
apoptose pode ser avaliada pela utilizacdo de anexina V, uma proteina conjugada a um
fluor6foro que se liga a fosfatidilserina exposta na membrana plasmatica da hemacia quando
este processo ¢ disparado (Van Engeland et al, 1998); ou pela técnica de TUNEL para
detectar fragmentacdo do DNA (Gavrieli et al, 1992), um sinal apoptdtico descrito em P.
falciparum ap6s exposi¢ao a CQ (Picot et al, 1997). A autofagia pode ser avaliada por
microscopia eletronica de transmissdo ou de fluorescéncia com parasitos transgénicos
expressando o marcador, como as proteinas semelhantes a ubiquitina PAATG7 e PfATGS

descritas em P. falciparum (Kitamura et al, 2012; Walker et al, 2013), ligado a uma proteina
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fluorescente (Eickel et al, 2013) apos a exposicdo a CQ (Totino et al, 2008). A inibi¢do do
transporte mediado por P-glicoproteina, cujo homologo (Pgh) localiza-se na membrana do
vacuolo digestivo do parasito e esta relacionado com efluxo de farmacos (Le Bras & Durand,
2003) também pode ser avaliada, visto que a CQ inibe o transporte mediado por Pgh de N-
metil-quinidina e proguanil (Rijpma et al, 2014). Os AnCQ podem ser avaliados em
combinagdo com mefloquina, halofantrina, quinina ou artemisinina para aumentar a eficacia
do tratamento antimaldrico e evitar o surgimento e disseminacdo de parasitos resistentes, ja
que Pgh estd associada a alteracdo da sensibilidade do parasito a esses antimalaricos (Reed et
al, 2000; Sidhu et al, 2005).

Um obstaculo comumente enfrentado em testes de atividade biologica ¢ a restricdo de
massa disponivel para ensaios de biodisponibilidade e toxicidade aguda in vivo. Essenciais na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, esses testes devem ser realizados com os
AnCQ33, 34, 37 e 39, além de ensaios ex vivo da atividade contra P. vivax, visto que esse
parasito ¢ amplamente distribuido no mundo e atualmente resistente a CQ. Além disso, o
AnCQ33 deve ser avaliado em ensaios que permitam elucidar a cinética parasitaria de uma
forma mais ampla apos a eliminagdo exercida pelo composto-teste, para determinar se ele de
fato elimina os parasitos ou apenas reduz sua viabilidade.

Os AnCQ podem ser avaliados ainda em combinacdo com outro antimaldrico com
modo de agdo distinto. J4 os AnCQPt podem ser avaliados quanto a sua atividade
antiplasmodial contra parasitos CQ-S, no intuito de demonstrar se a complexacao com platina
intensifica ou ndo a atividade dessas moléculas contra esses parasitos.

As populagdes de parasitos circulantes na area endémica sdo compostas pela mistura de
clones sensiveis e resistentes a CQ, o que torna os AnCQ33, 34, 37 e 39 as moléculas mais
promissoras deste trabalho, visando o desenvolvimento de antimaldricos para o controle da

doenga, sendo essencial a sua produgdo em larga escala para testes clinicos.
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Anexo II - Textos em jornais/revistas

Casos fatais de malaria fora da area endémica — evitar é possivel. Antoniana Ursine

Krettli, Anna Caroline Campos Aguiar, Nicolli Bellotti de Souza, Katia Maria Chaves e
Pedro Luiz Tauil. Ciéncia Hoje, 2013.

EPIDEMIOLOGIA

MALARIA

‘mais restrita a regides tropicais, a malaria
ainda causa grande ndmero de mortes no mundo.

Algumas vitimas, porém, vivem longe de 4reas afetadas

e contraem a doenca durante viagens, de lazer ou a

trabalho, a essas regiGes. Parte desses casos fatais

deve-se a pouca familiaridade com a doenca . e
de profissionais de salide das areas onde a transmissao

nao ocorre mais, como o Sul e o Sudeste do Brasil.

Tais fatalidades — em Minas Gerais, por exemplo,

foram 12, entre 2008 e 2012 — sao desnecessarias,

e medidas relativamente simples poderiam evita-las.

Antoniana Ursine Krettli ocenca febril aguda, causada por parasitos
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Molecular, microscopicos e transmitida por mosqui-
Universidade Federal de Minas Gerais, tos, a maldria € um dos principais proble-
¢ Laboratdrio de Maldria, mas de satide do mundo. Registrada prin-
Centro de Pesquisas René Rachou, cipalmente nas regioes tropicais, a doen-
Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz (MG) ¢a € responsavel, na Africa subsaariana, onde ocorre a
Anna Earoline Campos Aguiar espécie mais nociva do parasito (Plasmodium falciparum),
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Molecular, por 1 milhdo de mortes por ano, sobretudo de criancas,
Universidade Federal de Minas Gerais adultos ndo imunes e gestantes. No Brasil, outra espécie
Nicolli Bellatti de Souza (P. vivax, menos k voca a grande maioria dos ca-

Laboratorio de Maldria, Centro de Pesquisas René Rachou,  sos. Em 2011, sepundo dados do Ministério da Saude, -
Fundacéo Instititto Oswaldo Cruz (MG) mais de 260 mil pessoas foram infectadas e 69 1

Katia Maria Chaves ram de malaria (a maioria infectada por P, falc

Diretoria de Vigilancia Ambiental, Os mosquitos que transmitem a maldria per__ ncem
Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais a0 género Anopheles e sio conhecidos no Brasil como

Gor Jesus Fontes mosquitos-prego. As espécies existentes na. Africa sio
Faculdade de Ciéncias Médicas, mais eficazes que o principal transmissor no Brasil (A.
Universidade Federal de Mato Grosso darlingi), por preferir o sangue humano aos dos ou-
Pedro Luiz Tauil {ros animais e por se infectarem mais facilmente com o -
Programa de Pés-graduagédo em Medicina Tropical, parasito. O ciclo de vida dos parasitos da maldria envol-
Universidade de Brasilia ve muitas etapas (figura 1). ‘
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dos evoluiram rapidamente para quadro grave. Portanto,
em casos de febre elevada e regular em individuos que
retornam de dreas onde ocorre maldria, é preciso inves-
tigar essa possibilidade. Alguns pacientes ou seus fami-
liares, por terem ouvido relatos de casos ou por convive-
rem com a doenca onde residiam ou onde estiveram em
viagens, sugerem, no atendimento médico: “Deve ser
malédria”. Essa queixa deve ser valorizada na consulta.
Por ser uma doenca febril aguda, com sintomas ti-
picos (febre elevada associada a ‘tremedeira’ e suor
intenso), a malaria é facil de ser reconhecida, mas é
necessario identificar a espécie do parasito em exame
microscopico de sangue. O sangue do paciente com sus-
peita de malaria deve ser coletado durante ou logo apds
o pico (paroxismo) febril — que dura de uma a duas ho-
ras e decorre da liberacdo no sangue de grande nimero
de parasitos e do pigmento malarico, quando as hema-

Figura 1. Ciclo de vida dos parasitos
causadores da maldria

cias se rompem, e da prépria resposta inflamatoria do
organismo a infeccao.

Em Minas Gerais, a Fundacdo Instituto Oswaldo
Cruz diagnosticou, nas décadas de 1970 a 1990, centenas
de casos de malaria. As solicitagdes foram espontaneas
e, na maioria delas, o tempo entre o surgimento de sin-
tomas e a busca por diagnéstico foi de uma semana. Em
caso recente, porém, o rdpido diagndstico evitou a morte
do paciente (ver ‘Por pouco’).

Na infeccao por P. falciparum, apenas hemdcias com
parasitos jovens (‘anéis’) permanecem no sangue circu-
lante. Aquelas com parasitos em maturacdo aderem
a parede de vasos capilares e afetam a microcirculagao,
gerando reacoes inflamatérias, que levam ao bloqueio
dos capilares e a sintomas neurolégicos — é a maldria
grave pulmonar e/ou cerebral. Apds sucessivos ciclos
do parasito, o paciente pode morrer.

B. Se os gametdcitos sdo ingeridos por mosquitos que picam
pessoas infectadas, surgem no organismo do inseto gametas que,

por reproducao sexuada, geram oocistos com novos esporozoitos,
que invadem as glandulas salivares do inseto e podem ser inoculados

em

1. Ao picar uma pessoa, o mosquito

injeta saliva com uma forma

do parasito (esporozoito) em sua

corrente sanguinea, Em geral,

o periodo de incubagéo (da infecgao ,.
a primeira ocorréncia dos sintomas)

varia entre sete e 28 dias. v 3
o / Esporozoito

2. Em menos

de 30 minutos,

08 esporozoitos
chegam ao figado,
invadem células

do drgaoe ali se
transformamem
formas esquizantes,
(ue 530 maiores e
com muitos nucleos.
Por reproducéo
assexuada, cada um
pode gerar até 40 mil
novos individuos,

03 merozoitos.

Figado

Alguns esporozoftos (chamados
de hipnozoitos) ficam
dormentes no figado,

gerando recaidas tardias,
meses U anos depois.
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o

3. As células hepéticas entdo liberam
vesiculas com merozoitos, e estes :
invadem o sangue e penetram em 7

hemacias (gldbulos vermelhos), G
gerando trofozoitos, esquizontes
& de novo merozoitos.

2
&
&~

outras pessoas, dando continuidade aociclo da doenga.

lcrﬂgametas

Cdleg

5. Apés algum tempo

de infeccao, surgem

nas hemacias formas
sexuadas, os gametdcitos.

) )
p \Gametﬁcitus

- : ‘\ Esquizontes
- 4. 0 rompimento das hemécias

 libera no sangue as merozoitos )

e substancias toxicas (pigmento
Trofozoitos

maldrico). Essa liberagao,
associada a agdo de moléculas

do sistema de defesa do organismo,
provaca os sintomas da doenga
(febre, calafrios e dores).

Anel @
(trofozofto F e

jovem)
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AGOES NECESSARIAS

0e00

Mortes evitaveis a presenca de sintomas febris
agudos, tipicos de maldria, em viajantes vindos de dreas
endémicas exige a pesquisa imediata dos parasitos da
doenca, em especial se 0 préprio paciente manifesta essa
suspeita. Nas regioes do Brasil onde a malaria foi elimi-
nada ha décadas (Sul, Sudeste), os profissionais nio estao
familiarizados com a doenca, atrasando o diagndstico por
falta de suspeita clinica.

As mortes, fora das dreas endémicas, em casos de in-
feccéo pelo P. falciparum, resultam em sua maioria do
diagndstico tardio da doenca e podem ocorrer poucos
dias apds o atendimento inicial. Néo é raro que a doenga
s6 seja diagnosticada apGs a morte. Ha dois anos, uma
jovem diplomata, atendida em hospital privado em Bra-
silia (DF) com sintomas de maldria, foi orientada a es-
perar, em casa, o resultado do exame de PCR para diag-
néstico, e néo resistiu. Em maio deste ano, mais uma
morte por maldria (causada por P. falciparum) ocorreu
em Brasilia. Uma brasileira, de 68 anos, vinda da Nigé-
ria, faleceu em um hospital privado, apés 10 dias sem
diagnéstico correto, tratada para hepatite, devido a pre-
senca de ictericia.

Tem sido frequente, no Sul e no Sudeste, a chegada
de individuos nao imunes e com maldria — emprega-
dos de mineradoras e da construgéo civil, religiosos, di-
plomatas, estudantes. Essa constatacdo aumenta a pos-
sibilidade de mortes pela doenca e mesmo de reintrodu-
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Casos de febre alta com dores, suor e tremores, em individuos que chegam de 4rea end@mica -

de malaria (sobretudo em voos vindos da Africa) exigem diagnéstico laboratorial imediato para malaria.
Ainda nos aeroportos internacionais, uma gota de sangue deve ser coletada no dedo, com lanceta
descartavel, colocada em |dmina de microscopio, identificada e encaminhada (seca ao ar)

a um GRDTM pelo proprio paciente, para agilizar o diagnéstico da doenga.

0s servicos médicos de urgéncia em hospitais e ambulatdrios, fora da regido endémica, precisam
seralertados da gravidade da malaria importada, agravada pela grande mobilidade das populacdes.
Um diagnostico adiado por um dia pode ser fatal.

Nos casos de malaria por P vivaximportada, & preciso minimizar o risco de mosquitos picarem o paciente
e gerarem focos da doenca em 4reas onde j4 estava erradicada. Essa reintrodugéo, que seria catastréfica,
¢ favorecida pela movimentagdo intensa de pessoas e pela existéncia de mosquitos suscetiveis em todo o pais.
Para que isso ndo ocorra, $do essenciais campanhas de alerta sobre a doenga importada e mudancas nos
pratocolos de atendimento no sistema de satide.

Empregadores e viajantes devem ser alertados sobre a possibilidade de contrair malaria nas areas endémicas,
em viagens de lazer ou trabalho, e orientados a insistir com seus médicos, se apresentarem os sintomas
tipicos durante ou apds a viagem de volta, para que seja feito o exame especifico. Esse alerta pode

ser feito por meio de cartazes e folhetos distribuidos por agéncias de viagens e nos aeroportos.

¢do da malaria em &reas onde atualmente nio é mais
transmitida.

A repeticdo de mortes é altamente preocupante e po-
deria ser evitada. A adocao de algumas medidas (ver
‘Acbes necessdrias’) minimizaria esse atraso no diag-
nostico e evitaria casos fatais de malaria fora das areas
endémicas do Brasil, nas quais o controle da doenca tem
sido eficaz hd muitas décadas, com a reducéo do niime-
ro de casos e de falecimentos. [l

Sugestdes para leitura

ANDRADE-NETO, V. F. e KRETTLI, A. U. ‘Busca de antimaldricos na medicina
popular’, em Ciéncia Hoje, v. 35, n° 208, p. 70, 2004.

FUNASA, Manual de terapéutica da malaria, Brasilia, Ministério da Sa(de
— Vigilancia Epidemiolagica, 2001.

Secretaria de Vigilancia em Satide — SYS/MS, 2012 (http://portalsaude.
saude.gov.br/portalsaude/arquivos/pdf/2013/Fev/08/dados_malaria_
brasil_2010_2011_at2013 svs.pdf)

Centros de Referéncia para atendimento de malaria em viajantes (http://
portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/centros_de_referencia.pdf)

Mortes evitdveis por maldria (http:/Awww.fiocruz.br/ioc/cgi/egilua.exe/sys/
start.htm?infoid=1368&sid=32) '

112






