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RESUMO 

 
INTRODUÇÃO: A malária é uma doença complexa e infecciosa que afeta milhões 

de pessoas em todo o mundo, principalmente em países da África, Ásia, regiões 

mediterrâneas e América do Sul. O surgimento de cepas resistentes aos 

antimaláricos agravou o quadro, tornando urgente a busca e o desenvolvimento de 

novos candidatos a antimaláricos. Nosso grupo de pesquisa tem pesquisado a 

atividade antiparasitária de compostos metálicos complexados com moléculas 

naturais e antimaláricas nos últimos anos. OBJETIVO: Investigar atividade 

antiplasmodial de derivados rutênio-naftoquinona baseados na atovaquona e 

lapachol. MATERIAIS E MÉTODOS: Neste trabalho, quatro compostos de rutênio-

naftoquinona foram estudados para avaliar atividade antiplasmodial in vitro e in vivo: 

Derivado 1, Derivado 2, conjugados de rutênio-atovaquona; Derivado 3 e derivado 4, 

conjugados de rutênio-lapachol. RESULTADOS: A atividade antiparasitária contra 

as cepas de P. falciparum (3d7, D10 e W2) demonstraram que os derivados 1 e 2 

são mais potentes que os derivados 3 e 4, com valores de IC50 na faixa nanomolar e 

baixa toxicidade para culturas de células de mamíferos (J774 e HepG2). Os 

derivados 1 e 2 também foram testados com glutationa reduzida, e o Derivado 1 

exibiu melhor desempenho, dando indícios de que tais complexos podem agir na via 

de GSH. Em um modelo antiparasitário in vivo, o Derivado 1 (15,6 µmol/Kg) suprimiu 

a parasitemia e exibiu um perfil semelhante ao do medicamento de referência 

(atovaquona 15,6 µmol/Kg). O Derivado 2, testado em duas doses diferentes (15,6 

µmol/Kg e 46,7 µmol/Kg), reduziu a parasitemia apenas na dose mais alta. A 

supressão da parasitemia refletiu na taxa de sobrevivência dos animais tratados, que 

foi consideravelmente maior do que o grupo não-tratado. CONCLUSÃO: Nossos 

resultados demonstraram que os compostos de rutênio-naftoquinona são candidatos 

eficazes e promissores para a quimioterapia da malária, sendo o Derivado 1 (rutênio-

atovaquona) o composto que exibiu melhor perfil antiparasitário. 

Palavras-chave: Malária, Antiparasitários, Naftoquinonas, Lapachol, Atovaquona, 

Complexos metálicos. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Malaria is a complex and infectious disease that affects millions of 

people worldwide, mainly in countries in Africa, Asia, Mediterranean regions, and 

South America. The emergence of strains resistant to antimalarial drugs has 

worsened the scenario, making the search for and development of new antimalarial 

candidates an urgent task. Our research group have been searching for the 

antiparasitic activity of metallic compounds complexed with natural and antimalarial 

molecules in recent years. AIM: This work aims to investigate the antimalarial activity 

of the ruthenium-naphthoquinone derivatives atovaquone and lapachol based.  

MATERIALS AND METHODS: In this work, four ruthenium-naphthoquinone 

compounds were studied to evaluate in vitro and in vivo antimalarial activity: 

Derivative 1, Derivative 2, ruthenium-atovaquone conjugates; Derivative 3 and 

Derivative 4, ruthenium-lapachol conjugates. RESULTS: The antiparasitic activity 

against P. falciparum strains (3d7, D10 and W2) and Derivative 1 and 2 are more 

potent than the Derivative 3 and 4, with IC50 values in nanomolar range and low 

toxicity to mammalian cells cultures (J774 and HepG2). Derivatives 1 and 2 also 

were tested with reduced glutathione, and Derivative 1 exhibited better performance, 

giving indications of these complex acts in the GSH pathway. In an in vivo 

antiparasitic model, Derivative 1 (15,6 µmol/Kg) suppressed parasitemia and 

exhibited a similar profile to the reference drug (atovaquone 15,6 µmol/Kg). 

Derivative 2, tested in two different doses (15,6 µmol/Kg e 46,7 µmol/Kg), reduced 

parasitemia only in the highest dose. The suppression of parasitemia has reflected in 

the survival rate of treated animals, which was considerable higher than the 

untreated group. CONCLUSION: Our results demonstrated that ruthenium-

naphthoquinone compounds are effective and promising candidates for malaria 

chemotherapy.  

 

Key words: Malaria, Antiparasitics, Naphthoquinones, Lapachol, Atovaquone, Metal 

complexes. 
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1 INTRODUÇÃO 

A malária é uma doença parasitária e infecciosa complexa que tem como 

agente patológico protozoários do gênero Plasmodium spp.  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), no ano de 2019, foram 

registrados 229 milhões de casos de malária, com maior número de notificações 

no continente africano (WHO, 2020). A alta taxa de mortalidade está associada a 

dificuldade em combater as diversas formas evolutivas do parasito e o surgimento 

de cepas cada vez mais resistentes às terapias antimaláricas atuais (SKRZYPEK 

et al., 2017). Portanto, é necessária a busca e desenvolvimento de fármacos que 

ajam de forma efetiva nessa doença.  

Dentre as moléculas que vêm sendo estudadas nesses últimos ano, as 

naftoquinonas tem ganhado destaque pelas suas propriedades antiplasmodial e 

estabilidade química, que permite fazer substituições e/ou complexações com 

outras moléculas e metais, aumentando, assim, atividade frente ao plasmódio. O 

lapachol e Atovaquona são duas das naftoquinonas mais conhecidas e estudadas. 

O lapachol é uma molécula de origem natural que apresenta atividade em alvos 

específicos do parasito. Enquanto a Atovaquona é uma naftoquinona sintética, 

estruturalmente relacionada ao lapachol, e bastante potente nos estágios 

sanguíneos e hepáticos do ciclo biológico do parasito, agindo na cadeia 

respiratória do parasito e afetando outras estruturas (SILVA et al., 2016). O 

lapachol e seus análogos apresentam mecanismo similar, por possuírem o mesmo 

núcleo naftoquinônico.  

 No entanto, o surgimento de cepas resistentes do plasmódio a múltiplos 

fármacos é o grande desafio da comunidade científica. Com isso, a associação de 

metais de transição na estrutura de fármacos é comumente aplicada com 

finalidade de potencializar os efeitos farmacológicos. Dentre os metais de 

transição, o rutênio é considerado um dos mais adequados do ponto de vista 

químico-farmacêutico para o desenvolvimento de fármacos por apresentar 

solubilidade em meios aquosos e permitir atravessar membranas (OLIVEIRA et al., 

2017). Além disso, o rutênio potencializa atividade antimalárica de compostos 

quando associado a outros antimaláricos (MACEDO et al., 2016). A associação de 
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naftoquinonas com rutênio apresenta maior atividade que as moléculas base, 

quando testadas em células tumorais e parasitos do gênero Leishmania spp. e 

Plasmodium spp (BARBOSA et al., 2014). Mesmo apresentando atividade 

antimalárica em modelos experimentais, ainda não está totalmente elucidado o 

mecanismo de ação de complexos metálicos baseados em rutênio-naftoquinona.  

Diante disso, a busca de opções terapêuticas contendo naftoquinonas e rutênio 

tende a ser uma alternativa na pesquisa de novos fármacos. Julgando que 

atualmente já se tem notícias de plasmódios resistentes aos medicamentos 

utilizados na clínica, os complexos metálicos contendo rutênio em suas estruturas 

podem ser tidos como compostos potencialmente úteis na malária, ou por reverter 

o problema da resistência ou por atuarem em todos os estagio evolutivos do ciclo 

de vida do plasmódio. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 MALÁRIA 

A malária é uma doença causada por protozoários do gênero Plasmodium, e 

transmitidos pela fêmea do mosquito do gênero Anopheles. Existem cinco espécies 

que infectam humanos P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malarie, P. knowlesi, 

sendo o Plasmodium falciparum o que está envolvido nos casos mais graves de 

malária, seguido pelo Plasmodium vivax (NLINWE et. al, 2018).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), no ano de 2019 foram 

registrados 229 milhões de casos de malária no mundo. O maior número de casos 

de malária é proveniente de países do continente africano (95%), seguido do 

sudeste asiático (3%) e a região mediterrânea oriental (2%) (Figura 1) (WHO, 2020). 

No Brasil, é observado um maior número de ocorrências nas regiões da Amazônia 

legal (SIMÕES et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2016; BRASIL, 2020).  No ano de 2017 

foram registrados na região amazônica 128.747 casos de malária, com mais de 

1.500 internações e aproximadamente 20 óbitos, sendo essas infecções  

acometidas, principalmente, pelo P. vivax, seguido pelo P. falciparum (BRASIL, 

2020). A maior concentração de casos de malária na região norte do Brasil é devido 

às condições climáticas e geográficas necessárias para a sobrevivência e 

reprodução do mosquito Anopheles, como umidade, temperatura, pressão 

atmosférica, altitude específica (KELLY-HOPE et al., 2009; DAHER et al., 2019; 

WOLFARTH-COUTO et al., 2020).  
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O ciclo biológico do plasmódio é complexo e envolve várias formas evolutivas. 

Para o desenvolvimento do parasito, este necessita de um hospedeiro vertebrado, 

onde ocorre o ciclo assexuado, e outro invertebrado, para ciclo sexuado. Os 

hospedeiros vertebrados podem ser mamíferos, répteis ou aves; enquanto os 

invertebrados podem ser mosquitos do gênero Lutzomya, Culex, Aedes e Culiseta. 

Nas infecções que acometem humanos o vetor é o mosquito fêmea do gênero 

Anopheles (NJABO et al., 2010; SCHALL, 2011). 

No homem, a infecção é iniciada no momento do repasto sanguíneo, quando 

o mosquito anofelino fêmea infectado inocula os esporozoítos presentes nas 

glândulas salivares. Os parasitos rapidamente penetram os vasos sanguíneos e 

migram diretamente para o fígado, não se mantendo por muito tempo no local o qual 

foi inoculado (Figura 2). O estágio hepático é essencial no ciclo de vida do 

plasmódio. No fígado, os esporozoítos invadem os hepatócitos, local onde irão se 

transformar na forma infectante sanguínea, os merozoítos. Um único esporozoíto 

pode dar origem a milhares de merozoítos, os quais, posteriormente, irão migrar 

para corrente sanguínea e infectar os eritrócitos (COWMAN et al., 2016).  

As espécies P. vivax e P. ovale possuem uma forma evolutiva diferente das 

outras, os hipnozoítos. Estas formas do parasito são capazes de se manter latentes 

no fígado por curtos ou longos períodos de tempo, podendo ser responsáveis por 

Figura 1: Taxa de incidência prevista de casos de malária por P. falciparum no 
ano de 2019. As taxas são baseadas em casos clínicos para 1.000 habitantes. A 
diferenciação de cores corresponde ao percentual de ocorrência, com escala de zero 
a 10 casos por 1.000 (tons cinza) e de 10 a 1.000 (roxo a amarelo). Imagem extraída 
de <www. https://malariaatlas.org>. 
 



19 
 

recidivas em pacientes que apresentaram infecções anteriormente (MARKUS, 2015). 

Uma vez no hepatócito, o parasito passará por reprodução assexuada, denominada 

esquizogonia pré-erictrocítica, o qual ocorre replicação de DNA e organização de 

organelas do parasito, resultando no esquizonte hepático. A partir disso, a 

membrana plasmática do parasito inicia um processo de invaginação ao redor 

dessas organelas, dando origem aos merozoítos (STANWAY et al., 2011; 

LANGHORNE et al., 2016). 

 

 

Durante o ciclo hepático não há manifestação de sintomas, sendo observados 

apenas na fase eritrocítica. Após a formação dos merozoítos, vesículas parasitadas 

(merossomos) rompem liberando estas formas evolutivas para a corrente sanguínea. 

Uma vez estabelecida a infecção eritrocítica, os parasitos se diferenciam em 

Figura 2: Ciclo biológico do plasmódio nos diferentes tecidos. Imagem ilustrativa 
das formas evolutivas que se desenvolvem no mosquito anofelino, estágios hepáticos e 
estágios sanguíneo (Adaptado de Griffith et al., 2007). 
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trofozoíto jovem (anéis), trofozoíto maduro, esquizontes sanguíneos e, 

posteriormente, merozoítos, os quais irão romper a membrana eritrocitária e liberar 

os parasitos para infectar novas células (SARAF et al., 2016).  

É durante a fase sanguínea que são observados o surgimento dos sintomas. 

Após a invasão do merozoíto ao eritrócito, o plasmódio rapidamente se desenvolve 

para a forma de anel, a qual é marcada pela baixa atividade metabólica. Cerca de 

aproximadamente 20 horas após invasão, o plasmódio passa para o estágio de 

trofozoíto, que tem como característica a síntese de DNA e RNA, além da digestão 

da hemoglobina, sendo esta última fonte de aminoácidos do parasito. A digestão da 

hemoglobina ocorre no vacúolo digestivo do parasito, compartimento do tipo 

lisossomal com pH ácido, o qual é favorável para ativação de proteases e início o 

processo. No início da digestão, o plasmódio consome apenas a porção proteica da 

hemoglobina, sendo a porção contendo Fe (II) (heme) rapidamente polimerizada ao 

cristal inerte hemozoína. Assim que o heme é liberado, o pH ácido e o oxigênio 

presentes no vacúolo digestivo resulta no rápido processo de oxidação para Fe (III) 

hematina, a qual é tóxica para o parasito. Para contornar tal toxicidade, o parasito 

cristaliza a hematina, seu principal processo de desintoxicação, em hemozoína, a 

qual não é tóxica para o parasito (Figura 3) (LAZARUS et al., 2008; MÜLLER et al., 

2011). A inibição da cristalização da hematina é um dos principais alvos de fármacos 

antimaláricos (FAMIN; GINSBURG, 2002; GLANS et al., 2012).   
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Uma pequena fração de merozoítos liberados no estágio sanguíneo, cerca de 

0,1%-5%, se diferenciam em gametas masculinos e femininos (gametócitos) 

(MEIBALAN et al., 2019). É nesse estágio que o parasito se torna infectante para o 

vetor, o qual, durante repasto sanguíneo, ingere sangue infectado e inicia a fase 

sexuada. No mosquito, os gametócitos irão para o intestino do anofelino, local que 

possui as condições adequadas para diferenciação em microgametócito (masculino) 

e macrogametócito (feminino), como temperatura abaixo de 30°C e pH aumentado 

devido à baixa pressão de dióxido de carbono (CO2). Logo após, ocorre a 

fecundação e mitose, resultando no zigoto. O zigoto se aloja na parede do intestino 

do mosquito, se diferencia em oocineto, depois em oocisto. Este último rompe a 

membrana e libera milhares de esporozoítos que irão se alojar nas glândulas 

salivares do anofelino, podendo iniciar um novo ciclo quando realizar o repasto 

sanguíneo (COWMAN et al., 2016; MEIBALAN et al., 2019). 

O rompimento das hemácias infectadas e posterior liberação dos merozoítos 

é o que caracteriza os acessos febris da malária. Isso ocorre devido à grande 

quantidade de eritrócitos rompidos, aumento da parasitemia e liberação da 

hemozoína na corrente sanguínea, resultando em episódios de febre alta e calafrios 

(KOCH, et al., 2016). Os ciclos febris variam para cada espécie. No P. falciparum e 

P. vivax o ciclo dura 48 horas, enquanto para o P. malarie tem um ciclo de 72 horas, 

apresentando os episódios de febre a cada 4 dias. Na malária complicada, esses 

acessos febris podem apresentar sintomas mais graves como hipoglicemia, 

convulsões, náuseas, vômito, distúrbios de consciência, insuficiência renal e coma 

(malária cerebral). Dessa forma, o diagnóstico deve ser realizado com antecedência, 

para que o paciente com suspeita de malária não evolua para quadro mais grave da 

doença (LUZOLO et al., 2018). 

 

Figura 3: Processo de digestão da hemoglobina no vacúolo digestivo do plasmódio 
dentro do eritrócito infectado. O parasito consome a hemoglobina do eritrócito 
consumindo a porção proteica (globina), a qual é catabolizada por proteinases (falcipaína 
e plasmepsina), e dão origem à aminoácidos. O heme liberado, o qual é tóxico para o 
parasito, é rapidamente cristalizado em hemozoína. (Adaptado de CORONADO et al., 2014). 
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2.2 QUIMIOTERAPIA ANTIMALÁRICA – CONTEXTO HISTÓRICO E 

TRATAMENTO ATUAL 

O tratamento para a malária é conhecido muito antes da identificação do ciclo 

de vida do parasito. No século XVII padres jesuítas que vieram juntamente com 

colonizadores europeus observaram a utilização popular de chás e bebidas por 

indígenas. Estes chás eram preparados com a casca da Cinchona sp. para o 

tratamento de alguns tipos de febre (CUNICO et al., 2008). O principal componente 

ativo dessa árvore é um alcaloide, a quinina. Tal fato foi comprovado em 1820 por 

Pierre Pelletier e Joseph Caventau a partir do isolamento de vários alcaloides ativos. 

Um ano após o descobrimento da quinina, esta começou a ser comercializada com o 

nome de “pó-dos-jesuítas” (DESPOMMIER et al., 2017.).  

O desenvolvimento de fármacos antimaláricos está bastante associado com os 

períodos de guerra. As tropas que estavam a frente desses conflitos sofriam com as 

epidemias da malária e para isso necessitavam de alternativas que os protegessem. 

Durante a Primeira Guerra Mundial, a quinina era o fármaco utilizado contra a 

malária. Porém, com a dificuldade na obtenção da casca da Cinchona, a Alemanha 

buscou sintetizar moléculas com atividade antimalárica, como a 9-aminoacrinidina 

(atabrina), a qual foi sintetizada na década de 20 e comercializada em 1930. Durante 

a Segunda Guerra Mundial, os Estados Unidos começaram fabricar a atabrina 

americana devido à dificuldade de obtenção da matéria-prima para extração da 

Quinina. A atabrina americana foi administrada em soldados americanos e aliados 

como profilaxia. Entretanto, foram observados efeitos adversos e psicológicos o que 

fez suspender o seu uso (WALLACE, 1989; FRANÇA, et al., 2008).  

A dificuldade de obtenção do quinina impulsionou a pesquisa de novas 

moléculas ativas contra o plasmódio. Fármacos como amodiaquina, primaquina, 

pirimetamina e cloroquina foram sintetizados. A cloroquina, então, tornou-se o 

fármaco de primeira escolha devido ao baixo custo, tolerância, segurança e baixa 

toxicidade. Foi durante a Guerra do Vietnã que soldados apresentaram casos de 

malária resistentes à cloroquina, o que incentivou a busca de alternativas que 

fossem eficazes em casos com cepas resistentes. Com isso, a mefloquina e a 

halofantrina foram aprovadas pela Food and Drug Adminisration (FDA) (SKRZYPEK 

et al., 2017). 
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Algumas 4-aminoquinolinas, como cloroquina, quinina, amodiaquina, 

mefloquina, e 8-aminoquinolinas, como primaquina e tafenoquina, podem agir tanto 

nas formas evolutivas assexuadas quanto nos gametócitos (KUMAR et al., 2015). A 

primeira linha de tratamento era a cloroquina, a qual atua como esquizonticida, não 

apresentando efeitos adversos graves, permitindo a adoção como profilaxia em 

áreas endêmicas. Características farmacológicas da cloroquina, como estabilidade, 

baixo custo e eficácia, resultou na grande utilização desse medicamento e aumento 

significativo de cepas resistentes. O mecanismo de resistência do plasmódio à 

cloroquina está associado a mutações na proteína de transporte transmembrana do 

P. falciparum resistente à cloroquina (PfCRT), localizada na membrana do vacúolo 

digestivo, diminuindo, assim, a concentração do fármaco nesse compartimento 

(OLAFSON et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estruturas químicas da quinina, cloroquina e artemisinina. 
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O mecanismo de ação das 4-aminoquinolinas e 8-aminoquinolinas é baseado 

na inibição da polimerização da hemozoína. As aminoquinolinas se ligam à hematina 

durante o processo de metabolização da hemoglobina, impedindo a formação dos 

cristais inertes e resultando na morte do parasito pelo o acúmulo desse metabólito 

no vacúolo digestivo (PAGOLA et al., 2000; OLAFSON et al., 2015). Algumas 8-

aminoquinolinas, como primaquina e tafenoquina, podem agir tanto nas formas 

evolutivas assexuadas quanto nos gametócitos. A primaquina é um exemplo de 

fármaco que age dessa forma, sendo utilizada em associação com esquizonticidas 

sanguíneos devido sua ação frente às formas evolutivas latentes (hipnozoítos) do P. 

vivax e P. ovale (SULLIVAN, 2017).  

O rápido aumento no número de cepas resistentes desencadeou na busca de 

outras alternativas terapêuticas eficazes e que não desenvolvessem resistência no 

parasito. Com isso, a mefloquina foi adotada para o tratamento da malária com 

parasitos resistentes a cloroquina. A mefloquina é um potente esquizonticida 

sanguíneo e seus efeitos farmacológicos resultam na regressão da parasitemia e os 

sintomas. O mecanismo de ação não está completamente elucidado, mas acredita-

se que pode agir durante o processo de cristalização da hemozoína. Mesmo 

possuindo características farmacológicas interessantes, foi observado o surgimento 

de cepas também resistentes a mefloquina (PRICE et al., 2004).  

Com o contínuo surgimento de cepas resistentes à quininas, a artemisinina 

surgiu como uma opção promissora. É um produto natural extraído da Artemisia 

annua utilizada na antiguidade pelos chineses para febres. Na década de 70 foi 

isolada e descoberta sua ação antimalárica, e utilizada para tratar malária em 

homens que estavam participando da guerra no Vietnã. A partir disso, a artemisinina 

serviu como base para a síntese de novos compostos análogos à sua estrutura, 

como artesunato, diidroartemisinina, arteméter (LA-SCALEA et al., 2007). 

A artemisinina e seus derivados (artesunato, ácido artenílico, 

dihidroartemisinina) surgiram como alternativas para contornar o contínuo 

aparecimento de plasmódios resistentes às terapias utilizadas (TU, 2011). A eficácia 

da artemisinina é proveniente da rápida ação supressora da parasitemia agindo nas 

formas evolutivas sanguíneas, além dos gametócitos e, quando associada a outros 

antimaláricos, pode eliminar a infecção. Os efeitos farmacológicos da artemisinina e 
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seus derivados estão diretamente associados à presença de uma ponte 

endoperóxido na estrutura química desses fármacos. Essa característica estrutural 

permite que a molécula seja reduzida pelo íon ferroso, presente no heme, durante a 

digestão da hemoglobina. No vacúolo digestivo a artemisinina é clivada, dando 

origem a radicais livres que podem modificar estruturas proteicas dos parasitos por 

alquilação (MESHNICK, 2002). Em um estudo realizado por La-Scalea et al. (2007) 

demonstrou alterações no comportamento voltimétrico na presença de hemina 

quando tratada com artemisinina, confirmando, assim, que ocorre redução da 

molécula na presença de um agente redutor, no caso o íon Fe+2. 

O tratamento da malária, atualmente, é baseado em terapias combinadas, 

onde o principal objetivo é combater o plasmódio por mais de um alvo bioquímico 

(WHO, 2020). Com isso, a OMS preconizou algumas combinações de 

medicamentos que ajam por vias metabólicas diferentes combatendo o protozoário e 

diminuindo o risco de desenvolver resistência individual para cada fármaco. Então, 

pela eficácia comprovada da artemisinina e seus derivados, foi adotada a terapia 

combinada baseada na artemisinina (TCA), em que é utilizada a artemisinina ou 

seus derivados associados com um ou mais fármacos (Tabela 1). A artemisinina e 

os seus derivados não podem ser utilizados como monoterapia oral. Formulações de 

dose fixa (combinação de dois princípios ativos diferentes em um único comprimido) 

são mais recomendadas do que o uso de vários comprimidos ou cápsulas, uma vez 

que facilitam a adesão ao tratamento (WHO, 2020). 
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Tabela 1: Terapia combinada utilizada para a malária não-complicada baseada na 

artemisinina e seus derivados. 

Terapia combinada 

Arteméter + lumefantrina 

Artesunato + amodiaquina 

Artesunato + mefloquina 

Diidroartemisinina + piperaquina 

Artesunato + sulfadoxina - 

pirimetamina 

Fonte: Guidelines for the treatment of malaria 3ª edição, 2015 

 

Mesmo apresentando eficácia frente ao plasmódio, ainda é existente a 

preocupação quanto à resistência do protozoário. Dados da OMS, apontam o 

surgimento de falhas terapêuticas em pacientes que faziam uso de TCAs em 

diversos países (Figura 5), inclusive o Brasil, o qual apresentou cepas de P. 

falciparum resistentes ao esquema arteméter/lumefantrina e artesunato/mefloquina 

entre 2015 e 2017 (WHO, 2020).  
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O planejamento e desenvolvimento da atovaquona está associado a 

escassez do fornecimento de quinina no período da Segunda Guerra Mundial. A 

procura por um novo fármaco antimalárico levou a investigação de diversos 

compostos do grupo das hidroxinaftoquinonas. A atovaquona é fármaco sintético 

cuidadosamente planejado para se assemelhar estruturalmente com a coenzima 

Q10 (ubiquinona) (Figura 6), que está envolvida no transporte de elétrons na 

mitocôndria do parasito, biossíntese de novo da pirimidina e no metabolismo 

energético (SIREGAR et al., 2015).  

 

 

 

 

 

Figura 5: Panorama de países que reportaram falha terapêutica para a 
arteméter/lumefantrina em 2019. Figura extraída de <https://www.who.int>, acesso 
28/12/2020. 

Figura 6: Estruturas químicas da ubiquinona e atovaquona. 
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A atovaquona é uma hidroxinaftoquinona estruturalmente semelhante a 

ubiquinona e age inibindo seletivamente o transporte de elétrons na mitocôndria no 

complexo bc1 (Figura 7). Tal inibição resulta na perda da função mitocondrial do 

parasito, já que este processo ocorre no estágio sanguíneo, e necessita dessa 

função importante para sobrevivência. Durante o estágio eritrocítico, a mitocôndria 

tem como principal função o fornecimento de orotato para síntese de pirimidina 

através da atividade da diidroorotato desidrogenase (DHODH). Por se assemelhar 

estruturalmente com a ubiquinona, a atovaquona acaba por inibir o complexo 

citocromo bc1 do parasito, tendo como alvo o compartimento de oxidação do 

ubiquinol (Q0) (SIREGAR et al., 2015). Consequentemente, o complexo bc1 é 

afetado, resultando na inibição de metabólitos necessários para via da pirimidina 

(MATHER et al., 2005; PAINTER et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Cadeia respiratória mitocondrial no plasmódio. A cadeia respiratória 
mitocondrial do parasito é composta pelo complexo II (succinato-ubiquinona redutase), 
III (quinol-citocromo c redutase), IV (citocromo c oxidase) e diidroorotato 
desidrogenase (DHODH). A ubiquinona é o principal componente na cadeia elétrica 
mitocondrial do plasmódio. É a interseção entre o metabolismo da biossíntese da 
pirimidina e metabolismo energético. A atovaquona age nessa cadeia energética, se 
ligando ao citocromo b e, consequentemente, impede a transferência de elétrons entre 
a ubiquinona e as enzimas mitocondriais (Imagem adaptada de SIREGAR et al., 
2015). 
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A atovaquona inibe seletivamente o transporte de elétrons mitocondrial 

parasita. Embora a resistência se desenvolva rapidamente quando a atovaquona é 

usada como um agente único contra a malária por Plasmodium falciparum, em 

combinação com proguanil (uma biguanida), sua atividade é aumentada, reduzindo 

assim a probabilidade de surgimento de resistência (SIREGAR et al., 2015).  

Com a adoção da atovaquona como monoterapia no tratamento para malária, 

houve consequente surgimento de cepas de parasitos resistentes (SRIVASTAVA; 

VAIDYA, 1999). Então, com a necessidade de contornar tal resistência, o proguanil 

foi adotado como coadjuvante no tratamento, com a apresentação o medicamento 

Malarone® (atovaquona 250 mg/ proguanil 100 mg). O proguanil não tem ação 

antiparasitária potente quando usado sozinho, mas aumenta a capacidade da 

atovaquona em colapsar a membrana mitocondrial do plasmódio, provavelmente por 

um mecanismo de sinergismo (Figura 8) (FOOTE et al., 1990; SIREGAR et al., 

2015). A administração da associação atovaquona/proguanil precisa ser feita pela 

via oral, já que o proguanil necessita do metabolismo hepático de primeira passagem 

pra se tornar ativo. Com isso, o proguanil é convertido em cicloguanil a qual sofre 

metabolização pelo sistema hepático CYP2C19 e, a partir disto, inibe a diidrofolato 

redutase do parasita (DHFR), essencial para a produção de folato e a replicação do 

parasito (FÄRNERT et al., 2003; THAPAR et al., 2003).  
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Figura 8: Mecanismo de ação e resistência do plasmódio à Atovaquona e 
proguanil. A Atovaquona tem como alvo o citocromo b do complexo bc1, o qual é 
formado pelos citocromos b e c1 e a proteína ferro-enxofre de Rieske (ISP), na 
cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria do plasmódio. Essa cadeia de 
transporte está localizada na membrana iterna da mitocôndria, entre o espaço 
intermembrana e a matriz. A atividade da Atovaquona é diminuída quando ocorre 
mutações no citocromo b (Y226S/C/N). A Atovaquona atua em sinergia com o 
proguanil. O proguanil precisa ser metabolizado no fígado pela enzima CYP2C19 
para sua forma ativa, o cicloguanil. O cicloguanil tem como alvo a enzima DHFR 
na via do folato do parasito. A atividade do cicloguanil é reduzida quando ocorre 
mutações na DHFR, incluindo A16V/S108N e S108N/N51I/C59R/I164L. (Imagem 
extraída de STAINES et al., 2018). 
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A atovaquona é altamente lipofílica e possui baixa solubilidade em água. É 

um fármaco pouco absorvido pelo estômago, sendo aconselhável a administração 

com alimentos gordurosos, o que resulta no aumento das concentrações 

plasmáticas em aproximadamente 5 vezes. O tempo de meia-vida da atovaquona é 

relativamente longo, podendo alcançar 87 horas após a administração (MCKAGE; 

SCOTT, 2003). Tal característica é importante na manutenção dos níveis 

plasmáticos do fármaco no paciente.  

Mesmo adotando a estratégia de associação da atovaquona com o proguanil, 

ainda é visto surgimento de parasitos resistentes à essa terapia. Dentre os 

mecanismos que podem influenciar na eficácia do tratamento, mutações no 

citocromo b do Plasmodium falciparum (PfCYTb) são os mais recorrentes e causam 

resistência do plasmódio a atovaquona. A resistência ao cicloguanil são 

provenientes de mutações na DHFR, mas também polimorfismos na CYPC219 do 

hospedeiro pode influenciar nas concentrações de cicloguanil sérico (PAINTER et 

al., 2007; SIREGAR et al., 2015).  

Em suma, os medicamentos atualmente utilizados apresentam eficácia para o 

tratamento da malária. Porém, é visto cada vez mais comum o aumento e 

disseminação de parasitos multirresistentes aos medicamentos antimaláricos, sendo 

necessário, assim, a busca de alternativas terapêuticas eficazes, com ação em 

múltiplos estágios do parasito e com baixa toxicidade. 

2.3 A MITOCÔNDRIA COMO ALVO DE ANTIMALÁRICOS 

Como dito anteriormente, a mitocôndria pode ser um interessante alvo 

terapêutico para fármacos antimaláricos. Essa organela está envolvida no transporte 

de elétrons do parasito, biossíntese de pirimidina e consequente síntese de DNA, 

processos necessários para a sobrevivência do plasmódio. A mitocôndria do 

plasmódio possui diferenças moleculares e funcionais em comparação com as 

mitocôndrias de células humanas, diferenças essas que torna essa organela um alvo 

interessante para a química medicinal.  

Na cadeia transportadora de elétrons do plasmódio existe cinco 

desidrogenases que servem como doadoras de elétrons para a ubiquinona, 



32 
 

resultando em ubiquinol (ubiquinona reduzida), são estes NDH2 (NADH 

desidrogenase tipo II), diidrooratato desidrogenase (DHOD), malato quinona 

oxiredutase (MQO), succinato desidrogenase (SDH) e glicerol 3-fosfato 

desidrogenase (G3PDH). No complexo mitocondrial bc1 o ubiquinol reduzido é 

oxidado novamente para ubiquinona. O NADH2 é considerado um alvo promissor no 

para o desenvolvimento de fármacos antimaláricos, pois esta é uma flavoenzima 

ligada a membrana da mitocôndria, que cataliza a transferência de elétrons do 

NADH para quinona, resultando em NAD+ e quinol (NIXON et al., 2013; KE et al., 

2018). A grande vantagem no direcionamento de fármacos para esse alvo está no 

fato de não estar presente em humanos. A mitocôndria humana possui uma NADH 

desidrogenase tipo I que possui 45 subunidades e bombeia prótons através da 

membrana mitocondrial interna ao mesmo tempo que ocorre a transferência de 

elétrons. Por outro lado, o plasmódio possui uma NADH desidrogenase tipo II 

(NDH2), uma subunidade única responsável por bombear prótons na membrana 

mitocondrial do parasito (BIAGIN et al., 2006; KE et al., 2018). 

Outro alvo molecular estudado no desenvolvimento de fármacos 

antimaláricos é a DHOD. Na cadeia transportadora de elétrons, a DHOD está 

envolvida na biossíntese de pirimidina, o qual é essencial para a sobrevivência do 

parasito. Durante o estágio sanguíneo, o parasito está em sua fase metabolicamente 

mais ativa e necessita de energia glicolítica para que ocorra o processo de 

biossíntese de pirimidina, a qual é essencial para síntese de DNA e RNA, 

foasfolipídios e glicoproteínas (PHILLIPS et al., 2015).  

A cadeia transportadora de elétrons mitocondrial do plasmódio é um alvo 

interessante para o desenvolvimento de fármacos no combate da malária. As 

diferenças estruturais entre a mitocôndria humana e a do parasito permitem que os 

fármacos sejam seletivos quando possuem a mitocôndria como sítio de ação. Desse 

modo, fármacos que possuam a mitocôndria como local de ação podem agir em 

múltiplos alvos ao longo da cadeia transportadora de elétrons e resultar na morte do 

parasito e diminuição da parasitemia de indivíduos infectados.  
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2.4 QUINONAS: HISTÓRICO, OCORRÊNCIA E IMPORTÂNCIA COMO 

PRODUTOS NATURAIS 

As quinonas fazem parte de uma classe de compostos comuns em vários 

produtos naturais e bioquímicos endógenos. Possuem uma estrutura química com 

características importantes na transferência de elétrons, as quais são essenciais 

para os seres vivos (SILVA et al., 2003).  

Na antiguidade, as quinonas eram utilizadas como antieméticos e purgantes. 

As propriedades farmacológicas das quinonas estão, muitas vezes, ligadas a 

subclasse que se encontra como, por exemplo, as antraquinonas presentes nas 

plantas do gênero Senna são responsáveis por seus efeitos laxativos. Sabe-se 

também que as quinonas possuem propriedades antitumoral, antiparasitária, 

antibacteriana (BRANDELLI et al., 2004; JARDIM et al., 2015; RAJASEKAR et al., 

2019), além de serem componentes importantes nas cadeias de transporte de 

elétrons na respiração celular e fotossíntese, como plastoquinonas e a menaquinona 

(vitamina K) (COX et al., 1966; MONKS et al., 2002; BOLTON et al., 2016).   

As quinonas são metabólitos secundários provenientes da via de síntese do 

ácido chiquímico em uma grande variedade de plantas. Nos seres humanos não 

ocorre diretamente a síntese dessas moléculas, porém há exposição a partir do 

metabolismo oxidativo de catecolaminas e estrógenos, onde os seus subprodutos 

são quinonas (BOLTON et al., 2000). A principal característica química dessa classe 

de moléculas é presença de anéis aromáticos com duas carbonilas, podendo estas 

estarem adjacentes ou separadas no anel (KUMAGAI et al., 2012). As quinonas são 

classificadas de acordo com derivações do sistema aromático parental como, por 

exemplo, as benzoquinonas derivadas do benzeno, antraquinonas de antraceno e 

naftoquinonas derivadas de naftaleno. Além disso, esses ativos possuem 

propriedade redox, que podem sofrer ciclos redox enzimáticos pelo citocromo p450, 

e não enzimático, gerando radicais superóxidos (CARNEIRO et al., 2016). 

Dentre as quinonas que se tem conhecimento, as naftoquinonas têm sido de 

grande interesse na busca de alternativas terapêuticas para diversas doenças. São 

metabólitos secundários de ocorrência natural encontrados na família bignoniaceae 

e são facilmente encontradas em corantes, cosméticos, alimentos e em extratos 
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para fins medicinais, como antimicrobiano, antitumoral e anti-inflamatórios (JÁCOME 

et al., 1999). 

Entre os compostos naftoquinoidais obtidos a partir de produtos naturais, 

destaca-se o lapachol (2-hidroxi-3-(e-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona), uma 

naftoquinona que têm recebido atenção considerável por suas propriedades anti-

inflamatórias, antitumorais e antiparasitárias. Essa molécula está presente em 

grande parte de plantas do gênero Tabebuia, popularmente chamada de Ipê (SILVA 

et al., 2003). Tanto o lapachol quanto seus derivados, tendo destaque os isômeros 

α-lapachona e β-lapachona (Figura 9), mostraram ação citotóxica contra linhagens 

de células tumorais (BOOTHMAN, 1989; JARDIM, et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O lapachol, assim como outras naftoquinonas, possuem características 

estruturais que possibilitam a complexação com outras estruturas.  Podem se ligar 

aos íons metálicos em diferentes estados de oxidação, como quinona (oxidada), 

como semi-quinona (semi-reduzida) e como hidroxiquinona (reduzida) (ORAMAS-

Figura 9: Estruturas químicas do lapachol, α-lapachona e β-lapachona. Imagens 
extraídas de MOREIRA et al, 2014. 
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ROYO et al., 2013). Estudos mostraram que a complexação do lapachol com íons 

metálicos aumentou a ação antiparasitária promastigotas de L. amazonensis, além 

de inibir a proliferação destes parasitos (BARBOSA et al., 2014; SOUZA et al., 

2014).  

Um estudo realizado por Moreira et al. em 2014 demonstrou atividade 

antiparasitária do lapachol e seus derivados frente à cepas de P. falciparum, inibindo 

a maturação das formas de anéis para trofozoítos. Além disso, pode-se observar que 

não induziu hemólise em concentrações até 200 μM. Tal versatilidade permite que 

as quinonas ajam nos sistemas biológicos, aumentando a chance de ligar-se aos 

receptores específicos com baixo risco de toxicidade. 

Outra naftoquinona bastante estudada é a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona, 

também conhecida como lausona. A lausona é uma das naftoquinonas naturais mais 

antigas que se tem notícia. Essa molécula é o principal bioativo do extrato da 

Lawsonia inermis (Henna). Das propriedades bioativas que se tem conhecimento 

sobre a lausona destacam-se as anti-inflamatórias e antimicrobianas, como 

demonstrado por Alia et al. (1995) em que o extrato etanólico da L. inermis reduziu 

edema e inflamação em ratos após 2 e 4 horas pós administração. Bem como inibiu 

a produção de superóxido aniônico frente a neutrófilos humanos (LIOU et al., 2013). 

Por outro lado, também foi observado ação da lausona frente a patógenos humanos 

como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus 

subtilis e Plasmodium sp.  (ISMAIL et al., 2014; AFOLAYAN et al., 2016).   

A atovaquona é uma hidroxi-1,4-naftoquinona sintética usada no tratamento 

da malária não-complicada em associação com o proguanil. A atovaquona se 

relaciona estruturalmente ao lapachol e apresenta potência frente a cepas de 

plasmódio in vitro e eficácia in vivo nas fases eritrocíticas e hepática (BRANDÃO et 

al., 2017). Durante o desenvolvimento desse fármaco, foi observada atividade frente 

ao P. falciparum in vitro na concentração de ~1nM. Além disso, Müller et al. (2011) 

demonstrou que 1,4 – naftoquinonas podem agir inibindo a glutationa redutase no P. 

falciparum, a qual tem papel essencial na proteção do parasito contra radicais livres, 

resultando no desequilíbrio da homeostase elétrica no citosol do parasito e inibindo a 

cristalização da hemozoína.  
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Em suma, as quinonas são uma classe de moléculas promissoras. 

Apresentam atividade antitumoral, anti-inflamatória, antibacteriana, antifúngica e 

antiparasitária, sendo assim ponto de partida para o desenvolvimento de novos 

fármacos com potencial antimalárico.  

2.5 COMPLEXOS METÁLICOS BASEADOS EM RUTÊNIO: FONTE DE 

DESENVOLVIMENTO FARMACÊUTICO 

Desde a introdução da cisplatina no tratamento do câncer, o desenvolvimento 

de compostos à base de metal vem ganhando espaço na investigação de 

alternativas terapêuticas para diversas doenças. Os complexos de rutênio têm sido 

amplamente pesquisados como agentes antitumorais, antibacterianos e 

antiparasitários promissores. Eles apresentam mecanismos de ação distintos 

associados à baixa toxicidade que possibilita a adoção como alternativa terapêutica 

(TABRIZI et al., 2016).  

Nos últimos anos, complexos organometálicos de Ru (II) despertaram atenção 

na pesquisa. Tal interesse está associado à capacidade de ser complexado com 

compostos orgânicos com importância medicinal, seja por coordenação direta ao 

centro metálico ou pela funcionalização de um ligante, com objetivo de melhorar o 

valor terapêutico (OLIVEIRA et al., 2017). O uso de estruturas privilegiadas no 

desenvolvimento de novos fármacos tem sido uma abordagem eficaz no 

planejamento de novos medicamentos. Essas estruturas muitas vezes são fármacos, 

compostos naturais ou moléculas bioativas com propriedades promissoras ou com 

semelhança estrutural ao fármaco já usado no tratamento de patologias (Figura 10) 

(GLANS et al., 2012).  
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A associação de estruturas privilegiadas com metais pode aumentar a potência 

do complexo resultante a partir do sinergismo entre a biomolécula e o metal, 

melhorando a atividade biológica. Dentre as moléculas amplamente estudadas, 

compostos derivados da quinina apresentam grande versatilidade. A solubilidade 

dos complexos metálicos depende do íon metálico utilizado e a natureza dos 

ligantes associados. O complexo metálico deve ser solúvel em água e apresentar 

lipofilicidade adequada para atravessar as membranas celulares (DHANARA et al., 

2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Complexos metálicos rutênio-cloroquina. Estruturas química de 
organometais testados anteriormente por nosso grupo. Imagem extraída de MACEDO 
et al, 2016.  
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Complexos de Ru (II) possuem atividade antiparasitária promissora em 

modelos in vitro e in vivo (Figura 11) por se tornarem reativos em pH ácido e em 

ambientes com níveis elevados de glutationa, conferindo à molécula seletividade 

entre células de mamíferos saudáveis e os parasitos (NEVES et al., 2019).  

A atividade antimalárica de vários complexos metálicos tem sido demonstrada 

eficaz no tratamento contra cepas resistentes de plasmódio in vitro (BARBOSA et al., 

2014; KUPPUSAMY et al., 2016). Macedo et al. (2016) observou que a complexação 

do rutênio com a cloroquina tem ação antimalárica mais acentuada em cepas 

resistentes, em comparação ao metal livre e a cloroquina. A presença do metal 

potencializa o efeito esperado podendo agir em vias diferentes das já conhecidas, 

como a inibição da formação de cristais de hemozoína. Em 2016, Martinez et al. 

testou um composto híbrido que possuía rutenoceno, trioxano e uma 4-

aminoquinolona contra P. falciparum. O composto foi sete vezes mais ativo que a 

cloroquina em cepas resistentes demonstrando, assim, a presença do metal na 

estrutura aumenta atividade antiparasitária. 

Substâncias contendo naftoquinonas em sua estrutura desempenha atividade 

relacionada à geração de espécies reativas de oxigênio por ciclo redox (NEVES et 

al., 2019). A inserção íons metálicos pode modular as propriedades das 

naftoquinonas, representando, assim, uma estratégia atraente no desenvolvimento 

de novos fármacos. Em 2003, Gokhale et al. realizou um estudo com complexos 

metálicos com a naftoquinona buparvaquona, e evidenciou que tal associação é uma 

alternativa como novos agentes antimaláricos potentes.  Este trabalho foi o primeiro 

exemplo de complexo metálico com naftoquinonas antimaláricas.  

Dessa forma, a associação de compostos naftoquinônicos com íons metálicos 

torna-se uma estratégia capaz de potencializar a ação antiparasitária dessas 

moléculas. Contudo, os mecanismos celulares e moleculares de complexos rutênio-

Figura 11: Eficácia de complexo metálico platina-cloroquina (WV-93). Desenho 
experimental de Thompson (A), percentual de parasitemia (B) e sobrevivência dos 
animais (C, D). Em (B) WV-93 suprimiu a parasitemia semelhante a Cloroquina (CQ). Ao 
mesmo tempo que aumentou o tempo de vida dos animais (C, D) em comparação ao 
grupo veículo e CQ. No painel (B), os valores representam o média ± D.P. de um 
experimento. *** p <0,01 versus veículo (One way ANOVA e teste de Newman-Keuls). dpi 
= dias após infecção. Ensaio in vivo realizado por Macedo et al. (2017) 



39 
 

naftoquinona não estão totalmente elucidados, sendo necessária a investigação dos 

possíveis mecanismos de ação de tais complexos no plasmódio, bem como avaliar a 

seletividade frente à células de mamíferos.  

2.6 PROCESSO DE ATIVAÇÃO CELULAR DE FÁRMACOS ANTIMALÁRICOS 

O processo de ativação de fármacos antimaláricos é uma etapa essencial 

para garantir o acúmulo do antimalárico no ambiente celular e posterior transporte ao 

seu alvo molecular. Um dos primeiros e mais conhecidos processos de ativação de 

antimalárico é o caso da cloroquina, que ao permear no vacúolo digestivo do 

plasmódio, encontra um ambiente ácido, sofre uma etapa de protonação e forma 

uma espécie (CQ-H)2+. Por conta da carga, a cloroquina protonada possui 

permeabilidade reduzida em atravessar membranas celulares e, como resultado, o 

efluxo da cloroquina para fora do vacúolo digestivo é impedido; consequentemente a 

cloroquina se acumula no vacúolo digestivo e exerce ação antimalárica (SLATER, 

1993). Mas com exceção da cloroquina, a maioria dos fármacos antimaláricos 

sofrem o processo de ativação mediado por substâncias endógenas. Algumas das 

substâncias de maior abundância nos eritrócitos e no plasmódio são o heme, a 

glutationa e a hemoglobina e, portanto, são os primeiros mediadores da interação de 

fármacos no ambiente celular, sendo responsáveis pelo processo de ativação 

(KASOZI et al., 2013; SICILIANO et al., 2017; MOHRING et al., 2017). Enquanto que 

o heme e a hemoglobina podem atuar como mediadores do processo de ativação, a 

glutationa pode atuar tanto na ativação quanto na inativação de uma substância 

antimalárica (Figura 12), visto que a glutationa possui papel antioxidante no parasito 

(MÜLLER, 2015).  
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As artemisininas se ligam ao heme livre ou ao heme presente na 

hemoglobina de maneira covalente e irreversível, formando um conjugado heme-

artemisinina que então exerce ação antiparasitária (MA et al., 2020). A quinolina 

antimalárica amodiaquina interage com a glutationa, formando metabólitos que 

também estão envolvidos com a ação antimalárica (GARAVITO et al., 2007), 

enquanto que a primaquina é ativada in vitro pela glutationa, in vivo a esta sofre 

extensa metabolização hepática formando metabólitos bioativos (CAMARDA et al., 

2019). Embora muitos antimaláricos sofram o processo de ativação celular, em 

relação a atovaquona sabe-se que não há interação com a glutationa nem com o 

heme (GARAVITO et al., 2007; COMBRINCK et al., 2015), portanto, o processo de 

ativação celular da Atovaquona ainda não foi totalmente desvendado. 

 

 

Figura 12: Esquema representativo dos processos de ativação celular mediado pela 
glutationa no plasmódio. GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada; PfGR 
= glutationa redutase do P. falciparum. hGR = glutationa redutase humana. Figura 
extraída de Müller et al (2011).     
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Em relação a ativação celular de complexos metálicos, há dois principais 

mecanismos operantes (Figura 13). No mecanismo I, ocorre uma hidrólise seguida 

de troca do ligante por uma substância endógena, sem, todavia, haver a alteração 

no estado de oxidação do átomo de metal (HOLTKAMP et al., 2018). O mecanismo I 

é tipicamente observado em complexos com metais de baixo estado de oxidação, 

tais como complexos com rutênio (II), platina (II) e ouro (I). Já no mecanismo II, 

ocorre uma alteração no estado de oxidação do átomo de metal, sendo 

acompanhado de liberação de ligante ou de troca de ligantes. O mecanismo II é 

tipicamente observado em complexos com metais de estado de oxidação alto, tais 

como complexos com rutênio (III), platina (IV) e ouro (III) (CHEN et al., 2020). Mais 

especificamente, os complexos de rutênio (III) seguem o mecanismo II, por 

apresentarem estado de oxidação mais alto, podendo sofrer redução no meio 

celular, e resultar em complexos de rutênio (II). É importante frisar que complexos 

com rutênio (III) podem sofrer mecanismo I de ativação celular. Durante a redução 

de Ru (III) à Ru (II) no meio celular, pode haver a oxidação de proteínas e outras 

moléculas endógenas, contribuindo para o efeito farmacológico dos complexos de 

rutênio (III). Além disso, complexos de rutênio (III) podem sofrer a trocar de ligantes, 

liberando um ligante de importância biológica, tais como substâncias com 

propriedades citotóxicas ou antiparasitários. Portanto, de uma maneira geral, 

complexos de rutênio (III) são considerados como pró-fármacos (WEBB et al., 2013; 

MATCZUK et al., 2014) e modelos mais aceitáveis para o desenvolvimento de 

fármacos que necessitam a liberação controlada de moléculas antimaláricas. 
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2.7 NAFTOQUINONAS COMO COMPONENTES PARA O DESENVOLVIMENTO 

DE COMPLEXOS METÁLICOS 

As quinonas representam uma classe química ampla e abundante presente 

em produtos naturais e como substancias endógenas nas células. Mas do ponto de 

vista farmacêutico, as naftoquinonas são as mais atrativas por apresentam menor 

reatividade química do que as benzoquinonas (QIU et al., 2017; MEYER et al., 

2020).  

Dentre as naftoquinonas de ocorrência natural, podemos citar o lapachol e 

seus derivados do tipo lapachona (α-lapachona e β-lapachona), os quais são 

encontrados em diversas plantas no Brasil (LEMOS et al., 2007). O lapachol, de fato, 

possui potencial como quimioterápico para o tratamento de doenças infecciosas 

(MATA-SANTOS et al., 2015; ARAÚJO et al., 2019; LINZNER et al., 2020). 

Figura 13: Esquema representativo dos processos de ativação celular nos 
complexos metálicos. M = metal de transição; LB = ligante biologicamente ativo; CL = 
co-ligante;  
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Entretanto, sua eficácia é muito baixa e seu uso clínico foi interrompido. Por conta de 

sua singularidade química, o lapachol tem sido amplamente investigado como um 

protótipo químico para a síntese de novas moléculas potencialmente úteis ao 

tratamento de doenças infecciosas, inclusive contra a malária (ANDRADE-NETO et 

al., 2004; SHARMA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; BRANDÃO et al., 2018; 

SCHUCK et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2020). Nosso grupo de pesquisa tem 

estudado ao longo dos anos o lapachol e seus derivados como quimioterápico para 

o tratamento de doenças infecciosas e oncológicas (MOREIRA et al., 2014; 

BARBOSA et al., 2014; DIAS et al., 2018). 

Mais especificamente, em 2014, nosso grupo identificou que complexos 

metálicos de rutênio de estado de oxidação II ou III contendo o lapachol 

apresentaram atividade antiparasitária in vitro frente a Leishmania amazonensis e 

Plasmodium falciparum com potência superior ao Lapachol (BARBOSA et al., 2014) 

(Figura 14). Um aspecto importante revelado neste trabalho é que o complexo de 

rutênio (III) contendo o lapachol foi o mais potente antiparasitário e menos citotóxico 

para células mamíferos do que complexos (II). Embora este complexo tenha sido 

menos potente que o fármaco de referência (cloroquina), também apresentou 

potência baixa quando posteriormente testado frente à um painel de cepas do 

Plasmodium falciparum com perfis diferentes de resistência. 
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Diante deste achado, nosso grupo de pesquisa decidiu direcionar o estudo de 

complexos metálicos de rutênio (III) ao invés de rutênio (II), além de investigar o 

papel da naftoquinona presente na composição destes complexos metálicos. Neste 

contexto, decidimos incluir como objeto de estudo a atovaquona (Figura 15). Embora 

até o momento não haja relatos na literatura da atovaquona como componente de 

complexos metálicos, esse fármaco possui uma estrutura química semelhante ao 

lapachol e, portanto, factível de se ligar à átomos metálicos de transição, tais como o 

rutênio. Portanto nosso grupo de pesquisa objetivou o uso da atovaquona como 

componente (ligante) em complexos metálicos. 

 

 

Figura 14: Estrutura química do lapachol e regiões de coordenação com rutênio. 
Estrutura química do lapachol, denotando numericamente os átomos que se coordenam 
ao átomo de rutênio (A). Estrutura cristalográfica do complexo de rutênio (III) com 
lapachol de formula [RuCl2(Lap)(dppb)] no qual foi identificado como o composto mais 
potente como antiparasitários (B). 
 

Figura 15. Evolução cronológica no desenvolvimento químico que culminou com 
a descoberta da Atovaquona. Tabela abaixo é um sumário das propriedades físico-
químicas e terapêuticas da Atovaquona. Adaptado do trabalho de BAGGISH e HILL 
(2002). 
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Durante o planejamento estrutural dos derivados do lapachol e da 

atovaquona, o mecanismo de ação foi levado em consideração. Sabe-se que o 

principal alvo molecular da atovaquona é o sítio Q0 do citocromo bc1, onde a 

Atovaquona estabelece ligações de hidrogênio com os aminoácidos His-181 e Glu-

273 do citocromo bc1. O resíduo His-181 parece ser essencial para a interação do 

inibidor com o citocromo bc1, visto que o fármaco antimalárico experimental 

plasmodiona, no qual é potente em múltiplos estágios e eficaz in vivo, não exerce 

mecanismo antiparasitário por bloquear o complexo citocromo bc1 pois a 

plasmodiona não possuí hidroxila necessária para interagir com o resíduo His-181. 

(EHRHARDT et al., 2013). Já o lapachol não apresenta potente afinidade ao 

citocromo bc1. Diferentemente da Atovaquona, que apresenta ação antimalárica na 

escala de nanomolar, o lapachol não possui em sua estrutura uma cadeia lateral que 

permitam a interações hidrofóbicas com os resíduos Leu-275 e Ile-147 do citocromo 

bc1 do plasmódio (Figura 16). 
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Tendo em mente estas semelhanças e diferenças entre a atovaquona e o 

lapachol, nós decidimos realizar um estudo comparativo de complexos metálicos de 

rutênio (III) contendo na sua composição a atovaquona ou o lapachol. Com este 

estudo comparativo, poderíamos investigar se o papel do complexo metálico é atuar 

como um sistema carreador de fármaco antimalárico, direcionando a naftoquinona 

para o interior das células do parasito. Isto poderia não somente desvendar o papel 

do complexo metálico, mas também ajudar a explicar se a potência baixa do 

lapachol como antimaláricos é devido a sua incorporação e acúmulo baixo nas 

células do plasmódio. De fato, na área oncológica, há evidencias sólidas e 

consistentes que complexos metálicos contendo o lapachol podem atuar como um 

sistema de pró-fármacos, direcionando a entrega do lapachol nas células tumorais 

(KANDIOLLER et al., 2013; TABRIZI; CHINIFOROSHAN, 2017; GRANDIS et al., 

2019; OLIVEIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021;), denotando que esta estratégia 

poderia ser utilizada no tratamento da malária.  

Do ponto de vista químico, tanto o lapachol como a atovaquona se ligam ao 

átomo de rutênio de maneira idênticas, através de uma bicoordenação de uma 

carbonila e uma hidroxila da quinona ao rutênio, formando uma espécie 

bicoordenada (isto é, bidentado) (GRANDIS et al., 2019). Esta espécie bicoordenada 

forma um anel de cinco-membros que é estável e, portanto, evita que a naftoquinona 

se dissocie do complexo metálico antes de interagir com as células-alvo de estudo. 

Com isso, neste trabalho, vislumbramos o estudo de uma série química de 

complexos metálicos de rutênio (III) contendo na sua composição a atovaquona ou o 

lapachol. 

Figura 16: Estruturas químicas do Lapachol, Plasmodiona e Atovaquona e ligação 
da Atovaquona ao sítio de ação. Na região pontilhada as cadeias laterais as quais 
estes compostos se diferem e habilidade de cada composto em inibir a atividade 
enzimática da DHODH, no qual é indicativo que o composto inibe o citocromo bc1 (A). 
Modelagem molecular da atovaquona no sítio Q0 do citocromo bc1 (B). Figura extraída de 
Kessl et al. (2004). 
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Figura 17: Estruturas químicas do lapachol (LAP), atovaquona (ATO) e dos 
complexos metálicos estudados. PF6 = hexafluoreto de fósforo. [RuCl2(ato)terpy] = 
Derivado 1, [RuCl2(ato)dppb] = Derivado 2, [RuCl(lap)terpy] = Derivado 3, 
[RuCl2(lap)dppb] = Derivado 4. 
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Além de variar o tipo de naftoquinona utilizada na composição química dos 

complexos metálicos, também variamos a utilização do outro componente químico, o 

co-ligante, de natureza fosfínica ou piridínica. O co-ligante é importante para 

completar a esfera de coordenação do átomo de rutênio e auxilia na estabilidade 

química (ALESSIO, 2016). Aqui, estudamos o co-ligante fosfínico 1,4-

bis(difenilfosfina)butano (dppb), o qual se liga de maneira bidentada ao átomo de 

rutênio, o que resultou na série de derivados [(RuCl2(ato)(dppb)] (2) e  

[(RuCl2(Lap)(dppb)] (4) e também o ligante piridínico terpy denominado 4′-(4-piridil)-

2,2′:6,2″-terpiridina) no qual resultou na série de derivados [(RuCl(ato)(terpy)] (1) e 

[(RuCl(lap)(terpy)] (3). Enquanto que o co-ligante dppb foi escolhido por se ligar 

bidentado ao rutênio e por ter sido o mesmo empregado anteriormente pelo nosso 

grupo de pesquisas em 2014, o ligante terpy foi escolhido por se ligar ao átomo de 

rutênio como um ligante tridentado, formando uma espécie com três pontos de 

coordenação ao átomo de rutênio. Estudos mostram que um co-ligante tridentado 

como a terpy é mais difícil de se dissociar do átomo metálico do que um ligante 

bidentado como o dppb ou a naftoquinona. Tendo em vista isto, durante a hidrólise 

no ambiente celular dos complexos metálicos com as naftoquinonas, seria esperado 

que a naftoquinona fosse dissociada do rutênio facilmente dos derivados 1 e 3 

contendo terpy. Já nos derivados 2 e 4, contendo dois bidentados, a troca de 

ligantes poderia resultar em uma competição de qual ligante seria liberado primeiro, 

o dppb ou a naftoquinona.  

Com base nisto, seria de se esperar que os derivados 1 e 3 atuariam como 

sistemas de liberação de fármaco menos rápido, enquanto que os derivados da 2 e 

4 atuariam como sistemas de liberação de fármaco mais rápido. Considerando que o 

perfil distinto de liberação de um pró-fármaco pode alterar a farmacocinética e/ou a 

farmacodinâmica de uma substância biologicamente ativa, melhorando suas 

propriedades terapêuticas. A hipótese do planejamento experimental dos compostos 

químicos vislumbrou que complexos metálicos contendo naftoquinonas poderiam 

apresentar perfis distintos de liberação das naftoquinonas antimaláricas, podendo 

resultar em compostos antiparasitários potencialmente úteis ao tratamento da 

malária (Figura 17). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 GERAIS 

Investigar atividade antiplasmodial de complexos metálicos rutênio-lapachol 

e rutênio-atovaquona. 

3.2 ESPECÍFICOS 

✓ Determinar a atividade antiparasitária in vitro, o perfil de 

citotoxicidade em células mamíferos e a seletividade dos compostos em 

formas assexuadas do P. falciparum;  

✓ Investigar a habilidade dos compostos em se ligarem a glutationa 

reduzida e as consequências desta habilidade com possível mecanismo de 

ação; 

✓ Avaliar a eficácia do tratamento dos compostos no modelo de 

malária experimental em camundongos infectados com o P. berghei. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA 

O Lapachol foi gentilmente fornecido pelo Laboratório Farmacêutico de 

Pernambuco (LAFEPE, Recife, Pernambuco). A Atovaquona e os demais reagentes 

químicos para a síntese dos complexos metálicos foram adquiridos pela Sigma-

Aldrich.  A síntese dos complexos metálicos de rutênio (III) com as naftoquinonas 

lapachol ou Atovaquona foi realizado seguindo a metodologia descrita por Barbosa 

et al. (2014). A caracterização química e a determinação da pureza (95%) foram 

determinadas por UV-vis, condutância molar, infra-vermelho e a análise elementar 

de todos os complexos, enquanto que a cristalografia por difração de raios-X foi 

determinada para o complexo [(RuCl2(ato)(dppb)] (Figura 18). A compilação e 

discussão dos dados químicos serão apresentados futuramente na tese de 

doutorado da Júlia Scaff Moreira Dias do Programa de Pós-Graduação em Química 

da Universidade Federal de Alfenas. 

 

 

 

 

Figura 18: Caracterização química do complexo [(RuCl2(ato)(dppb). Estrutura química 
do complexo [(RuCl2(Ato)(dppb)] (A). Estrutura química do complexo [(RuCl2(Ato)(dppb)] 
determinada por cristalografia de raios-X (B).   
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4.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 

A atividade citotóxica dos derivados e lapachol foi avaliada utilizando 

macrófagos da linhagem J774 e células de hepatocarcinoma humano (HepG2). 

Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo nos ensaios de citotoxicidade. 

Células J774 ou HEPG2 e drogas foram incubadas em placas de 96 poços (1x104 

células/poço) em meio DMEM e RPMI 1640 (Life Technologies, GIBCO-BRL, 

Gaithersburg, MD), respectivamente, suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(v/v) (Invitrogen, Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD) e 50 μg/mL de 

gentamicina (Invitrogen, Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD), e 

mantido por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Os compostos foram testados 

em seis concentrações diferentes (80 μM, 40 μM, 20 μM, 10 μM, 5 μM, 2,5 μM), em 

triplicatas, durante 72 horas. A avaliação da viabilidade celular foi feita por 

luminescência utilizando o kit CellTiter-Glo® (Promega Corporation, Madison, WI, 

USA), o qual avalia a viabilidade celular por meio da presença de ATP, a qual se liga 

a luciferina, formando o complexo oxiluciferina e resulta em luminescência (Figura 

19). A leitura foi realizada com pelo leitor de placas (Filtermax F3 & Filtermax F5, 

Molecular Devices) seguindo instruções do fabricante do kit. Os valores da 

concentração citotóxica de 50% (CC50) foram calculados utilizando leituras obtidas 

em três experimentos independentes.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Esquema representativo da metodologia de viabilidade celular. Esquema 

representativo pelo CellTiter-Glo®.  Figura extraída das instruções do fabricante.  
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4.3 CRESCIMENTO PARASITÁRIO DE CEPAS DO P. FALCIPARUM 

As cepas de P. falciparum sensíveis à cloroquina (D10 e 3D7) e resistente à 

cloroquina (W2) foram mantidas em frascos de cultura de células de 25 cm2. As 

cepas D10 e W2 foram cultivadas em 5% (v/v) de hematócrito (hemáticas humanas 

tipo A positivo) em meio RPMI-1640 (EuroClone, Celbio) contendo 8 mg/mL de 

AlbuMax (Invitrogen, Milan, Italy), 0,1 mg/mL de hipoxantina, 25 mM de HEPES e 2 

mM de L-glutamina. As culturas foram mantidas a 37°C em uma mistura de gás de 

1% de O2, 5% de CO2 e 94% de N2.  

A cepa 3D7 foi cultiva em 5% (v/v) de hematócrito (hemácias humanas do tipo 

O positivo) em meio RPMI-1640 (EuroClone, Celbio) contendo 5% (v/v) de plasma 

humano O positivo, 0,37 mM de hipoxantina, 25 mM de HEPES e 2 mM de L-

glutamina. A cultura foi mantida nas mesmas condições mencionadas acima. 

 

4.3.1 AVALIAÇÃO DE ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL IN VITRO FRENTE À 

CEPAS DO P. FALCIPARUM 

Os derivados e lapachol foram dissolvidos em DMSO e depois diluídos com 

meio RPMI para alcançar as concentrações desejadas (concentração final de DMSO 

<1%, a qual não é tóxica para o parasito). A cloroquina foi utilizada como controle 

positivo e a Atovaquona como droga referência e controle positivo nesse ensaio. 

Os compostos foram plaqueados em placas de 96 poços de fundo chato e 

diluições seriadas foram realizadas. Em seguida, culturas assíncronas (parasitemia 

de 1-1,5%; 1% de hematócrito final) foram aliquotadas nas placas e incubadas por 

72 horas à 37°C. Após o tempo de incubação, o crescimento do parasito foi 

determinado através da mensuração da atividade da enzima desidrogenase lactato 

do parasito (pLDH) por espectrofotometria. 

A cultura tratada com os compostos foi ressuspendida e 20 µL/poço foram 

transferidos para uma nova placa de fundo chato contendo 100 µL do reagente 

MALSTAT (0,11% v/v Triton-100X, 115,7 mM de Lítium L-lactato, 30,27 mM de Tris, 

0,62 mM de dinucleotídeo 3-acetilpiridina adenina (3-acetylpyridine adenine 

dinucleotide - APAD) (Sigma-Aldrich), ajustado para pH 9 com 1 M de HCl) e 25 µL 

de PES/NBT (1,96 mM de azul de nitrotretazólio e 0,24 mM de etosulfato fenazina). 
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A placa foi incubada no escuro à temperatura ambiente (20°C) por 15 minutos e 

depois lida no comprimento de onda de 650 nm usando um leitor de microplaca 

Synergy4 (BioTek). Os resultados foram analisados e expressos como a 

concentração inibitória de 50% em relação aos poços (IC50). Três experimentos 

independes foram realizados. 

 

4.4 ENSAIO DE HEMÓLISE 

Eritrócitos humanos O+ frescos de doador saudável e não infectados foram 

centrifugados três vezes com tampão fosfato-salino (PBS), ajustados para 1% de 

hematócrito e 100 µL foram distribuídos em uma placa de fundo redondo de 96 

poços. Então, 100 µL dos compostos previamente solubilizados em DMSO (Sigma-

Aldrich) e suspensos em PBS 1x foram dispensados nos respectivos poços. Cada 

composto foi testado em sete concentrações (50-0,78 µM), em triplicata. Hemácias 

não tratadas receberam 100 µl de PBS 1x contendo 0,5% de DMSO (controle 

negativo), enquanto para o controle positivo foi utilizada saponina (Sigma-Aldrich) a 

1% v/v. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C sob 5% de CO2 e então 

centrifugadas a 1500 rpm por 10 min. O volume de 100 µL do sobrenadante foi 

transferido para uma segunda placa, a qual foi lida em espectrofotômetro 

SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) no comprimento de onda de 

540 nm, conforme descrito em Wang et al. (2010). A porcentagem de hemólise foi 

calculada em comparação com os controles positivos e negativos, usando GraphPad 

Prisma 5.01. 

 

4.5 ENSAIO DE LIGAÇÃO COM A GLUTATIONA REDUZIDA 

Para investigar um dos possíveis mecanismos de ação, os compostos foram 

ensaiados para avaliar se interagem covalentemente com a glutationa reduzida 

(GSH). As drogas foram diluídas em três concentrações diferentes (4 mM, 1 mM, 

0,25 mM) em tampão fosfato-salino (PBS) 1x pH 8. Como controle positivo 

utilizamos composto de Ouro (I) (AuClP(Ph)3), no qual é um análogo do Auranofino e 

de reconhecida capacidade de se ligar ao GSH (PEREIRA et al., 2020; KAZIMI et al., 
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2019). 

Posteriormente, as amostras (20 µL) foram expostas à solução de GSH 0,25 

mM (100 µL) e incubadas por 24 horas à 37°C. Após esse período, 100 µL das 

amostras foram transferidas para placa de 96 poços de fundo opaco preto e 

adicionada solução contendo o corante monochlorobimane (Sigma-Aldrich) à 1 mM. 

As amostras foram incubadas à 37°C e após 15 minutos e 1 hora foram realizadas 

as leituras por fluorescência (Excitação 360 nm e emissão 460 nm), seguindo 

metodologia adaptada de Dean et. al (2017) e Imai et. al (2017). Os resultados são 

provenientes de 2 ensaios independentes.  

4.6 ATIVIDADE ANTIPARASITÁRIA IN VIVO 

Para avaliar atividade antiplasmodial in vivo dos Derivados 1 e 2, foi adotada 

a metodologia de Peters (PETERS et al., 1975) em dois experimentos 

independentes. O uso de animais foi aprovado pela Comissão de Ética do Uso no 

Animais (CEUA), número de protocolo 20/2018.  Camundongos Swiss Webster, 

machos com peso entre 15 – 20 gramas, (n=5/grupo) foram infectados com P. 

berghei da cepa GFP (2x107 de células infectadas) por via intraperitoneal. Após 24 

horas da infecção, foi iniciado o tratamento com 100 µL de Atovaquona à 1,7 mg/kg 

(4,6 µmol/kg), Derivado 1 à 15 mg/kg (15,6 µmol/kg) ou solução veículo contendo 

proprilenoglicol/solução salina 0,9% (30:70, v/v) por via subcutânea durante quatro 

dias consecutivos. A parasitemia foi monitorada por citometria de fluxo nos dias 5, 8, 

10 e 12 após infecção. A sobrevivência dos animais foi acompanhada durante 30 

dias. Da mesma forma, o Derivado 2 foi testado na dose de 15 mg/kg (15,6 µmol/kg) 

e 5 mg/kg (13,7 µmol/kg) para atovaquona. A parasitemia foi observada nos dias 5, 

7, 10 e 14 e a sobrevivência acompanhada por 30 dias.  

Para a avaliação da parasitemia dos animais infectados, foram coletados 10 

µL de sangue da cauda de cada camundongo em tubos contendo 100 µL de 

heparina (Hemofol). As amostras foram centrifugadas por 5 minutos à 1500 rpm, foi 

retirado o sobrenadante contendo heparina, centrifugados com solução salina 

(0,9%). Logo após, o sobrenadante foi retirado e adicionado às amostras uma 

solução de Mitotracker™ Deep Red FM (67 nM) (Life Technology, Carlsbad, CA) e 
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armazenada à 37°C por 20 minutos. Posteriormente, as amostras foram 

centrifugadas, os pellets coletados e centrifugados novamente para retirada de 

resíduos do reagente. As amostras foram analisadas no citômetro BD LSRFortessa 

através da leitura de 250.000 eventos no canal do isotiocianato (FITC) (green laser – 

400 – 530 nm) e aloficocianina (APC) (Red Laser – 640 nm). 

4.7 PROPOSTA DE ANÁLISE 

Os valores obtidos dos experimentos foram provenientes da média ± desvio 

padrão da média. A significância das diferenças nos resultados foi estimada pelo 

teste de ANOVA – ONE WAY. Os valores de CC50 dos compostos foram 

provenientes da média de três ensaios independentes. Todos os dados foram 

analisados utilizando o GraphPad Prisma (GraphPad Software, Intuitive Software for 

Science, San Diego, CA).  
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5 RESULTADOS 

5.1 COMPLEXOS METÁLICOS NÃO SÃO CITOTÓXICOS E POSSUEM 

ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL IN VITRO  

Inicialmente, os compostos foram ensaiados em cepas de Plasmodium 

falciparum sensíveis (3d7 e D10) e resistente à cloroquina (W2). Os valores da 

concentração inibitória para 50% (CI50) de crescimento do parasito foram obtidos a 

partir da mensuração da atividade da enzima desidrogenase lactato do parasito 

(pLDH), seguindo metodologia descrita por Makler e Hinrichs (1993). Todos os 

valores de CI50 estão sumarizados nas Tabelas 2 e 3.  

O Derivado 1 apresentou melhor atividade antiplasmodial dentre os 

derivados baseados na atovaquona, apresentando potência superior à cloroquina. 

Por outro lado, o Derivado 2 foi inativo em todas as cepas de plasmódio testadas. Na 

cepa resistente a cloroquina (W2) o Derivado 1 apresentou melhor potência, em 

comparação ao Derivado 2 e a cloroquina, com valor de IC50 cerca de 11 vezes mais 

potente que a cloroquina. Nas cepas sensíveis a cloroquina, o Derivado 1 

apresentou valor equipotente a cloroquina na cepa 3d7 e foi cerca de 1,8 vezes mais 

potente na cepa D10. Quando comparado a atovaquona, o Derivado 1 foi menos 

potente, com CI50 de 12, 22 e 40 vezes menos ativo para as cepas 3d7, D10 e W2, 

respectivamente.  

Dentre os compostos derivados do lapachol, o Derivado 3 foi o que 

apresentou melhor atividade diante das três cepas de plasmódio, sendo mais 

potente na cepa 3d7 com CI50 de 4,11 ± 2 µM. Nas cepas D10 e W2, o Derivado 3 

também exibiu atividade antiplasmodial significativa, sendo 3 e 7 vezes mais potente 

que o lapachol. Por outro lado, em comparação com o Derivado 3, o Derivado 4 foi 

menos ativo na cepa 3d7, e cerca de 2 vezes mais potente na cepa D10 e 1,5 vezes 

na cepa W2. Ambos Derivado 3 e 4 apresentaram melhor atividade antiplasmodial in 

vitro do que o lapachol. Entretanto, nenhum dos compostos baseados no lapachol foi 

tão potente quanto o Derivado 1 e a Atovaquona.  

Para avaliar a citotoxicidade, os compostos foram testados em ensaios de 
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viabilidade celular em células de linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG2) e 

macrófagos murinos (J774). Ambas linhagens foram utilizadas tanto para avaliar se 

os derivados eram tóxicos em células de mamíferos, quanto se a toxicidade se 

estende às células humanas. Os valores obtidos foram referentes a três ensaios, dos 

quais obteve-se a média de citotoxicidade de 50% (CC50) dos compostos. 

Ambos derivados baseados na atovaquona foram menos tóxicos que o 

fármaco atovaquona. O Derivado 2 não foi citotóxico em nenhuma das 

concentrações testadas nas duas linhagens celulares. Enquanto o Derivado 1 

apresentou CC50 de 80000 nM (80 µM) e 30000 nM (30 µM) para HepG2 e J774, 

respectivamente. Tanto o Derivado 1 quanto o Derivado 2 foram menos citotóxicos 

na linhagem HepG2 do que os fármacos referência. Ao mesmo tempo que em 

macrófagos J774 foi observado essa característica apenas no Derivado 2 (Tabela 2). 

Nenhum dos derivados foi tão citotóxico quanto o controle positivo, a doxorrubicina. 

Os compostos-teste apresentaram valores de CC50 acima da faixa 

necessária para inibição de 50% dos parasitos in vitro. Diante disso, o índice de 

seletividade (IS) pôde ser calculado a partir da diferença entre CC50 e IC50, avaliando 

a seletividade dos derivados entre células de mamíferos (HepG2 e J774) e o 

parasito (cepa 3d7). Então, quanto maior o índice de seletividade, mais seletiva é a 

droga. O Derivado 1 foi mais seletivo que a cloroquina quando avaliado para célula 

de linhagem humana (HepG2), com índice de 6666 (Tabela 1). O Derivado 2 não foi 

possível calcular o IS. Nenhum dos derivados foi tão seletivo e potente quanto a 

atovaquona. Porém, é possível observar que o Derivado 1 possui potente atividade 

contra o plasmódio e não foi tóxico para células de mamíferos.  
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Tabela 2: Atividade citostática frente ao estágio sanguíneo do Plasmodium falciparum (cepas 3d7, D10 e W2), citotoxicidade em células de mamíferos 

(J774 e HepG2) e índice de seletividade dos Derivados 1 e 2. 

Derivado (1) = [RuCl(ato)(terpy)]PF6.; Derivado (2) = [Ru(ato)dppb]. D.P. = Desvio Padrão da média. N.D.= Não determinado. # = CC50 obtidos a partir de 

valores estimados após realização de três experimentos independentes. I.S. = Índice de Seletividade. I.S. calculado a partir da razão entre CC50 e IC50. I.S. 

calculado a partir do CI50 de cepa 3d7; R = Valor de referência retirado do artigo MACEDO, et. al. 2016.  

 

 

  

  

 

 

 

Compostos 

  

 

P. falciparum, CI
50

 ± D.P. [nM] 

  

 
 

 

3d7 

sensível  

 

D10 

sensível 

 

W2 

resistente 

 

Citotoxicidade 

(CC
50
± D.P.)  

 

I.S. 

(HepG2) 

 

I.S. 

(J774) 

    
 

HepG2 

 

J774 

  

Atovaquona 1,4 ± 0,1 
0,58 ± 0,1 1,36 ± 0,6 

27800±800 29600±3300 19142 21142 

Derivado (1) 12 ± 0,7 
13 ± 5,0 41,0 ± 19,0 

80000
#
 30000# 6666 2500 

Derivado (2) >500 
>500 >500 

>80000 >80000 N.D. N.D. 

Cloroquina 16 ± 1,8 23 ± 3,2 470 ± 7,9 37600 ±3600
R
 76100±3100

 R
 2350 4756 
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Tabela 3: Atividade citostática frente ao estágio sanguíneo do Plasmodium falciparum (cepas 3d7, D10 e W2), citotoxicidade em células de mamíferos 

(J774 e HepG2) e índice de seletividade do lapachol, Derivado 3 e Derivado 4. 

  

  

 

 

 

Compostos  

 

  

 

P. falciparum, CI
50

 ± D.P. [µM] 

  

 
 

 

3D7 

sensível  

 

D10 

sensível 

 

W2 

resistente 

 

Citotoxicidade 

(CC
50
± D.P.)  

 

I.S. 

(HepG2) 

 

I.S. 

(J774) 

    
HepG2 J774 

  

Lapachol 8,73 ± 0,5 

 
44,16 ± 7,9 

 

45,05 ± 16,4 

 

>80 >80 N.D. N.D. 

Derivado (3) 4,11 ± 2 

 
9,2 ± 6,8 

 

5,75 ± 3,1 

 

30,2 ± 20,2 58,0±7,7 

 

7 14 

Derivado (4) 9,18 ± 4,5 

 
5,21 ± 3,31 

 

3,5 ± 2,4 

 

>80 N.D. N.D. N.D. 

Cloroquina 0,016 ± 0,002  0.0233±0.0032 

 

0.470 ± 0,08 

 

37,6 ±3,6
R
 76,1±3,1

 R
 2350 4756 

Derivado (3) = [RuCl(lap)(terpy)]. Derivado (4) = [RuCl2(lap)dppb]. D.P. = Desvio Padrão da média. N.D.= Não determinado. I.S. = Índice de Seletividade. I.S. 

calculado a partir da razão entre CC50 e IC50. R = Valor de referência retirado do artigo MACEDO, et. al. 2017.  R = Valor de referência retirado do artigo MACEDO, et. 

al. 2016.  
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5.2 COMPLEXOS METÁLICOS COM ATOVAQUONA NÃO INDUZEM HEMÓLISE 

E SE LIGAM A GLUTATIONA REDUZIDA 

Para avaliar se os compostos possuíam capacidade hemolítica, foi realizado 

ensaio de hemólise em eritrócitos não infectados. Como controle positivo a saponina 

1% foi utilizada. Os Derivados não induziram hemólise até a concentração de 50 µM 

(Figura 20 A e B). Apenas o lapachol foi hemolítico, apresentando aproximadamente 

2% de hemólise na maior concentração testada (50 µM). Esses achados indicam 

que a atividade antiparasitária dos compostos é seletiva para o parasito, pois, ao 

agirem no parasito, não causam danos aos eritrócitos. 
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O sistema glutationa é um importante mecanismo antioxidante e de 

sobrevivência do plasmódio. Este sistema compreende NADPH como doador de 

elétrons, a glutationa redutase do parasito (PfGR) altamente ativo (localizado no 

citosol e apicoplasto) e glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), que tem como 

função principal a detoxificação de espécies reativas de oxigênio (ROS) resultantes 

do processo de digestão da hemoglobina (KASOZI et al., 2013). Com o objetivo de 

investigar se esse seria um dos possíveis mecanismos de ação, os compostos foram 

avaliados quanto a ligação à glutationa reduzida (GSH). Baseado nos resultados 

anteriores, os Derivados 1 e 2 foram selecionados para dar continuidade aos testes. 

Os compostos foram diluídos em três concentrações diferentes (4 mM, 1 mM e 0,25 

mM) e expostos a solução contendo 0,25 mM de GSH. Entre ambos compostos, o 

Derivado 1 apresentou percentual de ligação com GSH semelhante ao controle 

positivo, de forma concentração-dependente, com inibição próximo à 80% na maior 

concentração testada (Figura 21B). Por possuir na estrutura química tanto a 

Figura 20: Avaliação de potencial hemolítico de compostos-teste. (A) Percentual de hemólise 
em eritrócitos não infectados e tratados com os complexos rutênio/atovaquona, rutênio/lapachol e 
lapachol (concentração de 50 µM) por 1 hora. Os valores representam média±D.P. de três 
replicatas. One-Way ANOVA. ***p<0.05 em comparação com o controle positivo (B) Curva 
concentração-resposta com percentual de hemólise de eritrócitos não-infectados tratados com os 
derivados durante 1 hora.  
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Atovaquona, quanto o precursor, ambos foram testados. De forma semelhante ao 

Derivado 1, o precursor apresentou inibição total do GSH na maior concentração. 

Diferentemente da Atovaquona, a qual não apresentou esse perfil. Tais achados dão 

indícios que o precursor contendo o rutênio possui importante papel na inibição do 

GSH no parasito, podendo agir sinergicamente com a Atovaquona presente na 

molécula no parasito. 
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5.3 AVALIAÇÃO IN VIVO DE ATIVIDADE ANTIPARASITÁRIA 

Baseado nos resultados de obtidos in vitro, os Derivados 1 e 2 foram 

avaliados in vivo. Para isso, foi analisada a capacidade supressora de parasitemia 

contra P. berghei-GFP e consequente sobrevivência dos animais, segundo 

metodologia de Peters. Tal metodologia tem como finalidade avaliar performance do 

fármaco teste frente ao Plasmodium spp. in vivo após 4 dias consecutivos de 

tratamento (PETERS et al., 1975). O P. berghei-GFP, cepa que expressa a proteína 

de fluorescência verde, foi utilizado no estudo por ser uma cepa que é facilmente 

detectável em seus estágios sanguíneos pela fluorescência que expressa, podendo 

ser avaliada por citometria de fluxo, sem a necessidade de marcação com reagentes 

radioativos (SANCHEZ, 2007). 

Inicialmente, o Derivado 1 foi administrado por via subcutânea durante 

quatro dias consecutivos na dose de 15 mg/kg (15,6 µmol/kg), sendo a primeira dose 

administrada após 24 horas de infecção. A parasitemia foi avaliada nos dias 5, 8, 10, 

12 e 20 por citometria de fluxo e sobrevivência acompanhada por 30 dias. O grupo 

veículo apresentou aumento da parasitemia ao longo dos dias, enquanto o Derivado 

1 diminuiu a parasitemia dos animais semelhante à atovaquona (dose de 4,6 

µmol/kg) (Figura 22D). Consequentemente, foi observado nos 30 dias de ensaio que 

o Derivado 1 aumentou o tempo de sobrevivência dos animais, o qual mostrou 

diferença significativa em comparação com o grupo não-tratado (veículo) (Figura 

22E).  

Ao tabular os valores de parasitemia dos animais, foi observado que o 

Derivado 1 diminuiu o percentual em 63% após 5 dias de infecção, e manteve tais 

taxas até o dia 10. Após 20 dias do início do experimento, observamos que o 

Derivado 1 conseguiu suprimir 77% da parasitemia nos camundongos tratados com 

esse composto (Tabela 4). Além disso, o Derivado 1 aumentou a mediana de 

Figura 21: Avaliação de ligação com glutationa reduzida. Curva-padrão de diferentes 
concentrações da GSH na presença do corante monochlorobimane à 1 mM (A). Percentual de 
ligação de GSH com derivados nas proporções 16:1, 4:1, 1:1 (composto versus GSH) determinado 
por fluorescência (B).  Os valores são referentes a Média±S.E.M. Two-Way ANOVA (pós-teste de 
Bonferroni) ***p<0,001. Derv1 = Derivado 1. Derv2 = Derivado 2. ATV= Atovaquona. Precursor = 

[Ru(Cl)3H2O(dppb)]. AuP = AuClP(Ph)3. GSH = Glutationa Reduzida. RFU = unidade de 

fluorescência relativa. 
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sobrevivência desses animais, quando comparado ao grupo veículo, e foi eficaz na 

supressão da parasitemia que, por consequência, influenciou na taxa de 

sobrevivência dos animais em 60%.  
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Tabela 4: Percentual de redução da parasitemia, mediana e taxa de sobrevivência de 

Derivado 1 

Compostos Dose 
(µmol/kg) 

% Redução de 

parasitemia
a
 

Mediana de 
sobrevivência 

(dias) 

% 
Sobrevivência 

  D5 D10 D20   

Veículo - 0 0 0 22 0 

Atovaquona 4,6 52±0,2  90±0,1 80±1,6 >30 80 

Derivado 1 15,6 63±0,2  63±1,2 77±2,0 29 60 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 22: Avaliação da eficácia do Derivado 1 em camundongos infectados. 
Esquema do desenho experimental do protocolo de Peters de supressão da malária em 
roedores (A). Histogramas representativos determinado por citometria de fluxo do sangue 
de camundongo não-infectado e marcado com corante Mitotracker deep red FM (B). 
Histogramas determinado por citometria de fluxo do sangue de camundongo infectado 
(grupo salina) e marcado com corante Mitotracker deep red FM (C). Percentual de 
parasitemia do Derivado 1 (D) e taxas de sobrevivência dos animais (E). Percentual de 
parasitemia do dia 10 após infecção (F). Camundongos Swiss Webster (n=5) foram 
infectados com cepa P. berghei-GFP e tratados por 4 dias consecutivos (via subcutânea). 
Nos painéis (B) e (C), P3 é a população marcada com GFP (GFP+), enquanto que P2 é a 
população marcado com corante de viabilidade da mitocôndria. ***p<0,005, **p<0,05 em 
comparação com o grupo veículo One-Way ANOVA e pós-teste de Turkey. ##p<0,005 
(Veículo versus Atovaquona) e #p<0,05 (Veículo versus derivado 1) Log-rank (Mantel-
Cox).  Valores referentes à média ±E.P.M. dos dias 5, 8, 10 e 20. DAI = Dias após 
infecção.  

 

a 
Valores referentes aos dias 5 (D5), 10 (D10) e 20 (D20) após infecção em comparação ao 

grupo veículo. 
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Diante dos resultados in vitro de citotoxicidade, também avaliamos a eficácia 

do Derivado 2 in vivo contra cepa P. berghei-GFP. Nosso objetivo foi investigar se o 

composto possuía características de pró-droga, o qual necessita do metabolismo do 

hospedeiro para ser ativo. Para isso, o composto foi testado adotando a metodologia 

de Peters (PETERS et al., 1975). As drogas foram administradas durante quatro dias 

consecutivos por via subcutânea nas doses de 15 mg/kg (15,6 µmol/kg) e 45 mg/kg 

(46,7 µmol/kg) para o Derivado 2 e 5 mg/kg (13,7 µmol/kg) para atovaquona. A 

parasitemia observada nos dias 5, 7, 10 e 14 e a sobrevivência acompanhada por 30 

dias.  

Durante o curso da infecção, observamos que o Derivado 2 diminuiu de 

forma significativa a parasitemia em comparação com o grupo veículo na dose de 

46,7 µmol/kg a partir do dia 7 (Tabela 5). Porém, o Derivado 2 não foi tão eficaz em 

suprimir a parasitemia quanto ao observado com a atovaquona ou o Derivado 1 

(Tabela 4). Em relação à sobrevida dos animais, o Derivado 2 foi capaz de aumentar 

a mediana de sobrevivência, em comparação ao grupo veículo. Mesmo não sendo 

eficaz na supressão da parasitemia, o Derivado 2 manteve a taxa de sobrevivência 

acima de 50%.   
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Tabela 5: Percentual de redução da parasitemia, mediana e taxa de sobrevivência do 
Derivado 2  

 
 

 

Após tabular os dados de eficácia e taxa de sobrevivência dos derivados na 

Tabelas 4 e 5, podemos observar que na mesma dose (15,6 µmol/kg) e via de 

administração (s.c.) o Derivado 1 exibiu perfil antimalárico in vivo melhor do que o 

Derivado 2, o qual foi eficaz na supressão da parasitemia dos animais e, como 

consequência, aumentou a mediana do tempo de vida. De fato, a eficácia do 

Derivado 2 é comparável ao do Derivado 1 somente quando o Derivado 2 é usado 

numa dose três vezes maior (46,7 µmol/kg); em outras palavras, o Derivado 1 é 

cerca de três vezes mais eficaz do que o Derivado 2 na malária experimental. Ainda 

de acordo com os dados da Tabelas 4 e 5, podemos estimar, ao analisar a taxa de 

sobrevivência quando os compostos foram testados na mesma faixa de dose (15,6 

µmol/kg), que o Derivado 1 é cerca de três vezes menos eficaz que a atovaquona. 

Embora o Derivado 1 seja menos eficaz que a atovaquona, esse composto possui 

uma eficácia elevada dentre os antimaláricos usados na malária experimental, como 

podemos observar a sua eficácia superior ao se comparar com a cloroquina 

(PEREIRA et al., 2020). 

Compostos Dose 
(µmol/kg) 

% Redução de 

parasitemia
a
 

Mediana de 
sobrevivência 

(dias) 

% 
Sobrevivência 

  D5 D7 D14   

Veículo - 0 0 0 23 0 

Atovaquona 13,7  56±0,04 81±0,1 96±0,1 >30 100 

Derivado 2 15,6 0 0 0 22 0 

Derivado 2 46,7 0 33±0,3 39±1 31 60 

a 
Valores referentes aos dias 5 (D5), 7 (D7) e 14 (D14) após infecção em comparação ao 

grupo veículo. 
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6 DISCUSSÃO 

Este trabalho demonstrou o potencial antimalárico de complexos metálicos 

rutênio-atovaquona e rutênio-lapachol frente ao estágio sanguíneo do plasmódio e 

possíveis mecanismos de ação.  

A alta taxa de prevalência de casos de malária foi e continua sendo um 

grande problema de saúde pública. Somado a isso, na última década foi observado 

o surgimento de cepas de Plasmodium falciparum resistentes aos fármacos 

antimaláricos atualmente utilizados nos tratamentos. Mesmo havendo uma 

variedade de medicamentos antimaláricos, é sabido que o aumento de casos de 

parasitos resistentes necessita de estratégias terapêuticas eficazes que atuem em 

várias formas evolutivas do parasito e contornem os mecanismos de resistência. 

Estudos sobre a utilização de metais de transição vêm ganhando espaço na área de 

planejamento de fármacos por apresentarem características interessantes em meios 

biológicos como estabilidade, toxicidade baixa, potência e seletividade quando 

complexadas com fármacos ou moléculas bioativas. Tal associação metal-fármaco 

culmina no aumento de possibilidades a partir de modificações na arquitetura da 

molécula, devido a variedade de números de coordenação e geometrias, estado de 

oxidação e reatividade, além das cargas gerais (PEACOCK e SANDLER, 2008). A 

atovaquona e o lapachol são naftoquinonas que possuem atividade antiparasitária 

previamente conhecidas. A atovaquona é um medicamento já bem utilizado em 

associação com o proguanil, os quais possuem grande importância no tratamento e 

na profilaxia da malária, agindo na cadeia de transferência de elétrons na 

mitocôndria, e essencial na respiração celular no parasito. Já é conhecida a 

atividade antiplasmodial do lapachol e seus derivados (lapachona e β-lapachona), e 

por isso vêm sendo investigada como protótipo para moléculas com potencial 

antiparasitário. 

Os complexos metálicos [RuCl(ato)terpy]PF6 (Derivado 1), [RuCl(ato)(dppb)] 

(Derivado 2), [RuCl(lap)terpy] (Derivado 3) e [RuCl(lap)(dppb)] (Derivado 4) foram 

testados nas formas assexuadas de diferentes cepas de P. falciparum, sendo duas 

delas sensíveis (3d7 e D10) e uma resistente à cloroquina. Dentre os compostos 

testados, apenas o Derivado 1 foi capaz de inibir a proliferação dos parasitos, com 

valores de CI50 de 12±0,7 nM,13±5,0 nM e 41±19,0 nM nas cepas 3d7, D10 e W2, 
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respectivamente. Os Derivados 1 e 2 possuem características estruturais em 

comum, como a atovaquona e o rutênio, porém apresentaram comportamentos 

diferentes. Uma característica dos íons metálicos é a capacidade de dissociação em 

solução (PEACOCK e SANDLER, 2008; MACEDO et al., 2016). Talvez as diferenças 

estruturais presentes no Derivado 1, e ausentes no Derivado 2, tenham permitido a 

dissociação do metal e consequente atividade antiplasmodial. O Derivado 1 foi mais 

potente frente à cepa 3d7 (CI50 12 nM), enquanto que na cepa W2 foi cerca de 3 

vezes menos. Mesmo apresentando CI50 maior na cepa resistente (W2), é 

importante destacar que, comparado a cloroquina, o Derivado 1 foi cerca de 11 

vezes mais potente. Nenhum dos compostos testados foi tão potente quanto a ATV. 

Porém, o Derivado 1 apresentou valores de CI50 na faixa de nanomolar, 

diferentemente do Derivado 2, o qual não foi possível ser calculado. A ATV é um 

fármaco potente contra o plasmódio. No entanto, o rápido desenvolvimento de 

resistência do parasito é a principal limitação desse medicamento (SIREGAR et al., 

2015), o que ainda não é possível afirmar sobre Derivado 1. Os Derivados 3 e 4 

exibiram perfil antiplasmodial significativo quando comparados ao lapachol. Um 

estudo prévio realizado por nosso grupo evidenciou que complexos metálicos 

rutênio-lapachol são em até 50 vezes mais potente do que apenas a molécula base 

(BARBOSA et al., 2014), o que confirma que essa associação é interessante na 

inibição do parasito.  

Além da potência como antiparasitários, um outro aspecto importante é a 

toxicidade, visto que muitos candidatos à fármacos antimaláricos falham por conta 

desse aspecto. Os derivados foram testados quanto a toxicidade em células de 

mamíferos. Podemos afirmar que os compostos não foram tóxicos nas células 

testadas (HepG2 e J774), quando comparados com os valores de CI50. Apenas o 

Derivado 1 apresentou potente atividade antiplasmodial e exibiu alta seletividade 

para o P. falciparum, cerca de 6666 e 2500 para HepG2 e J774, respectivamente. 

Tais achados dão indícios de que o Derivado 1 apresenta janela terapêutica ampla, 

sendo uma alternativa farmacológica segura (NWAKA et al., 2009). Num recente 

estudo realizado por Rylands et al. (2019) foi comparada a atividade antiplasmodial 

de diferentes complexos metálicos baseados em rutênio (II), ródio (III) e irídio (III) 

frente à duas cepas de P. falciparum, uma sensível à cloroquina (NF54) e outra 

resistente à múltiplas drogas (K1). Este trabalho evidenciou que o complexo metálico 
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mais potente foi o que possuía o rutênio em sua estrutura para a cepa NF54, com 

valor de CI50 de 0,59 μM, enquanto o complexo com irídio e ródio obtiveram 1,94 μM 

e 5,17 μM, respectivamente. Entretanto, nenhum dos fármacos experimentais 

testados foram ativos na cepa K1. Acredita-se que drogas baseadas em rutênio 

mimetizem as interações do ferro se ligando à albumina e transferrina. Tal vantagem 

permite a interação dessas drogas em condições biológicas e aumenta o potencial 

efeito antiplasmodial (GUO et al., 2013; RYLANDS et al., 2019). 

O grande desafio no planejamento de fármacos antimaláricos é encontrar 

alternativas terapêuticas que ajam em todas as formas evolutivas do parasito e que 

não apresentem efeitos adversos nos pacientes (BAKSHI et al., 2018; HELLER e 

ROEPE, 2018). Além de avaliar a toxicidade dos compostos em células de linhagem, 

é necessário observar se os candidatos à novos fármacos agem diretamente no 

parasito por mecanismos complexos, e não hemolisando os eritrócitos infectados. 

Seguindo esse princípio, avaliamos a capacidade hemolítica dos Derivados e o 

lapachol. Nossos resultados evidenciaram que todos os derivados (1-4) não 

causaram hemólise nas concentrações testadas in vitro. Apenas o lapachol foi capaz 

de induzir aproximadamente 2% de hemólise na maior concentração testada (50 

μM).  

O sistema antioxidante dos tióis dependentes de NADPH é o mais 

importante mecanismo de defesa contra espécies reativas de oxigênio no parasito. 

Nesse sistema está incluso a glutationa reduzida (GSH), a qual está envolvida na 

sobrevivência do plasmódio através da manutenção do equilíbrio redox no citosol, 

principalmente durante o processo de digestão da hemoglobina (MULLER et al., 

2011). Baseado nos resultados promissores anteriores dos Derivados 1 e 2, e 

investigando os possíveis mecanismos de ação, avaliamos a capacidade dos 

compostos em se ligar à glutationa reduzida. Dentre os resultados obtidos, 

observamos que o Derivado 1 foi fármaco que exibiu o melhor perfil de ligação com 

o GSH semelhante ao controle positivo (AuP), enquanto o Derivado 2 não 

apresentou tal atividade. É importante destacar que o precursor inibiu GSH em todas 

as concentrações testadas, sendo que na concentração de 1 mM apresentou 

inibição de 100%. Por outro lado, a atovaquona não exibiu valores significativos de 

inibição em nenhuma das concentrações. Tais achados demonstram que o rutênio 

pode possuir importante função na ação do fármaco por essa via, já que esse metal 
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pode agir na cadeia redox do parasito e ser reduzido de Ru (III) para Ru (II), o qual é 

mais ativo (PEACOCK e Sandler, 2008; BARBOSA et al., 2014). A ligação do 

complexo rutênio-atovaquona ao GSH nos trouxe a hipótese de que essa 

associação agiria como um sistema de entrega de fármaco ou direcionando a 

molécula para o sítio de ação, desencadeando no processo de morte do parasito. 

Estudos futuros são necessários para demonstrar se no ambiente celular o complexo 

rutênio-atovaquona inativa a GSH, e se tal efeito contribui para a inibição do 

crescimento do parasito. 

O desenvolvimento da malária está diretamente associado aos hospedeiros 

do parasito. Os acessos febris, calafrios, sudorese e anemia são resultantes do 

aumento da parasitemia, digestão da hemoglobina e o rompimento dos eritrócitos 

infectados no hospedeiro secundário (ASHLEY et al., 2018). Durante o planejamento 

de fármacos, uma etapa crucial na avaliação da eficácia de uma possível terapia é o 

desempenho em organismos vivos. Para isso, no presente estudo, avaliamos o 

comportamento dos Derivados 1 e 2 in vivo a partir do modelo experimental de 

malária de Peters (PETERS et al., 1975). Tal modelo é importante durante o período 

experimental pois recapitula muitos aspectos da doença em humanos, tais como a 

hiperparasitemia, anemia e mortalidade. Nossos achados demonstraram que ambos 

derivados diminuíram o percentual de parasitemia de forma significativa, em 

comparação ao grupo veículo. Porém, o Derivado 1 exibiu melhor eficácia in vivo 

que o Derivado 2, na dose de 15,6 µmol/kg, suprimindo a parasitemia semelhante à 

atovaquona, fármaco referência. Consequentemente, o Derivado 1 aumentou o 

tempo de sobrevivência dos animais, confirmando a eficácia do composto in vivo 

contra o P. berghei. O Derivado 2 foi testado também na dose de 46,7 µmol/kg. 

Porém, não foi tão eficaz quanto o Derivado 1 e atovaquona.  O aumento da eficácia 

in vivo a partir da complexação de metais e fármacos já foi previamente evidenciado. 

Macedo et al. (2016 e 2017) demonstrou que complexos metálicos platina-cloroquina 

e rutênio-cloroquina apresentam potência in vitro e eficácia in vivo. Foi observado 

também nesses dois estudos que a presença do metal exibe atividade não só 

inibindo a formação de cristais de hemozoína, mas também podem agir na cadeia de 

transferência de elétrons mitocondrial do plasmódio no estágio sanguíneo. Além 

disso, os compostos diminuíram o percentual de parasitemia sanguínea e aumentou 

a sobrevida dos animais, confirmando, assim, a eficácia de complexos 
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organometálicos no combate dos parasitos e interrupção da doença. 

A administração dos compostos foi realizada nos animais pela via 

subcutânea no dorso. Sabe-se que a via subcutânea tem um perfil de absorção mais 

lenta que as demais vias injetáveis e, portanto, têm sido usada amplamente em 

experimentos de supressão da malária experimental (PETERS et al., 1977; 

SIMMONS; BRICK, 1970), onde a absorção mais lenta das quatro doses 

consecutivas do antimalárico resulta em uma maior tempo de ação do fármaco. Além 

disso, os complexos metálicos com fosfinas apresentam lipofilicidade elevada 

(CAMARGO et al., 2018; GRANDIS et al., 2017) e, logo, a via subcutânea é uma 

rota de administração adequada para os estudos iniciais de eficácia. A observação 

de que os derivados apresentaram eficácia quando administrados por esta via 

indicam que os mesmos possuem lipofilicidade suficiente para serem absorvidos e 

biodistribuídos, sendo necessário no curso da investigação futura, avaliar a eficácia 

dos derivados em outras rotas de administração.  
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7 CONCLUSÃO 

No presente trabalho nós avaliamos o potencial antiplasmodial de complexos 

metálicos baseados em rutênio-atovaquona e rutênio-lapachol. Nossos achados 

sugerem que a conjugação do rutênio à atovaquona resultaram nos melhores perfis 

antiparasitários. O Derivado 1 foi mais potente no estágio intraeritrocítico do 

plasmódio, com baixa toxicidade frente às células de mamíferos e com alta 

seletividade para o parasito. Nos ensaios in vivo, o Derivado 1 foi o que exibiu 

melhor eficácia, suprimindo a parasitemia de forma semelhante a atovaquona e 

aumentando o tempo de vida dos animais após o tratamento. Os dados obtidos 

neste trabalho são importantes na compreensão de fármacos baseados em rutênio, 

além de elucidar os possíveis mecanismos de ação do complexo inédito rutênio-

atovaquona.  

Em suma, nossos resultados evidenciaram que o Derivado 1 é um excelente 

candidato para o desenvolvimento de estudos mais aprofundados para investigação 

dos mecanismos de ação provenientes de tal composto. Além disso, é necessário 

avaliar se o Derivado 1 é capaz de desenvolver resistência no parasito, como ocorre 

com a atovaquona.  
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