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SOUSA, Caroline Conceicdo. Avaliacdo das propriedades farmacologicas de
complexos de ruténio (ll) conjugados com as naftoquinonas lapachol ou atovaguona
como candidatos a farmacos antimalaricos. 2021. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2021.

RESUMO

INTRODUCAO: A malaria € uma doenca complexa e infecciosa que afeta milhées
de pessoas em todo o mundo, principalmente em paises da Africa, Asia, regides
mediterraneas e América do Sul. O surgimento de cepas resistentes aos
antimaléricos agravou o quadro, tornando urgente a busca e o desenvolvimento de
novos candidatos a antimalaricos. Nosso grupo de pesquisa tem pesquisado a
atividade antiparasitaria de compostos metalicos complexados com moléculas
naturais e antimaldricas nos ultimos anos. OBJETIVO: Investigar atividade
antiplasmodial de derivados ruténio-naftoquinona baseados na atovaquona e
lapachol. MATERIAIS E METODOS: Neste trabalho, quatro compostos de ruténio-
naftoquinona foram estudados para avaliar atividade antiplasmodial in vitro e in vivo:
Derivado 1, Derivado 2, conjugados de ruténio-atovaquona; Derivado 3 e derivado 4,
conjugados de ruténio-lapachol. RESULTADOS: A atividade antiparasitaria contra
as cepas de P. falciparum (3d7, D10 e W2) demonstraram que os derivados 1 e 2
sdo mais potentes que os derivados 3 e 4, com valores de ICso na faixa nanomolar e
baixa toxicidade para culturas de células de mamiferos (J774 e HepG2). Os
derivados 1 e 2 também foram testados com glutationa reduzida, e o Derivado 1
exibiu melhor desempenho, dando indicios de que tais complexos podem agir na via
de GSH. Em um modelo antiparasitario in vivo, o Derivado 1 (15,6 pumol/Kg) suprimiu
a parasitemia e exibiu um perfil semelhante ao do medicamento de referéncia
(atovaquona 15,6 pumol/Kg). O Derivado 2, testado em duas doses diferentes (15,6
umol/Kg e 46,7 pmol/Kg), reduziu a parasitemia apenas na dose mais alta. A
supresséao da parasitemia refletiu na taxa de sobrevivéncia dos animais tratados, que
foi consideravelmente maior do que o grupo nao-tratado. CONCLUSAO: Nossos
resultados demonstraram que os compostos de ruténio-naftoquinona sao candidatos
eficazes e promissores para a quimioterapia da malaria, sendo o Derivado 1 (ruténio-

atovaquona) o composto que exibiu melhor perfil antiparasitario.

Palavras-chave: Malaria, Antiparasitarios, Naftoquinonas, Lapachol, Atovaquona,

Complexos metalicos.



SOUSA, Caroline Conceicdo. Evaluation of the pharmacological properties of
ruthenium (Ill) complexes combined with naphthoquinones lapachol or atovaquone
as candidates for antimalarial drugs. 2021. 88 f. Dissertation (Mestrado em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz,
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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 ICso values in nhanomolar 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 umol/Kg) suppressed parasitemia and
exhibited a similar profile to the reference drug (atovaquone 15,6 umol/Kg).
Derivative 2, tested in two different doses (15,6 pmol/Kg e 46,7 umol/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 INTRODUCAO

A malaria € uma doenca parasitaria e infecciosa complexa que tem como

agente patoldgico protozoarios do género Plasmodium spp.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2019, foram
registrados 229 milhdes de casos de malaria, com maior nimero de notificacdes
no continente africano (WHO, 2020). A alta taxa de mortalidade esta associada a
dificuldade em combater as diversas formas evolutivas do parasito e o surgimento
de cepas cada vez mais resistentes as terapias antimalaricas atuais (SKRZYPEK
et al., 2017). Portanto, € necesséria a busca e desenvolvimento de farmacos que

ajam de forma efetiva nessa doenca.

Dentre as moléculas que vém sendo estudadas nesses Uultimos ano, as
naftoquinonas tem ganhado destaque pelas suas propriedades antiplasmodial e
estabilidade quimica, que permite fazer substituicbes e/ou complexacfes com
outras moléculas e metais, aumentando, assim, atividade frente ao plasmodio. O
lapachol e Atovaquona sao duas das naftoquinonas mais conhecidas e estudadas.
O lapachol é uma molécula de origem natural que apresenta atividade em alvos
especificos do parasito. Enquanto a Atovaquona é uma nhaftoquinona sintética,
estruturalmente relacionada ao lapachol, e bastante potente nos estagios
sanguineos e hepéticos do ciclo biolégico do parasito, agindo na cadeia
respiratéria do parasito e afetando outras estruturas (SILVA et al., 2016). O
lapachol e seus analogos apresentam mecanismo similar, por possuirem o mesmo

nucleo naftoquindnico.

No entanto, o surgimento de cepas resistentes do plasmédio a multiplos
farmacos é o grande desafio da comunidade cientifica. Com isso, a associagdo de
metais de transicAo na estrutura de farmacos € comumente aplicada com
finalidade de potencializar os efeitos farmacolégicos. Dentre 0s metais de
transicdo, o ruténio é considerado um dos mais adequados do ponto de vista
guimico-farmacéutico para o desenvolvimento de farmacos por apresentar
solubilidade em meios aquosos e permitir atravessar membranas (OLIVEIRA et al.,
2017). Além disso, o ruténio potencializa atividade antimalarica de compostos

guando associado a outros antimalaricos (MACEDO et al., 2016). A associacao de
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naftoquinonas com ruténio apresenta maior atividade que as moléculas base,
guando testadas em células tumorais e parasitos do género Leishmania spp. e
Plasmodium spp (BARBOSA et al.,, 2014). Mesmo apresentando atividade
antimalarica em modelos experimentais, ainda néo esta totalmente elucidado o

mecanismo de acdo de complexos metalicos baseados em ruténio-naftoquinona.

Diante disso, a busca de opc¢des terapéuticas contendo naftoquinonas e ruténio
tende a ser uma alternativa na pesquisa de novos farmacos. Julgando que
atualmente ja se tem noticias de plasmddios resistentes aos medicamentos
utilizados na clinica, os complexos metalicos contendo ruténio em suas estruturas
podem ser tidos como compostos potencialmente Uteis na maléaria, ou por reverter
0 problema da resisténcia ou por atuarem em todos os estagio evolutivos do ciclo

de vida do plasmadio.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MALARIA

A maléria € uma doenca causada por protozoarios do género Plasmodium, e
transmitidos pela fémea do mosquito do género Anopheles. Existem cinco espécies
que infectam humanos P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malarie, P. knowlesi,
sendo o Plasmodium falciparum o que esta envolvido nos casos mais graves de

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

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2019 foram
registrados 229 milhdes de casos de malaria no mundo. O maior nimero de casos
de malaria € proveniente de paises do continente africano (95%), seguido do
sudeste asiatico (3%) e a regido mediterranea oriental (2%) (Figura 1) (WHO, 2020).
No Brasil, € observado um maior nimero de ocorréncias nas regiées da Amazonia
legal (SIMOES et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2016; BRASIL, 2020). No ano de 2017
foram registrados na regido amazénica 128.747 casos de malaria, com mais de
1.500 internacbes e aproximadamente 20 Obitos, sendo essas infeccbes
acometidas, principalmente, pelo P. vivax, seguido pelo P. falciparum (BRASIL,
2020). A maior concentracdo de casos de malaria na regido norte do Brasil € devido
as condicdes climaticas e geograficas necessarias para a sobrevivéncia e
reproducdo do mosquito Anopheles, como umidade, temperatura, pressao
atmosférica, altitude especifica (KELLY-HOPE et al., 2009; DAHER et al., 2019;
WOLFARTH-COUTO et al., 2020).
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Figura 1: Taxa de incidéncia prevista de casos de maléria por P. falciparum no
ano de 2019. As taxas sao baseadas em casos clinicos para 1.000 habitantes. A
diferenciacdo de cores corresponde ao percentual de ocorréncia, com escala de zero
a 10 casos por 1.000 (tons cinza) e de 10 a 1.000 (roxo a amarelo). Imagem extraida
de <www. https://malariaatlas.org>.
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O ciclo biolégico do plasmdédio € complexo e envolve varias 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 mamiferos, répteis ou aves; engquanto 0sS
invertebrados podem ser mosquitos do género Lutzomya, Culex, Aedes e Culiseta.
Nas infecgcbes que acometem humanos o vetor € o mosquito fémea do género
Anopheles (NJABO et al., 2010; SCHALL, 2011).

No homem, a infeccéo € iniciada no momento do repasto sanguineo, quando
o mosquito anofelino fémea infectado inocula 0s esporozoitos presentes nas
glandulas salivares. Os parasitos rapidamente penetram 0s vasos sanguineos e
migram diretamente para o figado, ndo se mantendo por muito tempo no local o qual
foi inoculado (Figura 2). O estagio hepatico é essencial no ciclo de vida do
plasmaodio. No figado, os esporozoitos invadem os hepatdcitos, local onde irdo se
transformar na forma infectante sanguinea, 0s merozoitos. Um uUnico esporozoito
pode dar origem a milhares de merozoitos, 0s quais, posteriormente, irdo migrar

para corrente sanguinea e infectar os eritrocitos (COWMAN et al., 2016).

As espécies P. vivax e P. ovale possuem uma forma evolutiva diferente das
outras, 0s hipnozoitos. Estas formas do parasito sdo capazes de se manter latentes

no figado por curtos ou longos periodos de tempo, podendo ser responsaveis por
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recidivas em pacientes que apresentaram infec¢des anteriormente (MARKUS, 2015).
Uma vez no hepatécito, o parasito passara por reproducao assexuada, denominada
esquizogonia pré-erictrocitica, o qual ocorre replicacdo de DNA e organizacdo de
organelas do parasito, resultando no esquizonte hepatico. A partir disso, a
membrana plasmatica do parasito inicia um processo de invaginacdo ao redor
dessas organelas, dando origem aos merozoitos (STANWAY et al., 2011,
LANGHORNE et al., 2016).

Estagio no mosquito

Figura 2: Ciclo biolégico do plasmoédio nos diferentes tecidos. Imagem ilustrativa
das formas evolutivas que se desenvolvem no mosquito anofelino, estagios hepéticos e
estagios sanguineo (Adaptado de Griffith et al., 2007).

Durante o ciclo hepético ndo ha manifestacdo de sintomas, sendo observados
apenas na fase eritrocitica. Apos a formacao dos merozoitos, vesiculas parasitadas
(merossomos) rompem liberando estas formas evolutivas para a corrente sanguinea.
Uma vez estabelecida a infeccdo eritrocitica, os parasitos se diferenciam em
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trofozoito jovem (anéis), trofozoito maduro, esquizontes sanguineos e,
posteriormente, merozoitos, 0s quais irdo romper a membrana eritrocitaria e liberar

0s parasitos para infectar novas células (SARAF et al., 2016).

E durante a fase sanguinea que sdo observados o surgimento dos sintomas.
ApoOs a invasao do merozoito ao eritrocito, o plasmaodio rapidamente se desenvolve
para a forma de anel, a qual € marcada pela baixa atividade metabdlica. Cerca de
aproximadamente 20 horas apoés invasdo, o plasmodio passa para o estagio de
trofozoito, que tem como caracteristica a sintese de DNA e RNA, além da digestao
da hemoglobina, sendo esta ultima fonte de aminoacidos do parasito. A digestdo da
hemoglobina ocorre no vacuolo digestivo do parasito, compartimento do tipo
lisossomal com pH acido, o qual é favoravel para ativacdo de proteases e inicio o
processo. No inicio da digestédo, o plasmodio consome apenas a por¢ao proteica da
hemoglobina, sendo a por¢édo contendo Fe (II) (heme) rapidamente polimerizada ao
cristal inerte hemozoina. Assim que o heme é liberado, o pH acido e o oxigénio
presentes no vacuolo digestivo resulta no rapido processo de oxidacéo para Fe (lll)
hematina, a qual é tdxica para o parasito. Para contornar tal toxicidade, o parasito
cristaliza a hematina, seu principal processo de desintoxicacdo, em hemozoina, a
qual ndo é toxica para o parasito (Figura 3) (LAZARUS et al., 2008; MULLER et al.,
2011). A inibicao da cristalizacdo da hematina € um dos principais alvos de farmacos
antimalaricos (FAMIN; GINSBURG, 2002; GLANS et al., 2012).

Heme Globina
Falcipaina

" Plasmepsina
Hemozoina

Aminoacidos
Vacuolo digestivo
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Figura 3: Processo de digestdo da hemoglobina no vacuolo digestivo do plasmédio
dentro do eritrocito infectado. O parasito consome a hemoglobina do eritrdcito
consumindo a porc¢éo proteica (globina), a qual é catabolizada por proteinases (falcipaina
e plasmepsina), e ddo origem a aminoacidos. O heme liberado, o qual é toxico para o
parasito, € rapidamente cristalizado em hemozoina. (Adaptado de CORONADO et al., 2014).

Uma pequena fracdo de merozoitos liberados no estagio sanguineo, cerca de
0,1%-5%, se diferenciam em gametas masculinos e femininos (gametécitos)
(MEIBALAN et al., 2019). E nesse estagio que o parasito se torna infectante para o
vetor, o qual, durante repasto sanguineo, ingere sangue infectado e inicia a fase
sexuada. No mosquito, 0s gametqcitos irdo para o intestino do anofelino, local que
possui as condi¢cdes adequadas para diferenciagcdo em microgametdcito (masculino)
e macrogametécito (feminino), como temperatura abaixo de 30°C e pH aumentado
devido a baixa pressdo de diéxido de carbono (CO2). Logo apds, ocorre a
fecundacéo e mitose, resultando no zigoto. O zigoto se aloja na parede do intestino
do mosquito, se diferencia em oocineto, depois em oocisto. Este ultimo rompe a
membrana e libera milhares de esporozoitos que irdo se alojar nas glandulas
salivares do anofelino, podendo iniciar um novo ciclo quando realizar o repasto
sanguineo (COWMAN et al., 2016; MEIBALAN et al., 2019).

O rompimento das hemacias infectadas e posterior liberacdo dos merozoitos
€ 0 que caracteriza os acessos febris da malaria. Isso ocorre devido a grande
guantidade de eritrocitos rompidos, aumento da parasitemia e liberacdo da
hemozoina na corrente sanguinea, resultando em episédios 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 episédios de febre a cada 4 dias. Na malaria complicada, esses
acessos febris podem apresentar sintomas mais graves como hipoglicemia,
convulsdes, nauseas, vomito, disturbios de consciéncia, insuficiéncia renal e coma
(malaria cerebral). Dessa forma, o diagnostico deve ser realizado com antecedéncia,
para que o paciente com suspeita de malaria ndo evolua para quadro mais grave da
doenca (LUZOLO et al., 2018).
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2.2 QUIMIOTERAPIA  ANTIMALARICA - CONTEXTO HISTORICO E
TRATAMENTO ATUAL

O tratamento para a malaria € conhecido muito antes da identificacdo do ciclo
de vida do parasito. No século XVII padres jesuitas que vieram juntamente com
colonizadores europeus observaram a utilizacdo popular de chas e bebidas por
indigenas. Estes chas 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 arvore € um alcaloide, a quinina. Tal fato foi comprovado em 1820 por
Pierre Pelletier e Joseph Caventau a partir do isolamento de varios alcaloides ativos.
Um ano apos o descobrimento da quinina, esta comec¢ou a ser comercializada com o
nome de “po-dos-jesuitas” (DESPOMMIER et al., 2017.).

O desenvolvimento de farmacos antimalaricos esti bastante associado com os
periodos de guerra. As tropas que estavam a frente desses conflitos sofriam com as
epidemias da malaria e para isso necessitavam de alternativas que os protegessem.
Durante a Primeira Guerra Mundial, a quinina era o farmaco utilizado contra a
malaria. Porém, com a dificuldade na obtencdo da casca da Cinchona, a Alemanha
buscou sintetizar moléculas com atividade antimalarica, 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 comecaram fabricar a atabrina
americana devido a dificuldade de obtencdo da matéria-prima para extracdo da
Quinina. A atabrina americana foi administrada em soldados americanos e aliados
como profilaxia. Entretanto, foram observados efeitos adversos e psicolégicos o que
fez suspender o seu uso (WALLACE, 1989; FRANCA, et al., 2008).

A dificuldade de obtencdo do quinina impulsionou a pesquisa de novas
moléculas ativas contra o plasmoédio. Farmacos como amodiaquina, primaquina,
pirimetamina e cloroquina foram sintetizados. A cloroquina, entdo, tornou-se o
farmaco de primeira escolha devido ao baixo custo, tolerdncia, seguranca e baixa
toxicidade. Foi durante a Guerra do Vietnd que soldados apresentaram casos de
malaria resistentes a 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 gametdcitos (KUMAR et al., 2015). A
primeira linha de tratamento era a cloroquina, a qual atua como esquizonticida, ndo
apresentando efeitos adversos graves, permitindo a adocdo como profilaxia em
areas endémicas. Caracteristicas farmacoldgicas da cloroquina, como estabilidade,
baixo custo e eficacia, resultou na grande utilizacdo desse medicamento e aumento
significativo de cepas resistentes. O mecanismo de resisténcia do plasmodio a
cloroquina estd associado a mutacdes na proteina de transporte transmembrana do
P. falciparum resistente a cloroquina (PfCRT), localizada na membrana do vacuolo
digestivo, diminuindo, assim, a concentracdo do farmaco nesse compartimento
(OLAFSON et al., 2017).
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Figura 4: Estruturas quimicas da quinina, cloroquina e artemisinina.
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O mecanismo de acéo das 4-aminoquinolinas e 8-aminoquinolinas é baseado
na inibicdo da polimerizacdo da hemozoina. As aminoquinolinas se ligam a hematina
durante o processo de metabolizagdo da hemoglobina, impedindo a formagé&o dos
cristais inertes e resultando na morte do parasito pelo o acumulo desse metabdlito
no vacuolo 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 gametocitos. A primaquina € um exemplo de
farmaco que age dessa forma, sendo utilizada em associagdo com esquizonticidas
sanguineos devido sua acao frente as formas evolutivas latentes (hipnozoitos) do P.
vivax e P. ovale (SULLIVAN, 2017).

O rapido aumento no numero de cepas resistentes desencadeou na busca de
outras alternativas terapéuticas eficazes e que ndo desenvolvessem resisténcia no
parasito. Com isso, a mefloquina foi adotada para o tratamento da malaria com
parasitos resistentes a cloroquina. A mefloquina € um potente esquizonticida
sanguineo e seus efeitos farmacoldgicos resultam na regressao da parasitemia e 0s
sintomas. O mecanismo de acdo ndo estd completamente elucidado, mas acredita-
se que pode agir durante o processo de cristalizacdo da hemozoina. Mesmo
possuindo caracteristicas farmacoldgicas interessantes, foi observado o surgimento

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

Com o continuo surgimento de cepas resistentes a quininas, a artemisinina
surgiu como uma op¢ao promissora. E um produto natural extraido da Artemisia
annua utilizada na antiguidade pelos chineses para febres. Na década de 70 foi
isolada e descoberta sua acdo antimalarica, e utilizada para tratar malaria em
homens que estavam participando da guerra no Vietna. A partir disso, a artemisinina
serviu como base para a sintese de novos compostos analogos a sua estrutura,

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

A artemisinina e seus derivados (artesunato, acido artenilico,
dihidroartemisinina) surgiram como alternativas para contornar 0 continuo
aparecimento de plasmaodios resistentes as terapias utilizadas (TU, 2011). A eficacia
da artemisinina é proveniente da rapida agdo supressora da parasitemia agindo nas
formas evolutivas sanguineas, além dos gametdécitos e, quando associada a outros

antimalaricos, pode eliminar a infec¢do. Os efeitos farmacologicos da artemisinina e
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seus derivados estdo diretamente associados a presenca de uma ponte
endoperoxido na estrutura quimica desses farmacos. Essa caracteristica estrutural
permite que a molécula seja reduzida pelo ion ferroso, presente no heme, durante a
digestdo da hemoglobina. No vacuolo digestivo a artemisinina é clivada, dando
origem a radicais livres que podem modificar estruturas proteicas dos parasitos por
alquilacdo (MESHNICK, 2002). Em um estudo realizado por La-Scalea et al. (2007)
demonstrou alteracdes no comportamento voltimétrico na presenca de hemina
quando tratada com artemisinina, confirmando, assim, que ocorre redugcdo da

molécula na presenca de um agente redutor, no caso o ion Fe*?,

O tratamento da malaria, atualmente, € baseado em terapias combinadas,
onde o principal objetivo é combater o plasmodio por mais de um alvo bioquimico
(WHO, 2020). Com isso, a OMS preconizou algumas combinacbes de
medicamentos que ajam por vias metabdlicas diferentes combatendo o protozoario e
diminuindo o risco de desenvolver resisténcia individual para cada farmaco. Entéo,
pela efichcia 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 farmacos (Tabela 1). A artemisinina e
os seus derivados ndo podem ser utilizados como monoterapia oral. Formulacdes de
dose fixa (combinacao de dois principios ativos diferentes em um tnico comprimido)
sdo mais recomendadas do que o uso de varios comprimidos ou capsulas, uma vez

que facilitam a adeséo ao tratamento (WHO, 2020).
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Tabela 1: Terapia combinada utilizada para a malaria ndo-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 32 edi¢cdo, 2015

Mesmo apresentando eficacia frente ao plasmdédio, ainda € existente a
preocupacdo quanto a resisténcia do protozoario. Dados da OMS, apontam o
surgimento de falhas terapéuticas em pacientes que faziam uso de TCAs em
diversos paises (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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Figura 5: Panorama de paises que reportaram falha terapéutica para a
arteméter/lumefantrina em 2019. Figura extraida de <https://www.who.int>, acesso
28/12/2020.

O planejamento e desenvolvimento da atovaquona est4d associado a
escassez do fornecimento de quinina no periodo da Segunda Guerra Mundial. A
procura por um novo farmaco antimalarico levou a investigacdo de diversos
compostos do grupo das hidroxinaftoquinonas. A atovaquona é farmaco sintético
cuidadosamente planejado para se assemelhar estruturalmente com a coenzima
Q10 (ubiquinona) (Figura 6), que esta envolvida no transporte de elétrons na
mitocondria do parasito, biossintese de novo da pirimidina e no metabolismo
energético (SIREGAR et al., 2015).

Ubiquinona Atovaquona

Figura 6: Estruturas quimicas da ubiquinona e atovaquona.
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A atovaguona € uma hidroxinaftoquinona estruturalmente semelhante a
ubiquinona e age inibindo seletivamente o transporte de elétrons na mitocéndria no
complexo bcl (Figura 7). Tal inibicdo resulta na perda da funcdo mitocondrial do
parasito, ja que este processo ocorre no estagio sanguineo, e necessita dessa
funcdo importante para sobrevivéncia. Durante o estagio eritrocitico, a mitocéndria
tem como principal funcdo o fornecimento de orotato para sintese de pirimidina
através da atividade da diidroorotato desidrogenase (DHODH). Por se assemelhar
estruturalmente com a ubiquinona, a atovaguona acaba por inibir o complexo
citocromo bcl do parasito, tendo como alvo o compartimento de oxidacdo do
ubiquinol (Qo) (SIREGAR et al., 2015). Consequentemente, o complexo bcl é
afetado, resultando na inibicdo de metabdlitos necessérios para via da pirimidina
(MATHER et al., 2005; PAINTER et al., 2007).

Diidroorotato Orotato

./

Diidroorotato-UQ,
oxiredutase

. ) . 0,
Succinato Succinato-UQ, ua UQH,-citc CitC Clto.cromo
redutase redutase oxidase

H,0
Il 1 v

Atovaquona age
no citocromo b

Figura 7: Cadeia respiratéria mitocondrial no plasmoédio. A cadeia respiratéria
mitocondrial do parasito é composta pelo complexo Il (succinato-ubiquinona redutase),
Il (quinol-citocromo c¢ redutase), IV (citocromo c¢ oxidase) e diidroorotato
desidrogenase (DHODH). A ubiquinona é o principal componente na cadeia elétrica
mitocondrial do plasmodio. E a interse¢do entre o metabolismo da biossintese da
pirimidina e metabolismo energético. A atovaquona age nessa cadeia energética, se
ligando ao citocromo b e, consequentemente, impede a transferéncia 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 resisténcia se desenvolva rapidamente quando a atovaquona €&
usada como um agente Unico contra a malaria por Plasmodium falciparum, em
combinacdo com proguanil (uma biguanida), sua atividade € aumentada, reduzindo

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

Com a adocéo da atovaguona como monoterapia no tratamento para malaria,
houve consequente surgimento de cepas de parasitos resistentes (SRIVASTAVA,
VAIDYA, 1999). Entdo, com a necessidade de contornar tal resisténcia, o proguanil
foi adotado como coadjuvante no tratamento, com a apresentacdo o medicamento
Malarone® (atovaquona 250 mg/ proguanil 100 mg). O proguanil ndo tem acao
antiparasitaria potente quando usado sozinho, mas aumenta a capacidade da
atovaquona em colapsar a membrana mitocondrial do plasmadio, provavelmente por
um mecanismo de sinergismo (Figura 8) (FOOTE et al., 1990; SIREGAR et al.,
2015). A administracdo da associacdo atovaquona/proguanil precisa ser feita pela
via oral, ja que o proguanil necessita do metabolismo hepético de primeira passagem
pra se tornar ativo. Com isso, o proguanil € convertido em cicloguanil a qual sofre
metabolizacdo pelo sistema hepatico CYP2C19 e, a partir disto, inibe a diidrofolato
redutase do parasita (DHFR), essencial para a producéo de folato e a replicacado do
parasito (FARNERT et al., 2003; THAPAR et al., 2003).
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Figura 8: Mecanismo de acéo e resisténcia do plasmodio a Atovaquona e
proguanil. A Atovaguona tem como alvo o citocromo b do complexo bcl, o qual é
formado pelos citocromos b e c1 e a proteina ferro-enxofre de Rieske (ISP), na
cadeia transportadora de elétrons na mitocondria do plasmodio. Essa cadeia de
transporte estd localizada na membrana iterna da mitocéndria, entre o espaco
intermembrana e a matriz. A atividade da Atovaquona € diminuida quando ocorre
mutagcdes no citocromo b (Y226S/C/N). A Atovaquona atua em sinergia com 0
proguanil. O proguanil precisa ser metabolizado no figado 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
mutacgcdes na DHFR, incluindo A16V/S108N e S108N/N511/C59R/1164L. (Imagem
extraida de STAINES et al., 2018).
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A atovaquona €é altamente lipofilica e possui baixa solubilidade em agua. E
um farmaco pouco absorvido pelo estbmago, sendo aconselhavel a administracéao
com alimentos gordurosos, 0 que resulta no aumento das concentracdes
plasméticas em aproximadamente 5 vezes. O tempo de meia-vida da atovaguona é
relativamente longo, podendo alcancar 87 horas apés a administracdo (MCKAGE;
SCOTT, 2003). Tal caracteristica € importante na manutencdo dos niveis

plasméticos do farmaco no paciente.

Mesmo adotando a estratégia de associacdo da atovaquona com o proguanil,
ainda é visto surgimento de parasitos resistentes a essa terapia. Dentre o0s
mecanismos que podem influenciar na eficacia do tratamento, mutacdes no
citocromo b do Plasmodium falciparum (PfCYTb) s&o os mais recorrentes e causam
resisténcia do plasmédio a atovaguona. A resisténcia ao cicloguanil sao
provenientes de mutacdes na DHFR, mas também polimorfismos na CYPC219 do
hospedeiro pode influenciar nas concentracdes de cicloguanil sérico (PAINTER et
al., 2007; SIREGAR et al., 2015).

Em suma, os medicamentos atualmente utilizados apresentam eficacia para o
tratamento da malaria. Porém, € visto cada vez mais comum O aumento e
disseminacao de parasitos multirresistentes aos medicamentos antimalaricos, sendo
necessario, assim, a busca de alternativas terapéuticas eficazes, com acdo em

multiplos estagios do parasito e com baixa toxicidade.

2.3 A MITOCONDRIA COMO ALVO DE ANTIMALARICOS

Como dito anteriormente, a mitocondria pode ser um interessante alvo
terapéutico para farmacos antimalaricos. Essa organela esta envolvida no transporte
de elétrons do parasito, biossintese de pirimidina e consequente sintese de DNA,
processos necessarios para a sobrevivéncia do plasmoédio. A mitocondria do
plasmoédio possui diferengcas moleculares e funcionais em comparacdo com as
mitocondrias de células humanas, diferencas essas que torna essa organela um alvo

interessante para a quimica medicinal.

Na cadeia transportadora de elétrons do plasmdédio existe cinco

desidrogenases que servem como doadoras de elétrons para a ubiquinona,



32

resultando em ubiquinol (ubiquinona reduzida), sdo estes NDH2 (NADH
desidrogenase tipo Il), diidrooratato desidrogenase (DHOD), malato quinona
oxiredutase (MQO), succinato desidrogenase (SDH) e glicerol 3-fosfato
desidrogenase (G3PDH). No complexo mitocondrial bcl o ubiquinol reduzido é
oxidado novamente para ubiquinona. O NADH2 é considerado um alvo promissor no
para o desenvolvimento de farmacos antimaléaricos, pois esta € uma flavoenzima
ligada a membrana da mitocéndria, que cataliza a transferéncia 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 farmacos para esse alvo esta no
fato de ndo estar presente em humanos. A mitocéndria humana possui uma NADH
desidrogenase tipo | que possui 45 subunidades e bombeia prétons através da
membrana mitocondrial interna ao mesmo tempo que ocorre a transferéncia de
elétrons. Por outro lado, o plasmédio possui uma NADH desidrogenase tipo |l
(NDH2), uma subunidade Unica responsavel por bombear protons na membrana
mitocondrial do parasito (BIAGIN et al., 2006; KE et al., 2018).

Outro alvo molecular estudado no desenvolvimento de farmacos
antimalaricos é a DHOD. Na cadeia transportadora de elétrons, a DHOD esta
envolvida na biossintese de pirimidina, o qual € essencial para a sobrevivéncia do
parasito. Durante o estagio sanguineo, o parasito esta em sua fase metabolicamente
mais ativa e necessita de energia glicolitica para que ocorra o0 processo de
biossintese de pirimidina, a qual é essencial para sintese de DNA e RNA,

foasfolipidios e glicoproteinas (PHILLIPS et al., 2015).

7

A cadeia transportadora de elétrons mitocondrial do plasmodio € um alvo
interessante para o desenvolvimento de farmacos no combate da malaria. As
diferencas estruturais entre a mitocondria humana e a do parasito permitem que os
farmacos sejam seletivos quando possuem a mitocondria como sitio de acdo. Desse
modo, farmacos que possuam a mitocéndria como local de agdo podem agir em
multiplos alvos ao longo da cadeia transportadora de elétrons e resultar na morte do

parasito e diminuicdo da parasitemia de individuos infectados.
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2.4 QUINONAS: HISTORICO, OCORRENCIA E IMPORTANCIA COMO
PRODUTOS NATURAIS

As quinonas fazem parte de uma classe de compostos comuns em Varios
produtos naturais e bioguimicos enddgenos. Possuem uma estrutura quimica com
caracteristicas importantes na transferéncia de elétrons, as quais sdo essenciais

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

Na antiguidade, as quinonas eram utilizadas como antieméticos e purgantes.
As propriedades farmacologicas das quinonas estdo, muitas vezes, ligadas a
subclasse que se encontra como, por exemplo, as antraquinonas presentes nas
plantas do género Senna s&o responsaveis por seus efeitos laxativos. Sabe-se
também que as quinonas possuem propriedades antitumoral, antiparasitaria,
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 respiracao celular e fotossintese, como plastoquinonas e a menaquinona
(vitamina K) (COX et al., 1966; MONKS et al., 2002; BOLTON et al., 2016).

As quinonas sdo metabdlitos secundarios provenientes da via de sintese do
acido chiquimico em uma grande variedade de plantas. Nos seres humanos néo
ocorre diretamente a sintese dessas moléculas, porém h& exposicdo a partir do
metabolismo oxidativo de catecolaminas e estrogenos, onde os seus subprodutos
sdo quinonas (BOLTON et al., 2000). A principal caracteristica quimica dessa classe
de moléculas é presenca de anéis aromaticos com duas carbonilas, podendo estas
estarem adjacentes ou separadas no anel (KUMAGAI et al., 2012). As quinonas sao
classificadas de acordo com derivacbes do sistema aromatico 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 enzimaticos pelo citocromo p450,

e ndo enzimatico, gerando radicais superéxidos (CARNEIRO et al., 2016).

Dentre as quinonas que se tem conhecimento, as naftoquinonas tém sido de
grande interesse na busca de alternativas terapéuticas para diversas doencas. Séo
metabdlitos secundarios de ocorréncia natural encontrados na familia bignoniaceae

e sao facilmente encontradas em corantes, cosméticos, alimentos e em extratos
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para fins medicinais, como antimicrobiano, antitumoral e anti-inflamatérios (JACOME
et al., 1999).

Entre os compostos naftoquinoidais obtidos a partir de produtos naturais,
destaca-se o0 lapachol (2-hidroxi-3-(e-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona), uma
naftoquinona que tém recebido atencédo consideravel por suas propriedades anti-
inflamatorias, antitumorais e antiparasitarias. Essa molécula estd presente em
grande parte de plantas do género Tabebuia, popularmente chamada de Ipé (SILVA
et al., 2003). Tanto o lapachol quanto seus derivados, tendo destaque os isbmeros
a-lapachona e B-lapachona (Figura 9), mostraram acéo citotoxica contra linhagens
de células tumorais (BOOTHMAN, 1989; JARDIM, et al., 2015).

0 Lapachol

o o
204 304
o
(o}
a-lapachona B-lapachona

Figura 9: Estruturas quimicas do lapachol, a-lapachona e B-lapachona. Imagens
extraidas de MOREIRA et al, 2014.

O lapachol, assim como outras naftoquinonas, possuem caracteristicas
estruturais que possibilitam a complexacdo com outras estruturas. Podem se ligar
aos ions metalicos em diferentes estados de oxidacdo, como quinona (oxidada),

como semi-quinona (semi-reduzida) e como hidroxiquinona (reduzida) (ORAMAS-
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ROYO et al., 2013). Estudos mostraram que a complexacdo do lapachol com ions
metalicos aumentou a acdo antiparasitaria promastigotas de L. amazonensis, além
de inibir a proliferacdo destes parasitos (BARBOSA et al.,, 2014; SOUZA et al.,
2014).

Um estudo realizado por Moreira et al. em 2014 demonstrou atividade
antiparasitaria do lapachol e seus derivados frente a cepas de P. falciparum, inibindo
a maturacdo das formas de anéis para trofozoitos. Além disso, pode-se observar que
nao induziu hemdlise em concentracdes até 200 uM. Tal versatilidade permite que
as quinonas ajam nos sistemas bioldgicos, aumentando a chance de ligar-se aos

receptores especificos com baixo risco de toxicidade.

Outra naftoquinona bastante estudada € a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona,
também conhecida como lausona. A lausona é uma das naftoquinonas naturais mais
antigas que se tem noticia. Essa molécula € o principal bioativo do extrato da
Lawsonia inermis (Henna). Das propriedades bioativas que se tem conhecimento
sobre a lausona destacam-se as anti-inflamatorias e antimicrobianas, como
demonstrado por Alia et al. (1995) em que o extrato etandlico da L. inermis reduziu
edema e inflamacdo em ratos apos 2 e 4 horas pds administracdo. Bem como inibiu
a producao de superéxido aniénico frente a neutréfilos humanos (LIOU et al., 2013).
Por outro lado, também foi observado acéo da lausona frente a patbgenos 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 malaria ndo-complicada em associacdo com o proguanil. A atovaquona se
relaciona estruturalmente ao lapachol e apresenta poténcia frente a cepas de
plasmadio in vitro e eficacia in vivo nas fases eritrociticas e hepatica (BRANDAO et
al., 2017). Durante o desenvolvimento desse farmaco, foi observada atividade frente
ao P. falciparum in vitro na concentragdo de ~1nM. Além disso, Miller et al. (2011)
demonstrou que 1,4 — naftoquinonas podem agir inibindo a glutationa redutase no P.
falciparum, a qual tem papel essencial na protecéo do parasito contra radicais livres,
resultando no desequilibrio da homeostase elétrica no citosol do parasito e inibindo a

cristalizacdo da hemozoina.
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Em suma, as quinonas sdo uma classe de moléculas promissoras.
Apresentam atividade antitumoral, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica e
antiparasitaria, sendo assim ponto de partida para o desenvolvimento de novos

farmacos com potencial antimalarico.

2.5 COMPLEXOS METALICOS BASEADOS EM RUTENIO: FONTE DE
DESENVOLVIMENTO FARMACEUTICO

Desde a introducdo da cisplatina no tratamento do cancer, o desenvolvimento
de compostos a base de metal vem ganhando espaco na investigacdo de
alternativas terapéuticas para diversas doencas. Os complexos de ruténio tém sido
amplamente pesquisados como agentes antitumorais, antibacterianos e
antiparasitarios promissores. Eles apresentam mecanismos de acgdo distintos
associados a baixa toxicidade que possibilita a ado¢gdo como alternativa terapéutica

(TABRIZI et al., 2016).

Nos ultimos anos, complexos organometalicos de Ru (II) despertaram atencéo
na pesquisa. Tal interesse esta associado a capacidade de ser complexado com
compostos organicos com importancia medicinal, seja por coordenacdo direta ao
centro metalico ou pela funcionalizacdo de um ligante, com objetivo de melhorar o
valor terapéutico (OLIVEIRA et al.,, 2017). O uso de estruturas privilegiadas no
desenvolvimento de novos farmacos tem sido uma abordagem eficaz no
planejamento de novos medicamentos. Essas estruturas muitas vezes sédo farmacos,
compostos naturais ou moléculas bioativas com propriedades promissoras ou com
semelhanca estrutural ao farmaco ja usado no tratamento de patologias (Figura 10)
(GLANS et al., 2012).
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Figura 10: Complexos metdlicos ruténio-cloroquina. Estruturas quimica de
organometais testados anteriormente por nosso grupo. Imagem extraida de MACEDO
et al, 2016.

A associacao de estruturas privilegiadas com metais pode aumentar a poténcia
do complexo resultante a partir do sinergismo entre a biomolécula e o metal,
melhorando a atividade biolégica. Dentre as moléculas amplamente estudadas,
compostos derivados da quinina apresentam grande versatilidade. A solubilidade
dos complexos metélicos depende do ion metdlico utilizado e a natureza dos
ligantes associados. O complexo metalico deve ser solivel em agua e apresentar
lipofilicidade adequada para atravessar as membranas celulares (DHANARA et al.,
2015).
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Figura 11: Eficacia de complexo metdlico platina-cloroquina (WV-93). Desenho
experimental de Thompson (A), percentual de parasitemia (B) e sobrevivéncia 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 comparacdo ao
grupo veiculo e CQ. No painel (B), os valores representam o média + D.P. de um
experimento. *** p <0,01 versus veiculo (One way ANOVA e teste de Newman-Keuls). dpi
= dias apds infecgdo. Ensaio in vivo realizado por Macedo et al. (2017)

Complexos de Ru (Il) possuem atividade antiparasitaria promissora em
modelos in vitro e in vivo (Figura 11) por se tornarem reativos em pH acido e em

ambientes com niveis elevados de glutationa, conferindo a molécula seletividade

entre células de mamiferos saudéaveis e os parasitos (NEVES et al., 2019).

A atividade antimalarica de varios complexos metalicos tem sido demonstrada
eficaz no tratamento contra cepas resistentes de plasmadio in vitro (BARBOSA et al.,
2014; KUPPUSAMY et al., 2016). Macedo et al. (2016) observou que a complexacao
do ruténio com a cloroquina tem acdo antimalarica mais acentuada em cepas
resistentes, em comparacdo ao metal livre e a cloroquina. A presenca do metal
potencializa o efeito esperado podendo agir em vias diferentes das ja conhecidas,
como a inibicdo da formacédo de cristais de hemozoina. Em 2016, Martinez et al.
testou um composto hibrido que possuia 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 presenca do metal na
estrutura aumenta atividade antiparasitéria.

Substancias contendo naftoquinonas em sua estrutura desempenha atividade
relacionada a geracdo de espécies reativas de oxigénio por ciclo redox (NEVES et
al., 2019). A insercdo ions metalicos pode modular as propriedades das
naftoquinonas, representando, assim, uma estratégia atraente no desenvolvimento
de novos farmacos. Em 2003, Gokhale et al. realizou um estudo com complexos
metélicos com a naftoquinona buparvaquona, e evidenciou que tal associacdo é uma
alternativa como novos agentes antimalaricos potentes. Este trabalho foi o primeiro

exemplo de complexo metalico com naftoquinonas antimalaricas.

Dessa forma, a associacdo de compostos naftoquinénicos com ions metalicos
torna-se uma estratégia capaz de potencializar a acdo antiparasitaria dessas

moléculas. Contudo, os mecanismos celulares e moleculares de complexos ruténio-
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naftoquinona néo estéo totalmente elucidados, sendo necessaria a investigacao dos
possiveis mecanismos de acéo de tais complexos no plasmaédio, bem como avaliar a

seletividade frente a células de mamiferos.

2.6 PROCESSO DE ATIVACAO CELULAR DE FARMACOS ANTIMALARICOS

O processo de ativacdo de farmacos antimalaricos € uma etapa essencial
para garantir o acumulo do antimalarico no ambiente celular e posterior transporte ao
seu alvo molecular. Um dos primeiros e mais conhecidos processos de ativacao de
antimaléarico € o caso da cloroquina, que ao permear no vacuolo digestivo do
plasmaddio, encontra um ambiente acido, sofre uma etapa de protonacdo e forma
uma espécie (CQ-H)?*. Por conta da carga, a cloroguina protonada possui
permeabilidade reduzida em atravessar membranas celulares e, como resultado, o
efluxo da cloroquina para fora do vacuolo digestivo € impedido; consequentemente a
cloroquina se acumula no vacuolo digestivo e exerce acdo antimalarica (SLATER,
1993). Mas com excecao da cloroquina, a maioria dos farmacos antimalaricos
sofrem o processo de ativacdo mediado por substancias endbégenas. Algumas das
substancias de maior abundéancia nos eritrécitos e no plasmodio sdo o heme, a
glutationa e a hemoglobina e, portanto, sdo os primeiros mediadores da interacdo de
farmacos no ambiente celular, sendo responsaveis pelo processo de ativacéo
(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 ativacdo, a
glutationa pode atuar tanto na ativacdo quanto na inativacdo de uma substancia
antimalarica (Figura 12), visto que a glutationa possui papel antioxidante no parasito
(MULLER, 2015).
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As artemisininas se ligam ao heme livre ou ao heme presente na
hemoglobina de maneira covalente e irreversivel, formando um conjugado heme-
artemisinina que entdo exerce agdo antiparasitaria (MA et al., 2020). A quinolina
antimaldrica amodiaquina interage com a glutationa, formando metabdlitos que
também estdo envolvidos com a acdo antimalarica (GARAVITO et al.,, 2007),
enquanto que a primaquina € ativada in vitro pela glutationa, in vivo a esta sofre
extensa metabolizacdo hepatica formando metabdlitos bioativos (CAMARDA et al.,
2019). Embora muitos antimaldricos sofram o processo de ativagdo celular, em
relacdo a atovaquona sabe-se que ndo ha interacdo com a glutationa nem com o
heme (GARAVITO et al., 2007; COMBRINCK et al., 2015), portanto, o processo de
ativacao celular da Atovaquona ainda n&o foi totalmente desvendado.

Plasmodium falciparum

0,
HMS GSH FPIX(Fe') -3 H20;
NADP* Fenton

Felll

FPIX
FPIX (Felll) destl‘uction

Figura 12: Esquema representativo dos processos de ativacao celular mediado pela
glutationa no plasmédio. GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada; PfGR
= glutationa redutase do P. falciparum. hGR = glutationa redutase humana. Figura
extraida de Muller et al (2011).
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Em relacdo a ativacdo celular de complexos metalicos, ha dois principais
mecanismos operantes (Figura 13). No mecanismo |, ocorre uma hidrdlise seguida
de troca do ligante por uma substancia endogena, sem, todavia, haver a alteracdo
no estado de oxidacao do atomo de metal (HOLTKAMP et al., 2018). O mecanismo |
€ tipicamente observado em complexos com metais de baixo estado de oxidacéo,
tais como complexos com ruténio (ll), platina (Il) e ouro (I). J& no mecanismo I,
ocorre uma alteracdo no estado de oxidacdo do &tomo de metal, sendo
acompanhado de liberacdo de ligante ou de troca de ligantes. O mecanismo Il é
tipicamente observado em complexos com metais de estado de oxidacdo alto, tais
como complexos com ruténio (Il1), platina (IV) e ouro (lll) (CHEN et al., 2020). Mais
especificamente, os complexos de ruténio (lll) seguem o mecanismo Il, por
apresentarem estado de oxidacdo mais alto, podendo sofrer reducdo no meio
celular, e resultar em complexos de ruténio (Il). E importante frisar que complexos
com ruténio (lll) podem sofrer mecanismo | de ativacdo celular. Durante a reducéo
de Ru (lll) & Ru (I) no meio celular, pode haver a oxidagdo de proteinas e outras
moléculas enddgenas, contribuindo para o efeito farmacolégico dos complexos de
ruténio (ll). Além disso, complexos de ruténio (lll) podem sofrer a trocar de ligantes,
liberando um ligante de importancia biolégica, tais como substancias com
propriedades citotdxicas ou antiparasitarios. Portanto, de uma maneira geral,
complexos de ruténio (Ill) sédo considerados como pré-farmacos (WEBB et al., 2013;
MATCZUK et al., 2014) e modelos mais aceitaveis para o desenvolvimento de

farmacos que necessitam a liberacao controlada de moléculas antimalaricas.
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Figura 13: Esquema representativo dos processos de ativacdo celular nos
complexos metdlicos. M = metal de transicéo; LB = ligante biologicamente ativo; CL =
co-ligante;

2.7 NAFTOQUINONAS COMO COMPONENTES PARA O DESENVOLVIMENTO
DE COMPLEXOS METALICOS

As quinonas representam uma classe quimica ampla e abundante presente
em produtos naturais e como substancias endégenas nas células. Mas do ponto de
vista farmacéutico, as naftoquinonas s&o as mais atrativas por apresentam menor
reatividade quimica do que as benzoquinonas (QIU et al., 2017; MEYER et al.,
2020).

Dentre as naftoquinonas de ocorréncia natural, podemos citar o lapachol e
seus derivados do tipo lapachona (a-lapachona e B-lapachona), os quais sé&o
encontrados em diversas plantas no Brasil (LEMOS et al., 2007). O lapachol, de fato,
possui potencial como quimioterapico para o tratamento de doencas infecciosas
(MATA-SANTOS et al., 2015; ARAUJO et al., 2019; LINZNER et al., 2020).
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Entretanto, sua eficacia é muito baixa e seu uso clinico foi interrompido. Por conta de
sua singularidade quimica, o lapachol tem sido amplamente investigado como um
prototipo quimico para a sintese de novas moléculas potencialmente (teis ao
tratamento de doencgas infecciosas, inclusive contra a malaria (ANDRADE-NETO et
al., 2004; SHARMA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; BRANDAO 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 quimioterapico para
o tratamento de doencas infecciosas e oncoldgicas (MOREIRA et al.,, 2014,
BARBOSA et al., 2014; DIAS et al., 2018).

Mais especificamente, em 2014, nosso grupo identificou que complexos
metalicos de ruténio de estado de oxidagdo Il ou Il contendo o lapachol
apresentaram atividade antiparasitaria in vitro frente a Leishmania amazonensis e
Plasmodium falciparum com poténcia superior ao Lapachol (BARBOSA et al., 2014)
(Figura 14). Um aspecto importante revelado neste trabalho é que o complexo de
ruténio (Ill) contendo o lapachol foi 0 mais potente antiparasitario e menos citotoxico
para células mamiferos do que complexos (II). Embora este complexo tenha sido
menos potente que o farmaco de referéncia (cloroquina), também apresentou
poténcia baixa quando posteriormente testado frente a um painel de cepas do

Plasmodium falciparum com perfis diferentes de resisténcia.
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Figura 14: Estrutura quimica do lapachol e regides de coordenacdo com ruténio.
Estrutura quimica do lapachol, denotando numericamente os atomos que se coordenam
ao atomo de ruténio (A). Estrutura cristalografica do complexo de ruténio (lll) com
lapachol de formula [RuCly(Lap)(dppb)] no qual foi identificado como o composto mais
potente como antiparasitarios (B).

Diante deste achado, nosso grupo de pesquisa decidiu direcionar o estudo de
complexos metalicos de ruténio (lll) ao invés de ruténio (Il), além de investigar o
papel da naftoquinona presente na composicado destes complexos metélicos. Neste
contexto, decidimos incluir como objeto de estudo a atovaquona (Figura 15). Embora
até o momento nao haja relatos na literatura da atovaquona como componente de
complexos metalicos, esse farmaco possui uma estrutura quimica semelhante ao
lapachol e, portanto, factivel de se ligar a atomos metélicos de transi¢cao, tais como o
ruténio. Portanto nosso grupo de pesquisa objetivou 0 uso da atovaguona como

componente (ligante) em complexos metalicos.

1. R=-(CH,)gC(CsH,,),
| 1960: Derivado 1, Lapinona, apresentou eficacia somente

OH frente ao P. vivax.

o —

y R 2.R= ~< >
| j = 1980: Derivados 2-3: Amplo espectro de agao, mas

2 OH interagem com enzimas microssomais hepaticas.

0 3.R= ——<—>—C(CH3)3

B — 1991: Derivado 4: Atovaquona. Amplo espectro de acédo e
4R= i \ / c desprovido interagdo com enzimas microssomais hepaticas.
Cl
|‘ Caracteristicas Resultados da Atovaquona
o} ( Peso molecular 366,8 g/mol
.- Solubilidade aquosa Insoltvel
O‘ Tempo de 1/2 2,2-3,2 dias
OH Clso (nM) P. falciparum 1,0-3,0
0

Figura 15. Evolugdo cronoldgica no desenvolvimento quimico que culminou com
a descoberta da Atovaquona. Tabela abaixo é um sumario das propriedades fisico-
quimicas e terapéuticas 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 acdo foi levado em consideracdo. Sabe-se que o
principal alvo molecular da atovaquona € o sitio Qo do citocromo bcl, onde a
Atovaquona estabelece ligacbes de hidrogénio com os aminoacidos His-181 e Glu-
273 do citocromo bcl. O residuo His-181 parece ser essencial para a interacao do
inibidor com o citocromo bcl, visto que o farmaco antimalarico experimental
plasmodiona, no qual é potente em multiplos estagios e eficaz in vivo, ndo exerce
mecanismo antiparasitario por bloquear o complexo citocromo bcl pois a
plasmodiona ndo possui hidroxila necessaria para interagir com o residuo His-181.
(EHRHARDT et al., 2013). J4 o lapachol ndo apresenta potente afinidade ao
citocromo bcl. Diferentemente da Atovaquona, que apresenta acao antimalarica na
escala de nanomolar, o lapachol ndo possui em sua estrutura uma cadeia lateral que
permitam a interacdes hidrofébicas com os residuos Leu-275 e lle-147 do citocromo

bcl do plasmédio (Figura 16).

Lapachol Plasmodiona Atovaquona

dihidroorotato
dehidrogenase
(DHODH)
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Figura 16: Estruturas quimicas do Lapachol, Plasmodiona e Atovaquona e ligacdo
da Atovaquona ao sitio de acdo. Na regidao pontilhada as cadeias laterais as quais
estes compostos se diferem e habilidade de cada composto em inibir a atividade
enzimatica da DHODH, no qual é indicativo que o composto inibe o citocromo bcl (A).
Modelagem molecular da atovaquona no sitio Qo do citocromo bcl (B). Figura extraida de
Kessl et al. (2004).

Tendo em mente estas semelhancas e diferencas entre a atovaquona e o
lapachol, nds decidimos realizar um estudo comparativo de complexos metélicos de
ruténio (lll) contendo na sua composicdo a atovaquona ou o lapachol. Com este
estudo comparativo, poderiamos investigar se o papel do complexo metalico é atuar
como um sistema carreador de farmaco antimalérico, direcionando a naftoquinona
para o interior das células do parasito. Isto poderia ndo somente desvendar o papel
do complexo metalico, mas também ajudar a explicar se a poténcia baixa do
lapachol como antimalaricos € devido a sua incorporacdo e acumulo baixo nas
células do plasmodio. De fato, na area oncoldgica, ha evidencias sélidas e
consistentes que complexos metalicos contendo o lapachol podem atuar como um
sistema de pro-farmacos, 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 malaria.

Do ponto de vista quimico, tanto o lapachol como a atovaquona se ligam ao
atomo de ruténio de maneira idénticas, através de uma bicoordenacdo de uma
carbonila e uma hidroxila da quinona ao ruténio, formando uma espécie
bicoordenada (isto €, bidentado) (GRANDIS et al., 2019). Esta espécie bicoordenada
forma um anel de cinco-membros que é estavel e, portanto, evita que a naftoquinona
se dissocie do complexo metalico antes de interagir com as células-alvo de estudo.
Com isso, neste trabalho, vislumbramos o estudo de uma seérie quimica de
complexos metalicos de ruténio (lll) contendo na sua composi¢cao a atovaquona ou 0

lapachol.
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Figura 17: Estruturas quimicas do lapachol (LAP), atovaquona (ATO) e dos
complexos metalicos estudados. PFs = hexafluoreto de fésforo. [RuCl.(ato)terpy] =
Derivado 1,

[RuCly(ato)dppb] = Derivado 2, [RuCl(lap)terpy] =
[RuCly(lap)dppb] = Derivado 4.

= Derivado 3,
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Além de variar o tipo de naftoquinona utilizada na composi¢do quimica dos
complexos metalicos, também variamos a utilizacado do outro componente quimico, o
co-ligante, de natureza fosfinica ou piridinica. O co-ligante & importante para
completar a esfera de coordenagdo do atomo de ruténio e auxilia na estabilidade
quimica (ALESSIO, 2016). Aqui, estudamos o co-ligante fosfinico 1,4-
bis(difenilfosfina)butano (dppb), o qual se liga de maneira bidentada ao a4tomo de
ruténio, o que resultou na série de derivados [(RuClz(ato)(dppb)] (2) e
[(RuClz(Lap)(dppb)] (4) e também o ligante piridinico 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 ruténio e por ter sido 0 mesmo empregado anteriormente pelo nosso
grupo de pesquisas em 2014, o ligante terpy foi escolhido por se ligar ao atomo de
ruténio como um ligante tridentado, formando uma espécie com trés pontos de
coordenacdo ao atomo de ruténio. Estudos mostram que um co-ligante tridentado
como a terpy € mais dificil de se dissociar do atomo metalico do que um ligante
bidentado como o dppb ou a naftoquinona. Tendo em vista isto, durante a hidrolise
no ambiente celular dos complexos metalicos com as naftoquinonas, seria esperado
gue a naftoquinona fosse dissociada do ruténio facilmente dos derivados 1 e 3
contendo terpy. JA nos derivados 2 e 4, contendo dois bidentados, a troca de
ligantes poderia resultar em uma competicdo 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 liberacdo de farmaco menos rapido, enquanto que os derivados da 2 e
4 atuariam como sistemas de liberacao de farmaco mais rapido. Considerando que o
perfil distinto de liberacdo de um pro-farmaco pode alterar a farmacocinética e/ou a
farmacodinamica de uma substancia biologicamente ativa, melhorando suas
propriedades terapéuticas. A hipotese do planejamento experimental dos compostos
quimicos vislumbrou que complexos metalicos contendo naftoquinonas poderiam
apresentar perfis distintos de liberacdo das naftoquinonas antimalaricas, podendo
resultar em compostos antiparasitarios potencialmente Uteis ao tratamento da

malaria (Figura 17).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

Investigar atividade antiplasmodial de complexos metélicos ruténio-lapachol

e ruténio-atovaquona.

3.2 ESPECIFICOS

v Determinar a atividade antiparasitaria in vitro, o perfil de
citotoxicidade em células mamiferos e a seletividade dos compostos em

formas assexuadas do P. falciparum;

v Investigar a habilidade dos compostos em se ligarem a glutationa
reduzida e as consequéncias desta habilidade com possivel mecanismo de

acao;

4 Avaliar a eficacia do tratamento dos compostos no modelo de

malaria experimental em camundongos infectados com o P. berghei.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO QUIMICA

O Lapachol foi gentilmente fornecido pelo Laboratorio Farmacéutico de
Pernambuco (LAFEPE, Recife, Pernambuco). A Atovaquona e os demais reagentes
quimicos para a sintese dos complexos metélicos foram adquiridos pela Sigma-
Aldrich. A sintese dos complexos metalicos de ruténio (lll) com as naftoquinonas
lapachol ou Atovaquona foi realizado seguindo a metodologia descrita por Barbosa
et al. (2014). A caracterizagdo quimica e a determinacdo da pureza (95%) foram
determinadas por UV-vis, condutancia molar, infra-vermelho e a analise elementar
de todos os complexos, enquanto que a cristalografia por difracdo de raios-X foi
determinada para o complexo [(RuClz(ato)(dppb)] (Figura 18). A compilacdo e
discussdo dos dados quimicos serdo apresentados futuramente na tese de
doutorado da Julia Scaff Moreira Dias do Programa de Pds-Graduacdo em Quimica

da Universidade Federal de Alfenas.

Figura 18: Caracterizacdo quimica do complexo [(RuCly(ato)(dppb). Estrutura quimica
do complexo [(RuClx(Ato)(dppb)] (A). Estrutura quimica do complexo [(RuCl;(Ato)(dppb)]
determinada por cristalografia de raios-X (B).
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4.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A atividade citotoxica dos derivados e lapachol foi avaliada utilizando
macréfagos 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 pocos (1x10*
células/poco) 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 pg/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 concentracdes diferentes (80 uM, 40 uM, 20 uM, 10 pM, 5 uM, 2,5 pM), em
triplicatas, durante 72 horas. A avaliagdo da viabilidade celular foi feita por
luminescéncia utilizando o kit CellTiter-Glo® (Promega Corporation, Madison, WI,
USA), o qual avalia a viabilidade celular por meio da presenca de ATP, a qual se liga
a luciferina, formando o complexo oxiluciferina e resulta em luminescéncia (Figura
19). A leitura foi realizada com pelo leitor de placas (Filtermax F3 & Filtermax F5,
Molecular Devices) seguindo instrucdes do fabricante do kit. Os valores da
concentracéo citotoxica de 50% (CCso) foram calculados utilizando leituras obtidas

em trés experimentos independentes.

The cell ia the source of ATP In the
uciferase reaction, so the lumines-
caence produced |s proportional to
tha number of vable cslls.

0 S Ny CallTiter-Gio*
) < Assay Ia ytic.

Oxylucifenin
VIABLE CELL _--

.......
Ultra-Glo™ | .. soee=="""
riuciferase

Luciferin

Figura 19: Esquema representativo da metodologia de viabilidade celular. Esquema
representativo pelo CellTiter-Glo®. Figura extraida das instrugdes do fabricante.
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4.3 CRESCIMENTO PARASITARIO DE CEPAS DO P. FALCIPARUM

As cepas de P. falciparum sensiveis a cloroquina (D10 e 3D7) e resistente a
cloroquina (W2) foram mantidas em frascos de cultura de células de 25 cm?. As
cepas D10 e W2 foram cultivadas em 5% (v/v) de hematdcrito (hematicas 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 gés de
1% de O2, 5% de CO2 e 94% de Na2.

A cepa 3D7 foi cultiva em 5% (v/v) de hematocrito (hemécias 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 condi¢gdes mencionadas acima.

4.3.1 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL IN VITRO FRENTE A
CEPAS DO P. FALCIPARUM

Os derivados e lapachol foram dissolvidos em DMSO e depois diluidos com
meio RPMI para alcancar as concentracfes desejadas (concentracdo final de DMSO
<1%, a qual ndo é tbxica para o parasito). A cloroquina foi utilizada como controle
positivo e a Atovaquona como droga referéncia e controle positivo nesse ensaio.

Os compostos foram plagueados em placas de 96 pocos de fundo chato e
diluicdes seriadas foram realizadas. Em seguida, culturas assincronas (parasitemia
de 1-1,5%; 1% de hematdcrito final) foram aliquotadas nas placas e incubadas por
72 horas a 37°C. Apdés o tempo de incubacdo, o crescimento do parasito foi
determinado através da mensuracao da atividade da enzima desidrogenase lactato
do parasito (pLDH) por espectrofotometria.

A cultura tratada com os compostos foi ressuspendida e 20 pL/poco foram
transferidos para uma nova placa de fundo chato contendo 100 yuL do reagente
MALSTAT (0,11% v/v Triton-100X, 115,7 mM de Litium L-lactato, 30,27 mM de Tris,
0,62 mM de dinucleotideo 3-acetilpiridina adenina (3-acetylpyridine adenine
dinucleotide - APAD) (Sigma-Aldrich), ajustado para pH 9 com 1 M de HCI) e 25 uL
de PES/NBT (1,96 mM de azul de nitrotretazolio e 0,24 mM de etosulfato fenazina).
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A placa foi incubada no escuro a 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
concentracdo inibitéria de 50% em relacdo aos pocos (ICso). Trés experimentos

independes foram realizados.

4.4 ENSAIO DE HEMOLISE

Eritrocitos humanos O+ frescos de doador saudavel e ndo infectados foram
centrifugados trés vezes com tampao fosfato-salino (PBS), ajustados para 1% de
hematocrito e 100 pL foram distribuidos em uma placa de fundo redondo de 96
pocos. Entdo, 100 pL dos compostos previamente solubilizados em DMSO (Sigma-
Aldrich) e suspensos em PBS 1x foram dispensados nos respectivos poc¢os. Cada
composto foi testado em sete concentracdes (50-0,78 uM), em triplicata. Hemacias
nao tratadas receberam 100 pl de PBS 1x contendo 0,5% de DMSO (controle
negativo), enquanto para o controle positivo foi utilizada saponina (Sigma-Aldrich) a
1% vl/v. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C sob 5% de CO2 e entdo
centrifugadas a 1500 rpm por 10 min. O volume de 100 pyL do sobrenadante foi
transferido para uma segunda placa, a qual foi lida em espectrofotbmetro
SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) no comprimento de onda de
540 nm, conforme descrito em Wang et al. (2010). A porcentagem de hemodlise foi
calculada em comparacdo com 0s controles positivos e negativos, usando GraphPad
Prisma 5.01.

4.5 ENSAIO DE LIGAGCAO COM A GLUTATIONA REDUZIDA

Para investigar um dos possiveis mecanismos de acdo, os compostos foram
ensaiados para avaliar se interagem covalentemente com a glutationa reduzida
(GSH). As drogas foram diluidas em trés concentracdes diferentes (4 mM, 1 mM,
0,25 mM) em tampéao fosfato-salino (PBS) 1x pH 8. Como controle positivo
utilizamos composto de Ouro (1) (AuCIP(Ph)s), no qual é um analogo do Auranofino e
de reconhecida capacidade de se ligar ao GSH (PEREIRA et al., 2020; KAZIMI et al.,



54

2019).

Posteriormente, as amostras (20 uL) foram expostas a solucédo de GSH 0,25
mM (100 pL) e incubadas por 24 horas a 37°C. ApOs esse periodo, 100 puL das
amostras foram transferidas para placa de 96 pocos de fundo opaco preto e
adicionada solucéo contendo o corante monochlorobimane (Sigma-Aldrich) & 1 mM.
As amostras foram incubadas a 37°C e apés 15 minutos e 1 hora foram realizadas
as leituras por fluorescéncia (Excitacdo 360 nm e emissdao 460 nm), seguindo
metodologia adaptada de Dean et. al (2017) e Imai et. al (2017). Os resultados sdo

provenientes de 2 ensaios independentes.

4.6 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA 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 Comissédo de Etica do Uso no
Animais (CEUA), niumero 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. Apés 24
horas da infeccao, foi iniciado o tratamento com 100 puL de Atovaquona a 1,7 mg/kg
(4,6 umol/kg), Derivado 1 a 15 mg/kg (15,6 umol/kg) ou solucdo veiculo contendo
proprilenoglicol/solu¢édo salina 0,9% (30:70, v/v) por via subcutanea durante quatro
dias consecutivos. A parasitemia foi monitorada por citometria de fluxo nos dias 5, 8,
10 e 12 apos infeccdo. A sobrevivéncia dos animais foi acompanhada durante 30
dias. Da mesma forma, o Derivado 2 foi testado na dose de 15 mg/kg (15,6 pmol/kg)
e 5 mg/kg (13,7 umol/kg) para atovaquona. A parasitemia foi observada nos dias 5,

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

Para a avaliacdo da parasitemia dos animais infectados, foram coletados 10
puL de sangue da cauda de cada camundongo em tubos contendo 100 pL de
heparina (Hemofol). As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm, foi
retirado o sobrenadante contendo heparina, centrifugados com solucdo salina
(0,9%). Logo apds, o sobrenadante foi retirado e adicionado as amostras uma
solucéo de Mitotracker™ Deep Red FM (67 nM) (Life Technology, Carlsbad, CA) e
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armazenada a 37°C por 20 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas, os pellets coletados e centrifugados novamente para retirada de
residuos do reagente. As amostras foram analisadas no cittmetro 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 ANALISE

Os valores obtidos dos experimentos foram provenientes da meédia + desvio
padrdo da média. A significAncia das diferencas nos resultados foi estimada pelo
teste de ANOVA — ONE WAY. Os valores de CCso dos compostos foram
provenientes da média de trés 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 METALICOS NAO SAO CITOTOXICOS E POSSUEM
ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL IN VITRO

Inicialmente, os compostos foram ensaiados em cepas de Plasmodium
falciparum sensiveis (3d7 e D10) e resistente a cloroquina (W2). Os valores da
concentracgéo inibitdria para 50% (Clso) de crescimento do parasito foram obtidos a
partir da mensuragdo da atividade da enzima desidrogenase lactato do parasito
(pLDH), seguindo metodologia descrita por Makler e Hinrichs (1993). Todos os

valores de Clso estdo sumarizados nas Tabelas 2 e 3.

O Derivado 1 apresentou melhor atividade antiplasmodial dentre os
derivados baseados na atovaquona, apresentando poténcia superior a cloroquina.
Por outro lado, o Derivado 2 foi inativo em todas as cepas de plasmadio testadas. Na
cepa resistente a cloroquina (W2) o Derivado 1 apresentou melhor poténcia, em
comparacao ao Derivado 2 e a cloroquina, com valor de ICso cerca de 11 vezes mais
potente que a cloroquina. Nas cepas sensiveis 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 Clso 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 trés cepas de plasmddio, sendo mais
potente na cepa 3d7 com Clso de 4,11 + 2 uM. 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 comparacdo 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

tdo 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
macrofagos murinos (J774). Ambas linhagens foram utilizadas tanto para avaliar se
os derivados eram téxicos em ceélulas de mamiferos, quanto se a toxicidade se
estende as células humanas. Os valores obtidos foram referentes a trés ensaios, dos

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

Ambos derivados baseados na atovaguona foram menos toxicos que o
farmaco atovaquona. O Derivado 2 nado foi citotoxico em nenhuma das
concentracbes testadas nas duas linhagens celulares. Enquanto o Derivado 1
apresentou CCsp de 80000 nM (80 puM) e 30000 nM (30 puM) para HepG2 e J774,
respectivamente. Tanto o Derivado 1 quanto o Derivado 2 foram menos citotoxicos
na linhagem HepG2 do que os farmacos referéncia. Ao mesmo tempo que em
macrofagos J774 foi observado essa caracteristica apenas no Derivado 2 (Tabela 2).

Nenhum dos derivados foi tdo citotdéxico quanto o controle positivo, a doxorrubicina.

Os compostos-teste apresentaram valores de CCsp acima da faixa
necessaria para inibicdo de 50% dos parasitos in vitro. Diante disso, o indice de
seletividade (IS) pdde ser calculado a partir da diferenca entre CCso e 1Cso, avaliando
a seletividade dos derivados entre células de mamiferos (HepG2 e J774) e o
parasito (cepa 3d7). Entdo, quanto maior o indice de seletividade, mais seletiva € a
droga. O Derivado 1 foi mais seletivo que a cloroquina quando avaliado para célula
de linhagem humana (HepG2), com indice de 6666 (Tabela 1). O Derivado 2 né&o foi
possivel calcular o IS. Nenhum dos derivados foi tdo seletivo e potente quanto a
atovaquona. Porém, é possivel observar que o Derivado 1 possui potente atividade

contra o plasmédio e néo foi toxico para células de mamiferos.
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Tabela 2: Atividade citostatica frente ao estagio sanguineo do Plasmodium falciparum (cepas 3d7, D10 e W2), citotoxicidade em células de mamiferos
(J774 e HepG2) e indice de seletividade dos Derivados 1 e 2.
P. falciparum, Cl_, £ D.P. [nM]
3d7 D10 W2 Citotoxicidade I.S. I.S.
Compostos sensivel sensivel resistente (CC,,* D.P.) (HepG2) (J774)
HepG2 J774
Atovaquona 1,4+0,1 27800800 2960013300 19142 21142
0,58+0,1 1,36 £ 0,6
Derivado (1) 12+ 0,7 80000# 300007 6666 2500
13+5,0 41,0+ 19,0
Derivado (2) >500 >80000 >80000 N.D. N.D.
>500 >500
Cloroquina 16 = 1,8 23 + 32 470£7,9 37600 +3600°  76100+3100 " 2350 4756

Derivado (1) = [RuCl(ato)(terpy)]PFes.; Derivado (2) = [Ru(ato)dppb]. D.P. = Desvio Padrdo da média. N.D.= Ndo determinado. # = CCso obtidos a partir de
valores estimados ap0s realizacéo de trés experimentos independentes. |.S. = indice de Seletividade. 1.S. calculado a partir da raz&o entre CCso e ICso. I.S.

calculado a partir do Clso de cepa 3d7; R = Valor de referéncia retirado do artigo MACEDO, et. al. 2016.
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Tabela 3: Atividade citostatica frente ao estagio sanguineo do Plasmodium falciparum (cepas 3d7, D10 e W2), citotoxicidade em células de mamiferos

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

P. falciparum, Cl_, = D.P. [uM]

50 —

3D7 D10 w2 Citotoxicidade l.S.
Compostos sensivel sensivel resistente (CC,,* D.P.) (J774)
Lapachol 8,73+0,5 44,16 + 7.9 45,05 + 16,4 N.D.
Derivado (3) 4,11+2 02+68 5.75+ 3.1 30,2 £ 20,2 14
Derivado (4) 9,18 + 4,5 521+ 331 35424 N.D.
Cloroquina 0016£0,002  023340.0032  0.470 + 0,08 37,6 +3,6" 76,1+3,1" 4756

Derivado (3) = [RuCl(lap)(terpy)]. Derivado (4) = [RuCl>(lap)dppb]. D.P. = Desvio Padrdo da média. N.D.= N&o determinado. I.S. = indice de Seletividade. 1.S.

calculado a partir da razéo entre CCso € ICso. R = Valor de referéncia retirado do artigo MACEDO, et. al. 2017. R = Valor de referéncia retirado do artigo MACEDO, et.

al. 2016.
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5.2 COMPLEXOS METALICOS COM ATOVAQUONA NAO INDUZEM HEMOLISE
E SE LIGAM A GLUTATIONA REDUZIDA

Para avaliar se os compostos possuiam capacidade hemolitica, foi realizado
ensaio de hemdlise em eritrocitos nédo infectados. Como controle positivo a saponina
1% foi utilizada. Os Derivados nao induziram hemdlise até a concentracédo de 50 uM
(Figura 20 A e B). Apenas o lapachol foi hemolitico, apresentando aproximadamente
2% de hemodlise na maior concentracdo testada (50 pM). Esses achados indicam
que a atividade antiparasitaria dos compostos € seletiva para o parasito, pois, ao

agirem no parasito, ndo causam danos aos eritrocitos.
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Figura 20: Avaliacdo de potencial hemolitico de compostos-teste. (A) Percentual de hemdlise
em eritrécitos ndo infectados e tratados com os complexos ruténio/atovaquona, ruténio/lapachol e
lapachol (concentracdo de 50 pM) por 1 hora. Os valores representam médiatD.P. de trés
replicatas. One-Way ANOVA. ***p<0.05 em comparacdo com o controle positivo (B) Curva
concentracdo-resposta com percentual de hemodlise de eritrocitos ndo-infectados tratados com os
derivados durante 1 hora.

s

O sistema glutationa € um importante mecanismo antioxidante e de
sobrevivéncia do plasmddio. 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
funcao principal a detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) resultantes
do processo de digestdo da hemoglobina (KASOZI et al., 2013). Com o objetivo de
investigar se esse seria um dos possiveis mecanismos de a¢éo, 0s compostos foram
avaliados quanto a ligacdo a glutationa reduzida (GSH). Baseado nos resultados
anteriores, os Derivados 1 e 2 foram selecionados para dar continuidade aos testes.
Os compostos foram diluidos em trés concentragfes diferentes (4 mM, 1 mM e 0,25
mM) e expostos a solucdo contendo 0,25 mM de GSH. Entre ambos compostos, 0
Derivado 1 apresentou percentual de ligagdo com GSH semelhante ao controle
positivo, de forma concentracao-dependente, com inibicdo proximo a 80% na maior

concentracdo testada (Figura 21B). Por possuir na estrutura quimica tanto a
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Atovaquona, quanto o precursor, ambos foram testados. De forma semelhante ao
Derivado 1, o precursor apresentou inibicdo total do GSH na maior concentracao.
Diferentemente da Atovaquona, a qual ndo apresentou esse perfil. Tais achados dao
indicios que o precursor contendo o ruténio possui importante papel na inibicdo do

GSH no parasito, podendo agir sinergicamente com a Atovaquona presente na
molécula no parasito.
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Figura 21: Avaliacdo de ligacdo com glutationa reduzida. Curva-padréo de diferentes
concentracdes da GSH na presenga do corante monochlorobimane a 1 mM (A). Percentual de
ligacdo de GSH com derivados nas propor¢des 16:1, 4:1, 1:1 (composto versus GSH) determinado
por fluorescéncia (B). Os valores sao referentes a MédiatS.E.M. Two-Way ANOVA (pds-teste de
Bonferroni) ***p<0,001. Dervl = Derivado 1. Derv2 = Derivado 2. ATV= Atovaquona. Precursor =

[Ru(Cl)sH20(dppb)]. AuP = AUCIP(Ph)s, GSH = Glutationa Reduzida. RFU = unidade de
fluorescéncia relativa.

5.3 AVALIACAO IN VIVO DE ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

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 sobrevivéncia dos animais, segundo
metodologia de Peters. Tal metodologia tem como finalidade avaliar performance do
farmaco teste frente ao Plasmodium spp. in vivo apds 4 dias consecutivos de
tratamento (PETERS et al., 1975). O P. berghei-GFP, cepa que expressa a proteina
de fluorescéncia verde, foi utilizado no estudo por ser uma cepa que é facilmente
detectavel em seus estagios sanguineos pela fluorescéncia que expressa, podendo
ser avaliada por citometria de fluxo, sem a necessidade de marcacdo com reagentes
radioativos (SANCHEZ, 2007).

Inicialmente, o Derivado 1 foi administrado por via subcutanea durante
guatro dias consecutivos na dose de 15 mg/kg (15,6 umol/kg), sendo a primeira dose
administrada ap0s 24 horas de infec¢do. A parasitemia foi avaliada nos dias 5, 8, 10,
12 e 20 por citometria de fluxo e sobrevivéncia acompanhada por 30 dias. O grupo
veiculo apresentou aumento da parasitemia ao longo dos dias, enquanto o Derivado
1 diminuiu a parasitemia dos animais semelhante a atovaquona (dose de 4,6
pumol/kg) (Figura 22D). Consequentemente, foi observado nos 30 dias de ensaio que
o Derivado 1 aumentou o tempo de sobrevivéncia dos animais, o qual mostrou
diferenca significativa em comparagdo com o0 grupo nédo-tratado (veiculo) (Figura
22E).

Ao tabular os valores de parasitemia dos animais, foi observado que o
Derivado 1 diminuiu o percentual em 63% apos 5 dias de infeccdo, e manteve tais
taxas até o dia 10. Ap6s 20 dias do inicio do experimento, observamos que 0
Derivado 1 conseguiu suprimir 77% da parasitemia nos camundongos tratados com

esse composto (Tabela 4). Além disso, o Derivado 1 aumentou a mediana de
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sobrevivéncia desses animais, quando comparado ao grupo veiculo, e foi eficaz na
supressdo da parasitemia que, por consequéncia, influenciou na taxa de

sobrevivéncia dos animais em 60%.
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Figura 22: Avaliagcdo da eficacia do Derivado 1 em camundongos infectados.
Esquema do desenho experimental do protocolo de Peters de supressdo da malaria em
roedores (A). Histogramas representativos determinado por citometria de fluxo do sangue
de camundongo ndo-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 sobrevivéncia dos animais (E). Percentual de
parasitemia do dia 10 apos infeccdo (F). Camundongos Swiss Webster (n=5) foram
infectados com cepa P. berghei-GFP e tratados por 4 dias consecutivos (via subcutanea).
Nos painéis (B) e (C), P3 é a populacdo marcada com GFP (GFP+), enquanto que P2 é a
populacdo marcado com corante de viabilidade da mitocondria. ***p<0,005, **p<0,05 em
comparagdo com o grupo veiculo One-Way ANOVA e pos-teste de Turkey. ##p<0,005
(Veiculo versus Atovaquona) e #p<0,05 (Veiculo versus derivado 1) Log-rank (Mantel-
Cox). Valores referentes a média +E.P.M. dos dias 5, 8, 10 e 20. DAl = Dias apoés
infeccgéo.
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Tabela 4: Percentual de reducdo da parasitemia, mediana e taxa de sobrevivéncia de

Derivado 1
Compostos Dose % Reducdo de Mediana de %
(umol/kg) parasitemia’ sobrevivéncia Sobrevivéncia
(dias)
D5 D10 D20
Veiculo - 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

% Valores referentes aos dias 5 (D5), 10 (D10) e 20 (D20) ap6s infeccdo em comparacao ao

grupo veiculo.
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Diante dos resultados in vitro de citotoxicidade, também avaliamos a eficacia
do Derivado 2 in vivo contra cepa P. berghei-GFP. Nosso objetivo foi investigar se o
composto possuia caracteristicas de pré-droga, o qual necessita do metabolismo do
hospedeiro para ser ativo. Para isso, 0 composto foi testado adotando a metodologia
de Peters (PETERS et al., 1975). As drogas foram administradas durante quatro dias
consecutivos por via subcutanea nas doses de 15 mg/kg (15,6 umol/kg) e 45 mg/kg
(46,7 pmol/kg) para o Derivado 2 e 5 mg/kg (13,7 pmol/kg) para atovaquona. A
parasitemia observada nos dias 5, 7, 10 e 14 e a sobrevivéncia acompanhada por 30
dias.

Durante o curso da infeccdo, observamos que o Derivado 2 diminuiu de
forma significativa a parasitemia em comparacdo com o grupo veiculo na dose de
46,7 umol/kg a partir do dia 7 (Tabela 5). Porém, o Derivado 2 néo foi tdo eficaz em
suprimir a parasitemia quanto ao observado com a atovaquona ou o Derivado 1
(Tabela 4). Em relacdo a sobrevida dos animais, o Derivado 2 foi capaz de aumentar
a mediana de sobrevivéncia, em comparacdo ao grupo veiculo. Mesmo ndo sendo
eficaz na supressao da parasitemia, o Derivado 2 manteve a taxa de sobrevivéncia

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

Compostos Dose % Reducéo de Mediana de %
(umol/kg) parasitemia’ sobrevivéncia  Sobrevivéncia
(dias)
D5 D7 D14

Veiculo - 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

® Valores referentes aos dias 5 (D5), 7 (D7) e 14 (D14) apds infeccdo em comparagdo ao
grupo veiculo.

Apbs tabular os dados de eficacia e taxa de sobrevivéncia dos derivados na
Tabelas 4 e 5, podemos observar que na mesma dose (15,6 pmol/kg) e via de
administracd@o (s.c.) o Derivado 1 exibiu perfil antimalarico in vivo melhor do que o
Derivado 2, o qual foi eficaz na supressdo da parasitemia dos animais e, como
consequéncia, aumentou a mediana do tempo de vida. De fato, a eficacia do
Derivado 2 € comparavel ao do Derivado 1 somente quando o Derivado 2 é usado
numa dose trés vezes maior (46,7 pmol/kg); em outras palavras, o Derivado 1 é
cerca de trés vezes mais eficaz do que o Derivado 2 na malaria experimental. Ainda
de acordo com os dados da Tabelas 4 e 5, podemos estimar, ao analisar a taxa de
sobrevivéncia quando os compostos foram testados na mesma faixa de dose (15,6
pumol/kg), que o Derivado 1 é cerca de trés vezes menos eficaz que a atovaquona.
Embora o Derivado 1 seja menos eficaz que a atovaguona, esse composto possui
uma eficacia elevada dentre os antimalaricos usados na malaria experimental, como
podemos observar a sua eficacia superior ao se comparar com a cloroquina
(PEREIRA et al., 2020).
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6 DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou o potencial antimalarico de complexos metalicos
ruténio-atovaquona e ruténio-lapachol frente ao estagio sanguineo do plasmadio e

possiveis mecanismos de acao.

A alta taxa de prevaléncia de casos de maléaria foi e continua sendo um
grande problema de saude publica. Somado a isso, na ultima década foi observado
o surgimento de cepas de Plasmodium falciparum resistentes aos farmacos
antimalaricos atualmente utilizados nos tratamentos. Mesmo havendo uma
variedade de medicamentos antimalaricos, € sabido que o aumento de casos de
parasitos resistentes necessita de estratégias terapéuticas eficazes que atuem em
varias formas evolutivas do parasito e contornem os mecanismos de resisténcia.
Estudos sobre a utilizacdo de metais de transicdo vém ganhando espac¢o na area de
planejamento de farmacos por apresentarem caracteristicas interessantes em meios
biolégicos como estabilidade, toxicidade baixa, poténcia e seletividade quando
complexadas com farmacos ou moléculas bioativas. Tal associagdo metal-farmaco
culmina no aumento de possibilidades a partir de modificagdes na arquitetura da
molécula, devido a variedade de numeros de coordenacdo e geometrias, estado de
oxidacdo e reatividade, além das cargas gerais (PEACOCK e SANDLER, 2008). A
atovaquona e o lapachol sdo naftoquinonas que possuem atividade antiparasitaria
previamente conhecidas. A atovaquona € um medicamento j& bem utilizado em
associacdo com o proguanil, os quais possuem grande importancia no tratamento e
na profilaxia da malaria, agindo na cadeia de transferéncia de elétrons na
mitocondria, e essencial na respiracdo celular no parasito. Ja é conhecida a
atividade antiplasmodial do lapachol e seus derivados (lapachona e B-lapachona), e
por isso vém sendo investigada como prototipo para moléculas com potencial

antiparasitario.

Os complexos metalicos [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 sensiveis (3d7 e D10) e uma resistente a cloroquina. Dentre os compostos
testados, apenas o Derivado 1 foi capaz de inibir a proliferacdo dos parasitos, com
valores de Clso 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 caracteristicas estruturais em
comum, como a atovaquona e O ruténio, porém apresentaram comportamentos
diferentes. Uma caracteristica dos ions metalicos é a capacidade de dissociacdo em
solugcéo (PEACOCK e SANDLER, 2008; MACEDO et al., 2016). Talvez as diferencas
estruturais presentes no Derivado 1, e ausentes no Derivado 2, tenham permitido a
dissociacdo do metal e consequente atividade antiplasmodial. O Derivado 1 foi mais
potente frente & cepa 3d7 (Clso 12 nM), enquanto que na cepa W2 foi cerca de 3
vezes menos. Mesmo apresentando Clso maior na cepa resistente (W2), €
importante destacar que, comparado a cloroquina, o Derivado 1 foi cerca de 11
vezes mais potente. Nenhum dos compostos testados foi tdo potente quanto a ATV.
Porém, o Derivado 1 apresentou valores de Clso na faixa de nanomolar,
diferentemente do Derivado 2, o qual ndo foi possivel ser calculado. A ATV é um
farmaco potente contra o plasmodio. No entanto, o rapido desenvolvimento de
resisténcia do parasito € a principal limitacdo desse medicamento (SIREGAR et al.,
2015), o que ainda ndo € possivel 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 metalicos
ruténio-lapachol sdo em até 50 vezes mais potente do que apenas a molécula base
(BARBOSA et al., 2014), o que confirma que essa associacao € interessante na

inibicdo do parasito.

Além da poténcia como antiparasitarios, um outro aspecto importante é a
toxicidade, visto que muitos candidatos a farmacos antimalaricos falham por conta
desse aspecto. Os derivados foram testados quanto a toxicidade em células de
mamiferos. Podemos afirmar que os compostos ndo foram toxicos nas células
testadas (HepG2 e J774), quando comparados com os valores de Clso. 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 dao indicios de que o Derivado 1 apresenta janela terapéutica ampla,
sendo uma alternativa farmacologica segura (NWAKA et al., 2009). Num recente
estudo realizado por Rylands et al. (2019) foi comparada a atividade antiplasmodial
de diferentes complexos metalicos baseados em ruténio (Il), rédio (lI) e iridio (llI)
frente a duas cepas de P. falciparum, uma sensivel a cloroquina (NF54) e outra

resistente a multiplas drogas (K1). Este trabalho evidenciou que o complexo metalico
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mais potente foi 0 que possuia o ruténio em sua estrutura para a cepa NF54, com
valor de Clso de 0,59 uM, enquanto o complexo com iridio e rédio obtiveram 1,94 uM
e 5,17 pM, respectivamente. Entretanto, nenhum dos farmacos experimentais
testados foram ativos na cepa K1. Acredita-se que drogas baseadas em ruténio
mimetizem as interacdes do ferro se ligando a albumina e transferrina. Tal vantagem
permite a interacdo dessas drogas em condi¢ces bioldgicas e aumenta o potencial
efeito antiplasmodial (GUO et al., 2013; RYLANDS et al., 2019).

O grande desafio no planejamento de farmacos antimalaricos é encontrar
alternativas terapéuticas que ajam em todas as formas evolutivas do parasito e que
nao apresentem efeitos adversos nos pacientes (BAKSHI et al., 2018; HELLER e
ROEPE, 2018). Além de avaliar a toxicidade dos compostos em células de linhagem,
€ necessario observar se os candidatos a novos farmacos agem diretamente no
parasito por mecanismos complexos, e ndo hemolisando os eritrécitos infectados.
Seguindo esse principio, avaliamos a capacidade hemolitica dos Derivados e o
lapachol. Nossos resultados evidenciaram que todos os derivados (1-4) néo
causaram hemdlise nas concentracdes testadas in vitro. Apenas o lapachol foi capaz

de induzir aproximadamente 2% de hemolise na maior concentracdo testada (50
MM).

O sistema antioxidante dos tidis dependentes de NADPH é o mais
importante mecanismo de defesa contra espécies reativas de oxigénio no parasito.
Nesse sistema esta incluso a glutationa reduzida (GSH), a qual esta envolvida na
sobrevivéncia do plasmaédio através da manutencédo do equilibrio redox no citosol,
principalmente durante o processo de digestdo da hemoglobina (MULLER et al.,
2011). Baseado nos resultados promissores anteriores dos Derivados 1 e 2, e
investigando os possiveis mecanismos de acdo, avaliamos a capacidade dos
compostos em se ligar a glutationa reduzida. Dentre os resultados obtidos,
observamos que o Derivado 1 foi farmaco que exibiu o melhor perfil de ligacdo com
o GSH semelhante ao controle positivo (AuP), enquanto o Derivado 2 néo
apresentou tal atividade. E importante destacar que o precursor inibiu GSH em todas
as concentracdes testadas, sendo que na concentragcdo de 1 mM apresentou
inibicdo de 100%. Por outro lado, a atovaquona né&o exibiu valores significativos de
inibicdo em nenhuma das concentragcfes. Tais achados demonstram que o ruténio

pode possuir importante funcdo na acdo do farmaco por essa via, ja que esse metal
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pode agir na cadeia redox do parasito e ser reduzido de Ru (lll) para Ru (Il), o qual é
mais ativo (PEACOCK e Sandler, 2008; BARBOSA et al., 2014). A ligacdo do
complexo ruténio-atovaquona ao GSH nos trouxe a hipdtese de que essa
associacdo agiria como um sistema de entrega de farmaco ou direcionando a
molécula para o sitio de acéo, desencadeando no processo de morte do parasito.
Estudos futuros sdo necessarios para demonstrar se no ambiente celular o complexo
ruténio-atovaquona inativa a GSH, e se tal efeito contribui para a inibicdo do

crescimento do parasito.

O desenvolvimento da maléaria esta diretamente associado aos hospedeiros
do parasito. Os acessos febris, calafrios, sudorese e anemia séo resultantes do
aumento da parasitemia, digestdo da hemoglobina e o rompimento dos eritrécitos
infectados no hospedeiro secundario (ASHLEY et al., 2018). Durante o planejamento
de farmacos, uma etapa crucial na avaliacao da eficacia de uma possivel terapia € 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
malaria de Peters (PETERS et al., 1975). Tal modelo é importante durante o periodo
experimental pois recapitula muitos aspectos da doenca em humanos, tais como a
hiperparasitemia, anemia e mortalidade. Nossos achados demonstraram que ambos
derivados diminuiram o percentual de parasitemia de forma significativa, em
comparacao ao grupo veiculo. Porém, o Derivado 1 exibiu melhor eficacia in vivo
que o Derivado 2, na dose de 15,6 umol/kg, suprimindo a parasitemia semelhante a
atovaquona, farmaco referéncia. Consequentemente, o Derivado 1 aumentou o
tempo de sobrevivéncia dos animais, confirmando a eficacia do composto in vivo
contra o P. berghei. O Derivado 2 foi testado também na dose de 46,7 umol/kg.
Porém, nao foi tdo eficaz quanto o Derivado 1 e atovaquona. O aumento da eficacia
in vivo a partir da complexacao de metais e farmacos ja foi previamente evidenciado.
Macedo et al. (2016 e 2017) demonstrou que complexos metalicos platina-cloroquina
e ruténio-cloroquina apresentam poténcia in vitro e eficacia in vivo. Foi observado
também nesses dois estudos que a presenca do metal exibe atividade ndo so
inibindo a formac&o de cristais de hemozoina, mas também podem agir na cadeia de
transferéncia de elétrons mitocondrial do plasmodio no estagio sanguineo. Além
disso, os compostos diminuiram o percentual de parasitemia sanguinea e aumentou

a sobrevida dos animais, confirmando, assim, a eficacia de complexos
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organometalicos no combate dos parasitos e interrupcao da doenca.

A administracdo dos compostos foi realizada nos animais pela via
subcutanea no dorso. Sabe-se que a via subcutanea tem um perfil de absor¢cdo mais
lenta que as demais vias injetaveis e, portanto, tém sido usada amplamente em
experimentos de supressdao da malaria experimental (PETERS et al., 1977;
SIMMONS; BRICK, 1970), onde a absorcdo mais lenta das quatro doses
consecutivas do antimalarico resulta em uma maior tempo de acéo do farmaco. Além
disso, os complexos metélicos com fosfinas apresentam lipofilicidade elevada
(CAMARGO et al., 2018; GRANDIS et al., 2017) e, logo, a via subcutanea € uma
rota de administracdo adequada para os estudos iniciais de eficacia. A observacao
de que os derivados apresentaram eficAcia quando administrados por esta via
indicam que os mesmos possuem lipofilicidade suficiente para serem absorvidos e
biodistribuidos, sendo necessario no curso da investigacéo futura, avaliar a eficacia

dos derivados em outras rotas de administracao.
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho nés avaliamos o potencial antiplasmodial de complexos
metélicos baseados em ruténio-atovaquona e ruténio-lapachol. Nossos achados
sugerem que a conjugacédo do ruténio a atovaquona resultaram nos melhores perfis
antiparasitarios. O Derivado 1 foi mais potente no estagio intraeritrocitico do
plasmodio, com baixa toxicidade frente as células de mamiferos e com alta
seletividade para o parasito. Nos ensaios in vivo, o Derivado 1 foi o que exibiu
melhor eficicia, suprimindo a parasitemia de forma semelhante a atovaquona e
aumentando o tempo de vida dos animais apés o tratamento. Os dados obtidos
neste trabalho sdo importantes na compreensdo de farmacos baseados em ruténio,
além de elucidar os possiveis mecanismos de acdo do complexo inédito ruténio-

atovaquona.

Em suma, nossos resultados evidenciaram que o Derivado 1 é um excelente
candidato para o desenvolvimento de estudos mais aprofundados para investigacao
dos mecanismos de agcdo provenientes de tal composto. Além disso, é necessario
avaliar se o Derivado 1 é capaz de desenvolver resisténcia no parasito, como ocorre

com a atovaquona.
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