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RESUMO

A maldria, uma das principais doengas parasitarias no mundo, segundo a Organizagdo
Mundial de Saude, tem como espécie mais disseminada o Plasmodium vivax. Responsavel por
mais 80% dos casos registrados anualmente no Brasil, essa espécie, origina formas hepaticas
primarias e formas latentes (hipnozoitos) originadas dos esporozoitos inoculados pelos
mosquitos infectados, causando as recaidas tardias da malaria. O tratamento da malaria pelo
P. vivax requer, portanto, além da cloroquina, para eliminar as formas sanguineas, a
primaquina (PQ), uma 8-aminoquinolina, necesséaria para a cura radical da doenga. A PQ
elimina os hipnozoitos, sendo também usada como gametocitocida. Seus metabdlitos causam
anemia hemolitica em individuos deficientes da enzima G6PD, necessitando, portanto ser
substituida. Neste trabalho, foi testada a atividade bioldgica de tiazolidinonas derivadas de
PQ: (i) contra formas sanguineas de cultivo do P. falciparum, através de teste imuno-
enzimatico (anti-HRPII) ou pela incorporagdo de hipoxantina tritiada pelos parasitos; (ii)
contra a malaria pelo P. berghei em camundongos, medindo a supressdo da parasitemia; (iii)
anti-gametdcitos, avaliada através da inibi¢do da formacdo de oocistos em mosquitos Aedes
Sfluviatilis alimentados com sangue de aves infectadas com P. gallinaceum, horas apds seu
tratamento com os compostos, em comparagdo com grupos alimentados na mesma ave antes
do tratamento. A inibi¢do da esporogonia é considerada indicador indireto de atividade anti-
hipnozoito do composto, com base nos achados com PQ nesse modelo. O efeito citotdxico das
novas tiazolidinonas e da PQ foi medido in vitro em células de mamiferos, utilizando uma
linhagem de hepatoma humano, HepG2, e uma de células renais de macaco (BGM). Todas as
tiazolidinonas tiveram baixa toxicidade in vitro, ao contrario de PQ. Alguns compostos
demonstraram intensa atividade esquizogdnica in vitro contra o P. falciparum e em
camundongos com maldria. Trés tiazolidinonas (N14A, N17A e P91A) inibiram
significativamente a formacdo de oocistos nos estdmagos dos mosquitos (p<0,0001). No
entanto, nenhuma delas foi tdo ativa quanto a PQ. O modelo de inibi¢do de oocistos mostrou-
se reprodutivel na triagem de compostos gametocitocidas, mas a atividade inequivoca anti-
hipnozoitos desses compostos necessita ser ainda demonstrada em macacos Rhesus infectados
com esporozoitos do P. cynomolgi, inexistentes no Brasil. Se ativas, tais tiazolidinonas seriam
novos farmacos uteis a substituir a PQ na prevencdo das recaidas tardias da maldria humana

pelo P. vivax.
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ABSTRACT

Malaria, one of the world major parasitic diseases according to the World Health
Organization, presents Plasmodium vivax as its most widespread species. Responsible for
over 80% of the cases recorded annually in Brazil, this species has primary and dormant
hepatic forms (hypnozoites) that causes causing the late relapses of the disease. Treatment of
P. vivax malaria demands not only chloroquine to eliminate blood parasites, but also
primaquine (PQ), an 8-aminoquinoline needed for the radical cure of the disease. PQ
eliminates hypnozoites and is also used as a gametocydal drug. Its metabolites cause
haemolytic anemia in those who lack the enzyme glucose-6-phosphate and thus needs to be
replaced. In the present work, thiazolidinones derived from primaquine were evaluated for
their biological activity: (i) against cultured P. falciparum using the anti-HRPII
immunoenzymatic assay or the hypoxanthine method; (ii) against P.berghei in mice by which
the suppression of parasitemia was evaluated; (iii) against gametocides, measured through the
inhibition of oocyst formation in Aedes fluviatilis mosquitoes fed on P.gallinaceum-infected
birds, hours after treatment with the compounds, in relation to the groups fed on the same bird
before treatment. The inhibition of sporogony is considered an indirect indicator of anti-
hypnozoite activity of the compound based on PQ findings using this experimental model.
The cytotoxic effects of the new thiazolidinones and PQ were evaluated in vitro using the
hepatoma cell line HepG2 and monkey kidney cells (BGM). All compounds exhibited low in
vitro toxicity, unlike PQ. Some compounds exhibited intense schozogonic activity in vitro
against P.falciparum and against P. berghei. N14A, N17A and P91A inhibited significantly
(p<0.0001) oocyst formation. However, none of them was as active as PQ. The oocyst
inhibition model was shown to be reproducible for sorting the gametocydal compounds but
the inequivocal anti-hypnozoite activity of the compounds evaluated in this work remains to
be demonstrated in Rhesus monkeys infected with P.cynomolgi sporozoites, which do not
exist in Brazil. If active, such thiazolidonones may be new drugs to replace PQ to prevent late

relapses of human malaria caused by P. vivax.
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1.1 Malaria

A malaria € uma doenga infecciosa e parasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium, tilo Apicomplexa, e é transmitida a0 homem pela picada da fémea de mosquitos
do género Anopheles. Sao descritas cerca de 170 espécies de Plasmodium que parasitam os
mais diversos animais como aves, répteis e mamiferos (Schall, 1990). No entanto, apenas
cinco espécies sdo capazes de infectar o homem, o P. falciparum e P. vivax, os parasitos mais
frequentemente encontrados, P. malarie, P. ovale e P. knowlesi (Good, 2011), sendo esse
ultimo um parasito de simios, assinalado recentemente no ser humano (Cox-Singh, 2009).

A doenga ocorre em 106 paises (Alonso ef al., 2011), sendo endémica nas regides
tropicais e subtropicais da Africa, sudeste Asiatico e América Latina. Metade da populagéo
mundial (3,3 bilhdes de pessoas) esta exposta a transmissdo em dareas de risco (Hay et al.,
2009). Em 2010 a malaria foi responsavel por aproximadamente 655 mil mortes e 216
milhdes de casos e destes, 81% ocorreram em regides da Africa e 86% em criangas menores
que cinco anos (WHO, 2011).

O impacto da maléria na satde humana e no desenvolvimento socioecondmico a
tornaram o principal foco da agenda de desenvolvimento internacional, que tem como
objetivo o controle e a erradicagdo global da doenga. No entanto, diversos fatores dificultam
tal objetivo como: i) a complexidade do parasito; ii) a heterogeneidade do vetor, que
compreende mais de 30 espécies de mosquitos anofelinos, com diferentes tipos de
comportamento; iii) as diferengas na dinamica da area endémica, como fatores ambientais,
humanos e sociais e iv) as dificuldades operacionais, como escassez de recursos humanos e
financiamento (Alonso ef al., 2011). Apesar disso, os programas de controle das agéncias de
saude foram bem sucedidos e reduziram mais de 50% da incidéncia da doenca em 11 paises
africanos (Morel ef al., 2005).

O controle da malaria ¢ realizado utilizando-se diferentes medidas, que incluem
diagndstico especifico, o tratamento imediato com antimaldricos e a prote¢do individual
contra a picada de mosquitos, realizada com uso de repelentes e mosquiteiros impregnados
com inseticidas (WHO, 2010). Ainda ndo hd uma vacina eficaz disponivel (de Ridder et al.,
2008), no entanto, diversas proteinas recombinantes tem sido testadas em seres humanos na
Africa (Schwartz ef al., 2012). Recentemente, um protocolo de vacinagio em estudo de Fase
3, demonstrou 50% de protecdo em criangas africanas que receberam trés doses da vacina
RTS,S/AS01 (Agnandji et al., 2011), um hibrido construido com antigenos de superficie do

virus da Hepatite B e com uma proteina recombinante derivada de parte da proteina circum-
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esporozoito do Plasmodium (White, 2011a). Entretanto, apesar de todas intervencdes de

controle quem vem sendo tomadas, a quimioterapia ¢ ainda a principal estratégia no combate

da malaria (de Ridder et al., 2008).

1.2 Malaria no Brasil

No Brasil, a malaria € causada pelas espécies P. vivax, P. falciparum e P. malariae,
sendo endémica na Amazonia Legal (Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Pard, Rondonia,
Roraima, Tocantins e parte do estado do Maranhdo) onde 99% do total dos casos sdo
registrados. No ano de 2009 foram registrados aproximadamente 306 mil casos de maldria,
sendo 83,7% e 16,7%, causados, respectivamente, pelo P. vivax e P. falciparum (Oliveira-
Ferreira ef al., 2010). Na regido extra-amazonica, mais de 80% dos casos registrados so
importados, principalmente, da area endémica ou do continente africano (Brasil, 2009).

Apesar da ampla distribui¢do do Anopheles darlingi, principal vetor da malaria no
Brasil, presente em 80% do pais, a incidéncia da doenga restringe-se praticamente a regido da
Bacia Amazodnica, onde diversos fatores combinados favorecem a transmissdo e prejudicam
as medidas de controle (Oliveira-Ferreira ef al., 2010). A transmissdo da malaria no Brasil
ocorre normalmente em areas de mineragdo, acampamentos e assentamentos agricolas, os
quais induzem mudancas ambientais que alteram a biologia do vetor. Além disso, esses
lugares sdo habitados, em sua grande maioria, por individuos ndo imunes que se aglomeram
em regides proximas ao local de reprodu¢do dos mosquitos (da Silva-Nunes ef al., 2011).

O Plano Nacional de Controle da Malaria (PNCM), do Ministério da Saude, tem
reduzido drasticamente o nimero de mortes, casos graves, hospitaliza¢cdes e incidéncia da
doenga no pais, baseando-se no diagndstico e tratamento precoce dos individuos infectados
(Oliveira-Ferreira et al, 2010), mas tem sido dificultado pela dispersdo de cepas do P.
falciparum e P. vivax resistentes aos antimaldricos disponiveis (Zalis et al., 1998; Alecrim et
al., 1998). A possibilidade do surgimento, no Brasil, de resisténcia a terapia combinada a base
de artemisinina e a auséncia de antimaldricos alternativos, torna necessaria a investigacdo de

novos medicamentos que possam substituir os atuais (Oliveira-Ferreira et al., 2010).

1.3 Ciclo Evolutivo do Plasmodium spp
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O ciclo evolutivo dos plasmodios envolve uma fase de multiplicagdo assexuada no
hospedeiro vertebrado e outra sexuada no inseto vetor (anofelinos, no caso da malaria de
mamiferos e culicineos no caso da malaria aviaria); essa ultima culmina com a producéo de
esporozoitos, 0s quais, se inoculados pela fémea infectada do mosquito na epiderme do
vertebrado, inicia a infec¢o. Os esporozoitos podem ser inoculados diretamente nos vasos ou
na pele do vertebrado, onde se movimentam ativamente pelo epitélio até atingirem um vaso
sanguineo alcanc¢ando o sistema circulatorio (70%) ou linfatico (30%) (Vanderberg & Frevert,
2004).

Os esporozoitos podem invadir e evoluir em diferentes tipos de células a depender da
espécie de plasmodio. No caso dos plasmddios aviarios, como o P. gallinaceum, sdo células
do sistema fagocitico mononuclear, os macrofagos, inicialmente no tecido subcutdneo no
local do inoculo, nas células reticulo-endoteliais do figado, encéfalo, bago e medula dssea que
albergam as formas exo-eritrociticas (FEE) (Paraense, 1943; Huff & Coulston, 1944). Na
malaria de mamiferos, acreditava-se que os esporozoitos diferenciavam-se exclusivamente
nos hepatdcitos, no entanto Mota et al. (2001) utilizando o P. berghei in vitro, demonstraram
que tais formas do parasito invadem e evoluem em macrofagos. Na analise desse trabalho,
feita posteriormente por Krettli & Miller (2001), os autores chamam atencdo para observagdes
da literatura com maldria humana, e descrevem a permanéncia de esporozoitos integros no
local da picada, dentro de células no tecido subcutdneo. Outros trabalhos especulam que até
chegarem a um vaso sanguineo, os esporozoitos podem ser transportados passivamente por
linfécitos ou macréfagos (Krettli & Dantas, 2000).

Recentemente, foi demonstrado na maldria de roedores, que apds a picada do
mosquito, 50% dos esporozoitos permanecem no local de inoculagéo, e 10% destes evoluem e
se diferenciam na epiderme e derme do hospedeiro; além disso, algumas formas podem
permanecer dormentes no foliculo piloso, posteriormente sendo ativadas, servindo como fonte
para nova onda de parasitemia (Gueirard et al., 2010).

Ao chegarem ao figado, os esporozoitos invadem os hepatocitos, multiplicam-se por
esquizogonia e ddo origem aos merosomas, dos quais 0s merozoitos sdo liberados. Nesse
local, o parasito modifica o hepatdcito, utilizando-o como uma vesicula e evitando a
fagocitose pelos macrofagos residentes, também chamados de células de Kiipffer (Sturm et
al., 2006). Nas infecgdes pelo P. vivax e P. ovale algumas formas evolutivas dos parasitos,
denominadas hipnozoitos, permanecem latentes nos hepatocitos e, sdo consideradas como
responsaveis pelas recaidas tardias da doenga (Wells et al, 2010). Essas formas hepaticas

latentes j& foram demonstradas em simios infectados com esporozoitos de P. vivax (Krotoski
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et al., 1982a). Os determinantes bioldgicos que levam ao desenvolvimento e/ou ativagdo dos
hipnozoitos ainda sdo desconhecidos (Mueller et al., 2009).

Os parasitos do ciclo exo-eritrocitico nos plasmodios aviarios, tem uma capacidade de
se diferenciar muito diferente do ciclo da maldria de mamiferos. Assim, as formas teciduais
primadrias geradas pelos esporozoitos ndo se diferenciam nos hepatocitos, sendo encontradas
em mondcitos, macrofagos, células do endotélio em varios 6rgios, podendo originar novas
formas exo-eritrociticas (FEE) secunddrias ou as formas sanguineas. Os merozoitos
sanguineos, por sua vez também podem originar novas FEE. Deste modo, o ciclo exo-
eritrocitico nas aves pode ter origem nos esporozoitos, nos merozoitos das FEE ou das formas
sanguineas (Krettli, 1994; Frevert et al., 2008).

No caso da malaria de mamiferos, uma vez na circulagdo sanguinea, os merozoitos
apenas sdo capazes de invadir os eritrdcitos, iniciando o ciclo eritrocitico ou se diferenciando
em formas sexuadas, os gametdcitos. A invasdo dos eritrocitos pelos merozoitos se da por
interagdes entre proteinas do parasito e receptores especificos presentes na superficie da
célula hospedeira, como as sialoglicoproteinas e o receptor DARC (Duffy antigen/receptor for
chemokines) para quimiocinas, nos casos do P. falciparum e P. vivax, respectivamente. Esse
processo de invasdo é complexo e envolve muitas etapas, incluindo: i) reconhecimento e
adesdo reversivel do merozoito & membrana do eritrocito; ii) reorientacdo apical do merozoito
em direcdo & membrana da célula hospedeira; iii) formacdo de uma jung¢do irreversivel no
ponto de contato entre o cone apical do parasito e a membrana celular do eritrocito e iv)
movimento da jun¢do ao redor do merozoito com simultidnea invaginagdo da membrana do
eritrocito, até que o parasito se encontre dentro da célula e seja circundado pelo vacutolo
parasitoforo (Gaur et al., 2004).

Nos eritrocitos, os merozoitos sio denominados trofozoitos ou anéis, crescem e sofrem
nova esquizogonia (24 a 72h apds invasdo), onde novos merozoitos sdo liberados na corrente
sanguinea invadindo outros eritrécitos. O ciclo eritrocitico se repete a cada 48 a 72h, a
depender da espécie de plasmodio, sendo aparentemente sincronizado principalmente pela
melatonina (Hotta et al., 2000). Esse sincronismo, € o consequente rompimento dos eritrocitos
infectados € o que causa as febres ciclicas nas infec¢des pelo Plasmodium, com uma
periodicidade ou paroxismos tipico da doenga.

Uma pequena propor¢do dos merozoitos se diferencia em formas evolutivas sexuadas
do parasito, os gametdcitos masculinos e femininos, os quais amadurecem sem sofrerem nova
divisdo celular, evoluindo apenas se ingeridas pelo mosquito suscetivel, dando origem ao

ciclo sexuado esporogonico no hospedeiro invertebrado (Baker, 2010). Minutos apos o
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repasto sanguineo infectante, os gametocitos ingeridos se diferenciam, originando gametas
moéveis que emergem do eritrdcito. O gametdcito masculino ou microgametocito, sofre
exflagelagdo (formagdo dos microgametas) no limem do intestino médio dos mosquitos,
sendo o evento regulado por fatores especificos, como diminui¢do da temperatura, aumento
do pH, e exposicdo ao 4cido xanturénico, um subproduto do metabolismo do triptofano
(Billker et al., 1998). A fusdo dos gametas resulta no zigoto, que por ser uma estrutura mével,
¢ denominada oocineto, o qual atravessa a matriz peritréfica -uma estrutura acelular que
recobre o intestino médio abdominal do mosquito- e iniciam o processo de invasdo do epitélio
intestinal (Ghosh et al., 2000). Os mecanismos celulares envolvidos nessa migragdo ainda sdo
pouco elucidados; no entanto, Shahabuddin & Pimenta (1998), utilizando um sistema de
cultura in vitro, sugeriram que oocinetos de P. gallinaceum invadem um tipo celular
especifico que expressa altos niveis de ATPase, diferentes de outras células epiteliais
presentes no intestino médio de Aedes aegypti, que foi denominada células de Ross.

Posteriormente, através de técnicas de imunofluorescéncia do intestino médio de
Anopheles stephensi infectados com o P. berghei, foi indicado que os oocinetos também
podem invadir os pontos onde as membranas celulares apicais de células adjacentes se
encontram, invadindo estas células, as quais entram em apoptose com perda das
microvilosidades e fragmentacdo do DNA (Han ef al., 2000). Tais eventos foram observados
posteriormente em P. falciparum, onde oocinetos foram detectados atravessando o epitélio de
A. stephensi (Baton & Ranford-Cartwright, 2004) e com P. gallinaceum invadindo A. aegypti
(Gupta et al., 2005). Apesar disso, Gupta et al. (2005), sugeriram que oS mecanismos
envolvidos no processo de invasdo podem variar com a espécie de mosquito infectado,
explicando diferengas entre o modelo proposto por este grupo e aquele anteriormente
reportado por Shahabuddin & Pimenta (1998).

Depois de atravessar o epitélio intestinal do inseto, o oocineto atinge o espago
extracelular (entre o epitélio do intestino médio e a lamina basal), onde se forma o oocisto.
Milhares de novos esporozoitos sdo formados por reproducdo assexuada dentro do oocisto
encapsulado, gerando fragmentacéo da capsula e propiciando o escape dos esporozoitos para a
hemolinfa (Meis et al., 1992). Na hemolinfa, o parasito segue em dire¢do a glandula salivar e
cerca de 10% a 20% dos esporozoitos conseguem invadir as glandulas salivares do mosquito,
onde se alojam (Rosenberg & Rungsiwongse, 1991). A invasdo das glandulas salivares pelos
esporozoitos ocorre através de interagdes entre receptores especificos do parasito e ligantes
presentes na superficie celular da glandula salivar (Vlachou et al, 2006). As principais

proteinas do parasito envolvidas nesse processo de invasdo sdo a TRAP (Proteina Adesiva
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Relacionada a Trombospondina) e a CSP (Proteina circumesporozoito) (Touray et al., 1992).
Um estudo realizado por Barreau ef al. (1999) demonstrou que anticorpos monoclonais
dirigidos contra a superficie celular das glandulas salivares inibem a invasdo dos esporozoitos.
Warburg et al. (1992) mostraram que anticorpos mononoclonais anti-CSP inibem
completamente a invasdo das glandulas salivares do Aedes aegypti pelo P. gallinaceum. Uma
vez nas glandulas salivares, os esporozoitos s@o inoculados pelo mosquito vetor, ao exercer o

hematofagismo, no hospedeiro vertebrado suscetivel.

1.4 Quimioterapia Antimalarica

Os antimaléricos tém diferentes aplica¢des terapéuticas e agem nas diversas formas do
parasito sendo caracterizados, portanto, como esquizonticidas sanguineos, teciduais,
gametocitocidas e esporozoiticidas. Os esquizonticidas sanguineos atuam contra as formas
assexuadas do ciclo eritrocitico, que sdo as causadoras dos sintomas. Nesse grupo incluem-se
a maioria dos antimaldricos, como a quinina, cloroquina, mefloquina, halofantrina,
artemisinina e derivados. Compostos com ac¢do contra os estagios teciduais primarios do
parasito s3o denominados esquizonticidas teciduais, ou profilaticos causais. Dentre eles estdo
amodiaquina, atavaquona, doxiciclina, pirimetamina, proguanil e primaquina, que ¢ o Unico
farmaco capaz de destruir os hipnozoitos (Rosenthal & Miller, 2001).

A maior parte dos antimaldricos utilizados no tratamento da maldria humana ¢
derivada do anel quinolinico, responsavel pela atividade da quinina, extraida de plantas do
género Cinchona (Cinchona calisaya e C. succirubra) encontradas na Amazonia Peruana,
ausente no Brasil. A quinina foi a base para a formulagdo da cloroquina e numerosos outros
compostos ativos durante a Segunda Guerra Mundial. Obtida por sintese, a cloroquina foi
empregada durante décadas, sendo ativa contra todas as espécies de Plasmodium spp., além
de ser produzida a baixo custo e ter baixa toxicidade (Rathore ef al., 2005). A cloroquina foi
utilizada mundialmente durante décadas, como monoterapia, no tratamento de pacientes
infectados e na profilaxia doenca em areas endémicas (Tilley et al, 2001). Com o
aparecimento de isolados de P. falciparum cloroquina-resistentes, novos antimaldricos foram
sintetizados, e utilizados em substitui¢do a cloroquina (Rathore ef al., 2005).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) tem recomendado terapias de combinagdo
com artemisinina (Artemisinin-based combination therapy ACT), as quais sdo baseadas em

associa¢des da artemisinina, ou um de seus derivados, com um antimalarico ou outro fArmaco
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de classes diferentes, inclusive antibidticos (de Ridder et al., 2008; WHO, 2010b). Os
derivados da artemisinina foram obtidos por modificagdo quimica desta molécula e
sintetizados para melhorar suas caracteristicas farmacocinéticas (Li & Wu, 2003). Apesar da
associacdo desses compostos, o surgimento de resisténcia a ACT foi relatado na literatura
desde 2004, quando o primeiro caso de recrudescéncia foi descrito no Camboja (Dondorp et
al., 2011).

A maultipla resisténcia dos plasmodios humanos a maioria dos antimalaricos
disponiveis (Parija & Praharaj, 2011), a elevada toxicidade da PQ, unico medicamento
disponivel para tratar as recaidas tardias da malaria, e o fato de seu controle depender
essencialmente da quimioterapia especifica, sugere a necessidade da identificagdo de novos
prototipos de farmacos que possam ser empregados no tratamento da doenga (Ridley, 2002).

A busca por novos antimaldricos ¢ feita empregando-se diferentes abordagens
(Rosenthal, 2003). As principais sdo: i) a otimiza¢do de terapias ja existentes (Duarte et al.,
2001) e testes de medicamentos comercialmente disponiveis (Penna-Coutinho et al., 2011); ii)
a utilizacdo de plantas medicinais e de compostos delas extraidos (Krettli ef al., 2009a); iii) o
estudo computacional de ancoramento e “high-throughput screening” (Tonmunphean et al.,
1998): e, iv) o desenvolvimento de andlogos e hibridos de farmacos ja utilizados para tratar
malaria (Capela et al, 2011). Esta udltima ¢ considerada promissora, uma vez que
modifica¢des na estrutura de farmacos podem alterar as suas propriedades e, eventualmente,

melhorar a atividade farmacoldgica, abordagem proposta no presente trabalho.

1.5 O Plasmodium vivax e os hipnozoitos

O P. vivax é a espécie responsavel pelo maior nimero de casos de maléria humana no
mundo (80 a 300 milhdes de casos clinicos anuais) e ameaca 40% da populagdo exposta em
areas de risco (Hay et al., 2004). Trata-se da espécie mais amplamente distribuida no mundo,
sendo comum na Asia, Oceania, Américas Central e do Sul e Oriente Médio (Mueller et al.,
2009). No Brasil, em 2010, dos 306.908 casos de malaria registrados, 85% foram causados
por essa espécie (Pereira et al., 2011).

As infecgdes por P. vivax, anteriormente consideradas benignas, tem causado
complica¢des graves, algumas ocasionando 6bitos (Anstey ef al.,, 2009). No Brasil, de 1998 a
2008, 234 mortes por malaria P. vivax foram relatadas na Amazonia Brasileira (Oliveira-

Ferreira et al., 2010). Trabalhos recentes relatam casos de malaria grave pelo P. vivax na India
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(Kochar et al., 2009), Indonésia (Tjitra et al., 2008) e no Brasil (Alexandre ef al., 2010). Em
paralelo, ocorreu a identificacdo de cepas cloroquina-resistentes (Rieckmann et al., 1989),
inclusive no Brasil (de Santana Filho ef al., 2007).

As dificuldades no controle dessa espécie de plasmddio tem sido explicadas por
diversas razdes, dentre elas: i) a biologia do P. vivax ¢ diferente das outras espécies,
possuindo peculiaridades na gametocitogénese (Baker, 2010) e no desenvolvimento exo-
eritrocitico, os quais podem explicar os diversos surtos da doenga; ii) a resposta do P. vivax a
alguns antimaléricos ¢ diferente quando comparado ao P. falciparum; iii) o comportamento e
a fisiologia dos mosquitos vetores, que muitas vezes sdo desconhecidas nas regides onde P.
vivax é endémico e iv) a falta de pesquisas e financiamentos, que limitou por anos o
entendimento desta espécie (Sattabongkot et al., 2004).

A principal caracteristica do P. vivax, que o distingue das outras espécies, com
excegdo do P. ovale, que infectam humanos, é o desenvolvimento dos hipnozoitos hepaticos,
0s quais sdo responsaveis pelas recaidas tardias da doenca (Mueller et al, 2009). Esse
fendmeno também ocorre na maldria de simios causada por P. cynomolgi, P. fieldi, P.
semiovale e P. schwetzi e em infec¢des causadas por P. ovale (Hulden & Hulden, 2011),
sendo esta ultima recentemente questionada (Richter ez al., 2010).

Os hipnozoitos foram primeiramente observados em infec¢des por P. cynomolgi em
macacos Rhesus (Krotoski et al, 1982b) e, posteriormente, em bidpsias hepaticas de
chipanzés infectados com esporozoitos de P. vivax (Krotoski et al., 1982a). Até o presente
momento, pouco se sabe sobre a natureza bioquimica e celular dos hipnozoitos, ou dos
eventos moleculares envolvidos no seu processo de formagdo e/ou ativagdo (Dembele et al.,
2011). No entanto, fatores como caracteristicas genéticas de cada cepa (Imwong ef al., 2007)
e a exposi¢do prévia do hospedeiro a picada por mosquitos ndo infectados (Hulden, 2011) tem
tentado explicar este processo. A propor¢do de infecgdes que gera recaidas varia
consideravelmente entre as regides geograficas (em Zonas Tropicais a propor¢do de recaidas €
maior quando comparada as Zonas Temperadas) e entre as propriedades intrinsecas do
parasito. Ja o intervalo de recaidas, que pode variar de meses a anos, ¢ consequente do
numero de esporozoitos inoculados e da imunidade do hospedeiro vertebrado (White, 2011b).

O protocolo de tratamento da malaria causada pelo P. vivax ¢ complexo e exige a
associacdo de um esquizonticida sanguineo, nesse caso a cloroquina (dose de 10mg/Kg de
peso no primeiro dia de tratamento, seguido por uma dose de 7,5mg/Kg de peso no segundo e
terceiro dias) e outro farmaco de agdo tecidual, contra os hipnozoitos, neste caso a primaquina

(regimes de doses didrias de 0,25-0,50mg/Kg por 14 dias) (WHO, 2010b). No entanto, a PQ ¢
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extremamente toxica e causa efeitos colaterais graves, necessitando, portanto, de ser
substituida (Baird & Hoffman, 2004), j4 que os hipnozoitos representam um dos maiores
obstaculos para o controle da malaria no mundo (Wells ef al, 2010) e a sua completa
eliminagdo depende essencialmente do tratamento medicamentoso dificultado pelo numero

limitado de farmacos ativos contra tais formas e pela toxicidade da primaquina (Baird, 2009).

1.6 A Primaquina e seus derivados

A primaquina (PQ), uma 8-aminoquinolina (8-AQ), foi primeiro sintetizada nos
Estados Unidos da América (EUA) como parte do programa de desenvolvimento em massa de
antimaléricos durante a década de 40 (Sweeney 2000). Ao contrario dos demais antimaléricos,
exerce um amplo espectro de agdo sobre as formas assexuadas e sexuadas do parasito, sendo o
unico farmaco disponivel para tratar as recaidas tardias através da destrui¢do dos hipnozoitos
latentes no figado (Mueller e al., 2009). Além disso, devido a sua atividade gametocitocida, a
PQ ¢ recomendada em &areas endémicas para bloquear a transmissdo da maléria pelo P.
falciparum (WHO, 2010b).

A PQ ¢ rapidamente absorvida pelo trato grastrointestinal e concentra-se no figado,
cérebro, coragdo, pulmdes e musculatura esquelética. Possui um volume médio de
distribuicdo de 3L/Kg, um pico plasmatico de aproximadamente 70mg/mL (apds 1-3h da
administracdo) e ¢ rapidamente excretada na urina, porém permanece circulante por cerca de
4-9h (Baird & Hoffman, 2004). As enzimas microssomais hepaticas do citrocromo P450
(CYP 1A2, 2B6, 2D6 e 2E1) sdo as principais responsaveis pela metabolizacdo da PQ (Li et
al., 2003). O mecanismo de acdo ainda € pouco estabelecido, mas acredita-se que possa atuar
interferindo na cadeia transportadora de elétrons, na geragdo de radicais livres toxicos ao
parasito e na inibi¢do da formacdo de hemozoina, um mecanismo essencial para a
sobrevivéncia do parasito (Vale et al., 2009).

A PQ ¢ extremamente toxica na dose utilizada, causando efeitos colaterais graves
como desconforto gastrointestinal e, principalmente, anemia hemolitica em individuos
deficientes da enzima glicose 6-fosfato-desidrogenase (G6PD) (Hill ef al., 2006; Carmona-
Fonseca, et al., 2009; Baird & Surjadjaja, 2011). Em estudo recente, realizado na Tanzania, a
anemia hemolitica relatada pelo uso de PQ foi assinalada em individuos que ndo apresentam a
deficiéncia da enzima G6PD (Shekalaghe et al., 2010). Essa enzima desempenha um papel

crucial no sistema de defesa antioxidante dos eritrécitos, sendo necessaria para a redugdo do
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NADP a NADPH, que, por sua vez, ¢ necessaria para a manutencdo da glutationa na forma
reduzida (GSH). A GSH neutraliza o estresse oxidativo que leva a danos celulares; a auséncia
de G6PD aumenta a sensibilidade do eritrocito aos agentes oxidantes (Shiraki et al., 2011).
Bolchoz et al. (2001; 2002), sugeriram que sdo os metabolitos da PQ os responsaveis pela
toxicidade do farmaco.

Baseados em todos os problemas acima relatados, diversos farmacos foram
desenvolvidos com base na estrutura quimica da PQ, na tentativa de substitui-la. A introdugéo
de grupos substituintes no anel quinolinico e modifica¢cdes no grupo primario amino terminal
tem sido o principal alvo das pesquisas que buscam novos antimalaricos. Dentre os diversos
analogos/derivados de PQ sintetizados com esta abordagem, alguns ja se encontram em testes

clinicos; como a tafenoquina e ebulaquina (Figura 1) (Vale ef al., 2009).

1'1maqu1na Q
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N/ 0/
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Ebulaquina Tafenoquina

Figura 1- Estrututura quimica da primaquina, tafenoquina e ebulaquina.

A tafenoquina (GlaxoSmithKline™) atua contra todas as formas evolutivas dos
parasitos que causam a malaria humana (Walsh et al., 2004) e se encontra em testes clinicos
de fase III, sendo utilizada, inclusive, na prevengdo das recaidas tardias causadas pelo P.

vivax. Apesar de apresentar meia-vida longa e bom perfil farmacocinético, a tafenoquina,
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assim como a PQ, desencadeia hemolise em pacientes deficientes na enzima G6PD (Walsh et
al., 1999).

A ebulaquina foi desenvolvida pelo Instituto Central de Pesquisas de Farmacos da
[ndia e é considerada a molécula mais promissora (Mazier et al, 2009). Em estudos de
toxicidade, esse farmaco mostrou-se aproximadamente quatro vezes menos toxico do que a
PQ quando testado em cées (Puri ef al., 1989). Os niveis de metahemoglobina em voluntarios
humanos tratados com sete doses de 25mg/Kg do composto no foram alterados, ao contrario
de PQ, que na dose de 15mg/Kg alterou tais niveis. Apesar da ebulaquina ser metabolizada a
PQ apds administra¢do oral, ela parece ser melhor tolerada por individuos deficientes da
enzima G6PD. Outra questdo que merece destaque € o fato desse composto ter se mostrado
mais ativo que PQ contra as recaidas tardias do P. vivax (Valecha et al., 2001), além de

apresentar uma elevada atividade contra gametdcitos de P. cynomolgi (Puri & Dutta, 2005).

1.7 Modelos para testes de antimaliricos

Durante a Primeira e Segunda Guerras Mundiais, um grande nimero de compostos
sintéticos com potencial atividade antimaldrica foi testado por cientistas dos exércitos
americano e britanico, em aves como candrios, pardais e galinhas domésticas infectadas pelos
P. cathemerium, P. relictum e P. gallinaceum, respectivamente. Utilizando esses modelos de
maldria aviaria, diversos compostos, como a plasmoquina (precursor da PQ), demonstraram
ser capazes de reduzir a parasitemia sanguinea das aves tratadas. Posteriormente, com a
confirmacdo da atividade antimalarica nesses modelos de experimentag¢do, os compostos mais
promissores foram testados em soldados voluntarios tratados com estes compostos e expostos
a transmissdo experimental, através da picada de mosquitos infectados com P. falciparum e P.
vivax. Nestes experimentos observou-se que a plasmoquina foi capaz de curar as recaidas
tardias causadas pelo P. vivax, mas induziu efeitos colaterais graves. Dessa forma, foram
realizadas modificagdes quimicas na estrutura da plasmoquina e¢ uma séric de 8-
aminoquinolinas foram sintetizadas; dentre elas, a PQ (Sweeney, 2000).

A identificag¢do de parasitos causadores de malédria em roedores por Vincke & Lips
(1948) e, posteriormente a descrigdo do método supressivo de Peters para testar
esquizonticidas sanguineos (Peters, 1965), levou a ado¢do desse modelo experimental como
padrdo para busca de antimaléricos, ja que os plasmodios que infectam aves diferem em

muitos aspectos daqueles que parasitam mamiferos (Mazier ef al., 2009).
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O desenvolvimento do cultivo continuo de formas sanguineas do P. falciparum
(Trager & Jensen, 1976) impulsionou o desenvolvimento de ensaios in vitro para triagem de
compostos com atividade antiplasmodial utilizando radioisétopos (Desjardins et al., 1979).
Mais recentemente, anticorpos monoclonais direcionados contra proteinas e enzimas
especificas do parasito, como a HRPII (Histidine-Rich Protein II) (Noedl et al., 2002) e a
lactato desidrogenase (LDH) (Druilhe et al, 2001), respectivamente, permitem avaliar a
sobrevivéncia do parasito apos exposi¢do aos farmacos. Uma revisdo de técnicas empregadas
para testes de antimalaricos foi recentemente publicada (Krettli ef al., 2009a) e descreve as
peculiaridades de cada modelo.

Por muitos anos a pesquisa por novos antimaldricos se concentrou em compostos
capazes de destruir as formas assexuadas do parasito, causadoras dos sintomas da maléaria. No
entanto, nos ultimos anos pesquisas por fairmacos ativos contra as FEE da doenca, incluindo
os hipnozoitos latentes do figado, aumentaram substancialmente, apesar de ainda serem
limitadas (Mazier et al., 2009). Farmacos capazes de eliminar as formas hepaticas da malaria
devem ser definidos como principais alvos de pesquisa em antimaldricos; esses podem atrasar
o desenvolvimento de resisténcia do parasito, uma vez que na fase exo-eritrocitica poucos
parasitos estdo envolvidos (Derbyshire ef al., 2011). Por outro lado, os recentes apelos para a
eliminagdo da malaria no mundo, apontam a necessidade de farmacos capazes de atuar contra
todas as formas do Plasmodium, principalmente nos hipnozoitos (7he malERA Consultative
Group on Drugs, 2011).

A busca por novos hipnozoiticidas, substitutos da PQ, é dificultada pela auséncia de
testes in vitro que reproduzam hipnozoitos (Mueller et al., 2009). Os modelos para testes de
hipnozoiticidas sdo extremamente complexos e caros, requerem esporozoitos retirados de
glandulas salivares de mosquitos, o que os tornam inviaveis no Brasil diante da auséncia de
mosquitos anofelinos suscetiveis a infec¢do pelo Plasmodium e capazes de serem mantidos
em laboratorio (Carvalho ef al., 1992).

O modelo mais amplamente empregado para testes de farmacos com atividade de cura
radical (i.e. completa eliminacdo do parasito), utiliza macacos Rhesus infectados com
esporozoitos de P. cynomolgi (Schmidt et al., 1982), que induz infecc¢des semelhantes as do
P. vivax em humanos, incluindo as recaidas tardias (Mazier ef al., 2009).

Recentemente, FEE de crescimento lento foram observadas, in vitro, 11 dias apos
infeccdo de células hepaticas primarias de Macaca fascicularis com esporozoitos de P.
cynomolgi (Dembele et al., 2011). Outro modelo in vitro demonstrou a presenga de pequenas

formas parasitarias, que foram sugeridas como sendo hipnozoitos, em um hepatoma humano
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infectado com esporozoitos de P. vivax (Chattopadhyay et al., 2010). Estes dois trabalhos
representam um importante passo visando o estabelecimento de um modelo in vitro que
reproduza hipnozoitos e que possa ser empregado para testes de novos farmacos; no entanto,
ambos necessitam serem melhor esclarecidos e validados (Derbyshire et al., 2011).

Um modelo mais prético para triagem de anti-hiponozoiticidas foi descrito na maléria
aviaria por P. gallinaceum, quando Gwadz et al. (1983) sugeriram que os gametocitos
circulantes no hospedeiro vertebrado, os quais somente evoluem no mosquito vetor, e 0s
hipnozoitos latentes no figado, poderiam apresentar sensibilidade semelhante aos farmacos.
Assim, propuseram um protocolo experimental ao demonstrarem que a PQ afeta
irreversivelmente a infectividade de gametocitos no sangue das aves impedindo seu posterior
desenvolvimento no mosquito Aedes aegypti. Além da PQ, outros esquizonticidas teciduais
inibiram o ciclo esporogdnico do parasito em mosquitos alimentados em aves previamente
infectadas e tratadas com tais compostos (Gwadz et al, 1983). Mais tarde, o protocolo
proposto por Gwadz et al. (1983) foi revisto e modificado por Carvalho et al. (1992),
utilizando 4. fluviatilis, um mosquito altamente suscetivel ao P. gallinaceum (Tasén de
Camargo & Krettli, 1978). Apesar do A. fluviatilis ser extremamente antropofilico, mosquitos
mantidos em jejum por 2 a 24h se alimentam em aves e reproduzem excelentes infecgdes.
Curiosamente, as autoras observaram que o nivel de parasitemia € crucial para se obter boas
infecgdes; parasitemias em ascensdo e menores que 6% foram ideais para a reprodugdo do
protocolo (Carvalho et al, 1992). Na auséncia de modelos experimentais in vitro e as
dificuldade de se manter primatas superiores suscetiveis, este modelo parece uma boa
alternativa na identificagdo de possiveis compostos capazes de evitar as recaidas tardias da

malaria.
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A maléria, considerada a maior responsavel pelos danos econdmicos e sociais das
sociedades mais acometidas pela doenca (Sachs & Malaney, 2002) afeta, sobretudo os paises
mais pobres do mundo. O controle da malaria depende essencialmente do tratamento
medicamentoso dos pacientes sintomaticos na fase aguda da doenga. Um dos maiores
obstaculos atuais € a resisténcia do P. falciparum a maioria dos antimaléaricos disponiveis
(Baird, 2004), agora também um problema do P. vivax, parasito mais prevalente no Brasil
(Brasil, 2010b). A elevada toxicidade da PQ, unico farmaco disponivel para tratar as recaidas
tardias da maléria pelo P. vivax é um fator complicador adicional ao seu controle (Mueller et
al., 2009). O aparecimento constante de cepas resistentes as mais diversas classes de
antimalaricos, demanda novos farmacos para seu melhor controle, como estratégia capaz de
retardar o surgimento da resisténcia (Burrows et al., 2011). No caso do P. vivax, € necessario
associar ao tratamento feito com cloroquina, a PQ, capaz de curar a doenga, eliminando os
hipnozoitos (WHO, 2009). Diante da ampla distribui¢do do P. vivax no mundo e das
restricdes do uso da PQ, devido aos seus graves efeitos colaterais, a descoberta de novos
hipnozoiticidas € urgente (Greenwood et al., 2008; Mazier et al., 2009).

Descobrir e desenvolver novos farmacos, ativos contra todas as formas do parasito,
incluindo os gametdcitos e hipnozoitos, além de aumentar as op¢des de antimalaricos
disponiveis, ira reduzir o atual dilema das agéncias encarregadas do controle da malaria, sem
muitas alternativas terapéuticas e solucionar os problemas advindos do desenvolvimento de
resisténcia e toxicidade de farmacos como a PQ (Ridley, 2002).

Diante dos problemas encontrados para o controle da malaria e com base na experiéncia
do nosso grupo em estudar a atividade antimalarica de novos farmacos (Krettli, 2009)
propomos, nesse trabalho, pesquisar a atividade antimaldrica de moléculas sintéticas
derivadas de PQ, em especial, as tiazolidinonas. Utilizaremos protocolos e modelos
experimentais para testar sua atividade esquizonticida sanguinea e anti-gametocitos, visando

encontrar novos protdtipos de farmacos para o tratamento da malaria humana pelo P. vivax.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimalarica de diferentes moléculas tiazolidinonas, derivadas da

primaquina, sintetizadas e caracterizadas por quimicos colaboradores.

3.2 Objetivos especificos

[77] Avaliar a atividade esquizonticida das tiazolidinonas contra P. falciparum in vitro e
contra o P. berghei em camundongos;

Auvaliar a citotoxicidade das tiazolidinonas in vitro em células de mamiferos;

Pesquisar a atividade gametocitocida, medida pela capacidade anti-esporogdnica das
tiazolidinonas utilizando o P. gallinaceum em mosquitos Aedes fluviatilis, como um

modelo substituto da busca de novas substancias anti-hipnozoitos.
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4.1 Obtenc¢ao das tiazolidinonas derivadas de primaquina (PQ)

As tiazolidinonas derivadas de PQ (Figura 2) foram sintetizadas e enviadas para os
ensaios quimioterapicos pelo colaborador quimico Dr. Wilson Cunico, do Instituto de
Quimica e Geociéncias da Universidade Federal de Pelotas — UFPel. Esses compostos sdo
heterociclos sintetizados a partir de reagdes quimicas entre a PQ e arenaldeidos. As estratégias
de sintese desses compostos, bem como o rendimento das reacdes foram recentemente

reportadas por (Neuenfeldt er al., 2011).em colaboragdo com o nosso grupo de pesquisas.

2y
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B42A/51 3-OMe N85A/5k 2-OMe
B46A/5e 2-Cl N86A/5d 4-F
N14A/5¢ 3-F N87B/5b 2-F
N17A/5m 4-OMe P89A/5f 3-Cl
N25B/5h 2-NO, P91A/5p 4-CN
N26A/5j 4- NO, P92A/5q 4-CHj;
N78A/50 3-CN P97B/5¢g 4-Cl

N79A/51 3-NO,

Figura 2- Estrutura quimica das tiazolidinonas derivadas de primaquina.

4.2 Solubilizacio dos compostos para testes de atividade biolégica

Para a realizagdo dos testes antimalaricos in vitro, os compostos foram solubilizados
de acordo com as especificacdes e informacdes fornecidas pelo colaborador quimico. Para o
preparo da solucdo estoque foi utilizado o solvente dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) na concentragdo final de até 0,5% para testes in vitro e 5% para testes in

vivo. Todas as solug¢des foram preparadas no dia da realizagdo dos experimentos.
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4.3 Atividade esquizonticida sanguinea in vitro contra o P. falciparum
4.3.1 Cultivo continuo das formas sanguineas do parasito

Nos ensaios de atividade antimalérica foram utilizadas formas sanguineas de um clone
de P. falciparum cloroquina-resistente (W2) (Oduola et al., 1988). Os parasitos foram
cultivados em hemacias humanas sob condic¢des estabelecidas por Trager & Jensen (1976),
com pequenas modificagdes, utilizando um protocolo previamente padronizado no
Laboratério de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) (de Andrade-Neto et
al., 2004). Os parasitos foram cultivados em placas de Petri (Corning, Santa Clara, CA, EUA)
com hematocrito a 2%, diluidos em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com 25mM de Hepes (Sigma-Aldrich), 21mM de bicarbonato de sédio (Sigma-
Aldrich), 11mM de glicose (Sigma-Aldrich), 40pg/mL de gentamicina (Schering-Plough,
Kenilworth, New Jersey, EUA) e 10% (v/v) de plasma humano A" inativado a 56°C por
30min. As placas foram mantidas em dessecadores a 37°C com uma vela ou em mistura
gasogénica contendo 5% de O,, 5% de CO, e 90% de N,. Diariamente, foram realizadas
trocas do meio de cultura e a parasitemia monitorada em esfregagos sanguineos, fixados com
metanol, corados com Giemsa e visualizados em microscopio Optico com objetiva de imersao

(1.000x%).
4.3.2 Sincronizac¢iao do parasito para utilizacao nos testes in vitro

Os cultivos com predominio de anéis utilizados nos ensaios de quimioterapia foram
obtidos através de sincronizagdo com sorbitol conforme descrito na literatura (Lambros &
Vanderberg, 1979) Resumidamente, o meio de cultura foi retirado da placa de Petri e 10mL
de uma solugdo de sorbitol 5% e glicose 0,5% foram adicionados ao sedimento contendo o
sangue parasitado. O conteudo foi transferido para um tubo de centrifuga de fundo conico de
I5mL (tipo Falcon) e incubado a 371 por 10min. Apds esse periodo o material foi
centrifugado por 5min, 70g a temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento ressuspendido com meio RPMI suplementado com soro humano A" inativado,
ajustando-se o hematdcrito para 5%. Essa suspensdo foi novamente transferida para uma placa
de Petri, e deixada em repouso a 37°C por aproximadamente 10min para que as hemadcias

sedimentassem. Posteriormente, foi realizado um esfregaco sanguineo para determinagdo da
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parasitemia. O hematocrito e a parasitemia, pré-determinados para cada teste, foram ajustados

com a adi¢cdo de hemacias e meio RPMI completo em quantidades adequadas.

4.3.3 Preparo das placas para os ensaios de quimioterapia

Culturas de parasitos sincronizadas com predominio de anéis de P. falciparum foram
distribuidas em microplacas de 96 pocos (Corning, Santa Clara, CA, EUA) adicionando-se
180uL/pogo de meio de cultura RPMI contendo: (i) 1% de parasitemia e 1% de hematdcrito
para o teste de incorporagdo de hipoxantina tritiada, ou (ii) 0,05% de parasitemia e 1,5% de
hematocrito para o teste de ELISA anti-HRPII. Anteriormente a adi¢cdo da suspensdo dos
parasitos, 20ul. dos compostos a serem testados foram adicionados a placa teste, em
triplicatas, e em diferentes dilui¢des seriadas (400-0.625ng/mL). Os pogos controles (seis por
teste) continham hemacias normais ndo infectadas (controle negativo), ou hemacias infectadas
sem adi¢do dos compostos-testes (controle positivo). O antimalédrico padrdo cloroquina foi
testado em paralelo em todos os experimentos realizados, em dilui¢cdes seriadas de 500 a
7,.8ng/mL. J& os compostos-testes foram testados em dilui¢des seriadas a partir da
concentracao de 25ug/mL, até atingir a concentragdo inibitdria para 50% do crescimento dos

parasitos (ICs).

4.3.4 Teste de incorporacio de hipoxantina tritiada

No teste de incorporagdo de hipoxantina, os parasitos foram previamente cultivados
em meio isento de hipoxantina por pelo menos 72h, posteriormente sincronizados e utilizados
como descrito acima (item 4.3.2). Apos o preparo das microplacas com os compostos teste e
controles (item 4.3.3), a mistura dos parasito com os compostos teste e controles foi incubada
por 24h a 37°C em dessecador. Apds esse periodo, a cada pogo foram adicionados 20uL de
solugdo de [*H]-hipoxantina a 5uCi (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA), e as placas
incubadas por mais 18h a 37°C (Desjardins et al., 1979). Apos este segundo periodo de
incubagdo, as microplacas foram mantidas a -20°C (por 6 a 10h) para promover a lise das
hemacias. As amostras foram entdo aspiradas pelo coletor de células “Harvester 96 Mach I11”
(TomTec Imaging Systems GmbH, Unterschleissheim, Germany), em papéis de filtro (Perkin
Elmer), secas em microondas por 3min em poténcia média e acondicionadas em embalagem
plastica apropriada, na qual foram adicionados 4mL de liquido de cintilagdo (ABGold, Perkin

Elmer). A concentrac¢do de hipoxantina tritiada incorporada aos parasitos foi avaliada através
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da leitura da radioatividade incorporada, sendo a mesma realizada no equipamento Microbeta
1450 (Perkin Elmer). A medida de incorporagio de [*H]-hipoxantina foi realizada em
contagem por minuto, sendo proporcional a viabilidade do parasito. Os resultados foram
comparados com os controles positivos, considerando-se que nestes ultimos a viabilidade foi

igual a 100%.

4.3.5 Teste imunoenzimatico anti-HRPII

No ensaio imunoenzimatico anti-HRPII (Noedl ef al., 2002) duas placas de 96 pogos
foram preparadas para cada experimento, sendo uma placa-teste, contendo os parasitos e os
compostos a serem testados (item 4.3.3), e outra pré-sensibilizada com o anticorpo
monoclonal anti-HRPII. Inicialmente, as placas-testes foram incubadas por 24h a 37°C, e o
conteudo de seis pocos (controle positivo) foi retirado e congelado a -20°C para ser utilizado
posteriormente como background. Essas foram novamente incubadas por 48h nas condigdes
ideais para o crescimento do parasito. Apds 72h totais de incubagdo, as placas foram
congeladas e descongeladas duas vezes para que houvesse a lise das hemadcias. Para a
sensibiliza¢do das placas no teste anti-HRPII, 100uL do anticorpo primario (MPFM-55A
ICLLAB®, EUA) a 1,0pg/mL foram adicionados a cada pogo da placa de ensaio (Maxysorp,
Nunc, Denmark). Ap6s incubagdo por 12 a 16h a 4°C, o conteudo dos pocos foi descartado e
200uL/pogo de uma solugdo de bloqueio (PBS-BSA 2%) adicionada, sendo a placa mantida a
temperatura ambiente por 2h. Apods esse tempo, o conteudo dos pogos foi novamente
descartado e a placa lavada trés vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% (PBS-T). A cada pogo da
placa foram adicionados 100uL das amostras da cultura de P. falciparum hemolisadas. Em
seis pogos da placa foram adicionados 100uL dos controles congelados nas primeiras 24h
(background). A placa foi entdo incubada por 1h a temperatura ambiente, em camara imida,
em seguida foi lavada trés vezes com PBS-T, adicionando-se a cada poco 100uL do anticorpo
secundario (MPFG55P ICLLAB®, EUA) diluido a 1:5.000. Apds incubagdo a temperatura
ambiente por 1h, em camara imida, a placa foi lavada trés vezes com PBS-T e 100uL de uma
solu¢do de 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) acrescentados a cada poco. A placa foi
incubada por 5 a 10min a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, e a reagdo interrompida
adicionando-se 50uL/pogo de uma solucio de acido sulfurico 1M. A leitura das absorbancias
foi realizada a 450nm em um espectrofotometro de microplacas (leitor de ELISA) (Spectra

Max 340PC**, Molecular Devices).
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4.3.6 Determinacio da concentracio inibitéria de 50% do crescimento do parasito (ICsg)

A inibicdo do crescimento de 50% dos parasitos foi determinada através de curvas
d ~ ~ ~ s . . es )
ose-resposta, em fungdo de regressdo ndo linear, para isso foi utilizado o programa Origin

Versdo 8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA), para determinar o valor de ICs.

4.4 Ensaio in vitro de citotoxicidade

4.4.1 Cultivo de linhagens celulares

As linhagens celulares, uma derivada de um hepatoma humano (HepG2) e outra de
célula renais basais de macaco verde africano (BGM) foram cultivadas como recomendado
por Calvo-Calle er al. (1994), sendo mantidas em garrafas de cultura de 75cm” (Corning)
suplementadas em RPMI1640 contendo 5% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco/Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e 40mg/L de gentamicina (Schering-Plough). As células foram mantidas
em estufa com 5% de CO,, a 95% de umidade e a 37°C. O meio das garrafas foi substituido a
cada dois dias. Apos confluéncia de cerca de 80%, a cultura de células foi subdivida em
outras garrafas, ou utilizada para realizagdo de ensaios de citotoxicidade. Quando necessério,
o congelamento das células foi realizado em ampolas de criopreservagdo com uma solucio

contendo 95% de SBF e 5% de DMSO.

4.4.2 Preparo de placas

Para o preparo das placas-testes, as células foram lavadas com meio sem SBF,
acrescentadas de 1mL de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco/Invitrogen) e incubadas a 37°C por
3min, para que as células descolassem da garrafa. Ao contetido resultante da tripsinizagdo
foram adicionados 9mL de meio completo, seguido por centrifugagdo a 80g por Smin na
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em meio
completo contendo 5% de SBF. Apods contagem das células em camara de Neubauer, a
suspensdo foi ajustada para 5,0x10°/mL e 180uL da suspensdo acrescentados a cada pogo da
microplaca. As células foram incubadas por 12 a 16h em estufa de CO; a 37°C para adesdo

aos pogos da microplaca. Em seguida, 20uL de meio completo, contendo diferentes
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concentragdes dos compostos (1000 - 1 pg/mL), foram adicionados aos pocos da microplaca.

As placas foram incubadas por 24h a 37°C, 5% de CO, e 95% de umidade.

4.4.3 Ensaio de citotoxicidade utilizando o MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicata, conforme descrito por (do
Céu de Madureira et al., 2002). Apds o preparo das placas como descrito no item 4.4.2, 20uL.
de uma solucdo de Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma-
Aldrich), na concentragdo de Smg/mL foram adicionados aos pogos da placa (Denizot &
Lang, 1986). Apds 3h de incubagdo com o MTT, o sobrenadante foi retirado e o corante
presente nos fundos dos pocos da placa diluido em uma solugdo de DMSO em um volume de
100uL/poco. As microplacas foram entdo lidas em um leitor de ELISA (Spectra
Max34OPC384, Molecular Devices), utilizando-se filtro de 570nm.

4.4.4 indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) das amostras testadas foi obtido calculando-se a razéo
entre o valor de MDLs, e o valor de ICsy. Para compostos inativos contra o P. falciparum in
vitro ndo se calculou o indice de seletividade. Valores maiores que 10 foram considerados
indicativos de auséncia de toxicidade, enquanto compostos com valores abaixo de 10 foram

consideradas toxicas (Bézivin et al., 2003)

4.5 Testes em camundongos inoculados com formas sanguineas do P. berghei

4.5.1 Testes de esquizonticida sanguineo em camundongos

Essa metodologia se baseia no teste supressivo descrito por (Peters, 1965), com
algumas modifica¢cdes. Camundongos fémeas Swiss Webster (alimentados com 4gua e ragéo
para roedores Nuvilab® CR1 autoclavavel, ad libitum), pesando 20 + 2g, provenientes do
biotério de produ¢do do CPqRR, foram inoculados com hemacias infectadas com P. berghei,
cepa NK65, originalmente recebida da Universidade de Nova lorque (EUA) e mantida em
camundongos por passagens sanguineas semanais e congelada em nitrogénio liquido. A partir

da porcentagem da parasitemia e do nimero total de hemacias foi padronizado o indculo com
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dilui¢des adequadas do sangue parasitado diluido em solucdo de citrato de sddio 3,8% e meio
RPMI completo com 5% de SBF. Cada camundongo foi inoculado com 10° hemdcias
parasitadas (0,2mL), via intraperitoneal (1° dia de experimento). Aproximadamente 24h apos
a inoculagdo os animais foram divididos, aleatoriamente, em grupos de seis camundongos por
gaiola. Em cada experimento foram utilizados dois grupos controles: um ndo tratado, e um
tratado com PQ, utilizando trés a cinco animais por grupo. No 2° 3° e 4° dias apds a
inoculagdo, os camundongos foram tratados por via oral com os compostos-testes na dose de
50mg/Kg e com o controle (PQ), em diferentes concentragdes. A parasitemia foi avaliada nos
5° e 7° dias de experimento pela contagem dos parasitos em esfregagos sanguineos em
microscopio optico (objetiva de imersdo a 1.000x).

A atividade antimaldrica foi determinada pela porcentagem de redugdo da parasitemia
dos animais tratados em relacdo aos controles. Inibicdo de 30% do crescimento dos parasitos,
quando o grupo controle foi comparado com o grupo teste, foi considerada como indicador de

uma amostra ativa (Carvalho et al., 1991).

4.5.2 Determinacao da parasitemia

Para avaliagdo da parasitemia os esfregacos sanguineos feitos com uma gota (~2uL)
de sangue da cauda dos camundongos foram secos ao ar, fixados com metanol e corados com
solugdo recém diluida de Giemsa, na propor¢do de duas gotas para cada 1mL de agua
tamponada (pH 6,8). Ap6s 10min, as laminas foram lavadas em agua corrente, secas ao ar e
examinadas ao microscopio Optico com objetiva de imersdo (1.000x). A parasitemia foi
determinada através da contagem do nimero de hemécias infectadas. Nesse caso, a avaliacdo
foi realizada pela estimativa do nimero total de hemacias visualizadas em cada campo
microscopico, sendo quantificados os parasitos em 10 a 100 campo, conforme o nivel de

parasitemia. A parasitemia foi expressa em percentagem de hemacias parasitadas.

4.6. Comité de Etica para uso de animais
Os experimentos envolvendo o uso de animais de laboratorio neste estudo foram

aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais da Fundagiio Oswaldo Cruz-Fiocruz

(CEUA L-0046/08).
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4.7 Avaliacao do efeito das tiazolidinonas derivadas de PQ sobre o ciclo esporogonico do

P. gallinaceum em mosquitos Aedes fluviatilis

4.7.1 Cepa do P. gallinaceum

A cepa do P. gallinaceum (8A), originalmente isolada por Brumpt (1935) vem sendo
mantido no Laboratério de Malaria do CPqRR, desde 1969 quando a cepa foi recebida do
Instituto Oswaldo Cruz (Manguinhos, FIOCRUZ-RJ), sua manutencdo ¢ feita através de
passagens sanguineas semanais em seu hospedeiro natural, a galinha doméstica, utilizando
inéculos cegos de hemadcias parasitadas por via intramuscular. Essas passagens também foram
feitas através da picada de mosquitos A. fluviatilis infectados, conforme protocolo
estabelecido pelo nosso grupo ha décadas (Tason de Camargo & Krettli, 1978). A cepa

também é mantida em nitrogénio liquido.

4.7.2 Aves

Foram utilizados pintos hibridos de corte (Gallus gallus domesticus) de uma até duas
semanas de idade, obtidos apds eclosdo de ovos embrionados adquiridos comercialmente
(Granja Rivelli Ltda.) e mantido em chocadeira térmica até o nascimento das aves no CPqRR.
As aves de até trés semanas foram mantidas em gaiolas metdlicas, com aquecimento feito
através de lampada elétrica de 60 Volts instalada na gaiola. Diariamente as gaiolas eram

limpas e aos animais mantidos ragdo (Costura Ltda.) e 4gua ad libitum

4.7.3 Mosquitos

Mosquitos Aedes fluviatilis altamente suscetivel a infec¢do pelo P. gallinaceum
(Tasén de Camargo & Krettli, 1978) foram mantidos no insetario do Laboratério de Malaria
do CPgqRR em uma ambiente climatizado, a uma temperatura média de 27°C, umidade
relativa do ar média de 80%, fotoperiodo de 12h. As larvas de 4. fluviatilis foram mantidas
em bandejas com agua desclorada e alimentadas com ragdo para peixes (Goldfish Colour,
Alcon). As pupas eram coletadas diariamente das bandejas e colocadas em copos de plasticos
dentro de gaiolas onde emergiam os mosquitos adultos, sendo entdo alimentados com soluc¢do
de sacarose a 10% (p/v). Para a manuten¢do da colonia, as fémeas foram semanalmente

alimentadas com sangue de camundongos Swiss Webster, previamente anestesiados com Smg
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de Thiopentax® (Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Tiopental sodico) por via intraperitonial.
Trés dias apos o repasto sanguineo nos camundongos, um recipiente de plastico contendo
agua era colocado no interior das gaiolas para que as fémeas realizassem a postura dos ovos.
Apds 48h, os recipientes eram retirados das gaiolas e os ovos transferidos para bandejas

plasticas com agua.

4.7.4 Teste de atividade gametocitocida das tiazolidinonas derivadas de PQ

Este teste se baseia na atividade gametocitocida de esquizonticidas teciduais, como a
PQ, que quando administradas ao hospedeiro vertebrado a ser usado no repasto sanguineo,
inibem totalmente o ciclo esporogonico da maldria no mosquito vetor, conforme modelo
proposto por Gwadz et al. (1983), modificado por (Carvalho ef al., 1992).

Gallus gallus domesticus de uma a duas semanas de idade,foram infectadas com
1,0x10° hemécias parasitadas pelo P. gallinaceum, pela via intramuscular, em um volume de
0,2mL. Quatro dias ap6s inoculacdo, a parasitemia foi monitorada diariamente em esfregagos
sanguineos corados pelo Giemsa. Na fase de ascensdo de parasitemia (2-9%), as aves foram
utilizadas para alimentar mosquitos 4. fluviatilis adultos com idade entre trés e sete dias.
Cerca de 12 - 24 horas antes do repasto sanguineo, a solucdo de agucar foi retirada da gaiola.
No dia do experimento, as aves foram divididas em grupos: (i) uma ave por composto-teste,
(i1) uma ave controle ndo tratada, (iii) uma ave tratada com primaquina. Alguns experimentos
foram realizados apenas com aves tratadas com os compostos testes, considerando que o
tempo Oh € o controle sem tratamento.

Os compostos foram administrados as aves, por via oral, em dose Unica de 15mg/Kg
de peso para primaquina ¢ 100mg/Kg das substancias testadas. Fémeas de 4. fluviatilis (40
mosquitos/ave) foram colocadas para alimentar nas aves, um grupo imediatamente antes da
administracdo dos compostos (tempo zero), outro grupo 6h apds o tratamento. Apos o repasto
sanguineo todas as fémeas ndo alimentadas foram retiradas com auxilio de um capturador e
desprezadas, as demais foram mantidas na mesma gaiola nas condigdes acima citadas (item
4.7.3). Sete dias apos a infecg¢do, os mosquitos foram dissecados (20 fémeas/grupo) com o
auxilio de estiletes metalicos sob microscopio estereoscopico (10 x) e seus estdmagos
removidos. Os estomagos foram corados com solu¢do de mercurocromo 2% e examinados
diretamente ao microscopio otico (100 x) entre lamina e laminula. O numero de oocistos foi
determinado e a média por estdmago calculado para cada grupo, nos dois diferentes intervalos

de tempo (Oh e 6h). A atividade do composto foi avaliada através da porcentagem de reducdo

47



Flavio J Unior Barbosa Figueiredo Material e Mét odos

do niimero de oocistos nos grupos de mosquitos alimentados nas aves tratadas, nos diferentes
intervalos de tempo, em relacdo ao numero de oocistos presentes nos mosquitos alimentados

nessa mesma ave antes da administragcdo do composto.

4.8 Analise Estatistica

O Programa MicroCal Origin (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA)
versdo 8.0 foi usado para a determinagdo de curvas dose-resposta de viabilidade de P.
falciparum para determinacdo do valor de ICs. Para a comparagdo estatistica do numero de
oocistos nos estdmagos dos mosquitos alimentados em aves antes e apos tratamento com o0s
compostos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney empregando o software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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As tiazolidinonas derivadas de PQ, em um total de 15, foram testadas quanto a sua
atividade antiplasmodial empregando-se diferentes modelos de experimentag¢do e, quanto a
sua toxicidade em células de HepG2 (hepatoma humano) e BGM (célula renal de macaco). A
atividade esquizonticida sanguinea foi avaliada in vitro contra o P. falciparum e contra o P.
berghei em camundongos. A ac¢do das novas tiazolidinonas derivadas de PQ foi ainda testada
contra gametdcitos, avaliando sua capacidade de inibir o desenvolvimento do ciclo
esporogonico, medida através do nimero de oocistos do P. gallinaceum em mosquitos Aedes
Sfluviatlis alimentados no vertebrado infectado e tratado com os compostos. Esse modelo foi
anteriormente proposto por outros grupos do National Institute of Health - EUA, (Gawdz et
al.,1983) como sendo um indicador indireto da atividade anti-hipnozoitos, com base nas
evidéncias de total inibicdo da formagdo de oocistos pela PQ, farmaco sabidamente

hipnozoiticida usado para prevenir as recaidas tardias do P. vivax.

5.1 Atividade esquizonticida sanguinea de tiazolidinonas contra o P. falciparum

As amostras de tiazolidinonas foram inicialmente testadas em cultivos de formas
sanguineas do P. falciparum, clone W2 resistente a cloroquina, sendo a atividade
esquizonticida in vitro avaliada por dois métodos: 1) a incorporacdo de hipoxantina tritiada,
base nitrogenada importante para sintese de DNA pelos parasitos vidveis; e, ii) o ensaio
imunoenzimatico com anticorpos monoclonais dirigidos contra uma proteina do parasito, rica
em alanina e histidina (HRPII, do inglé€s, histidine rich protein). Presente na membrana das
varias formas sanguineas, essa proteina € indispensavel a sobrevivéncia do parasito.

Os compostos foram testados em diluigdes seriadas a partir da concentra¢do de
25ug/mL, sendo a cloroquina utilizada como controle. Cada teste foi repetido pelo menos

duas vezes, feito em triplicata para cada concentragdo.
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Tabela 1 - Avaliacdo da atividade de tiazolidinonas derivadas de PQ contra o P. falciparum
(clone W2, cloroquina resistente), nos testes imunoenzimatico anti-HRPII e de hipoxantina,

em experimentos independentes.

ICsp (ng/mL) em trés experimentos (Média + DP)

Composto Anti-HRPII Hipoxantina
Média £ DP
1 2 3 1 2 3 Média = DP
B42A 5,0 3.2 6,6 49+ 1,7 3.5 6,7 12,8 7.7+4,7
B46A 1,08 <0,7 NT 0,89 + 0,27 3.9 1,08 NT 2,5+ 1,9
N14A 11,0 6,5 8.1 85+£23 12,2 17,0 12,8 13,8 2.9
N17A 5.3 3.2 5.6 4,7+1,3 12,0 12,0 13,0 12,3+0,6
N25B 7.4 3.4 16,8 9,2+6,9 18,3 18,0 26,0 20,7+4.,5
N26A 7.8 10,1 7,2 84+1,5 9,6 9.3 16,3 12,0 £4,0
N78B 7,0 2,3 2,7 4,0+ 2,6 5,04 11,2 7,5 7.9 +3,1
N79A 8.0 4,6 9.8 7,5+2,6 12,0 13,0 NT 12,0+ 0,7
N85A 6,1 1,5 1,5 3,0£2,6 5.1 7.3 10,0 7,5+2,5
N86A 7,0 10,2 NT 8.6+23 9,6 10,8 14,0 11,5+2.3
N87B 8,0 8.0 5.3 7,0+ 1,5 14,0 13,0 13,0 13,3+£0,6
P89A 13,2 16,3 14,9 14,7+ 1,6 18 12,2 21,0 17,0+ 4,5
P91A 9.3 12,0 6,7 9.3+2,6 6,6 10 12,3 9,629
P92A 15,0 12,0 18,0 15,0£3.0 16,0 28,0 12,0 18,6+8,3
P97B 14,8 13,6 NT 142 +0,8 9,2 9,7 NT 9,45+ 0,35

Cloroquina 0,01 0,012 0,01 0,010,001 0,119 0,120 0,121 0,12+ 0,001
Primaquina <0,7 <0,7 <0,7 <0,7+0,0 <0,7 <07 <07 <0,7+0,0

* ICs0 < 10pg/mL = ativo; ICsp > 10 e <20pg/mL = parcialmente ativo; ICsy > 20pg/mL = inativo.
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Os valores de ICsy foram obtidos em cada experimento através de curva de dose-
resposta utilizando-se o programa Origin® (versdo 8.0). Foram calculadas a média e o desvio
padrdo dos valores dos ICsy nos diversos experimentos. Entre as 15 tiazolidinonas testadas,
cinco (B42A, B46A, N78A, N85A e P91A) foram consideradas ativas (ICso < 10ug/mL) nos
métodos de anti-HRPII e hipoxantina; B46A foi a mais ativa (ICso de 0,89ug/mL e 2,5ng/mL,
respectivamente). Considerando apenas o teste de anti-HRPII, 12 compostos foram ativos
(B42A, B46A, N14A, N17A, N25B, N26A, N78B, N79A, N85A, N86A, N87B ¢ P91A); no
de hipoxantina apenas, seis foram ativos (B42A, B46A, N78B, N85A, P91A e P97B), os
dados encontram-se ilustrados na Tabelas 1e 2.

Apenas uma tiazolidinona (N25B) foi inativa (IC5p médio de 20,7ug/mL) no teste de
hipoxantina, considerado padrdo-ouro, tendo sido, no entanto ativa no teste anti-HRPIIL. Os
demais compostos (P89A e P92A) foram parcialmente ativos (ICsp >10 e < 20pug/mL) em
ambos os testes. As tiazolidinonas N14A, N17A, N26A, N79A, N86A, N87B, embora tenham
apresentando 1Csy <10ug/mL no teste de anti-HRPII, foram consideradas parcialmente ativas,
uma vez que no teste de hipoxantina o IC5y>10 e <20pg/mlL.

A cloroquina foi sempre ativa em concentragdes de 10 a 120 nanogramas. A PQ

também foi ativa em ambos os métodos com ICsy < 0,75ug/mL.
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Tabela 2 - Média e desvio padrdo da atividade de derivados de PQ contra o P. falciparum

(clone W2), nos ensaios imunoenzimatico anti-HRPII e de hipoxantina em experimentos

independentes.
ICsp (ng/mL) média = DP
Composto Atividade *
Anti-HRPII Hipoxantina

B42A 49+1,7 7,7+4,7 Ativa
B46A 0,89 + 0,27 2,5+1,9 Ativa
N14A 8,5+273 13,8+£2.9 Parcial
N17A 47+1,3 12,3 +£0.6 Parcial
N25B 92+6,9 20,7+4.,5 Inativa
N26A 84+1,5 12,0+ 4,0 Parcial
N78B 4,0+2,6 79+3.1 Ativa
N79A 7,5+2,6 12,0+ 0,7 Parcial
N85A 3,0£2,6 7,5+£2,5 Ativa
N86A 8,6+23 11,5+2.3 Parcial
N87B 7,0+ 1,5 13,3 +£0.6 Parcial
P89A 14,7+ 1,6 17,0+£4,5 Parcial
PI91A 93+2,6 9,6+2.9 Ativa
P92A 15,0+ 3,0 18,6 £8,3 Parcial
P97B 142+0,8 9,45 +0,35 Ativa

Cloroquina 0,01 +£ 0,001 0,12+ 0,001 Ativa

Primaquina <0,7£0,0 <0,7+0,0 Ativa

* 1Cs50<10pg/mL = ativo; ICs50>10 e < 20ug/mL= parcialmente ativo; ICso>20ug/mL= inativo,
tomando como base o método de hipoxantina.

5.2 Atividade citotéxica das tiazolidinonas e indices de seletividade

Os resultados da atividade citotoxica das tiazolidinonas estdo resumidos na Tabela 3,
com a dose letal minima para 50% das células (MDLs;) determinada em trés experimentos
independentes. Algumas tiazolidinonas tiveram baixa toxicidade, com MDLs, > 1000pg/mlL,
a maxima concentragdo testada. Outras tiveram um MDLs, entre 115 a 682ug/mL nas duas
linhagens celulares, portanto, pouco téxicas. A PQ demonstrou valores de MDLs, iguais a 84

e 106pg/mL nas linhagens BGM e HepG2, respectivamente.
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O célculo entre as médias de citotoxicidade da atividade antimalarica dos compostos e

dos controles, cloroquina e primaquina, permitiu se avaliar os indices terapéuticos ou de

seletividade (IS). Foi utilizada a razdo entre o MDLsy) em células de hepatoma humano

(HepG2) e o ICsy obtido na atividade anti-P. falciparum in vitro no teste de hipoxantina

(padrdo ouro). Os IS das tiazolidinonas variaram de 17 e 400, sendo maiores para B46A e

N85A, com 400 e 133, respectivamente.

Tabela 3 - Avaliag¢do da atividade citotdxica e indice de seletividade (IS) de tiazolidinonas

derivadas de PQ, em células de hepatoma humano (HepG2) e células renais de macaco

(BGM).
MDLso (ug/mL) média £ DP Indice de Seletividade
Composto
BGM HepG2 MDLsy/ ICsg

B42A >1000 >1000 129
B46A >1000 >1000 400
N14A 242 + 98 572 +£108 41
N17A >1000 >1000 81
N25B 586 + 65 682 £ 105 (composto inativo)
N26A >1000 >1000 83
N78B >1000 >1000 127
N79A 244 + 98 250+ 17 21
N8SA >1000 >1000 133
N86A >1000 >1000 87
N87B NT NT NT
P89A 11511 292 + 31 17
P91A >1000 >1000 104
P92A >1000 >1000 54
P97B >1000 >1000 106

Cloroquina 443 + 80 330+ 28 2750

Primaquina 84+ 16 106 £ 5 141
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5.3 Atividade esquizonticida sanguinea supressiva de tiazolidinonas contra o P. berghei

(cepa NK65) em camundongos

As tiazolidinonas recebidas em massa suficiente foram avaliadas como esquizonticida
sanguineo contra o P. berghei (cepa NK65) em camundongos, usando o teste supressivo de
Peters (1965). Entre oito tiazolidinonas testadas trés foram ativas (N14A, N25B, e P92A)
causando reducdo igual ou maior que 30% na parasitemia dos animais em relagdo aos

controles ndo tratados (Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade antimalarica de tiazolidinonas derivadas de PQ, testadas na dose de
50mg/Kg, por via oral, em trés dias consecutivos, em camundongos com o P. berghei, cepa

NK65.

Composto

Parasitemia (Reducao) Atividade*
5° dia 7° dia
NI14A 1,2 (42%) 4,0 (40%) Ativo
NI17A 1,7 (20%) 4.8 (26%) Inativo
N25B 0,9 (58%) 3.1 (54%) Ativo
N26A 1,6 (27%) 7,2 (0%) Inativo
P92A 1,4 (36%) 4,2 (36%) Ativo
Primaquina® 0 (100%) 0 (100%) Ativo
Controle ndo tratado 2,1 6,6 Controle

a = testada na dose de 25mg/Kg.
Critério de atividade: Redugdes > 30% = ativo;<30% = inativo.
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No segundo teste, os compostos ativos, testados de novo tiveram sua atividade
confirmada. Entre os compostos N78B, N79A e P89A, testados pela primeira vez, apenas
P89A foi ativo, reduzindo a parasitemia em mais de 40% (Tabela 5).

A PQ curou os camundongos na dose de 25mg/Kg em um experimento enquanto, na
dose de 15mg/Kg reduziu a parasitemia, sem induzir cura da maldria; todos os animais foram

a 6bito, como os controles ndo tratados (dados ndo mostrados).

Tabela 5 - Atividade antimalarica de tiazolidinonas derivadas de PQ, testadas na dose de
50mg/Kg, por via oral, em trés dias consecutivos, em camundongos com o P. berghei, cepa

NK65.

Composto

Parasitemia (Reducio) Atividade*
5°dia 7°dia
NI14A 0, 6 (73%) 5.2 (31%) Ativo
N17A 2,7 (0%) 7,0 (7%) Inativo
N25B 0,8 (63%) 5.6 (26%) Ativo
N26A 2,8 (0%) 4,9 (35%) Inativo
N78B 1,9 (10%) 6,7 (11%) Inativo
N79A 2,7 (0%) 5.9 (21%) Inativo
P89A 1,1 (47%) 4.4 (42%) Ativo
P92A 0,7 (67%) 4,6 (38%) Ativo
Primaquinab 0 (100%) 0 (100%) Ativo
Controle nio tratado 2,1 7.5 Controle

*Critério de atividade: Redugdes > 30% = ativo; <30% = inativo.
b = testada na dose de 15mg/Kg
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5.4 Atividade gametocitocida das tiazolidinonas medida pela inibicdo da formacao de

oocistos do P. gallinaceum em Aedes fluviatilis

A atividade gametocitocida dos novos compostos foi avaliada através da sua
capacidade de inibir a producdo de oocistos em mosquitos A. fluviatilis. Os compostos foram
administrados ao hospedeiro vertebrado (pintinhos de até duas semanas) na fase aguda da
infeccdo pelo P. gallinaceum, sendo os mosquitos alimentados na mesma ave por duas vezes
consecutivas, antes (tempo zero) e apds (6h) o tratamento. Uma semana depois do repasto
sanguineos todos os mosquitos foram dissecados sendo examinados os estomagos ao
microscopio para contagem do nimero de oocistos. Os mosquitos alimentados no tempo zero
(antes do tratamento) foram controles do grupo de 6h, para calculo do indice de inibi¢cdo da
formagdo dos oocistos. Esse indice foi utilizado como indicador da possivel atividade
esquizonticida tecidual dos compostos, como proposto por Gwadz et al. (1983). O mesmo
protocolo, utilizado posteriormente no nosso laboratério por Carvalho et al (1992) com
algumas modifica¢des, confirmou a capacidade da PQ em inibir 100% a esporogonia, nas
condi¢des do experimento. Os resultados estdo nas Tabelas 6-11 e nas Figuras 3-9.

Observou-se reprodutibilidade do ciclo esporogdnico nos dois tempos diferentes, nas
aves controles, sendo o numero de oocistos nos mosquitos Aedes fluviatilis alimentados na
mesma ave infectada com P. gallinaceum, semelhante nos dois tempos. Calculada a
porcentagem de mosquitos infectados nos dois tempos de repasto (Tabela 6), ela foi elevada
nos tempos zero e 6h apos (mediana de 90% e 85%). No entanto, em dois (Exp. 3 e 5) dos
sete experimentos controles realizados observou-se diferenga significante na percentagem de
mosquitos infectados. No experimento 4, a porcentagem de mosquitos infectados reduziu de
90% para 60%, entre os dois tempos, porém o nimero de oocistos no segundo repasto
sanguineo foi ainda maior que no tempo zero, portanto, sem redugdo da esporogonia. A
Figura 3 mostra a dispers@o do nimero de oocistos nos estomagos dissecados nesses varios

experimentos.
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Tabela 6 - Numero de oocistos em estomagos de A. fluviatilis controles, alimentados duas
vezes em aves infectadas com P. gallinaceum, controles ndo tratadas, utilizadas como fonte

do repasto sanguineo no tempo zero (Oh) e seis horas apds (6h).

% mosquitos

Experimento In(i‘l:c:azc})(;s* O0cl\l’lsft:(()isi;e:sl:t (]))nll’ago I(;leil:)i(();fi(; tc(l)(s) *l::)
Oh 6h Oh 6h
1 95% 85% 38 + 31 29+21 26%
2 100%  100% 114 + 62 119 + 69 0%
3 65% 95% 76 + 23 56 + 55 26%"
4 90% 60% 26+ 17 65+ 17 0%
5 100%  85% 128 + 40 73 + 34 43%"
6 90% 85% 11+6 8+ 10 36%
7 90% 90% 15+6 25+ 11 0%
Mediana 90% 85% 38 56 -

* Mosquitos dissecados uma semana apds o repasto sanguineo infectante. ** Calculada como
porcentagem de redug¢do do nimero de oocistos no Téh em relagdo ao TOh. # Diferenca
significante entre o TOh e T6h calculada pelo Teste de Mann-Whitney, Exp. 3 (p = 0,018) e
Exp. 5 (p =0, 0002).

O tratamento das aves usadas no repasto infectante com veiculo (DMSO 5% em meio
RPMI) utilizado para diluir os compostos ndo inibiu a esporogonia do P. gallinaceum. A
propor¢do de mosquitos infectados nos TOh e T6h foi de, respectivamente, 85% e 100%
(Tabela 7). A PQ inibiu 100% da esporogonia em todos os testes, confirmando sua utilidade
como controle do modelo, como demonstrado na literatura. Os dados estdo ilustrados na

Figura 4 e na Tabela 7.
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Tabela 7 - Efeito inibitorio de primaquina (PQ, 15mg/Kg), em quatro diferentes
experimentos, na esporogonia do P. gallinaceum em mosquitos A. fluviatilis alimentados
antes (Oh) e 6h apds o tratamento da ave infectada, por via oral; DMSO (veiculo) ndo causou

inibi¢do da esporogonia.

% mosquitos

Composto  infectados* Oocl\l/[sg;si;e:stt(]))nll)ago Inibicio do n°
(n =20) de oocistos**  Atividade***
Oh 6h Oh 6h
DMSO 85%  100% 79 + 45 70 + 62 11% Inativo
PQ 85% 0% 41 £ 17 0+£0 100% Ativo
PQ 65% 0% 442 0+0 100% Ativo
PQ 90% 0% 117£72 0+0 100% Ativo
PQ 100% 0% 14+£11 0+0 100% Ativo
Mediana
87% 0% 28 0 100% Ativo
PQ)

* Mosquitos dissecados uma semana apds o repasto sanguineo infectante. ** Calculada como
porcentagem de reducdo do numero de oocistos no T6h em relagdo ao TOh.***Critério usado:

Ativo = redugdo > 85%; Parcial = entre 60 a 84% de redug¢do; Inativo = redugdo < 60%.
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Figura 3 - Grupos controles, mostrando a dispersdo do niimero de oocistos nos estomagos
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aplicado mostrou diferengas significantes apenas nos Exp. 3 (p = 0, 018) Exp.5 (p = 0,
0002).
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Figura 4 - Dispersdo do nimero de oocistos nos estomagos de A. fluviatilis dissecados no
sétimo dias apos repasto sanguineo em aves infectadas com P. gallinaceum, feito antes (Oh)
e 6h apos tratamento com PQ (15mg/Kg) e DMSO (veiculo) em dose unica por via oral. *

Grupos estatisticamente diferentes (p = 0, 0001) pelo teste de Mann-Whitney.

Entre as 13 tiazolidinonas testadas, trés (N14A, N17A e P91A) inibiram
significativamente (p < 0, 05) o nimero de oocistos, sendo consideradas ativas. Os dados
dos diferentes experimentos sdo mostrados nas Tabelas 8 a 11. Alguns compostos foram
testados uma vez, deles, cinco se mostraram inativos; P91A foi ativo e P97B parcialmente
ativo (Tabela 8). Nos experimentos realizados com P91A e P97B, houve redugdo
significativa (p = 0,0001) do nimero de oocistos no T6h em relagdo ao TOh (Figura 5); as
porcentagens de mosquitos infectados de decairam de 90-100% para 15% e 45%,

respectivamente para P91A e P97B.
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Tabela 8 - Efeito de tiazolidinonas derivadas de PQ, na esporogonia do P. gallinaceum em

mosquitos A. fluviatilis alimentados antes (Oh) ou 6h apds tratamento da ave infectada, via

oral, com 0s compostos em um unico experimento realizado.

% mosquitos

Composto . Oocistos/estomago g
infectados* g Inibi¢ao do n°
+
(100mg/Kg) (n=20) Média = DP de oocistos** Atividade***

Oh 6h Oh 6h
N26A 60% 75% 42+38 38430 10% Inativo
N78B 95% 95% 111+£72 83+19 25% Inativo
N79A 80% 70% 33426  34+26 0% Inativo
N86A 85% 80% 21+£4 26+ 14 0% Inativo
B81A 100%  95% 92+13 91+£20 2% Inativo
P91A 100%  15% 49+ 5 445 96% Ativo
P97B 90% 45% 35+15 2+1 81% Parcial

* Mosquitos dissecados uma semana apds o repasto sanguineo infectante. ** Calculada como

porcentagem de redu¢@o do numero de oocistos no T6h em relagdo ao TOh. ***Critério usado:

Ativo = redugdo > 85%; Parcial = entre 60 a 84% de redug¢do; Inativo = redugdo < 60%.
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Figura 5 - Dispersdo do nimero de oocistos nos estomagos de A. fluviatilis dissecados no

sétimo dias apos repasto sanguineo em aves infectadas com P. gallinaceum, feito antes (Oh) e

6h apos tratamento com derivados de PQ em dose unica de 100mg/Kg por via oral. *Grupos

estatisticamente diferentes (p = 0,0001) pelo teste de Mann-Whitney.
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Os compostos N25B, N87B, P89A e P92A, foram testados em dois ou mais
experimentos (Tabela 9) sendo N87B parcialmente ativo, reduzindo em 63% e 81% o numero
de oocistos nas doses de 15 e 100mg/Kg, respectivamente. N25B foi inativo em um
experimento (reducdo de 32%) e parcialmente ativo em outro (reducdo de 58%). P89A foi
inativo; P92A inativo em dois experimentos foi parcialmente ativo em um. As discrepancias

foram atribuidas a baixa solubilidade dos compostos testados.

Tabela 9 - Efeito de tiazolidinonas derivadas de PQ, na esporogonia do P. gallinaceum em
mosquitos A. fluviatilis alimentados antes (Oh) e 6h apds tratamento da ave infectada, via oral,

com os compostos, em diferentes experimentos

% mosquitos

Composto infectados® Oocistos/estomago  Inibicio do
dia + R
(100mg/Kg) (n = 20) Média = DP o :is t((l)(; .. Atividade®**
Oh 6h Oh 6h
N25B 80%  90% 44 + 44 30+ 22 32% Inativo
N25B 80%  65% 18+ 18 8+7 58% Parcial
N87B” 100%  85% 123423  45+35 63% Parcial
N87B 90% 80% 16+ 10 3+£3 81% Parcial
P89A 80%  30% 4+2 242 50% Inativo
P89A 100%  95% 75+ 16 60+ 19 20% Inativo
P92A 75%  65% 95+ 74 25+ 34 74% Parcial
P92A 90%  65% 14+7 7+2 50% Inativo
P92A 80%  75% 16+11 13+9 25% Inativo

* Mosquitos dissecados uma semana apds o repasto sanguineo infectante. ** Calculada como
porcentagem de redug@o do numero de oocistos no T6h em relagdo ao TOh. ***Critério usado:
Ativo = redugdo > 85%; Parcial = entre 60 a 84% de redugdo; Inativo = reducdo < 60%.

#Dose unica de 15mg/Kg.
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Figura 6 - Dispersdo do nimero de oocistos nos estdmagos de A. fluviatilis dissecados
no sétimo dias apos repasto sanguineo em aves infectadas com P. gallinaceum, feito
antes (Oh) e 6h apos tratamento com N25B ¢ N87B em dose tnica por via oral. *Grupos

estatisticamente diferentes (p = 0,0001) pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 7 - Dispersdo do nimero de oocistos nos estdmagos de 4. fluviatilis dissecados no
sétimo dias apds repasto sanguineo em aves infectadas com P. gallinaceum, feito antes
(Oh) e 6h apos tratamento com P89A e P92A em dose unica por via oral; grupos

estatisticamente diferentes pelo teste de Mann-Whitney.
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Os compostos N14A e N17A, na dose de 100mg/Kg, inibiram a esporogonia do P.
gallinaceum em A. fluviatilis, ocasionando reducdes de 85 a 100% do niimero de oocistos em
diferentes experimentos (Tabelas 10 e 11). Em outros experimentos os compostos foram
ativos, sendo o numero de oocistos encontrados nos controles e testes estatisticamente
diferentes (p = 0,0002) (Figuras 8 e 9). Testado nas doses de 50 e 25mg/Kg N17A reduziu,
respectivamente, 80% e 50% o ntimero de oocistos, mas ndo alterou a propor¢do de mosquitos
infectados. Na dose de 50mg/Kg, N14A nio reduziu o nimero de oocistos, dado interpretado
como reflexo da sua baixa solubilidade.

Nenhuma das tiazolidinonas testadas foi tdo ativa quanto PQ, que mesmo na dose de
15mg/Kg, inibiu 100% da esporogonia do P. gallinaceum. De um modo geral, os desvios
padrdo foram elevados nos experimentos, mesmo entre mosquitos alimentados em aves ndo
tratadas, dado atribuido a influéncia de diversos fatores que serdo posteriormente discutidos.

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos com as tiazolidinonas, derivadas de PQ, em
todos os modelos de testes de atividade anti-plasmodial in vitro e in vivo, bem como a

citotoxicidade em células de hepatoma humano (HepG2).
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Tabela 10 - Efeito de N14A, derivado de primaquina, na esporogonia do P. gallinaceum em
mosquitos A. fluviatilis alimentados antes (Oh) e 6h apds tratamento da ave infectada, via oral,

com os compostos, em diferentes experimentos.

% mosquitos

Dose infectados* Oocl\l/:g)lsif:s:(l))nll)ago Inibi¢ao do n°
(mg/Kg) (n=20) de oocistos**  Atividade***
Oh 6h Oh 6h
100 95% 0% 21+£17 0+0 100% Ativo
100 90% 10% 18+8 2+1 89% Ativo
100 90%  75%" 2611 3+1 89% Ativo
100 100%  40% 67 £ 48 10£6 85% Ativo
50 85% 85% 46+27 68+36 0% Parcial

* Mosquitos dissecados uma semana apds o repasto sanguineo infectante. ** Calculada como
porcentagem de redug@o do numero de oocistos no T6h em relagdo ao TOh. ***Critério usado:
Ativo = redugdo > 85%; Parcial = entre 60 a 84% de redugdo; Inativo = reducdo < 60%.
#Dose unica de 15mg/Kg. # No grupo controle (ave ndo tratada) nesse experimento, 90% e
90% dos mosquitos se infectaram nos tempos Oh e 6h, respectivamente, com uma média de 15

(Oh) e 25 (6h) oocistos/estdmago dissecado.
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Figura 8 - Dispersdo do niimero de oocistos nos estdmagos de 4. fluviatilis dissecados no sétimo
dias apds repasto sanguineo em aves infectadas com P. gallinaceum, feito antes (Oh) e 6h apods
tratamento com N14A em dose Unica por via oral. * Grupos estatisticamente diferentes (p = 0,

0001) pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 11 - Efeito de N17A, derivado de primaquina, na esporogonia do P. gallinaceum em

mosquitos A. fluviatilis alimentados antes (Oh) e 6h apds tratamento da ave infectada, via oral,

com os compostos, em diferentes experimentos.

% mosquitos

Dose infectados* Oocl\l/:g)lsi;e:s:(l))nll)ago Iml:;?ig do
(mg/Kg) (n =20) vocistos<: | Atividader=*
Oh 6h Oh 6h
100 100% 0% 18+ 15 0+0 100% Ativo
100 920%  75%" 87 + 37 6+2 93% Ativo
100 100% 45% 47 + 15 5+£2 90% Ativo
50 90% 45% 10+5 1+1 90% Ativo
50 90% 80% 28+ 10 T+7 75% Parcial
25 100% 95% 114 £ 67 73 +£29 50% Parcial

* Mosquitos dissecados uma semana apds o repasto sanguineo infectante. ** Calculada como

porcentagem de redu¢@o do nimero de oocistos no T6h em relacdo ao TOh. ***Critério usado:

Ativo = redugdo > 85%; Parcial = entre 60 a 84% de reduc¢do; Inativo = redugdo < 60%. # No

grupo controle (ave ndo tratada) nesse experimento, 100% e 85% dos mosquitos se infectaram

nos tempos Oh e O6h, respectivamente, com uma média de 128 (Oh) e 73 (6h)

oocistos/estdmago dissecado.
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Figura 9 - Dispersdo do nimero de oocistos nos estomagos de A. fluviatilis dissecados no
sétimo dias apos repasto sanguineo em aves infectadas com P. gallinaceum, feito antes (Oh) e
6h apds tratamento com N17A em dose Unica por via oral. Grupos estatisticamente diferentes

*(p=0,0001) e **(p=0,0002) pelo teste de Mann-Whitney.
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Tabela 12 - Atividade de PQ e das tiazolidinonas contra P. falciparum in vitro (1Cs), contra P.

berghei em camundongos, como gametocitocida no P. gallinaceum em mosquitos alimentos

em aves tratadas, e sua citotoxicidade para células de hepatoma humano (HepG2).

Atividade in vitro

Atividade in vivo

Composto

(Cédigos) Hipoxantina  Anti-HRPII HepG2 IS P. » . P. X
(ICsp) (ICsp) (MDLsp) berghei® gallinaceum
B42A/51 7,7+4,7 49+1,7 > 1000 129 NT NT
B46A/5e 25+1.9 0,89 +0.,27 >1000 400 NT NT
N14A/5¢c 13,8 +2.9 8.5+23 572+ 108 41 Ativo Ativo
N17A/5m 12,3 +£0,6 47+1.3 >1000 81 Inativo Ativo
N25B/5h 20,7 £4.,5 92+6,9 682 £ 105 Inativo Ativo Inativo
N26A/5j 12,0+ 4,0 84+ 1,5 >1000 83 Inativo Inativo
N78B/50 79+3,1 40+2,6 >1000 127 Inativo Inativo
N79A/51 12,0 £ 0,7 75+2,6 250+ 17 21 Inativo Inativo
N85A/5k 75+2,5 3.0+£2,6 >1000 133 NT NT
N86A/5d 11,5+23 8.6+273 >1000 87 NT Inativo
N87B/5b 13,3+0.,6 70+1,5 NT NT NT Parcial
P89A/5E 17,0+ 4,5 14,7+ 1,6 292 + 31 17 Ativo Inativo
P91A/5p 9,629 9,3+2,6 >1000 104 NT Ativo
P92A/5q 18,6 £ 8,3 15,0+ 3,0 >1000 54 Ativo Inativo
P97B/5g 9,45+ 0,35 14,2+ 0,8 >1000 106 NT Parcial
Cloroquina 0,12+ 0,001 0,01 + 0,001 330 £28 2750 Ativo NT
Primaquina  <0,7+0,0 <0,7+0,0 106 £5 141 Ativo Ativo

IS = Indice de Seletividade (MDL5¢/ICs0). NT = Néao Testado.

a = Atividade esquizonticida sanguineo. b = Atividade gametocitocida, avaliada pela inibi¢do

do ciclo esporogonico do P. gallinaceum em Aedes fluviatilis.
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Os antimalaricos representam a principal ferramenta em todas as etapas de eliminagéo
da malaria, incluindo nas medidas de controle, que visam reduzir e/ou interromper a
transmissdo da doenga, bem como prevenir sua reintrodugdo em areas onde ja foi eliminada.
Entretanto, o surgimento e a propagacdo de cepas do Plasmodium resistentes a maioria dos
antimalaricos disponiveis tornaram o tratamento da malaria complexo e uma das principais
causas de preocupacgdo dos programas de controle (Parija & Praharaj, 2011). Atualmente, ¢
utilizada a combinagdo de artemisinina e seus derivados com outros antimaléricos para tratar a
doenga causada pelo P. falciparum resistente aos antimaléricos disponiveis (WHO, 2010a).

A agenda de prioridades para a erradicacdo da malaria deve incluir a pesquisa e o
desenvolvimento de novos farmacos que sejam, preferencialmente, administrados por via oral,
em dose Unica, acessiveis as populagdes mais pobres expostas a transmissdo e que resultem na
cura radical de todas as espécies dos parasitos causadores da malaria humana (WHO, 2011;
The malERA Consultative Group on Drugs, 2011).

A descoberta de novos antimalaricos passou por uma mudan¢a de paradigma nos
ultimos 10 anos, segundo recente revisdo de Burrows et al. (2011), principalmente devido: 1)
a crescente compreensdo da importancia da doenga; ii) ao aumento do financiamento para o
controle da doenga por parte de alguns governos e de fundac¢des privadas, como a Fundacdo
Bill ¢ Melinda Gates e o Wellcome Trust; iii) ao aumento de investimentos em doengas
negligenciadas por parte de industrias farmacéuticas como a GlaxoSmithKline e Novartis; iv)
aos avan¢os na compreensdo da biologia do parasito, sustentados pelos dados de sequéncia do
genoma dos parasitos causadores da doenga; e, v) ao desenvolvimento de novas tecnologias
que favoreceram a triagem em larga escala e desenvolvimento de farmacos.

Entretanto, se por um lado observam-se avangos na pesquisa e controle da malaria
humana, por outro ¢ continua a multiplicagdo de cepas resistentes aos medicamentos,
principalmente no caso do P. falciparum. Além disso, a limitacdo do uso de farmacos
extremamente toxicos, como a PQ, aliada a complexidade dos modelos experimentais para
testes de compostos, sobretudo aqueles visando os hipnozoitos, formas residuais resultantes
do desenvolvimento lento dos esporozoitos no figado, caracteristico das espécies P. vivax e P.
ovale, 0s quais sdo responsaveis pelas recaidas tardias da doenga, tornam o controle da
maldria ainda mais complexo (Mazier et al., 2009).

A PQ é o principal antimalarico utilizado no controle das recaidas causadas pelo P.
vivax por ser o unico hipnozoiticida atualmente disponivel. A PQ também ¢é ativa contra os
gametocitos, sendo indicada para bloquear a transmissdo da malaria em éareas hiper-endémicas

(Baird & Hoffman, 2004). O amplo espectro da atividade biologica da PQ, bem como suas
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caracteristicas quimicas, tem atraido a atencdo de diversos grupos de pesquisas que buscam
compostos mais ativos € menos toxicos que a PQ (Vale ef al, 2009). A ebulaquina, por
exemplo, uma 8-aminoquinolina, derivada de PQ, aprovada na India para uso humano, é mais
ativa que a PQ, significativamente menos toxica e eficaz contra os hipnozoitos de P. vivax.
No entanto, a mesma ainda se encontra em triagem clinica (Dutta ef al., 1989).

Nesse trabalho foram testadas as atividades bioldgicas de diversas tiazolidinonas
inéditas, sintetizadas na Universidade Federal de Pelotas (UFPel), pelo grupo do Dr. Wilson
Cunico (projeto financiado pelo CNPq — Projeto n°® 555675 2009- 2 Edital Doengas
Negligenciadas) em colaboragdo com o nosso grupo. A caracterizacdo quimica e estrutural
desses compostos foi recentemente reportada (Neuenfeldt et al., 2011). As tiazolidinonas so
heterociclos complexos com ampla aplicagdo em quimica medicinal (Cunico ef al., 2008) com
atividade anti-inflamatéria (Sharma et al., 2011), tuberculostatica (Gomes et al., 2010) e anti-
HIV (Ravichandran ef al., 2009). No presente estudo, diversas delas apresentaram atividade
anti- P. falciparum (1Cso< 10pg/mL).

Entre os métodos utilizados na avaliagdo da atividade in vitro anti-P. falciparum, o
teste imunoenzimatico anti-HRPII se mostrou mais sensivel, revelando 80% dos compostos
ativos (ICso < 10pg/mL); enquanto a incorporagdo de hipoxantina revelou 40%; diferenca
atribuida ao tempo de incubagdo dos parasitos com os compostos-testes, 72h e 48h,
respectivamente. No entanto, com os derivados da cloroquina o método de hipoxantina foi
mais sensivel que anti-HRPII na deteccdo da atividade, em testes recentes realizados em
nosso laboratorio (Aguiar, 2011). Segundo Solomon et al. (2007), diferengas nos valores de
ICso de tiazolidinonas derivadas de 4-aminoquinolinas, podem ser atribuidas ao nimero de
atomos de carbono (-C) na cadeia lateral e ao tamanho do anel introduzido na estrutura; a
introdugdo de anéis de oito membros, com substituicdo no carbono 2 por um grupo 2-
clorofenil, pode aumentar a atividade antiplasmodial. Das tiazolidinonas testadas, B46A foi a
mais ativa, sendo a Unica com dois atomos de cloro (-Cl) ligados ao anel aromético em
ressonancia. A presenca desse grupo ligante possivelmente favoreceu sua maior atividade in
vitro.

Atualmente, ha mais de 10 milhdes de novos compostos ativos contra as formas
eritrociticas do P. falciparum, a maioria detectada através de plataformas automatizadas (Ku
et al., 2011). Paralelo a atividade antiplamosdial, a citotoxicidade dos compostos testes deve
ser avaliada para obtengdo do indice de seletividade (IS), um importante critério de selegdo de
protdtipos ideais. Nesse estudo, a toxicidade in vifro das novas tiazolidinonas foram avaliadas

em duas linhagens celulares: células de hepatoma humano (HepG2) e células de rim de
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macaco (BGM). Tais linhagens celulares foram utilizadas, pois é no figado e nos rins dos
mamiferos, que a maior parte dos farmacos ¢ metabolizado. A linhagem celular HepG2 ¢ a
mais utilizada na literatura, no ensaio de MTT, para avaliagdo da toxicidade (Fotakis &
Timbrell, 2006). Nao houve diferencas na citotoxicidade dos compostos testados em ambas as
linhagens celulares. As tiazolidinonas e a PQ mostraram baixa toxicidade in vitro, no entanto,
a PQ foi mais téxica que seus derivados. A PQ e seus metabdlitos tem elevada toxicidade, que
¢ agravada em individuos deficientes na enzima G6PD, o que representa um grande problema
para o controle da malaria no mundo (Beutler ez al., 2007).

O IS, razéo entre 0o MDLsg e o ICsg, é também conhecido como janela terapéutica. Na
literatura, substancias com IS acima de 10 s3o consideradas atoxicas (Bézivin ef al., 2003).
No caso das tiazolidinonas derivadas de PQ, muitas tiveram IS acima de 100. Merece
destaque a B46A, que foi o composto mais ativo contra o P. falciparum in vitro, € nao
apresentou toxicidade na dose maxima testada, o que resultou em um alto IS. Portanto, as
tiazolidinonas podem representar futuros prototipos de antimalaricos. No entanto, esses
compostos ndo puderam ser testados contra a malaria murina, nem avaliados para sua
toxicidade in vivo, devido a quantidade insuficiente de massa para os testes. Antes de
selecionarmos a tiazolidinona mais promissora para desenvolvimento de um novo farmaco, é
necessario avaliar sua toxicidade in vivo, inclusive, utilizando animais deficientes na enzima
G6PD como proposto recentemente por Ko e al. (2011).

Nos testes in vivo, contra a maldria causada por P. berghei, quatro tiazolidinonas
foram ativas (N14A, N25B, P89A e P92A), sendo uma (N25B) inativa contra o P. falciparum
in vitro. Outras tiazolidinonas ativas contra o P. falciparum, foram inativas na malaria murina.
Essa discrepancia possivelmente se deve a problemas na absor¢do, no metabolismo, na
excrecdo e/ou devido ao carater hidrofilico desses compostos. Mesmo diluidas em DMSO 5%
alguns compostos mostraram baixa solubilidade e foram administrados na forma de
suspensdo, o que pode ter interferido na absor¢do e na atividade farmacoldgica. Por outro
lado, as diversas espécies de Plasmodium podem ter diferentes suscetibilidades aos farmacos.

Nenhuma das tiazolidinonas ativas contra o P. berghei foi tdo ativa quanto a PQ, tinico
composto capaz de suprimir a parasitemia dos animais tratados. A atividade esquizonticida
sanguinea da PQ ja foi demonstrada na literatura, inclusive em pacientes da Tailandia,
infectados por P. vivax, tratados, em monoterapia, com 15mg/Kg por 14 dias
(Pukrittayakamee et al., 1994). No entanto, pela atividade hemolitica da PQ nos individuos
G6PD negativos e, por problemas decorrentes da identificagdo de pacientes com tal disttrbio,

a PQ néo é empregada para essa finalidade (Baird, 2009).
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Diversas espécies de Plasmodium podem ser utilizadas nos testes de antimaldricos em
camundongos; cepas de parasitos resistentes aos antimaldricos disponiveis (Adebayo &
Krettli, 2011), parasitos capazes de induzir malaria cerebral grave (Clemmer ef al, 2011) e
parasitos transgénicos expressando GFP (Green Fluorescent Protein) (Natarajan ef al., 2001;
Tarun et al., 2006). Camundongos sdo de facil manutencdo e baixo custo em relagdo, por
exemplo, aos simios suscetiveis a malaria humana. Além disso, testes em camundongos
exigem menores massas de compostos quando comparado a outros modelos animais. O
modelo de maléria aviaria, largamente utilizada no passado para selecdo de novos candidatos
a antimalaricos, foi substituido pela malaria murina por razoes praticas (Krettli e al., 2009).

Segundo Burrows ef al. (2011), os novos antimalaricos devem ser ativos contra as
diversas formas do ciclo evolutivo dos plasmddios: contra as formas assexuadas sanguineas e
as hepdticas (tanto as exo-eritrociticas primdrias como as latentes, os hipnozoitos) e contra as
formas sexuadas, os gametdcitos. S3o raros os medicamentos ativos contra gametdcitos e
contra os hipnozoitos da malaria pelo P. vivax (Derbyshire et al, 2011). A principal
finalidade deste trabalho foi investigar compostos que pudessem substituir a PQ. A busca de
novos farmacos para prevenir as recaidas tardias, é considerado um importante objetivo
(Mazier et al., 2009), sobretudo considerando a meta atual de se erradicar a malaria (The
malERA Consultative Group on Drugs, 2011).

No Brasil, a pesquisa de compostos hipnozoiticidas e gametocitocidas para uso
humano ¢ ainda mais dificil e complexa, considerando a auséncia de mosquitos anofelinos
mantidos em laboratério, capazes de serem infectados com plasmodios de mamiferos. A
busca de solug¢do para tal problema deveria representar uma prioridade na pesquisa dos
entomologistas brasileiros (Krettli et al., 2009).

O P. gallinaceum utilizado em nosso laboratorio, inclusive no atual trabalho, para
pesquisa de compostos gametocitocidas, possui um ciclo evolutivo com diferengas
importantes em relagdo ao de parasitos de malaria de mamiferos, particularmente no
hospedeiro vertebrado, uma vez que possui um ciclo exo-eritrocitico secundario nas células
endoteliais ou em macrdofagos (Krettli, 1994). Para obtencdo do ciclo esporogdnico do P.
gallinaceum utilizamos mosquitos Aedes fluviatilis (Tason de Camargo & Krettli, 1978),
apesar dessa espécie de mosquito ser menos suscetivel que o Aedes aegypti, largamente
utilizado no hemisfério norte como vetor experimental por décadas (Terzian 1947, Terzian et
al., 1949). A vantagem do A. fluviatilis é ndo representar risco para a saude publica por ndo

ser vetor da dengue ou da febre amarela urbana (de Camargo et al., 1983).
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A capacidade da PQ em inibir o desenvolvimento de gametocitos e, portanto o ciclo
esporogOnico no mosquito vetor, proposto como modelo para testar hipnozoiticidas por
Gwadz et al. (1983) na malaria aviaria, foi confirmado por Carvalho et al. (1992). No entanto,
os autores alertam para a necessidade de melhor controle da parasitemia das aves utilizadas no
repasto sanguineo dos mosquitos, ao observarem diminui¢do do numero de oocistos mesmo
nos mosquitos alimentados em aves ndo tratadas, antes (tempo zero-TOh) ou depois (T6h) do
repasto sanguineo. O fato foi atribuido a presenga de anticorpos anti-gametocitos, que inibem
sua evolugdo, j& demonstrado anteriormente (Carter & Chen, 1976). No atual trabalho, em
aves ndo tratadas (com parasitemias de 6 a 9%) utilizadas para alimentar mosquitos, o nimero
de oocistos foi menor no T6h, em dois dos sete experimentos realizados. Nos dados de
Carvalho ef al. (1992) as redugdes foram de até 60% no nimero de oocistos ao utilizar aves
com parasitemias semelhantes.

Outras variaveis como idade das aves e dos mosquitos, fase da infec¢do das aves
doadoras do repasto sanguineo, podem também influenciar a esporogonia, especialmente
considerando que 4. fluviatilis ¢ um mosquito essencialmente antropofilico (Consoli &
Williams, 1978). Utilizamos mosquitos adultos de trés a sete dias, procedentes da linhagem
mantida ha décadas no laboratdrio, fazendo repasto sanguineo em camundongos e aves, o que
pode ter alterado sua suscetibilidade ao parasito. Enquanto nos trabalhos iniciais (de Camargo
et al., 1983) esta espécie mostrou uma refratariedade em torno de 20% ou mais, no atual
estudo, até 100% de suscetibilidade foi observada, nos diversos experimentos. Fatores como,
heterogeneidade genética das popula¢des de mosquitos, resposta imune inata dos mesmos, o
tempo de alimentagdo do mosquito no vertebrado e o nimero de gametocitos ingeridos podem
afetar o numero de insetos infectados. Outros fatores como temperatura e umidade no
ambiente onde os mosquitos sdo mantidos, sdo também assinalados como causa de variagdes
em trabalhos com o ciclo esporogonico (Vaughan et al., 1992).

Foram utilizados mosquitos do mesmo lote em cada teste, com a mesma idade, criados
e mantidos nas mesmas condi¢des, nos diversos experimentos. Apesar disso, os desvios
padrdes no numero de oocistos foram elevados, mesmo em mosquitos alimentados em aves
ndo tratadas. No entanto, como o célculo da porcentagem de infec¢do em cada experimento
foi feito com base no nimero de oocistos nos mosquitos alimentados na mesma ave antes do
tratamento (TOh), a fim de minimizar as possiveis variagdes inerentes ao modelo. Apenas a
PQ inibiu completamente o ciclo esporogonico do P. gallinaceum (dose de 15mg/Kg).
Portanto, essa reprodutibilidade na detec¢do de compostos gametocitocidas torna o modelo

adequado para triagem de hipnozoiticidas eventuais substitutos da PQ.
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Os critérios usados aqui foram, em parte, os mesmos propostos por Gwadz et al.
(1983). No presente trabalho, utilizamos como indicador de atividade gametocitocida a
reducdo porcentual do nimero de oocistos por ser mais reprodutivel. Na maioria dos testes,
mesmo com os compostos considerados ativos, foram elevadas as propor¢des de mosquitos
infectados. No entanto, os estdmagos apresentavam poucos oocistos (cinco em média), como
mostrado nas figuras de dispersdo do numero de oocistos. Ndo mensuramos o tamanho dos
oocistos, mas em alguns experimentos esses eram visivelmente menores que nos estdmagos
de mosquitos controles alimentados na mesma ave, antes de seu tratamento. Algumas
inconsisténcias foram observadas como, por exemplo, nos testes com N25B e P92A, inativos
em um experimento e parcialmente ativos em outro, dado atribuido a baixa solubilidade
desses compostos.

Quatro naftoquinonas sintéticas, cujas atividades in vitro contra o P. falciparum
haviam sido anteriormente demonstradas (Carvalho ef al., 1988), foram testadas quanto a
atividade gametocitocida na dose de 200mg/Kg, sendo todas inativas. Extratos de uma planta
medicinal, Ampelozizyphus amazonicus, conhecida como “cerveja do indio” (Carvalho et al,
1992), largamente utilizada para prevenir a maldria em regides endémicas do Brasil (Oliveira
et al., 2011), foram também inativos no testes de inibi¢do de esporogonia feitos em paralelo.
Em estudos feitos com os extratos dessa planta, pelo grupo da Prof. Antoniana Krettli, em
colaboragdo com o Dr. Virgilio do Rosario (Universidade Nova de Lisboa) foi demonstrada
sua intensa atividade anti-esporozoito in vitro e in vivo (Andrade-Neto et al., 2008). O extrato
etandlico da planta foi capaz de inibir o ciclo exo-eritrocitico in vitro de esporozoitos do P.
berghei in vivo, utilizando camundongos pré-tratados e infectados posteriormente pela picada
de mosquitos com P. berghei. Houve aumento do periodo pré-patente da doenca, e na maior
dose do extrato (dose diaria de 400mg/Kg, via oral, por 12 dias) alguns animais ndo se
infectaram. Esses dados confirmam a observacdo popular de que o uso de infusdo preparada
com a “cerveja do indio” pode induzir protecdo contra maldria. Mas a planta apesar de
profilatica, ndo pode ser usada para tratar a maldria, nem para prevenir as recaidas tardias do
P. vivax, a julgar pelos dados de que a mesma ndo é gametocitocida (Carvalho et al., 1992).
Compostos sintetizados no Walter Reed Army Institute of Research-EUA, como o RC-12 -
um pirocatecol, apesar de inativos contra as formas sanguineas e hepaticas da maldria murina,
possuem atividade hipnozoiticida em macacos Rhesus (Schmidt ef al., 1966). A utilidade do
modelo proposto com a maldria aviaria foi confirmado com outro composto, 0 WR212293 (4-
aminoprimaquina), ativo contra as formas teciduais primérias do P. berghei, mas inativo

contra gametdcitos do P. gallinaceum e contra hipnozoitos de P. cynomolgi. Tais exemplos
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mostrando a relag@o entre a inibi¢do da formagdo de oocistos no modelo descrito por Gwadz
et al.(1983) e de testes de hipnozoiticidas em simios, serviu de base racional ao nosso
trabalho.

Os compostos N14A, N17A e P91A, ativos contra gametdcitos como demonstrado,
podem representar novos substitutos da PQ, com as seguintes vantagens: baixa toxicidade e
atividade esquizonticida sanguinea. Novos testes destas tiazolidinonas contra os hipnozoitos
deverdo ser realizados em macacos Rhesus infectados por P. cynomolgi, modelo adequado
para tal avaliagdo.

Testes in vitro com hipnozoitos foram recentemente reportados e podem representar
um passo importante para a busca de novos hipnozoiticidas (Rodrigues et al., 2011). Em um
trabalho feito pelo grupo do Dr. Stephen Hoffman (Chattopadhyay et al., 2010), os autores
observaram formas de desenvolvimento lento, nove dias apds infecgdo in vitro de células de
um hepatoma humano com esporozoitos do P. vivax. Segundo os autores é necessario
confirmar se essas formas correspondem aos hipnozoitos. Em outro estudo, Dembele ef al.
(2011) infectaram hepatdcitos de simios em cultivo com esporozoitos de P. cynomolgi e
observaram o desenvolvimento de formas hepaticas com baixa sensibilidade aos
esquizonticidas teciduais (atavaquona e pirimetamina), mas extremamente sensiveis a PQ. No
entanto, esquizontes em hepatdcitos humanos infectados, em paralelo, com esporozoitos de P.
falciparum, se mostraram sensiveis aos esquizonticidas teciduais. Segundo os autores, esses
parasitos obtidos na infeccdo com P. cynomolgi podem corresponder aos hipnozoitos
hepaticos. Este teste in vitro também necessita ser melhor validado com relagdo ao
estabelecimento de protocolos que permitam longos periodos de incubagdo (Rodrigues et al.,
2011).

Na Colombia, esporozoitos das espécies de P. vivax e P. falciparum sdo produzidos
em Anopheles albimanus (Zapata et al., 2002; Solarte et al., 2011). Infecgdes in vivo de
macacos da espécie Aotus lemurinus, também com esporozoitos, permite a manuten¢do do
ciclo completo do parasito (Herrera et al., 2002). No entanto, ndo ha referéncia de recaidas
tardias neste modelo, que ¢ extensivamente utilizado no estudo de vacinas (Arévalo-Herrera et
al., 2010). No Brasil, protocolos que requerem a utilizagdo de esporozoitos dependem de
colaboragdes internacionais, uma vez que ndo sio produzidos esporozoitos de P. vivax na
rotina.

Compostos gametocitocidas, que bloqueiem a transmissdo da maldria, vém sendo
considerados importantes nos programas do desenvolvimento de farmacos (Guttery et al.,

2012). Dois novos carbamatos derivados de PQ, recentemente estudados, reduziram
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significativamente o nimero de oocistos do P. berghei em An. stephensi ¢ o numero de
mosquitos infectados, apos repasto sanguineo em camundongos tratados por via oral com os
novos carbamatos. No entanto, nenhum deles tdo ativo quanto a PQ (Mata et al, 2012).
Utilizando a abordagem etnofarmacologica, um extrato padronizado de sementes da planta
Azadirachta indica, empregada para tratar malaria em areas endémicas, mostrou compostos
da classe dos terpendides, capazes de bloquear a transmissdo da maldria murina em An.
stephensi (Soh & Benoit-Vical, 2007). Em 138 mosquitos alimentados em camundongos
tratados com dose unica de 50mg/Kg do extrato, por via oral, ndo foram encontrados oocistos,
o que foi atribuido a inibigdo dos eventos iniciais do desenvolvimento esporogdnico
(Lucantoni et al., 2010).

Estudos com bifosfonatos lipofilicos, desenvolvidos para o tratamento do cancer,
demonstraram sua intensa atividade contra as formas do ciclo exo-eritrocitico do P. berghei,
in vitro ¢ in vivo, além de atividade esquizonticida sanguinea na malaria murina por essa
mesma espécie, e contra as formas de cultivo do P. falciparum. Os autores sugerem que esses
farmacos representam potenciais alvos contra os estagios hepaticos da malaria causada pelo P.
vivax, uma vez que os mesmos também inibiram a atividade de proteinas caracteristicas das
formas hepaticas dessa espécie (Singh ef al., 2010). Capela et al. (2011), identificaram
atividade em uma classe de hibridos de PQ com artesunato contra as formas hepaticas da
maldria murina. Recentemente, Dr. Rogério Amino, nosso colaborador no Instituto Pasteur
(Franga), avaliou o efeito de N14A sobre o ciclo primério da maldria murina, observando sua
atividade contra formas do ciclo esquizogonico do P. berghei no figado de camundongos,
tratados com duas doses de 30mg/Kg/ip. No entanto, testadas em paralelo, N17A e N79A
foram inativas. Mesmo inativas contra as formas hepaticas do ciclo primario do P. berghei, a
N17A necessita ser avaliada contra os hipnozoitos do P. vivax ou P. cynomolgi.

Schmidt (1983) descreveu 34 compostos derivados da familia das §-aminoquinolinas
(Figura 10), com atividade igual ou maior que a PQ contra o P. cynomolgi em macacos
(revisto por Rodrigues et al., 2011). A dose letal para 50% dos parasitos (EDsy) desses
compostos variou entre 0,074 e 0,51mg/K, enquanto para a PQ esse valor foi igual a
0,38mg/Kg. Os autores concluiram que substitui¢des nos carbonos 2 e 4 por grupos metilas
(R' e R* = CH3) e no carbono 5 por Fluor (R* =F) pode resultar em melhora da atividade e

diminui¢o da toxicidade.
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Figura 10 - Estrutura geral de uma 8-aminoquinolina mostrando os pontos (R) para

modificagdes estruturais.

Compostos de diversas classes quimicas estdo em teste quanto a atividade curativa
radical em macacos Rhesus infectados com esporozoitos do P. cynomolgi (Rodrigues et al.,
2011). Em trabalhos realizados na Divisdo de Terapias Experimentais do Walter Reed Army
Institute of Research (EUA), lider em estudos da capacidade hipnozoiticida de novos
compostos, foram obtidos compostos que induziram cura radical, como derivados de
imidazolin-4-onas (Liu et al, 2011, Zhang et al, 2011b), e derivados N-
alquilimidazolidinedionas (Zhang et al., 2011a). No presente estudo, trés das tiazolidinonas
testadas (N14A, N17A e P91A), inibiram o ciclo esporogénico na maléria aviaria, sendo
candidatos para estes testes.

O Tinidazol, medicamento utilizado contra doengas parasitarias como tricomoniase,
giardiase e amebiase, demonstrou atividade anti-recaida ja demonstrada em macacos, ¢
encontra-se em testes contra a malaria humana pelo P. vivax (Miller, 2009; Burrows et al.,
2011). Essa abordagem visando a identificagdo de antimalaricos a partir de medicamentos ja
aprovados para uso em humanos, tem sido usada com sucesso, inclusive pelo nosso grupo,
que demonstrou atividade in vitro contra as formas sanguineas do P. falciparum dos farmacos
artovastatina, itraconazol e pozaconazol (Penna-Coutinho ef al., 2011).

O desenvolvimento da resisténcia a PQ tem sido pouco documentado, diante da
auséncia de meios de diagndstico que a comprovem. Nao ha, por exemplo, um bom marcador
de resisténcia a PQ para as formas hepaticas do parasito (Baird, 2009). No entanto, falhas
terapéuticas pela PQ ja foram documentadas em diversas partes do mundo (Baird & Hoffman
2004), inclusive no Brasil (Duarte ef al., 2001). Em estudo realizado na Tailandia, de 81
pacientes tratados com a dose padrdo de 15mg/Kg de PQ e nfo expostos a reinfecgdo, sete

apresentaram recaidas seis meses apos o tratamento. No entanto, apenas um de 86 pacientes
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tratados com 22,5mg/Kg de PQ teve recaida (Bunnag ef al, 1994). Segundo Duarte et al.
(2003) fatores relacionados a cepa de P. vivax, ao esquema terapéutico empregado e as
particularidades de cada paciente, explicam as falhas terapéuticas.

Em um projeto recentemente aprovado pela Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (Fapemig/Edital Universal 2011) prosseguiremos a colaboragio
iniciada com Dr. Rogério Amino (Instituto Pasteur) e com o Dr. Wilson Cunico (quimicos da
UFPel), para sintese de maiores quantidades das tiazolidinonas, especialmente os compostos
N14A, P91A e N17A. Testes serdo conduzidos contra formas teciduais do ciclo hepatico
primario in vivo utilizando o modelo murino, em colaboracdo com pesquisadores no Instituto
Pasteur. Uma vez identificadas, as tiazolidinonas ativas poderdo ser utilizadas em ensaios

clinicos em areas endémicas de P. vivax, visando o controle das recaidas tardias da malaria.
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Apos testar um total de 15 novos compostos derivados de PQ, pertencentes a classe
das tiazolidinonas, utilizando diferentes modelos de experimentacdo in vifro e in vivo para

avaliar sua atividade antiplasmodial, foi possivel concluir que:

i) Treze tiazolidinonas foram ativas como esquizonticidas sanguineos contra o
P. falciparum in vitro;

i1) O método de anti-HRPII se mostrou mais sensivel na deteccdo de tiazolidinonas
ativas; o que sugere que o alvo do teste empregado pode influenciar na pesquisa da
atividade;

iii) As tiazolidinonas foram consideradas atoxicas, na dose maxima testada, para células
de mamiferos in vitro;

iv) Apesar de ativas in vivo, suprimindo a parasitemia de camundongos com maldria pelo
P. berghei, na dose oral de 50mg/Kg, os compostos N14A, N25B, P89 e P92A,
tiveram tal atividade significativamente menor que a PQ, utilizada como controle,
ativa em doses menores que 25mg/Kg;

v) a inibi¢do da esporogonia do P. gallinaceum em mosquitos A. fluviatilis se mostrou
reprodutivel para triagem de compostos gametocitocidas, mas apenas a PQ foi capaz
de inibir o ciclo esporogonico do parasito no hospedeiro, enquanto trés dos novos
compostos foram parcialmente ativos;

vi) N14A, N17A e P91A podem representar compostos com potencial atividade
hipnozoiticida, no entanto, a atividade inequivoca anti-hipnozoitos desses compostos
necessita ser ainda demonstrada em macacos Rhesus infectados com esporozoitos do

P. cynomolgi, inexistentes no Brasil.
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Nesse trabalho foram testados compostos inéditos derivados de PQ, com a demonstragdo

da atividade esquizonticida sanguinea in vitro contra o P. falciparum, € in vivo contra o P.

berghei. Foi também investigada sua a atividade gametocitocida. Serd dada continuidade ao

projeto visando a obtencdo de um farmaco que possa substituir a PQ, tnico medicamente

disponivel para tratar as recaidas tardias da maléria pelo P. vivax. Os objetivos futuros visam:

1l

iii.

Sintetizar novas tiazolidinonas, em colaboragdo como o quimico responsavel Dr.
Wilson Cunico (UFPel), visando melhorar sua solubilidade em 4gua, através de novas

modificagdes na estrutura da PQ e dos seus derivados;

Estudar se as tiazolidinonas com atividade gametocitocida demonstrada nesse
trabalho, sdo ativas contra as formas hepaticas da maldria em camundongos infectados
com esporozoitos de P. berghei; e, posteriormente avaliar a atividade hipnozoiticida

das tiazolidinonas mais promissoras em macacos Rhesus infectados com P. cynomolgi,

Avaliar o possivel mecanismo de agdo de N14A e N17A, as tiazolidinonas ativas
contra gametocitos, observando-se o papel desses compostos na sinaliza¢do por calcio
durante a exflagelagdo, evento dependente de proteinas-quinases e de sinalizagdo de
célcio; a inibicdo dessa sinalizagdo pode resultar na ndo formagéo dos gametas moveis

(Billker et al., 2004).
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