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SANTANA, Clarissa Cunha. Avaliagao da atividade antimalarica de novos
derivados quinolinicos. 69 f. il. Dissertagao (Mestrado) — Fundagao Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, Brasil, 2015.

RESUMO

A maldria € uma doenga causada por cinco espécies de parasitos do género
Plasmodium que causa anualmente a morte de milhares de pessoas, principalmente
em paises pobres da Africa. Muito antiga, uma diversidade de farmacos ja foram
empregados na tentativa de erradicagdo da doencga, entretanto o aparecimento de
cepas resistentes, bem como efeitos adversos gerados pelo tratamento
impossibilitou tal agdo. Os quinolinicos configuram uma grande parte destes
tratamentos, apresentando uma notavel atividade antimaléarica. Neste trabalho nds
avaliamos o potencial antimalarico de trés novos derivados quinolinicos BS 260, BS
318 e BS 373 em culturas de Plasmodium falciparum, cepa w2, cloroquina
resistente. BS 373 apresentou melhor atividade contra culturas de Plasmodium
falciparum e, assim como o BS 318, foi capaz de inibir a biocristalizagdao de
hemozoina pelos parasitos. A microscopia eletronica de transmiss&o revelou uma
desorganizacdo celular, diminuicdo do tamanho e quantidade de cristais de
hemozoina no vacuolo digestivo, bem como vacuolizagdes citoplasmaticas e
presenca de estruturas membranares no vacuolo digestivo, o que indica a ocorréncia
de um processo autofagico nas células tratadas com 10 uM e 20 uM do BS 373. A
presenca de cristais citoplasmaticos indica a ocorréncia de autélise pela ruptura da
membrana do vacuolo digestivo. Por fim, o efeito dos tratamentos se mostrou
irreversivel nos parasitos com 24 horas de tratamento para BS 318 e BS 373,
enquanto que para BS 260 essa irreversibilidade s6 foi observada apés 48 horas.
Nossos dados mostram que os derivados quinolinicos testados sado efetivos contra
culturas de P. falciparum, configurando bons candidatos a novas moléculas
antimalaricas.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium falciparum, Estresse oxidativo, Hemozoina,
Quinolinicos, Autofagia.



SANTANA, Clarissa Cunha. Evaluation of the antimalarial activity of new
quinoline derivatives. 69 f. il. Dissertation (Master) — Fundagdo Oswaldo Cruz,
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2015.

ABSTRACT

Malaria is a disease caused by five Plasmodium species that cause deaths of
thousands of people annually, mostly in poor countries of Africa. Very anccient, a
variety of drugs have been used in an attempt to eradicate the disease, however the
emergence of resistant strains, as well as adverse effects caused by treatment
prevented such action. The quinoline are a large part of these treatments, presenting
a remarkable antimalarial activity. In this paper we evaluate the antimalarial potential
of three new quinoline derivative BS 260, BS 318 and BS 373 in Plasmodium
falciparum chloroquine resistant, w2 strain, cultures. BS 373 showed the best activity
against Plasmodium falciparum cultures, while and analogously to BS 318 was able
to inhibit the hemozoin formation by parasites. The transmission electron microscopy
revealed a cell disorganization, decreased size and amount of hemozoin crystals in
the digestive vacuole, cytoplasmic vacuolization and presence of membrane
structures in the digestive vacuole, which indicates an autophagic process in cells
treated with 10 uM and 20 uM BS 373. Cytoplasmic being crystals indicate parasite
cell autolusis caused by digestive vacuole membrane disrupture. Finally, the effect of
treatment proved irreversible on parasites at 24 hours of treatment for BS 318 and
BS 373, whereas for BS 260 this irreversibility was only observed after 48 hours. Our
data show that the quinoline derivatives tested are effective against P. falciparum
cultures, setting good candidates for new antimalarial molecules.

Keywords: Plasmodium falciparum, hemozoin, oxidative stress, quinolinic, autophagy.
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1. INTRODUGAO

A maléria é uma doenga causada por parasitos do género Plasmodium, onde,
dentre as cinco espécies capazes de infectar humanos, o P. falciparum o é mais
morbido e mortal, colocando em risco a saude de milhares de pessoas pelo mundo.
A populagdo da Africa Subsaariana apresenta maior risco de infeccdo, abrigando
cerca de 90% das mortes pela doenga (OMS, 2014).

No Brasil, a transmissdo da malaria se concentra, principalmente, na
Amazénia Legal, com aproximadamente 800 municipios, totalizando 99,7% dos
casos reportados (BRASIL, 2013).

A infeccdo com as espécies de Plasmodium sp., ocorre durante o repasto
sanguineo de fémeas dos mosquitos de género Anopheles previamente infectadas,
existindo mais de 30 espécies de vetores competentes da doenga. Durante o
repasto, esporozoitos sao inoculados na circulagdo sanguinea do hospedeiro
humano. Estes esporozoitos migram para o figado onde invadem os hepatdcitos e
iniciam a diferenciacdo em esquizontes, por meio de reproducdo assexuada,
esquizogonia tecidual e, ao final, os merozoitos liberados invadem os eritrocitos
diferenciando-se em trofozoitos. Esses ultimos, apds sucessivas divisdes binarias,
irdo gerar merozoitos que invadirdo novas hemacias. Alguns destes merozoitos
podem se diferenciar em formas sexuadas, que serdo entdo ingeridas pelo inseto,
em novo repasto, garantindo a disseminagao da doenga (FOLEY; TILLEY, 1998).

A maioria dos antimalaricos usados atualmente s&o derivados ou analogos do
quinino, que tem atribuida sua atividade em seu anel quinolinico. O quinino foi
extraido da casca da planta Cinchona oficciallis, arvore utilizada ha mais de 300
anos para o tratamento da malaria e serviu de base para a sintese da cloroquina e
de outros antimalaricos que, durante muito tempo, foram utilizados como primeira
linha na quimioterapia da doenga, até o aparecimento de casos graves de
resisténcia por parte dos parasitos (KAUR et al.,, 2010; LEWISON; SRIVASTAVA,
2008; FOLEY; TILLEY, 1998).

O surgimento de cepas resistentes as drogas utilizadas € um dos grandes
problemas no tratamento contra malaria e coloca em risco seu controle. O
tratamento preconizado pela OMS para essa parasitose é baseado na combinacao
de artemisinina e outro farmaco com alvo de acdo distinto, o que visa diminuir o

surgimento de resisténcia, uma vez que a ocorréncia de cepas resistentes tem
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trazido grande preocupacao as agéncias de saude, sendo que até mesmo, casos de
resisténcia a artemisinina e seus derivados ja foram documentados (SANTOS;
TORRES, 2013). Nas ultimas décadas, os casos de resisténcia as drogas
empregadas no tratamento tem aumentado bastante e o controle do vetor por meio
da utilizagao de inseticidas tem sido cada vez menos eficaz (OMS, 2014; SANTOS;
TORRES, 2013).

Alguns compostos quinolinicos, como a cloroquina, sdo conhecidos por
blogquear a sintese de hemozoina, promovendo a alcalinizagdo do vacuolo digestivo
e através da interposi¢cao do farmaco a molécula de heme formando um complexo
téxico ao protozoario (WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON, 2012). Além disso, os
quinolinicos e seus derivados tém apresentado atividade biolégica frente a muitas
infecgdes como leishmaniose, doenga de Chagas, HIV e outras (VIEIRA et al., 2008;
AKAGAH et al, 2008; DESRIVOT et al.,, 2007a; DESRIVOT et al, 2007b;
DESRIVOT et al., 2007c; FAKHFAKH et al., 2003; FOURNET et al., 2002). Assim,
em funcdo da vasta atividade biolégica destes derivados, bem como indicada a
atuacdo de compostos desta familia em processos vitais para o desenvolvimento do
parasito dentro do eritrocito hospedeiro, novos derivados quinolinicos constituem
uma promissora alternativa terapéutica contra a malaria e muito ainda precisa ser

investigado acerca do potencial de agéo destes candidatos a farmacos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS

A malaria € uma doenga que apresenta registros antigos encontrados em
documentos chineses datados de 5000 anos a.C., mencionada ainda em relatos de
2000 anos a.C. na Mesopotamia, além de papiros egipcios e textos hindus também
datados de periodos anteriores a era cristd (COX, 2010). A doenca atinge as
comunidades humanas ha muito tempo, tendo influenciado fortemente na
expectativa de vida e distribuicdo de populagdes. Além disso, influenciou em
decisbes de conflitos e guerras onde a doenga apresentava forte incidéncia, o que
compreendia grande parte do territério mundial (COX, 2010; OCKENHOUSE et al.,
2005; SALLARES, 2002).

Classificada como uma doenga tropical, devido a sua maior incidéncia nestas
regides (OMS, 2014), que fornecem condi¢bes favoraveis para o desenvolvimento
dos seus vetores e parasitos (SACHS; MALANEY, 2002), a malaria é incidente
também em regides subtropicais (CDC, 2010) e durante muito tempo foi motivo de
preocupacdo em paises como a Inglaterra, Canada e Itdlia, sendo desta ultima
erradicada somente ao final da Il Guerra Mundial, com ultimos casos reportados no
ano de 1962. Nesse pais, a expectativa de vida de adultos e mortalidade de criancas
estavam altamente relacionadas a enfermidade, e influenciava diretamente na
tomada de decisbes governamentais (SALLARES, 2002). Entretanto, esse
panorama estda mudando devido as alteragbes climaticas ocorridas nas ultimas
décadas, que vém contribuindo para a dispersao dos insetos vetores em regides
onde antes n&o eram encontrados e aumentando a abrangéncia da malaria (SIRAJ
et al., 2014).

Da presenga da doenga em solo italiano originou-se o nome malaria — em
italiano mal’aria — que significa ar ruim, derivado da concepgédo na época de que
gases exalados por regides pantanosas eram a causa da mazela valendo |lhe a
alcunha paludismo (/atim palustris = pantano). Entretanto, elucidado o ciclo de vida
deste agente etioldgico, foi possivel associar a agua parada dos pantanos com o
processo de oviposigdo dos vetores da doengca (CUNHA; CUNHA, 2008;
SALLARES, 2002).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

A malaria é considerada endémica em 97 paises (Fig. 01) (OMS, 2014) e
esta, ao lado do HIV e da tuberculose, entre as trés mais importantes doencas
transmissiveis (LEWISON; SRIVASTAVA, 2008). Conforme estimativas da
Organizacdo Mundial da Saude, no ano de 2013 cerca de 3,3 bilhdes de pessoas
encontravam-se sob o risco de infeccdo por malaria, dos quais 1,2 bilhdes de
pessoas estdo em zonas com alto risco, como o Sudeste da Asia e regides da
Africa. Completando este quadro, dos 198 milhdes de casos confirmados em 2013,
sdo estimadas 584.000 mortes atribuidas a infecgao, das quais 90% ocorreram na
regido da Africa subsaariana e, 78% do total de 6bitos seriam de criangas com idade
inferior a 05 anos de vida, colaborando para as cerca de 2000 mortes diarias pela
doenga (WHITE et al., 2014; OMS, 2014).

Embora, de acordo com a OMS (2014), esses dados representem um
decréscimo de 30% no numero de casos e de 47% no numero de mortes desde o
ano de 2000, a malaria ainda figura no cenario mundial como uma importante
doenca transmissivel, principalmente para os paises mais pobres. A severidade que
a doenca apresenta nesses paises, esta associada, ainda, a falta de acesso aos
servicos adequados de saude que garantiiam a prevengdo, diagndstico e
tratamento, sendo o controle e a eliminacdo da malaria, portanto, altamente
dependentes do fortalecimento do sistema de atencdo a saude destas regides
(OMS, 2014).

29

ﬂ

10=50 0.1-1 Transmiss&o de malaria desconhecids

Casos confirmados de maldria por 1000
pessoas :
- >

B 0-100 1-10 0-0.1 Wao aplcével Source: National malaria control programme reports

Fig. 01. Transmissao da malaria ao redor do mundo para o ano de 2013. Adaptado de OMS (2014).
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Sachs e Malaney (2002), apontam a relagao entre a malaria e muitos fatores
sociais como a pobreza, crescimento econémico, disponibilidade de mao-de-obra e
demografia. Os autores apresentam, por exemplo, que paises com alta incidéncia de
malaria ndo sé sdo mais pobres que os ndo afetados, mas também possuem mais
baixas taxas de crescimento econbmico. Este quadro seria agravado ainda pelos
gastos médicos relacionados; alteragdo nas taxas de fertilidade; evasao escolar de
criangas enfermas; além de auséncia em dias de trabalho por maes que precisam
cuidar das criangas adoecidas.

Enquanto mundialmente a doenca € causada por cinco espécies de
plasmaodio, no Brasil a doenca é causada por trés espécies, Plasmodium malarie,
Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum, com predominancia da malaria vivax a
qual foram atribuidos 78,7% dos casos notificados entre os anos de 2000-2011.
Neste ultimo ano foram confirmados 267.045 casos de malaria no pais, dos quais
99,7% estavam concentrados na regido amazonica, em 807 municipios pertencentes
aos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhao, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Roraima e Tocantins (Fig. 02) (BRASIL, 2011; 2013).

Dados registrados no Sistema de Vigilancia Epidemiolégica — SIVEP Malaria-
referentes ao ano de 2015 apontam até o més de junho um total de 54.265 casos
confirmados de malaria no Brasil, dos quais 52.277 s&o casos autdctones, enquanto

outros 1.988 casos foram oriundos de outros paises.

U

iy -1
- &
N — J Sem transmissho
g e s ey [ AitaTransmissdo
o = b/ Médio risco Baixafransmissio oundo
Ll et ;’ﬁ Il Atto risco conhecida
s f - .
4 D N30 corresponde ao Brasil

Sivep-

Fig. 02. A. Distribuigao de risco de infecgdo por malaria no Brasil; B. Endemicidade da malaria no Brasil. Adaptado de
CDC Map application (2014) e Brasil — Portal Saude (MS) (2015).
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Enquanto a regido amazébnica apresenta a maior incidéncia da doenga no
Brasil, nos primeiros meses de 2015 (de janeiro a margo) foram identificados 29
casos de malaria fora desta regido, destes 23 no estado do Rio de Janeiro, 5 em
Goias e 1 em Minas Gerais. O aparecimento destes casos, considerados surtos nas
localidades, colocou as autoridades sanitarias em estado de alerta, expondo a
necessidade de monitoramento destas regibes até a identificagdo dos sitios de
propagacao (CDC, 2015; SES/RJ, 2015). Ainda conforme dados notificados no
Sistema de Informac&o de Agravos de Notificagcdo — SISNAN Net/ Data SUS — até o
més de junho de 2015 foram confirmados 190 casos de malaria em regides extra-
amazébnicas. Diferente de outras regides endémicas para malaria, no Brasil a
mortalidade pela doenga ndo é tdo evidente, mas os custos com os tratamentos,
bem como a incapacidade gerada pela enfermidade em pessoas em idade

produtiva, a tornam um importante problema de saude publica (BRASIL, 2013).

2.3 BIOLOGIA

A maldria humana é causada por parasitos do género Plasmodium, sendo
atribuida as espécies: Plasmodium malarie, P. knowlesi, P. ovale, P. vivax e P.
falciparum, sendo os dois ultimos os mais importantes, respectivamente, devido a
sua ampla distribuic&o, incluindo em regides temperadas, e a maior mortalidade com
maior incidéncia nas regides africanas (OMS, 2014; CDC, 2010).

Embora essas espécies sejam bem conhecidas como causadoras da doenga
em humanos, ha possibilidade de surgimento de infecgdo por outras espécies de
Plasmodium até entdo conhecidas por infectar apenas primatas. Gilles (1993 apud
ANTINORI, 2012) apresenta em seu trabalho a possibilidade de infec¢cao acidental
ou natural de humanos por P. simiovale, P. inui, P. schwetzi, entre outras espécies
parasitos de simios. Ainda sobre esta concepgéo, temos os trabalhos de Eyles,
Coatney e Getz (1960), Chin e colaboradores (1965) e outros que corroboram a
possibilidade destas novas infeccoes. No seu mais recente trabalho, Ta e
colaboradores (2014) descrevem o que seria 0 primeiro caso de infecgdo natural,
confirmado por diagnéstico molecular, de uma mulher malasia por Plasmodium
cynomolgi, parasito de primatas ndo-humanos. Da mesma forma que P. cynomolgi,

P. knowlesi até pouco tempo era conhecido infectar apenas simios, tornando-se uma
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preocupacao para saude publica somente a partir de 2004 (TA et al., 2014; CHIN et
al., 1965).

Os parasitos sao carreados na transmissdao por mosquitos vetores
pertencentes ao género Anopheles, podendo ocorrer, raramente, casos de
transmissao congénita ou por contato com sangue contaminado (NIAID, 2007). Sao
conhecidas cerca de 460 espécies de anofelinos, das quais 70 sdo considerados
potenciais transmissores de plasmoédio e aproximadamente 41 vetores eficientes
(CDC, 2013; SINKA et al., 2012; CUNHA; CUNHA, 2008) e estas espécies estédo

amplamente distribuidas pelo mundo (Fig.03).
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Fig. 03. Distribuicao global de vetores efetivos ou potenciais da malaria. Fonte: Sinka et al. (2012)

A infeccdo por plasmdédio se inicia quando fémeas do mosquito realizam
hematofagia em pessoas infectadas ingerindo, consequentemente, as formas
sexuadas deste parasito, os gametdcitos. Uma vez dentro do vetor, os gametdcitos
se fundem formando o oocineto e se diferenciam em oocistos contendo as formas
esporozoitas que sdo injetados na corrente sanguinea de individuo néo infectado
numa nova hematofagia. Ja no sangue, os esporozoitos migram para os hepatdcitos

onde passam pelo processo de esquizogonia originando varios merozoitos por
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célula. A partir deste momento, com o rompimento dos esquizontes e liberacdo dos
merozoitos, que podem chegar a 30.000 por hepatécito (WHITE et al.,, 2014;
SIMPSON et al., 2002), inicia-se a segunda fase assexuada do ciclo de vida do
plasmédio (COX, 2010).

Nesta fase, os merozoitos advindos do rompimento dos hepatdcitos, tém
agora como célula hospedeira a hemacia. Logo apds a entrada na célula vermelha
do sangue, os merozoitos se transformam em trofozoitos jovens, mais comumente
conhecidos como anéis, assim chamados devido a presenga de um grande vacuolo
alimentar que compreende a maior por¢cdo da célula. Apdés um periodo de
diferenciagdo, os parasitos apresentam-se na forma de trofozoito maduro,
caracterizado por grande atividade metabdlica advinda do intenso consumo de
hemoglobina da hemacia hospedeira. Ja nesta fase quase a totalidade da area dos
eritrocitos é preenchida pelos parasitos (WHITE et al., 2014, WUNDERLICH,;
ROHRBACH; DALTON, 2012). Uma vez iniciado o ciclo eritrocitico, a manutengao
da infecgao é proporcionada por sucessivas divisdes dos trofozoitos, das quais se
formardo esquizontes contendo de 6 a 36 merozoitos, conforme a espécie, e que
serdo liberados na corrente sanguinea para um novo ciclo de infecgao.
Eventualmente, os trofozoitos podem se diferenciar em gametécitos que darao
continuidade ao processo de transmisséo cruzada entre mosquitos e humanos (Fig.
04) (ANTINORI et al., 2012; WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON, 2012).
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Fig. 04. Ciclo de vida de Plasmodium sp. Adaptado de CDC (2014)

A duragéo do ciclo eritrocitario, assim como outras caracteristicas da infecgéo,
pode variar entre as espécies de plasmddio, sendo de aproximadamente 48 h para
Plasmodium falciparum (Quadro 01) (ANTINORI et al.,, 2012; CUNHA; CUNHA,
2008). A cada ciclo de reprodugdo assexuada, o numero de hemacias infectadas
aumenta exponencialmente e pode chegar a aumentar até 20 vezes a cada ciclo
(NAM et al.,, 2013; SIMPSON et al.,, 2002). O aumento da carga parasitaria,
juntamente com o rompimento periédico das células s&o responsaveis pelas
manifestagdes clinicas da doenga, geradas pela grande resposta imunoldgica
relacionada a interacdo dos parasitos com o hospedeiro (WHITE et al.,, 2014;
WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON, 2012; MILLER; GOOD; MILON, 1994). Para
responder a infecgdo, o organismo hospedeiro, aumenta a resposta imunoldgica do
baco e a frequéncia de remogédo de hemacias, indistintamente infectadas ou nao, o
que, juntamente com a liberagdo de hemozoina advinda da ruptura dos esquizontes
culmina com a liberagao de citocinas pro-inflamatérias e leva a patogénese da
parasitose (WHITE et al., 2014; AYIMBA et al., 2011).
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A apresentacdo mais severa da doenga compreende desde casos de anemia
grave, hipoglicemia, edema pulmonar, lesdo renal, ictericia, acidose metabdlica e a
forma cerebral, que se apresenta como a mais mortal (WHITE et al., 2014; MILLER;
GOOD; MILON, 1994).

Quadro 1. Caracteristicas de infecgdo das 5 espécies de Plasmddio que infectam humanos*

Caracteristicas P. falciparum P. knowlesi |P. malarie P. ovale P. vivax
Tipo de malaria Tercé maligna Cotidiana Quarta Terca ovale Terca benigna
Estagio pré- 5-7 (dias) 8-9 (dias) 14-16 (dias) 9 (dias) 6-8 (dias)
eritrocitico
Periodo pré-patente | 9-10 (dias) 9-12(dias) 15-16 (dias) | 10-14 (dias) 11-13 (dias)
Ciclo eritrocitico 48 h 24 h 72h 50 h 48 h
Células vermelhas Todas Todas Eritrocitos Reticulécitos Reticulécitos
afetadas maduros
Paroxismo febril 5-36 h ou maior 8-12h 8-10 h 8-12 h 8-12 h
Malaria severa Sim Sim N&o Nao Sim
Recaidas de formas Néo Nao Nao Sim Sim
de figado

*Adaptado de Antinori et al. (2012) e Cunha; Cunha (2008)

Devido a incapacidade gerada aos doentes pela sintomatologia (HALDAR et
al., 2007) e a importancia da fase eritrocitaria para a manutengao da doenga no
individuo infectado, os antimalaricos de primeira linha tem como alvo os estagios
parasitarios desta parte do ciclo (MILLER et al., 2013; KAUR, et al., 2010; FOLEY;
TILLEY, 1998).

2.4 ASPECTOS GERAIS SOBRE O TRATAMENTO

A quimioterapia antimalarica passou por varias etapas desde a sua
descoberta, com o uso empirico de ervas, até compostos puros isolados de plantas
e compostos sintetizados para este fim (MESHNISCH; DOBSON, 2001).

Antes do conhecimento das propriedades da &arvore peruana Cinchona
oficciallis passada por indios a padres jesuitas, em visita a comunidades indigenas
locais no século XVII, o tratamento da malaria ja teve procedimentos medievais em
seu arsenal incluindo infusdo de teias de aranha e até amputamento de membros
(CAMBRIDGE UNIVERSITY LIBRARY, 2014; MESHNISCH; DOBSON, 2001). Dado
o impacto mundial da doenca, principalmente no que se refere a expansido de
nagdes europeéias e na influéncia em guerras, a busca por alternativas terapéuticas
para a malaria se intensificou no século XIX (OCKENHOUSE et al., 2005). Esse

cenario contribuiu para que a malaria tenha sido uma das primeiras doencas
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tratadas com composto quimico isolado, o quinino, e a primeira tratada com
composto sintético, o azul de metileno (KRAFTS; HEMPELMANN; SKORSKA-
STANIA, 2012; MESHNISCH; DOBSON, 2001).

A Cinchona sp. € conhecida como a primeira erva a ser utilizada em larga
escala para o tratamento da doeng¢a, mas muitos anos antes outra planta, que seria
muito importante para a evolugéo da quimioterapia antimalarica, ja era receitada por
chineses para o tratamento de diversos quadros febris — a Artemisia annua. Dessa
ultima, no ano de 1972 foi isolada a artemisinina que junto com seus derivados é
utilizada desde entdo para este fim (MESHNICK; DOBSON, 2001; FOLEY; TILLEY,
1998; KLAYMAN, 1985).

Apods a descoberta do quinino, muitos outros farmacos antimalaricos foram
isolados ou sintetizados, porém o rapido surgimento de cepas resistentes tem
contribuido para o insucesso na erradicagdo da malaria (Tabela 1) (THOME et al.,
2013; WONGSRICHANALAI et al., 2002).

A quimioterapia de escolha envolve métodos para eliminacdo de formas
assexuadas e estimulo ao sistema imunoldgico do hospedeiro que, juntamente com
acgdes de controle do vetor, compde a principal estratégia para eliminagéo da doenga
(KAUR et al.,, 2010). Esses mecanismos envolvem uma ag¢ado sobre o vacuolo
digestivo, interagdo com o DNA, mediacdo do estresse oxidativo, inibicdo de
enzimas e transportadores (SANTOS; TORRES, 2013; THOME et al., 2013; KAUR
et al.,, 2010; FOLEY; TILLEY, 1998), etc. Estes estudos vem apresentando dados
cruciais para o entendimento da fisiologia do parasito, bem como o0 modo de agao
das drogas.

Apesar dos esforcos e estudos desenvolvidos com esta finalidade, os
mecanismos envolvendo a agédo de alguns antimalaricos, como os quinolinicos, a
artemisinina e seus derivados ainda ndo sdo completamente entendidos ou ainda
possuem muitas controvérsias (GOLENSER et al., 2006; FOLEY; TILLEY, 1997).

Com o surgimento de cepas resistentes, a OMS desde entdo preconiza como
tratamento de primeira linha, combinagbes baseadas na artemisinina (ACTs), que
devido a sua eficiente atividade frente a plasmédios resistentes aos farmacos usuais
a fez a primeira escolha para o tratamento da doengca (OMS, 2014). O uso de
farmacos associados visa a redugao do aparecimento de resisténcia, bem como
maior efetividade contra a doenga, uma vez que busca utilizar de farmacos com

mecanismo de agao distinto (OMS, 2005). Todavia, alguns estudos ja relatam a falha
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na terapia utilizando ACTs na Tailandia, Camboja, Myanmar e Vietna (SANTOS;
TORRES, 2013; THOME et al., 2013) pondo em risco o uso dessa associacao.

A artemisinina, principio ativo extraido da planta chinesa Artemisia annua, foi
identificada por volta do ano de 1972 (KRISHNA; UHLEMANN; HAYNES, 2004,
KLAYMAN, 1985). O mecanismo de acdo da artemisinina ainda ndo esta bem
elucidado, entretanto, alguns trabalhos relatam que sua atividade é dependente da
digestdo da hemoglobina e acumulo de heme livre (TANGNITIPONG et al., 2012),
enquanto outros questionam esta correlagcao (PARAPINI et al., 2004).

Diante desse cenario, bem como do aparecimento recorrente de cepas
resistentes aos tratamentos classicos, e aos recém-desenvolvidos, as pesquisas que
visam o desenvolvimento de quimioterapicos contra a malaria buscam encontrar
ativos que atendam alguns requisitos basicos que contribuiriam para a eficacia do
tratamento. Entre esses requisitos estdo a efetividade tanto em formas sanguineas
como hepaticas de Plasmodium sp., a possibilidade de utilizagao para o tratamento
das cinco espécies causadoras da doenca, atuacio sobre alvos seletivos, meia-vida
relativamente longa, eficacia por via oral e, quando possivel, em dose unica,
associados ao baixo custo de tratamento e a possibilidade de utilizacao na terapia e
na profilaxia (BASORE et al., 2015).

2.41 Quinolinicos

Os compostos quinolinicos compéem a maioria dos antimalaricos usuais
(KAUR et al., 2010), tendo o quinino, primeiramente isolado na segunda década do
século XIX, servido como base para a sintese de muitos outros compostos
importantes (FOLEY; TILLEY, 1997).

A cloroquina foi sintetizada no ano de 1934, para atender a necessidade de
sanar as falhas do tratamento com o quinino, que a essa altura ja apresentava
diversos efeitos toxicos, dificultando a sua utilizacdo na clinica (THOME et al., 2013;
SHANKS, 1994). Em relagéo ao quinino este farmaco se destacava pelo baixo custo,
estabilidade quimica e efetividade, permitindo uso de baixas dosagens (BURGUESS
et al., 2010; COWMAN; FOOTE, 1990), e viabilizando sua utilizagdo na profilaxia. No
Brasil, ja foi distribuida como sal ou embutida em alimentos, método conhecido
como profilaxia de Pinotti, médico que introduziu o regime (MESNICH; DOBSON,
2001).
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Com o seu surgimento, milhares de pessoas foram curadas e mortes
evitadas, trazendo consigo uma esperanga de erradicagdo mundial da malaria. Foi o
farmaco mais importante para o tratamento da doenga, e sua atividade esta
relacionada ao acumulo no vacuolo digestivo do parasito, impedido a degradacéo da
hemoglobina e a polimerizagcdo do heme que, na sua forma soluvel, é téxico ao
protozoario por seu efeito pro-oxidante (WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON,
2012; KAUR et al., 2010; FOLEY; TILLEY, 1997). Embora sua eficacia tenha dado
um incremento aos esforgos para a eliminagdo da malaria, o aparecimento e difusédo
de cepas resistentes, provavelmente devido ao regime de uso adotado como a
exemplificada profilaxia de Pinotti, bem como a caracteristicas farmacocinéticas do
composto, a tornaram ineficaz para a maioria dos casos (WONGSRICHANALAI et
al., 2002).

Posteriormente a cloroquina, muitos outros quinolinicos foram introduzidos, a
exemplo da amodiaquina, piperaquina, primaquina e mefloquina, esta ultima,
introduzida por volta de 1980, também de muita importancia devido a sua atividade
em baixas concentragdes (KAUR et al.,, 2010; FOLEY; TILLEY, 1997), mas pouco
tempo depois da implementagédo do farmaco surgiram relatos de resisténcia (Tabela
01).

Os compostos quinolinicos sao bases fracas, que contém um nucleo
aromatico heterociclico (anel quinolinico), que facilmente penetram em membranas
biolégicas proporcionando atividade antimalarica, bactericida, antifungica, anti-
helmintica, cardiotbnica, anti-convulsiva, anti-inflamatéria, analgésica e
anticancerigena (MARELLA et al.,, 2013; FOLEY; TILLEY, 1997). A atividade
antimalarica destes compostos esta diretamente relacionada ao seu anel quinolinico
(Fig. 05), os quais podem ser modificados quimicamente dando origem a varios
derivados, com a perspectiva do surgimento de novas alternativas farmacéuticas
para essa e outras nosologias (MARELLA et al., 2013; FOLEY; TILLEY, 1997).

A mefloquina e outros quinolinometandis como o quinino, diferentemente da
cloroquina, ndo se acumulam em grandes propor¢gdes no vacuolo digestivo, mas
alguns estudos sugerem sua afinidade por lipoproteinas de alta densidade do soro,
que sado encaminhadas para os eritrécitos interagindo especificamente com
proteinas da membrana celular (FOLEY; TILLEY, 1997).
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Fig. 05. Estrutura do anel quinolinico (A); Alguns antimalaricos quinolinicos (B - G). Adaptado de Marella et al.
(2013) e Foley; Tilley (1998)

Os alcaldides quinolinicos podem ser extraidos de diversas plantas ou
sintetizados quimicamente conferindo-lhes caracteristicas que possibilitem sua acao
biolégica (FOURNET et al., 2002). Recentemente, um grupo do Centro de Estudos
Farmacéuticos da Universidade de Paris — Franga isolou um grupo de derivados
quinolinicos na arvore boliviana Galipea longiflora (Rutaceae) que apresentaram em
estudos muitas atividades biologicas entre elas leishmanicida, anti-retroviral,
antifungica, tripanocida, bactericida, antimalarica etc (VIEIRA et al., 2008; AKAGAH
et al., 2008; DESRIVOT et al., 2007a; DESRIVOT et al., 2007b; DESRIVOT et al.,
2007c; FAKHFAKH et al., 2003; FOURNET et al., 2002).

Em um desses trabalhos, 2 de 3 derivados testados, mostraram grande
afinidade com eritrocitos, com baixa concentragdo encontrada no soro apos poucas
horas de administracdo, esse fato os autores atribuem ao possivel papel das células
do sangue no enderegamento destes compostos (DESRIVOT et al., 2007b). Desses
isolados, derivados semissintéticos foram obtidos e apresentaram equivalente
propriedade biolégica, enfatizada a atividade leishmanicida (VIEIRA et al., 2008;
AKAGAH et al, 2008; DESRIVOT et al., 2007a; DESRIVOT et al., 2007b;
DESRIVOT et al., 2007c; FAKHFAKH et al., 2003; FOURNET et al., 2002). Nessa
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perspectiva, os compostos quinolinicos e seus derivados despontam como

promissores para a quimioterapia para diversas enfermidades, incluindo a malaria.

2.5 HEMOZOINA: PIGMENTO MALARICO

A hemozoina é o produto final do metabolismo da hemoglobina do eritrécito
hospedeiro, que é degradada pelo plasmodio durante desenvolvimento intra-
eritrocitico para, dentre outras coisas, utiliza-la como fonte de aminoacidos, uma vez
que, muitos destes necessarios ao seu metabolismo, ndo s&o produzidos pelos
préoprios protozoarios (RABELO et al., 2013). Como consequéncia desse processo,
ocorre a liberagdo de ferriprotoporfirina 1X, que livre é toxico para o parasito
(SIGALA; GOLDBERG, 2014; FRANCIS; SULLIVAN; GOLDBERG, 1997). Esse
residuo liberado reage com membranas da célula por sua alta interagéo lipofilica
(GORKA; DIOS; ROEPE, 2013) contribuindo para alteragdes de permeabilidade de
membrana, organizagao lipidica, e desestabilizacdo de interagcbes de membranas
com proteinas do citoesqueleto, além de provocar desequilibrio do sistema redox por
meio de liberacdo de espécies reativas que leva a deplecdo da glutationa,
peroxidagao lipidica, além de oxidagdo do DNA e proteinas (GORKA; DIOS;
ROEPE, 2013; WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON, 2012; KAUR et al., 2010;
FOLEY; TILLEY, 1997)

A hemoglobina compreende cerca de 95% do conteudo protéico do
citoplasma do eritrécito (FRANCIS; SULLIVAN; GOLDBERG, 1997) e embora
acredite-se que o fornecimento de aminoacidos seja a principal finalidade para seu
consumo durante o desenvolvimento do parasito, pode ser também atribuida a
manutencao do balango osmético no interior da célula parasitada, bem como para a
liberagcdo de espacgo na célula hospedeira para o desenvolvimento do parasito e
consequentemente evitando o rompimento precoce da hemacia (EGAN, 2007;
2008). Isso € evidenciado pelo fato de que em média o parasito utiliza apenas 16%
da hemoglobina degradada para a produgdo de proteinas (KRUGLIAK; ZHANG,;
GINSBURG, 2001).

A degradagdo da hemoglobina ocorre no interior do vacuolo digestivo do
parasito, uma organela de conteudo acido que acredita-se ser especializada na
degradagcédo da hemoglobina e envolve diversas proteases incluindo cisteino-
proteases, metaloproteases e aspartases (EGAN, 2008; BANERJEE et al., 2002;
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GAVIGAN; DALTON; BELL, 2001; EGGLESON; DUFFIN; GOLDBERG, 1999).
Inicialmente, a hemoglobinase aspartica | e plasmepsinas | e Il clivam a
hemoglobina em duas fragbes: ferriprotoporfirina e globina. Posteriormente,
falcipainas, que s&o cisteino proteases, clivam a porgdo globina em peptideos e
aminoacidos (SIGALA; GOLDBERG, 2014; FRANCIS; SULLIVAN; GOLDBERG,
1997) que entdo podem ser utilizados pelo protozoario para a fabricagdo de suas
proprias proteinas.

Carente de uma hemeoxigenase, essencial para a conversao do produto
gerado na digestdo da hemoglobina em um heme de cadeira aberta que
possibilitasse a excregcao deste residuo pela célula, o parasito detoxifica 0 heme livre
através da neutralizagdo mediada por uma histidine-rich protein (HRP II),
degradando-o pela acdo da glutationa reduzida ou mais representativamente
convertendo em hemozoina (MEN et al., 2012; HUY et al., 2003; SULLIVAN JR;
GLUZMAN; GOLDBERG, 1996).

Os mecanismos que envolvem a formacdo da hemozoina ainda sao pouco
compreendidos, com algumas hipdteses sendo discutidas para elucidagédo do
processo (CORONADO et al., 2014). Dentre essas, quatro sao as mais
evidenciadas: 1) a polimerizagdo ocorreria automaticamente pelas condi¢cdes de pH
do interior do vacuolo digestivo, sem a necessidade de um gatilho ou processo
catalitico (ORJIH; MATHEW ; CHERIAN, 2012); 2) os cristais seriam formados a
partir de cristais pré-existentes dentro desta organela acida (CHEN; SHI; SULLIVAN
JR., 2001); 3) a cristalizagdo seria mediada por enzimas, com algumas candidatas ja
listadas para a fungdo (CORONADO et al., 2014); e 4) a reagao seria catalizada por
moléculas lipidicas, hipotese essa defendida por numerosos autores (HOANG et al.,
2010; AMBELE; EGAN, 2012). Outra hipotese, associada ao papel dos lipideos é
tratada no trabalho de Kapishnikov e colaboradores (2012) que concluem que a
nucleacdo da hemozoina ocorre por meio de um filme lipidico de acilglicerois
adsorvidos a membrana interna do vacuolo digestivo do Plasmodium sp. ou que
fazem parte da prépria membrana.

A hemozoina, também chamada de pigmento malarico, é liberada no
momento da ruptura da hemacia hospedeira ao final de um ciclo de divisdo e um
importante fator modulador da resposta imune do hospedeiro a infeccdo pelo
parasito (REBELO et al., 2013). Estudos sugerem que essa modulagdo esta

diretamente envolvida na fisiopatologia da malaria, através de uma intensa resposta
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inflamatdria seguida de uma supressdo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(OLIVER et al.,, 2014). Num estudo recente, realizado por Oliver e colaboradores
(2014) foi evidenciada uma relagéo entre os niveis de hemozoina fagocitados por

macrofagos e neutrofilos e a severidade da doenca.

2.6 RESISTENCIA AOS FARMACOS

O principal desafio para o controle ou erradicagdo da malaria consiste no
aparecimento de cepas resistentes aos farmacos disponiveis atualmente para o
tratamento da doenga (OMS, 2014). Apesar de toda a expectativa depositada na
cloroquina quando da sua introdugdo para a quimioterapia antimalarica, o rapido
aparecimento de cepas resistentes a esta droga logo fez esmorecer a esperanca de
controle da doengca (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

Dois processos sado importantes para o estabelecimento de cepas capazes de
continuar seu ciclo de desenvolvimento e disseminagcdo mesmo apos a introdugao
do tratamento com farmacos: o primeiro compreende a ocorréncia ocasional de uma
mutacéo genética que conferiria a espécimes parasitarios a capacidade de bloquear
a acao dos farmacos, seja impedindo a ligagdo deste em seu sitio de agéo, ou
através de bombas de efluxo que bombeiam o farmaco para longe do seu alvo
(SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2014). O segundo processo seria a selecdo das cepas
resistentes por meio do tratamento com esses medicamentos. Assim, as cepas
sensiveis seriam eliminadas com o tratamento e abririam espaco para que aqueles
que nao sofreram com a agdo do medicamento possam ocupar agora o nicho vago.
Assim as cepas nao responsivas a quimioterapia se espalham pela area de
abrangéncia da doencga levando ao insucesso no tratamento da doengca (OMS,
2014).

Wongsrichanalai e colaboradores (2002) sumarizam em seu trabalho o que
seriam determinantes para os casos refratarios, correlacionados com o
desenvolvimento e disseminacgdo de resisténcia, entre elas as mais importantes s&o:
adesao aos regimes adotados nos tratamentos; caracteristicas intrinsecas da droga
- como meia-vida; caracteristicas do hospedeiro — tanto humano como o vetor; além

de fatores ambientais.
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Tabela 01. Sumario de introdugao e registro de resisténcia de alguns

antimalaricos*.

Antimalaricos Introdugéo Primeiro registro Diferenga em
de resisténcia anos

Quinino 1820 1910 90

Cloroquina 1945 1957 12

Proguanil 1948 1949 1

Sulfadoxina- 1967 1967 0

pirimetamina

Mefloquina 1977 1982

Atovaquona 1996 1996

*Traduzido e adaptado de Wongsrichanalai et al., 2002.

Véarios genes ja foram listados como candidatos a motivadores do
aparecimento das cepas resistentes aos tratamentos empregados contra a malaria
até entdo (VALDERRAMOS; FIDOCK, 2006). Entre esses, o gene pfmdr 1
(Plasmodium falciparum multiple drug resistence) confere aos parasitos
caracteristica de resisténcia a multiplas drogas, tornando ainda mais dificil a luta
contra este patogeno (SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2014; WILSON et al., 1993).

Como tentativa de reduzir a disseminacdo de cepas resistentes, tém-se
adotado, conforme preconizagao da OMS, a utilizacdo de farmacos combinados, em
especial com mecanismos de acio distintos, o que, em teoria, retardaria o
aparecimento de cepas nao-sensiveis aos tratamentos. Entretanto, varios trabalhos
tém registrado casos de nédo-responsividade até mesmo as combinagbes em uso
atualmente (OMS, 2014; SANTOS; TORRES, 2013; THOME et al., 2013).

Assim, a crescente disseminacdo de cepas de Plasmodium sp. resistentes
aos tratamentos utilizados atualmente na quimioterapia antimalarica, inclusive a
terapia combinada a base de artemisinina, indica a necessidade de descoberta de
novas alternativas terapéuticas com alvos de acdo seletivos e que contemplem

desde formas assexuadas intraeritrociticas e gametécitos, a formas hepaticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar, in vitro, a atividade antimalarica de novos derivados quinolinicos (sob
sigilo patentario) BS 260 (2-(2-metoxietenil), BS 318 (2-(2-furiletenil) e BS 373 (2-(2-

hidroxiprop-2-enil), sobre cepas resistentes a cloroquina de Plasmodium falciparum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o potencial anti-parasitario dos novos derivados quinolinicos sobre
Plasmodium falciparum, cepa w2, cloroquina-resistente.

2) Verificar o potencial citotoxico dos novos derivados quinolinicos,
compreendendo a possivel agcao hemolitica das substancias sobre hemacias
humanas, bem como a atividade citotdxica sobre outras células de mamiferos.

3) Investigar o potencial inibidor dos novos derivados quinolinicos sobre a
formacéao de cristais de B-hematina e hemozoina.

4) Verificar a capacidade dos parasitos em reverter o efeito gerado pelos
novos derivados quinolinicos.

5) Investigar as alteragdes ultraestruturais geradas pelos tratamentos com os

novos derivados quinolinicos em culturas de Plasmodium falciparum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 SUBSTANCIAS TESTADAS

Foram utilizados trés derivados quinolinicos, BS 260 (2-(2-metoxietenil) (Q1)
(Fig. 6 - A), BS 318 (2-(2-furiletenil) (Q2) (Fig. 6 - B) e BS 373 (2-(2-hidroxiprop-2-
enil)quinolina (Q3) (Fig. 6 - C), sintetizados a partir de precusores quinolinicos
extraidos de Galipea longiflora (Rutaceae), pelo grupo do Centro de Estudos
Farmacéuticos da Universidade de Paris — Franga (Figura 6). As solugdes estoque
das substancias foram preparadas por diluigdo em dimetilsulféxido (DMSO) a 100 %
e para a realizagdo dos ensaios a diluicao final em meio RPMI 1640 ou solugao

correspondente com concentragao final de DMSO nao ultrapassando 1%.
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Fig. 6. Estrutura quimica dos novos derivados quinolinicos A. BS 260; B. BS 318 e C. BS 373.

4.2 CITOTOXICIDADE in vitro

Para avaliacdo do perfil citotoxico dos derivados frente a células de
mamiferos, foram utilizadas células de bago de camundongos BALB/c (106
céls/pogo), incubadas a 37°C e 5% de CO2 em presenga das substancias testadas,
em triplicatas das diferentes concentragdes, e de [3H]-timidina (1 uCi/pogo), durante
24 horas.

Os controles continham apenas células incubadas com meio de cultura e
[3H]-timidina. Apds o periodo de incubagéao, as células foram coletadas, utilizando
coletor MPXRI 96TI (Bradel, Gaithersburg, MD, USA).
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Para determinar a incorporacao de [3H]-timidina foi utilizado contador de
radiagdo beta (Multilabel Reader, Hidex, Turku, Finland). A viabilidade das células foi
determinada pela incorporacdo de [*H]-timidina e a citotoxidade calculada em

relagdo a incorporacado de [°H]-timidina nos pocos nao tratados.

4.3ENSAIO DE HEMOLISE

Para corroborar o perfil citotdéxico dos derivados, bem como garantir que sua
acao ocorra diretamente sobre o parasito e ndo pela lise das hemacias hospedeiras,
eritrocitos humanos foram incubados com diferentes concentragdes das substancias
por 1 hora em estufa a 37°C e 5% de CO2.

O potencial hemolitico foi verificado por leitura espectrofotométrica a 540 nm
como descrito em Wang et al. (2010). Os valores foram convertidos em porcentagem
de hemdlise em relagcéo ao controle com saponina (1%) pela seguinte férmula:

% hemdlise = absorbancia da amostra — absorbancia do branco X 100

absorbancia do controle com saponina

4.4 CULTURA DE P. falciparum E SINCRONIZACAO DE ESTAGIOS INTRA-
ERITROCITICOS

P. falciparum (cepa W2), foram mantidos em cultura continua em eritrécitos
humanos (sangue tipo O+) e meio RPMI 1640 suplementado com 25 mM de Hepes,
21 mM de bicarbonato de sédio, 300 uM de hipoxantina, 11 mM de glicose, 20
pMg/mL de gentamicina e 10% (v/v) de plasma humano inativado tipo O+ conforme
descrito por Trager e Jensen (1976).

As garrafas foram mantidas em estufa a 37°C, com trocas diarias de meio de
cultura e submetidas a uma atmosfera gasosa contendo 5% de CO2, 5% de O2 e
90% de N2. A parasitemia foi monitorada diariamente em esfregagos fixados e
corados sequiencialmente com solucéo de triariimetano a 0,1%, solugéo de xantenos
a 0,1% e solugéo de tiazinas a 0,1% que compdem o Kit para coloragcdo em
hematologia Panédtico Rapido (Laborclin, Pinhais, Brasil), e visualizados ao
microscopio 6ptico (100x).

Para os ensaios in vitro, a sincronizacdo dos estagios foi realizada com
utilizacdo de solugdo de sorbitol 5% em salina, como proposto em Lambros e
Vanderberg (1979).
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4.5 ENSAIO DE INIBICAO DE P. falciparum in vitro

Culturas de P. falciparum, sincronizadas em estagio de anel, foram incubadas
em placas de 96 pocos com diferentes concentracbes dos derivados a serem
testados por 24 horas em estufa 37°C e com mistura gasosa contendo 5% de CO,,
5% de O, e 90% de N,. Apds este periodo, foram adicionados 25 pL da solugdo de
[*H]-hipoxantina (0,5 uCi/poco), retornando as placas para mais 24 horas de
incubagao como descrito em Desjardins et al. (1979).

Apods este periodo as placas foram congeladas a -20°C, para promover a lise
das heméacias, e posteriormente coletadas com coletor MPXRI 96Tl (Bradel,
Gaithersburg, MD, USA) e a quantificacdo da radioatividade incorporada realizada
usando o contador de radiagao beta Multilabel Reader (Hidex, Turku, Finland).

A inibicdo do crescimento parasitario foi avaliada através da incorporagéo de
[3H]-hipoxantina, comparando com o controle ndo tratado, onde a incorporagao de
[*H]-hipoxantina foi total, determinando a concentragdo capaz de inibir 50% da

proliferagcéo / sobrevivéncia parasitaria (1Csp).

4.6 TESTE DE INIBICAO DA FORMACAO DE B-HEMATINA

A acdo das substancias sobre a formacao de cristais de B-hematina foi
avaliada como descrito por Basilico e colaboradores (1998).

Os ensaios foram realizados utilizando solugdo contendo 125 pg/mL de
cloreto de hemina e 250 mM de tampéo acetado de sdédio pH 4,4. As solugdes foram
plagueadas juntamente com diferentes concentragbes dos derivados e incubadas
em estufa 37°C por um periodo de 18-24 h.

Apods o periodo de incubagéao, as placas foram centrifugadas a 800 g por 10
minutos e os sobrenadantes descartados. Os pellets entdo foram ressuspendidos
em 200 yL de DMSO a fim de remover a hemina ndo reagida e as placas
submetidas a mais um ciclo de centrifugagéo.

O pellet final, consistindo de precipitado de B-hematina, foi dissolvido em 150

ML de NaOH 0,1 M e a quantificagcao realizada em espectrofotdbmetro a 405 nm.

4.7INIBICAO DA FORMACAO DE HEMOZOINA NOS PARASITOS in vitro
Hemacias infectadas com a forma de anel foram incubadas na presenca de
50 yM das substancias, por um periodo de 18 horas. Apos este periodo, as culturas

ja apresentando trofozoitos adultos de Plasmodium falciparum, passaram por
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processo para lise das hemacias e liberacdo dos parasitos que posteriormente foram
ressuspendidos em 1 mL de PBS (salina tamponada com fosfato), e entédo
centrifugados a 23.708 g por 5 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante
descartado.

O pellet foi ressuspendido em 1,0 mL de tamp&o bicarbonato de sdédio 0,1 M
pH 9,1 com 2,5 % de SDS. As amostras foram agitadas por 15 minutos e novamente
centrifugadas a 23.708 g em microcentrifuga por 10 minutos a temperatura ambiente
(procedimento repetido 3 vezes). Apos esse processo, as amostras foram
novamente ressuspendidas em 1 mL de agua destilada e passadas no agitador de
tubos (vortex) por 1 minuto. Entdo novamente centrifugadas e o sobrenadante
descartado (procedimento repetido 2 vezes).

Por fim, as amostras foram ressuspendidas em 1,0 mL de NaOH 0,1 M,
agitadas por 1 minuto e o heme total quantificado em espectrofotdmetro a 400 nm
(OLIVEIRA et al., 2000).

4.8 REVERSIBILIDADE DO EFEITO DOS COMPOSTOS

Para verificar se o efeito das substdncias sobre os parasitos estava
relacionado a sua capacidade citostatica ou citotoxica, culturas sincronizadas em
estagio de anel foram tratadas com 50 uM dos quinolinicos 24 e 48h e cultivadas em
meio RPMI & 37°C e sob uma atmosfera gasosa contendo 5% de CO,, 5% de O, e
90% de N,. Apdés o periodo de tratamento, as células foram lavadas e
ressuspendidas em meio RPMI com 10% de plasma e novamente incubadas, com
repiques diarios realizados até o fim do experimento. Para acompanhamento do
efeito do tratamento, esfregagos foram realizados diariamente, fixados e corados
com o Kit para coloragdo em hematologia Pandtico Rapido (Laborclin, Pinhais,
Brasil) e a parasitemia verificada por meio de contagem de células em microscopio
Optico em aumento de 100X com contagem minima de 1000 hemacias por amostra.
Registros fotograficos dos esfregacos foram realizados para melhor visualizagao da

morfologia dos parasitos.

4.9MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
Apos tratamento com 10 e 20 yM do quinolinico BS 373, trofozoitos de P.
falciparum, foram fixadas em glutaraldeido a 2,0% em tampao cacodilato de sodio

0,1 M pH 7,2, pés-fixadas em tetréxido de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio



35

0,1M, ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de célcio 5 mM ao abrigo da luz por 40
minutos em temperatura ambiente.

A seguir, as células foram lavadas no mesmo tamp&o e desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona (30 — 100%) por 10 minutos em cada. As
amostras entdo foram infiltradas e polimerizadas em resina epoxi Polybed
(Polysciences). Apos polimerizacdo, cortes ultrafinos obtidos em ultramicrétomo e
coletados em grades de cobre de malha 400. Posteriormente, fez-se a contrastagao
com acetato de uranila alcoolico a 7% e citrato de chumbo 6% por 5 minutos e
observadas ao microscopio eletrénico de transmissdo JEOL JEM 1230 (LEE et al.,
2012).

4.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos séo representados como média da porcentagem de inibi¢ao
ou média + desvio padrdo. Para determinar a diferenca entre as médias de pelo
menos trés grupos analisados, utilizamos analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Tukey ou Dunnet. Todos os testes foram considerados significativos

quando apresentaram valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

A fim de avaliar o potencial dos derivados quinolinicos em inibir o crescimento
de Plasmodium falciparum, in vitro, as células foram incubadas com diferentes
concentragbes dos compostos e a viabilidade verificada pela incorporagao de [3H]-
hipoxantina (Fig. 7).

As ICsp encontradas para os derivados foram de 56,35 + 10,52 uM para o BS
260; 16,32 + 11,32 uyM para BS 318 € 5,70 + 1,06 uM para o derivado BS 373.

A figura 7 mostra as curvas de concentragao versus efeito representando o
padrdo de inibicdo do crescimento parasitario apresentado pelas substancias

testadas e a tabela 2 apresenta um resumo dos valores de ICsy encontrados.
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Figura. 7. Determinacdo das ICs, em culturas de Plasmodium falciparum cepa w2, apds a incubagdo com os derivados
quinolinicos. A representa a % de inibigdo de crescimento da cultura incubada com o derivado quinolinico BS 260; B derivado
BS 318; C derivado BS 373; e D mefloquina, controle positivo. As substancias foram testadas em culturas sincronizadas de P.
falciparum mantidas em incubagdo por 48 horas. O percentual de inibicdo foi determinado em comparagéo ao controle com
solvente (meio RPMI). A viabilidade celular foi avaliada através da técnica de incorporagéo de hipoxantina tritiada. Os graficos
sdo representativos e os valores de ICs, foram obtidos em pelo menos trés experimentos independentes, empregando cinco
diferentes concentragdes das drogas isoladas, realizados em triplicata. Cada barra representa a média da porcentagem de
inibicdo. Os valores de ICs, foram determinados a partir do programa GraphPad.PRISM 5.0 utilizando o teste Anova e pos-

teste de Tukey com p < 0,05.
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Tabela 2. Atividade antimalarica dos novos derivados quinolinicos.

IC50 em condigbOes experimentais

SUBSTANCIA o
proéprias
BS 260 56,35 + 10,52 uyM
BS 318 16,32 + 11,32 uM
BS 373 5,70 £ 1,06 uM
Mefloquina 0,10 pMm*

*Representa valor obtido em experimento Unico

Os resultados mostram que os quinolinicos apresentaram uma relagcao entre
as concentragdes testadas e o efeito inibitério do crescimento parasitario, indicando
que esta ultima é diretamente proporcional ao aumento das concentragdes testadas.

A partir dos resultados encontrados para a inibicdo do crescimento em
culturas do parasito, partimos para a avaliagcdo do potencial citotoxico destes
derivados frente a células de mamifero. Para tal, avaliamos o potencial hemolitico
destas substancias utilizando hemacias humanas incubadas por 1 hora com os
compostos (Fig. 8), bem como a avaliagao do potencial inibidor destes derivados na
proliferacdo e viabilidade de esplendcitos murinos pelo método de incorporagao de
[*H]-timidina (Fig. 9).

Como resultados, verificamos que nenhum dos trés derivados testados
apresentou atividade hemolitica (Fig. 8) quando incubados as hemacias humanas e
os valores comparados ao controle positivo, saponina a 1%, que apresenta elevada

atividade hemolitica.
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Figura 8: Atividade hemolitica dos compostos quinolinicos. As hemacias (hematocrito de 1%) foram incubadas com as
substancias BS 260 (A), BS 318 (B) e BS 373 (C) por 1 hora, posteriormente foi avaliada a taxa de hemolise em relagéo ao
controle positivo com saponina e para todas as substancias e concentragdes testadas, nao foi observado efeito hemolitico para
nenhum dos casos. Os graficos sdo representativos de trés experimentos realizados em triplicata e a anélise estatistica foi

realizada através do programa Graph.Pad prism 5.0 utilizando o teste Anova e pés-teste de Dunnet com p < 0,0001.

A partir do experimento de avaliagédo da inibicao da proliferagdo em esplendcitos
murinos, foi possivel calcular os valores de concentragao citotoxica para 50% das
células (CC50). Os valores encontrados para os derivados quinolinicos foram de
47,26 + 13,61 uM, 84,50 + 13,25 yM e 28,80 + 5,91 uM para BS 260, BS 318 e BS
373, respectivamente (Fig. 9).

Assim como os resultados apresentados para os estes utilizando culturas de
P. falciparum, os graficos de citotoxicidade apresentam uma relagéo positiva entre
as concentragdes utilizadas e o efeito sobre as células, onde a maior concentracao

foi responsavel pela maior citotoxicidade.



39

A GO A7 282 1361 WM B s B15 2 13,75 oM
1001 i —t i 100~ I | 1
L] L ]
1% — - I
% 604 I o S % 60 _
g a0 E 404 : !
81 | | T | [
o< o a
£ £ o b & P
Concentragbes pM Concentragoes i
C CCE0 20,80 = 6.9 oM
100 R

e cltaboxicidade

.
B0 [ .—_:
IR
&0
20
0

-"I':-il'l '{&h # * H:I'P

Concentragtes pld

Figura 9: Determinagdo das CCs, em esplendcitos murinos, apds a incubagdo com os derivados quinolinicos. A representa a
citotoxicidade do derivado quinolinico BS 260; B derivado BS 318; e C derivado BS 373; Os valores encontrados
respectivamente foram 47,26, 84,50 e 28,80. As drogas foram incubadas com 1 x 10° esplendcitos murinos, durante 24 horas.
O percentual de inibigdo foi determinado a partir do controle nédo tratado. A proliferagado foi avaliada através da técnica de
incorporagdo de timidina tritiada. Cada barra representa a média da porcentagem de inibigcdo entre os experimentos. Graficos
representativos de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata e as CCs, determinadas pelo GraphPad PRISM

5.0 utilizando o teste Anova e pds-teste de Tukey com p < 0,05.

Com a obtencdo dos valores de ICsy sobre formas intra-eritrociticas de
Plasmodium falciparum e os valores de CCsy sobre células de mamiferos,
calculamos o indice de seletividade (IS), que indica o nivel de seletividade dos
derivados para as células parasitarias alvo, em relagdo as células de mamiferos.
Esse indice é obtido pelo quociente entre o valor de CCsp € 0 valor de ICso. Os dados

sao apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. indices de seletividade dos derivados quinolinicos

DERIVADO CCso ICs0o IS
BS 260 47,46 pM 56,35 uM <1
BS 318 84,50 uM 16,32 uM 5,1
BS 373 28,80 uM 5,70 uM 5,0

Como observado na tabela anterior, BS 318 e BS 373 apresentaram maiores
indices de seletividade. Confirmada a atividade antimalarica das substancias,
partimos para a investigagdo do mecanismo de agao destes derivados. Uma vez que
alguns dos principais farmacos antimalaricos da classe dos quinolinicos, como a
residuo heme em cristais de hemozoina, que consequentemente desencadeia uma
cascata de eventos que culminam com a morte do parasito, objetivamos verificar se
os derivados quinolinicos possuem atividade semelhante. Para tal realizamos o
ensaio de inibicdo da polimerizacdo de hemina em fB-hematina, in vitro. Neste
ensaio, solugao de hemina é incubada com diferentes concentracdes dos compostos
por 24 horas e, ao final do periodo de incubacdo, as amostras sdo lidas por
espectrofotometria.

Neste experimento, ndo foi possivel obter um padrdo de inibicdo da B-
hematina em relagdo ao controle para os derivados quinolinicos (Fig. 10), por ndo
ter havido reprodutibilidade entre os ensaios realizados, mesmo quando utilizadas
altas concentragdes dos derivados (1 mM). Entretanto, como esperado, a cloroquina

apresentou um padrao de inibicdo ainda que com concentragcbes em uM.
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Figura 10: Efeito dos derivados quinolinicos sobre a formagédo da B-hematina in vitro. A representa dados referentes ao
quinolinico BS 260; B o quinolinico BS 318; C o quinolinico BS 373 e D a cloroquina. Diferentes concentragbes das
substancias foram incubadas com cloreto de hemina, DMSO e NaOH por 24 horas. Apés esse periodo, avaliou-se o total de
cristal formado através do espectrofotometro a 405 nm. Nao foi possivel estabelecer um padrado de inibicdo de formagao de -
hematina, mesmo utilizando altas concentragdes dos quinolinicos testados. Grafico representativo de dois experimentos
independentes, realizados em triplicata. Andlise estatistica realizada pelo GraphPad PRISM 5.0 utilizando o teste Anova e pos-

teste de Tukey com valor de p > 0,05

Como nao obtivemos um resultado conclusivo a respeito do potencial inibidor
das substancias sobre a formagao de cristais de B-hematina, partimos entdo para
verificar se estes derivados sdo capazes de inibir a formacdo de hemozoina em
extratos do parasito. Para tal, culturas em estagio de anel foram incubadas por 24
horas com 50 uM dos derivados quinolinicos ou da cloroquina, utilizada como
controle positivo devido a sua conhecida capacidade de inibicdo da formagao de
hemozoina. Posteriormente os parasitos foram lisados e a hemozoina formada
quantificada em espectrofotdmetro. A figura 11 apresenta os resultados de inibigao
da formacdo de hemozoina nos extratos, normalizados pela quantidade final de

proteinas.
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Neste ensaio, verificamos que os quinolinicos BS 318 e BS 373 foram
capazes de inibir a formacdo de hemozoina nas culturas de parasitos, em niveis
semelhantes aos obtidos com a cloroquina. O BS 260 ndo apresentou inibicao

quando comparado com o controle nao tratado.
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Figura 11: Efeito dos derivados quinolinicos sobre a formag&o da hemozoina nos parasitos. Culturas em estagio de anel foram
tratadas com 50 uM das substancias por 24h. Apds esse periodo, as culturas foram processadas e avaliou-se o total de cristal
formado através do espectrofotdmetro a 405 nm. Os quinolinicos BS 318 e BS 373, bem como a cloroquina (CQ), foram
capazes de inibir significativamente (*p < 0,05) a polimerizagcdo de hemozoina nos extratos parasitarios, quando comparados
aos nao tratados (CTRL — células incubadas com RPMI). As barras representam média + desvio padrao de dois experimentos
realizados em triplicata. A significancia estatistica foi determinada pela andlise de variancia (ANOVA) e poés-teste de Dunnet

com o programa Graph.Pad prism 5.0.

Uma vez verificada a atividade das substancias em Plasmodium falciparum,
buscamos verificar se este dano é reversivel e o crescimento parasitario poderia ser
reestabelecido apds a retirada das substancias. Para tal, culturas em estagio de anel
foram incubadas com 50 yM dos derivados quinolinicos por 24 ou 48h, lavadas e
mantidas em cultivo sem nova adicdo das substancias testadas. A avaliacdo do
crescimento parasitario foi realizada diariamente através de contagem de esfregacgos
sanguineos.

Neste experimento, pudemos observar que todos os derivados quinolinicos

apresentam atividade antimalarica na concentragao testada quando utilizados por 48
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horas no tratamento das culturas (Fig. 14-B). Ja quando o tratamento foi empregado
por 24 horas, os parasitos tratados com o quinolinico BS 260 conseguiram reverter o
efeito da droga, apresentando crescimento superior ao controle nao tratado por volta
das 96 horas apos o tratamento inicial, j4& os derivados BS 318 e BS 373

apresentaram efeito anti-Plasmodium em apenas 24 horas de incubacéao (Fig. 14-A).
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Figura 14: Avaliagao da reversibilidade do efeito das substancias sobre Plasmodium falciparum. A representa a parasitemia de
culturas tratadas por 24 horas e B representa culturas tratadas por 48 horas. Com excecdo do BS 260 em 24 horas de
tratamento, o efeito dos quinolinicos mostrou-se irreversivel para ambos os tempos de tratamento. Parasitemia avaliada por
contagem em esfregagos sanguineos em microscopio 6ptico com aumento de 100X e contagem minima de 1000 hemécias.
Dados de um experimento representativo.

As culturas tratadas apresentaram alteragdes morfolégicas como redugéo do
volume celular, principalmente nos tratados com os quinolinicos BS 318 e BS 373,
sendo este Ultimo o que apresentou maior dano as células observadas por
microscopia 6ptica (dados nao apresentados).

Na tentativa de elucidar os eventos que culminariam com a morte do parasito

apos os tratamentos com os derivados quinolinicos, utilizamos a microscopia
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eletrénica de transmissao para avaliar os possiveis danos ultraestruturais apés
incubagao com as substancias. Para isto utilizamos apenas o quinolinico BS 373,
visto sua melhor atividade antimalarica, sua evidenciada capacidade de inibir a
formagdo de hemozoina, bem como alteragbes morfolégicas observadas por
microscopia optica na avaliacdo da reversibilidade. Considerando o valor de IC50
encontrado para este quinolinico, foram escolhidas as concentragdes de 10 e 20 uM
para este ensaio.

Pudemos perceber que apds os tratamentos com o derivado BS 373, as
células frequentemente apresentaram desorganizagao estrutural, vacuolo digestivo
dilatado e reduzido numero ou tamanho de cristais em seu interior, presenca de
cristais dispersos no citoplasma, consequéncia do rompimento da membrana do
vacuolo digestivo, além da presenca de estruturas membranosas na periferia do
vacuolo em ambas as concentracdes testadas (Fig. 16 e 17). Verificamos ainda a
presenca de vacuolizagdo citoplasmatica, o que pode indicar um processo de
degradacgéo celular. Notamos, ainda, a presenga de figuras de mielina, que sao

indicativas de processo autofagico apds o tratamento com o derivado.
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Figura 15: Microscopia eletronica de transmissdo de hemacias infectadas por Plasmodium falciparum sem tratamento. Culturas

sincronizadas e concentradas por gradiente de Percoll. As micrografias (A-D) mostram as células em sua configuragdo normal,
com numerosos e densos cristais de hemozoina (setas brancas) formados no interior do vacuolo digestivo (VD), bem como
nucleo (n) e demais estruturas em aspecto normal. A figura B representa uma célula poliparasitada e o inset, em D, mostra a

configuragdo e disposicéo caracteristica dos cristais de hemozoina no interior do vacuolo digestivo (VD).
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Figura 16: Microscopia eletrénica de transmiss&o de hemécias infectadas por Plasmodium falciparum e tratadas com 10 yM do
BS 373. Culturas sincronizadas e concentradas por gradiente de Percoll, As micrografias (A-D) mostram as células com perda

de compartimentalizagéo citoplasmatica (*), vacuolo digestivo (VD) com presenca de estruturas membranosas no interior,

também sugestiva de fusédo de compartimentos (D — seta preta) e com reduzido nimero ou auséncia de cristais de hemozoina
em seu interior, bem como presenga de figura de mielina (A — seta branca). Notamos ainda a existéncia de multiplas
vacuolizagdes autofagicas no parasito (VL) com presenca de ribossomos aderidos & membrana (VL — ponta de seta branca em
A), além de presenca de mitocondria modificada M (inset em C) e vacuolo autofagico com ribossomos ainda aderidos (inset em
C, ponta de seta preta). Em B, podemos ainda notar a presenga de incluséo lipidica (IL) e presenca de citéstoma (c).
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Figura 17: Microscopia eletrénica de transmissdo de hemécias infectadas por Plasmodium falciparum e tratadas com 20 yM do

BS 373. Culturas sincronizadas e concentradas por gradiente de Percoll, As micrografias (A - D) mostram as células com alto
grau de desorganizagdo, vacuolo digestivo (VD) dilatado com cristais de hemozoina reduzidos e dispersos (A — seta preta),
bem como se apresentando fora dos limites do vacuolo digestivo (A e D — setas brancas). Em A (ponta de seta preta) podemos
observar apresenta de hemoglobina nao digerida no interior do vactolo. Em B (inset - seta preta), e em C (ponta de seta preta)
verificamos compartimento em fusdo com VD. Observados ainda a presenga de possivel fusdo de reticulo endoplasmatico (D -
ponta de seta branca) com o vacuolo digestivo. Em tempo, observamos ainda uma redugéo na eletronegatividade das células
emCeD (*).
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6. DISCUSSAO

Compostos quinolinicos séo utilizados no tratamento da malaria ha décadas,
sendo novas moléculas dessa classe alvo de estudos atuais como alternativas
promissoras para o tratamento da doenca, em virtude de sua excelente atividade
frente a cepas de Plasmodium falciparum (KAUR et al., 2015; SOARES et al., 2015;
AGUIAR, 2012).

Um dos maiores desafios para o tratamento da malaria é a introducado de
farmacos que sejam atuantes em todas as formas do protozoario, € ao mesmo
tempo, que nao apresentem efeitos adversos aos pacientes (BASORE et al., 2015).
Estagios intra-eritrocitarios de Plasmodium, devido ao seu proprio curso de
desenvolvimento, desencadeiam altas taxas lise de eritrécitos, contribuindo para a
sintomatologia da doenga, bem como anemia (WHITE et al., 2014). Assim, é
importante que um candidato a antimalarico ndo apresente capacidade hemolitica,
uma vez que essa caracteristica poderia contribuir para o curso grave da doenga,
incluindo acometimento por anemia severa. Os nossos resultados mostram que as
substancias utilizadas neste trabalho nao apresentaram efeito hemolitico nas
concentracoes testadas, in vitro.

A primaquina € um antimalarico utilizado para tratamento de malaria vivax e
ovale por sua eficiéncia na eliminacdo de formas dormentes hipnozoitas,
responsaveis pelos casos recrudescentes de malaria, bem como é a uUnica capaz de
bloquear a transmissdo de malaria em todas as espécies de Plasmodium devido a
sua agao sobre formas gametociticas (DECHY-CABARET; BENOIT-VICAL, 2012).
Entretanto, sua utilizagcédo é restrita por apresentar altos indices de hemdlise como
efeito da geragcdo de estresse oxidativo, principalmente em pacientes com
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), primeira enzima na via da
regeneragdo da glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH), que
contribui para a manutengao do metabolismo redox em eritrocitos (BALAJI; TRIVEDI,
2013; DECHY-CABARET; BENOIT-VICAL, 2012; STANTON; 2012).

Adicionalmente, as substancias testadas neste trabalho BS 318 e BS 373
apresentaram menores indices de toxicidade in vitro sobre outras células de
mamiferos, quando comparados aos indices de toxicidade sobre culturas de
Plasmodium falciparum. Entretanto, ambos apresentaram baixa seletividade para os

parasitos, que, segundo diretrizes da OMS para malaria falciparum um indice de
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seletividade adequado é superior 100 (NWAKA et al.,, 2009), embora conforme
Prayong e colaboradores (2008) é considerado altamente seletivo quando maior ou
igual a 3 e para estes derivados o valor encontrado para o IS foi de
aproximadamente 5.

Os antimalaricos quinolinicos, a exemplo cloroquina e a amodiaquina, atuam
sobre o vacuolo digestivo do parasito, interferindo na detoxificagdo do heme em
hemozoina, contribuindo para a |liberacdo de espécies reativas e,
consequentemente, para a geracdo de estresse oxidativo (BECKER et al., 2004;
RIDLEY et al.,, 1997; RAYNES et al.,, 1996). O residuo heme néao cristalizado
desencadeia no parasito uma série de eventos relacionados, levando a oxidagao de
membranas e a perda funcional da mitocéndria do Plasmodium, contribuindo para o
efeito citotoxico de alguns farmacos quinolinicos. Neste trabalho buscamos avaliar
se os efeitos causados pelas substancias sobre Plasmodium sao decorrentes da
interferéncia destas na cristalizagdo da hemozoina in vitro e em extratos de
parasitos.

A utilizacao de cloreto de hemina para mimetizar a formacao de hemozoina in
vitro € amplamente aceita e varios trabalhos mostram que os cristais de f-hematina
formados sdo quimicamente, espectroscopicamente e morfologicamente idénticos
aos cristais de hemozoina formados pelos parasitos (EGAN et al., 2000; BOHLE et
al., 1997; EGAN; ROSS; ADAMS, 1994). A utilizagdo desta técnica baseia-se na
manutencio de um pH acido para a biocristalizacao do heme.

Na avaliagdo in vitro, ndo obtivemos um padrédo de reprodutibilidade entre os
experimentos, com auséncia de inibicdo da formacdo de [(-hematina pelas
substancias. Entretanto, quando utilizados extratos de cultura de Plasmodium
falciparum, os quinolinicos BS 318 e BS 373 apresentaram padrao de inibigao da
formagdo de hemozoina semelhantes a cloroquina, enquanto que BS 260 néao
apresentou atividade significativa.

Nossos dados sugerem que as substancias atuam indiretamente sobre a
formagdo de hemozoina, ndo ocorrendo pela interagdo dos derivados quinolinicos
com o residuo heme diretamente, uma vez que ha evidéncias de outros autores da
participacao de diversas enzimas na catalizagao da biocristalizagdao (CHUGH et al.,
2013; SULLIVAN JR.; GLUZMAN; GOLDBERG, 1996), envolvimento de lipideos
(AMBELE; EGAN, 2012; HOANG et al., 2010; PISCIOTTA et al., 2007; FITCH et al.,

1999) e ainda o papel de cristais pré-formados na inicializagdo do processo (CHEN;
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SHI; SULLIVAN JR., 2001). Assim, nossos derivados poderiam atuar como
antagonistas de uma dessas moléculas o que inviabilizaria a formagédo de
hemozoina.

Alguns trabalhos reportam a atividade de quinolinicos em inibir a formagao de
hemozoina e B-hematina, mediada pela participagao de moléculas lipidicas, cristais
pré-existentes e enzimas. Chen e colaboradores (2001) mostraram que compostos
quinolinicos sao capazes de inibir a extensédo de cristais de B-hematina a partir de
cristais pré-existentes, in vitro. Pisciotta e colaboradores (2007) evidenciaram a
capacidade de quinolinicos como a cloroquina e a quinina interagir com nanosferas
lipidicas, impedindo a formacdo deste biocristal. Vale salientar ainda que a
nucleacao de cristais de hemozoina na luz intestinal do helminto Schistosoma
mansoni, ocorre em ambiente lipidico (SOARES, et al., 2009; SOARES et al., 2007).
Ainda, Sullivan Jr. e colaboradores (1996), mostraram a capacidade da cloroquina
em inibir a formagdo de hemozoina mediada por uma histidine-rich protein Il, uma
proteina encontrada no vacuolo digestivo do parasito, enquanto Chugh e
colaboradores (2013) indicam a presenga de um proteina ligada a cristalizagdo do
heme, que também foi afetada pela acao deste farmaco.

A detoxificacdo do residuo heme ¢é feita em sua maioria através da
cristalizagdo em hemozoina, mas ainda ocorre uma pequena participacdo da
glutationa na detoxificacdo deste residuo, processo essencial para a sobrevivéncia
do parasito (BECKER et al.,, 2004; ATAMNA; GINSBURG, 1997). A cloroquina
possivelmente atua em ambos o0s processos, levando a acumulagdo da
ferriprotoporfirina 1X no plasmdédio que interage com membranas, levando a
permeabilizagéo celular, bem como com proteinas do parasito (FAMIN; GINSBURG,
2003; GINSBURG; GOLENSER, 2003; FAMIN; KRUGLIAK; GINSBURG, 1999;
GINSBURG et al., 1998; HAR-EL et al., 1993). Este residuo ja foi demonstrado ser
capaz de afetar a atividade de importantes enzimas do parasito principalmente as
envolvidas na via glicolitica, o que acarreta numa maior agédo deste farmaco (FAMIN;
GINSBURG, 2003). Assim, os derivados quinolinicos testados neste trabalho podem
contribuir para a deplegdo energética no parasito, o que pode justificar sua agao
antimalarica, bem como na producédo de desoxirribonucleotideos para a sintese de
DNA (CAMPANALE et al., 2003).

Além de proteinas envolvidas no metabolismo energético de plasmaddio,

outras relacionadas ao metabolismo redox, bem como falcisinas encontradas no
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vacuolo digestivo e proteinas encontradas no reticulo endoplasmatico do parasito,
mostraram-se sensiveis a interagbes com a ferriprotoporfirina (CAMPANALE et al.,
2003). Outra hipotese que poderia justificar o mecanismo de agéo destes derivados
quinolinicos, aqui representado pela diminuicdo da formacédo de cristais de
hemozoina pelos parasitos, € a atuacdo destas substdncias no processo de
captacao e degradagao da hemoglobina. A atividade catalitica sobre a hemoglobina
€ atribuida a algumas aminopeptidases, como falcipainas e plasmepsinas, que
atuam degradando a hemoglonina em peptideos e aminoacidos para a
disponibilizagdo ao parasito (TEIXEIRA; GOMES; GOMES, 2011; BANERJEE et al.,
2002; GAVIGAN; DALTON; BELL, 2001; FRANCIS; SULLIVAN JR.; GOLDBERG,
1997; GOLDBERG et al., 1990). Trabalhos ja demonstraram o potencial antagonista
de quinolinicos e seus derivados sobre a atividade destas enzimas onde a
endocitose da hemoglobina é o primeiro alvo de agédo de alguns antimalaricos
quinolinicos. (CHUGH et al., 2013; ROBERTS et al., 2008; FAMIN; GINSBURG,
2002; ZARCHIN; KRUGLIAK; GINSBURG, 1986). Assim, atuando sobre a captagao
ou degradagdo da hemoglobina, estes quinolinicos provocariam a redugdo na
quantidade de residuo heme liberado e consequentemente menor cristalizagao
deste em hemozoina. Essa redugdo na degradagdo da hemoglobina contribuiria
ainda para um menor aporte de aminoacidos necessarios para a sintese protéica
dos parasitos, contribuindo diretamente para a inibicido do seu desenvolvimento
(KRUGLIAK; ZHANG; GINSBURG, 2002; GINSBURG; KRUGLIAK, 1988).

Entretanto, a toxicidade de alguns quinolinicos sobre Plasmodium sp.
aparentemente é altamente dependente da protedlise da hemoglobina. Mungthin e
colaboradores (1998) e Sullivan Jr. e colaboradores (1998) apresentam que a
utilizacdo de antagonistas de proteinases envolvidas na degradacdo da hemoglobina
reduziu, significativamente, a agao de quinolinicos sobre o parasito, representada
pela menor incorporagao destes quinolinicos no pigmento malarico. Isso poderia ser
justificado pela necessidade da liberagao do heme na degradagdo da hemoglobina
para mediar o estresse causado por esses farmacos aos parasitos.

Considerando a auto-catalizacdo da formacdo de cristais de B-hematina em
meio acido, e os nossos achados que mostram a auséncia de agao dos derivados
em inibir a formacéo deste cristal, podemos inferir que o pH acido nio é suficiente

para a sua atuacdo. Diferentemente, a cloroquina depende da diferenca de pH entre



52

0 meio intra e extra-vacuolo digestivo para seu acumulo nesta organela e
consequente inibicdo da formagédo de hemozoina (FOLEY; TILLEY, 1998).

Considerando a capacidade de BS 318 e BS 373 em inibir a formacgao de
hemozoina, provavelmente ocasionado um acumulo de heme livre no parasito,
buscamos verificar se estas substancias intermediariam eventos desestabilizadores
do balanco redox no parasito. Visamos ainda elucidar o provavel mecanismo de
acao do BS 260, uma vez que esse quinolinico nao foi capaz de inibir a formagao de
hemozoina em nenhuma das técnicas testadas.

Em Plasmodium sp. determinadas proteinas sdo dependentes de heme para
sua sintese (NAGARAJ et al., 2009), embora grandes quantidades deste produto
levem a morte do parasito. Apesar do grande acumulo de hemozoina advinda da
digestdo da hemoglobina, o parasito realiza a biosintese de heme com enzimas
envolvidas neste processo encontradas no interior da mitocondria do parasito
(NAGARAUJ et al., 2010; NAGARAJ et al., 2009; SATO; RANGACHARI; WILSON,
2003). O heme é uma molécula capaz de doar ou receber elétrons essa habilidade é
utilizada através de muitas proteinas ligadas ao heme para a realizagao de varios
processos metabdlicos oxidativos (SIGALA; GOLDBERG, 2014), entretanto, o
parasito apresenta limitada demanda heme e o acumulo deste causa danos ao seu
desenvolvimento.

Assim, os derivados quinolinicos BS 318 e BS 373 além de promoverem o
estresse oxidativo por meio do acumulo de heme no parasito, adicionalmente
contribuiriam ainda para o colapso da fungéo mitocondrial.

Dentre os trés quinolinicos testados, o derivado BS 260 foi o Unico a nao
apresentar potencial inibidor sobre a formacdo de hemozoina no parasito, bem como
se mostrou menos seletivo na comparacdo. Ainda, foi a uUnica substancia que
proporcionou ao parasito a capacidade de recuperacdo do crescimento, quando o
tratamento foi aplicado as culturas por 24 horas. Assim, a menor atividade deste
quinolinico sobre Plasmodium falciparum, in vitro, pode estar relacionada a sua
incapacidade de inibir a formacado de hemozoina, bem como seu efeito reversivel
pode estar relacionado a necessidade de maiores concentragdes da substancia.
Uma vez que a concentragao testada foi muito proxima a ICso deste derivado, talvez
fosse necessario maior tempo de incubagao para a geragao de um efeito que nao

apresente possibilidade de recuperagdo aos parasitos. Este ultimo pode ainda ser
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evidenciado pela irreversibilidade da acdo do BS 260 quando o tratamento foi
aplicado por 48 horas.

A microscopia eletrbnica constitui uma valiosa ferramenta para a avaliagao de
modificagbes estruturais geradas apos infecgdo por Plasmodium sp. (HASSEN;
GOLDIE; TYLLEY, 2010; BANNISTER et al., 2004; BANNISTER et al., 2000 ), bem
como pode auxiliar na identificacao de potenciais alvos quimioterapicos.

Nossos achados ultra-estruturais nos parasitos tratados com o derivado
quinolinico BS 373 sao condizentes com os resultados obtidos nos experimentos
realizados in vitro. A reducédo da quantidade e tamanho dos cristais de hemozoina
formados em parasitos tratados com as substancias indica a interferéncias destas na
detoxificagdo do residuo heme, como foi observado na quantificagado do produto
cristalizado em extratos dos parasitos tratados. Ainda, a presenca de cristais no
exterior do vacuolo pode ser indicativa de rompimento da membrana desta organela,
possivelmente também causada pelas reagdes desencadeadas pelo heme livre.

Outro achado que corrobora a hipétese de que esta substancia causa a morte
do parasito mediada pela inibicdo da cristalizacio, esta na presenca de estruturas
membranosas no interior do vacuolo digestivo. O heme n&o detoxificado gera radiais
livres que ao interagir com organelas celulares resulta na oxidagdo de membranas e,
consequentemente peroxidagéo lipidica (HAR-EL et al., 1993).

A autofagia configura-se como uma tentativa de auto-recuperagao celular, de
modo a conter o dano sofrido por estruturas, bem como reciclagem de nutrientes e
aminoacidos essenciais para a manutencgao da atividade celular (LEE; GIORDANO;
ZHANG, 2012). Processo catabdlico em resposta a diversas situagdes de estresse a
exemplo da privagao de nutrientes e estresse oxidativo (FILOMENI; ZIO; CECCONI,
2015), mas que também é citado como possivel mecanismo de morte celular
(TOTINO et al., 2008). A produgéo de radicais livres € conhecida como indutora de
autofagia (CHEN; AZAD; GIBSON, 2009; CHEN; GIBSON 2008).

Espécies reativas sao constantemente produzidas pelo metabolismo celular
dentro de condi¢des favoraveis de desenvolvimento (NAVERRO-YEPS et al., 2014),
com a participacido de diversas enzimas antioxidantes mantendo o equilibrio redox
dos sistemas envolvidos, a exemplo da glutationa redutase, tioredoxina redutase e
superoxido dismutase, também encontradas em Plasmodium falciparum (VEGA-
RODRIGUEZ et al.,, 2015; McCARTY et al, 2015; BOUCHER et al., 2006).

Entretanto, a desestabilizagdo do balango redox, seja pelo aumento da produgédo de
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radicais, ou pela inibicdo de moléculas envolvidas na detoxificagdo destes geram
uma sequéncia de eventos que podem culminar com a morte da célula envolvida
(NAVERRO-YEPS et al., 2014).

O processo autofagico em Plasmodium sp. € controverso entre os estudiosos,
onde mesmo possuindo um numero de genes relacionados a autofagia em células
eucaridticas, ainda nao esta elucidada a real funcdo deste processo (FILOMENI;
ZIO; CECCONI, 2015; NAVALE et al., 2014; SINAI; ROEPE, 2012). Entretanto,
alguns estudos apontam que Plasmodium, dentro de condicbes geradas pela
presenca de farmacos, apresenta um mecanismo de morte similar a autofagia
(TOTINO et al., 2008).

No nosso trabalho, apds o tratamento com o BS 373, indicios de processos
autofagicos sado encontrados tanto na presenga de estruturas membranares dentro e
na periferia do vacuolo digestivo, indicando fusdo de compartimentos celulares com
esta organela acida que neste caso atuaria de forma semelhante ao lisossomo,
importante organela no processo autofagico (TOTINO, 2008; REGGIORI, 2006),
quanto pela indicativa presenga de figuras de mielina e vacuolizagdes (MARINET;
MEYER, 2008; MARINET et al., 2004).

Nossos dados de microscopia evidenciam a presenca de diversas estruturas
membranosas nas proximidades do vacuolo digestivo, bem como vacuolizagao
citoplasmatica apds o tratamento com BS 373. Apesar o processo autofagico nao
ser bem caracterizado em Plasmodium, proteinas envolvidas neste evento, como
PfATG8 e PfRAB7 importantes no processo de fusdo de vesiculas endossomais-
lisossomo, neste caso aqui representado por vacuolo digestivo, sdo encontradas no
parasito e relacionadas com a captacédo digestdo de hemoglobina nesta organela,
além de autofagia (HAIN; BOSCH, 2013; TOMLINS et al., 2013). Tomlins e
colaboradores sugerem em seu trabalho que a privagéo de nutrientes, relacionada a
inibicdo da digestdo da hemoglobina pelo parasita, induziu a formagdo de
autofagossomos e vesiculas positivas para PFATG8 e PfRAB7 anteriormente a fusao
destas vesiculas com o vacuolo, chegando a conclusao de que o parasito entra em
processo autofagico como resposta ao estresse nutricional.

Compostos  quinolinicos sao bases fracas com caracteristicas
lisossomotrépicas e ja foi observado que bases fracas podem induzir a formagao de
vacuolos nas proximidades de organelas acidas e a longo tempo esta vacuolizagao
leva a morte celular (HIRUMA; KAWAKAMI, 2011). Os eventos envolvidos incluem
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acumulagdo da base e de ions H' nestes compartimentos acidos, que juntamente
com a entrada de ions CI', contribuem para modificagdes na osmolaridade celular e
a formagéao de vesiculas autofagicas.

Em estudo realizado por Boya e colaboradores (2003), foi observado que
células Hel.a tratadas com hidroxicloroquina apresentaram uma fase inicial de morte
celular semelhante a autofagia, que incluia desde sequestro de organelas em
autofagossomos a vacuolizagao citoplasmatica que, posteriormente, davam lugar a
sinais de morte por apoptose. Ainda, observaram que o tratamento levou a
permeabilizacdo de membrana lisossomal, que em nossas observacbes pode ser
relacionada a ruptura da membrana do vacuolo digestivo, bem como a participagéo
deste composto na perda de potencial de membrana mitocondrial.

Assim como no trabalho supracitado, Seitz e colaboradores (2013) também
observaram o papel da cloroquina em processos autofagicos anteriores a morte por
apoptose em células neuroblasticas. Eles verificaram que o tratamento com CQ leva
a um acumulo desta em lisossomos, seguida da permeabilizagdo da membrana
desta estrutura, bem como sinais de perda de funcdo mitocondrial. O tratamento
empregado nestas células foi mostrado por inibir a maturacdo de
autofagolisossomos contribuindo para apoptose. De forma semelhante, Chaanine e
colaboradores (2015) observaram que cloroquina atua na morte em cardiomidcitos
com similar mecanismo envolvendo ruptura de membrana de lisossomos, perda de
funcédo mitocondrial e posterior morte por apoptose.

Gaviria e colaboradores (2013) avaliaram fatores relacionados a resisténcia
de cepas de Plasmodium falciparum a efeitos a concentracdes citostaticas e
citotoxicas da cloroquina. Eles verificaram que os efeitos citotoxicos da cloroquina
estdo relacionados a eventos autofagicos e que estes sdo modificados em parasitos
resistentes ao farmaco. Com os resultados eles concluem que a resisténcia
apresentada pelos plasmédios é influenciada tanto por eventos fisiolégicos e
genéticos, que contribuem para mutagdes na proteina PfCRT, encontrada na
membrana vacuolo digestivo. Eles ainda sugerem que esses processos, incluem
alteragbes que apresentam semelhangas com autofagia, indicando alteragdes na via
autofagica que culmina com a resisténcia. Por fim os autores concluem que para o
desenvolvimento de resisténcia aos efeitos citotoxicos da cloroquina, primeiramente
os parasitos precisariam ser expostos a uma concentracao citostatica do farmaco,

como a ICs, e apos conseguirem sobreviver via mutagbes na proteina
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transportadora, poderiam sobreviver a concentragbes mais letais, via mutagdes
adquiridas por processos autofagicos.

Assim, nossos achados indicam um processo autofagico no parasito, como
consequéncia da degradagdo dos componentes celulares provocada por um
possivel estresse oxidativo gerado, indicando que o parasito estaria passando por
um processo de reparacdo celular ou mesmo de morte. Neste mecanismo
autofagico, o vacuolo digestivo exerceria papel de lisossomo, responsavel por
degradacédo de material, 0 que pode justificar a presenga de cristais de hemozoina
em vacuolos aparentemente autofagicos.

A inibicdo dos processos que levam a digestdo da hemoglobina é outro
mecanismo envolvido na acido deste derivado quinolinico observada em
microscopia. Uma vez que o parasito necessita dos aminoacidos gerados pela
degradacédo desta proteina contida no citoplasma da célula hospedeira para a
sintese de suas proprias proteinas, entre outros processos metabdlicos, uma
consequéncia da interacdo das substancias neste processo seria um menor aporte
de materiais para a sintese protéica que é evidenciado na reducao do volume celular
dos parasitos, bem como na auséncia da cristalizagdo do pigmento malarico.

Com base nos dados encontrados pode-se sugerir que a diminuicdo da
cristalizagdo de hemozoina nos parasitos pode estar relacionada ao bloqueio
digestdo da hemoglobina, por inibicdo da atividade de moléculas envolvidas no
processo catalitico como plasmepsinas e falcipainas (SIGALA; GOLDBERG, 2014;
FRANCIS; SULLIVAN; GOLDBERG, 1997), ou ainda pelo bloqueio da cristalizagao
do residuo heme em hemozoina. Considerando a conversdo de heme em
hemozoina, nossos dados sugerem que a atividade dos quinolinicos esteja
relacionada a interagao destas substancias com intermediadores da biocristalizagao,
como sugerido ocorrer através de goticulas lipidicas (HOANG et al., 2010; AMBELE;
EGAN, 2012; KAPISHNIKOV et al., 2012), enzimas (CORONADO et al., 2014) e até
mesmo cristais pré-formados (CHEN; SHI; SULLIVAN JR., 2001), sendo a
alcalinizagao do vacuolo insuficiente para explicar nossos achados.

Uma vez que a hemoglobina é digerida e o residuo heme formado, n&o
ocorrendo a formagao da hemozoina, o heme livre configura uma molécula bastante
reativa (GORKA; DIOS; ROEPE, 2013) contribuindo para oxidagdo de membranas
que podem explicar a ocorréncia de descontinuidade de membrana no vacuolo

digestivo observada pela microscopia eletronica de transmiss&o, que culminaria com
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a presencga de cristais de hemozoina fora desta organela, bem como alteragdo do
pH celular e, consequentemente, sua desestruturacio celular. Este mesmo residuo
heme ainda pode reagir com membranas da mitocéndria, contribuindo para a
despolarizacdo do potencial mitocondrial e produgdo de radicais superdxido
(GORKA; DIOS; ROEPE, 2013; WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON, 2012;
KAUR et al., 2010; FOLEY; TILLEY, 1997). Todos os eventos culminariam com

processos com caracteristicas autofagicas observadas nos nossos tratados.
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7. CONCLUSOES

O derivado quinolinico BS 373 foi o que apresentou melhor atividade frente a
Plasmodium falciparum, in vitro, referente a poténcia da substancia.

Dentre os derivados testados, BS 318 e BS 373 foram capazes de inibir a
formacdo de hemozoina em parasitos tratados, mas nao apresentaram padrao de
inibicdo quando utilizado o modelo livre de células utilizando cloreto de hemina.

A atuacdo das substancias pode estar relacionada com a producdo de
estresse oxidativo possivelmente gerado pelo residuo heme.

As alteragbes estruturais encontradas nos parasitos tratados com o
quinolinico BS 373 um processo autofagico de recuperagdo ou morte celular, que
pode culminar com processo apoptoético e que o vacuolo digestivo em Plasmodium
atuaria de forma semelhante aos lisossomos no que diz respeito a autofagia.

Nossos resultados mostram que substéncias da classe dos quinolinicos
continuam a ser promissoras como potenciais agentes antimalaricos, entretanto sao
necessarios estudos mais aprofundados que abordem seu mecanismo de acao em
modelos in vivo, bem como a possibilidade de combinar esse derivados com outras
classes de moléculas com conhecida atividade antimalarica, visando reduzir a ICsg €

aumentar a seletividade.
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