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Resumo

A malaria é uma doenca infeciosa provocada por parasitas do género
Plasmodium, transmitidos ao ser humano através de uma picada de um mosquito fémea
do género Anopheles. Apesar do grande esforco que tem sido feito para controlar esta
doenga, estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam que, em 2015,
ocorreram no mundo cerca de 212 milhdes de casos de malaria, dos quais 429 000
resultaram em morte.

Atualmente, o combate contra a maldria passa principalmente pelo controlo do
vetor, prevencao da picada por mosquitos infetados e pela utilizacdo de quimioterapia
em profilaxia ou tratamento. No entanto, o arsenal terapéutico existente para a malaria
apresenta imensas limitacdes no que diz respeito a sua eficdcia, custo e seguranca.

Tem se verificado, cada vez mais, um aumento das resisténcias aos farmacos com
atividade antimaldrica, incluindo, mais recentemente, os atuais farmacos de primeira
linha (derivados de artemisinina). Assim, é de extrema importancia conhecer os
mecanismos de acdo, limitacGes e respetivos mecanismos de resisténcia dos atuais
farmacos utilizados de modo a, no futuro, desenvolver novos farmacos contra a malaria
que contornem os problemas existentes.

A presente dissertacdo apresenta uma revisdo bibliografica relativa as
caracteristicas e impacto global da malaria, as estratégias atuais da sua prevencao, as
limitacOes das atuais terapéuticas utilizadas e as perspetivas futuras dos diversos grupos
terapéuticos. O alvo terapéutico do complexo de citocromo bc; da cadeia de transporte
de eletrdes mitocondrial de P. falciparum é abordado com particular énfase.
Atualmente, a atovaquona é o Unico farmaco comercializado como inibidor seletivo
deste complexo. Foi estabelecida a atividade antimalarica (por inibicdo do complexo bci)
de outros compostos com o nucleo 4-oxoquinolinico, incluindo as 4-oxoquinolinas com
um grupo éster na posicdo 3. Neste ambito, foi desenvolvido um projeto de sintese
organica com o objetivo de preparar inibidores seletivos do complexo de citocromo bc;:
de P. falciparum e estudar as propriedades e problemas associados a estes compostos.
Este projeto é apresentado e discutido nos capitulos finais desta dissertacao.
Palavras-chave: Malaria, doenca parasitaria, Plasmodium, Fadrmacos antimalaricos,

Resisténcias, Sintese de quinolonas, Inibidores do complexo bci de P. falciparum



Malaria: limitacOes das terapéuticas atuais, validacao de novos alvos terapéuticos e descoberta de
novos farmacos.

Abstract

Malaria is an infectious disease caused by parasites of the genus Plasmodium,
transmitted to humans through the bite of a female mosquito of the genus Anopheles.
Despite the great effort that has been made to control this disease, World Health
Organization (WHO) estimates show that around 212 million malaria cases occurred
worldwide in 2015, of which 429,000 resulted in death.

Currently, the fight against malaria mainly involves vector control, prevention of
the bites by infected mosquitoes and the use of chemotherapy in prophylaxis or
treatment. However, the existing therapeutic arsenal for malaria has many limitations
in terms of its efficacy, cost and safety.

Increasing resistance to antimalarial drugs, including, more recently, the current
first-line drugs (artemisinin derivatives) has been observed. Thus, it is extremely
important to know the mechanisms of action, limitations and respective mechanisms of
resistance of the current drugs used, in order to, in the future, develop new drugs
against malaria that bypass the existing problems.

Therefore, the present dissertation presents a bibliographic review regarding the
characteristics and overall impact of malaria, as well as the current strategies of its
prevention, the limitations of the current therapeutics used and future perspectives of
the different therapeutic groups. In particular, the cytochrome bc: complex of the
mitochondrial respiratory chain of P. falciparum is addressed as therapeutic target.
Currently, atovaquone is the only drug marketed as a selective inhibitor of this complex.
Recently, the antimalarial activity (by inhibition of the bc; complex) of other compounds
with the quinolone core was established, including for 4-oxoquinolines with an ester
group at the position 3 of the 4-oxoquinoline pharmacophore. In this scope, an organic
synthesis project was developed with the aim of developing selective inhibitors of the
cytochrome bc: complex of P. falciparum and studying the properties and problems
associated to these compounds. This project is presented and discussed in the final
chapters of this dissertation.

Keywords: Malaria, Plasmodium, Antimalarial drugs, Resistance, Quinolone synthesis,

P. falciparum bc; complex inhibitors.
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OMS - Organizagao Mundial de Saude

P. falciparum — Plasmodium falciparum

P. knowlesi — Plasmodium knowlesi

P. malariae — Plasmodium malariae

P. ovale — Plasmodium ovale

P. vivax — Plasmodium vivax

pABA — Acido para-Aminobenzdico, do inglés: para-Aminobenzoic Acid
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PCR — Reagdo em Cadeia de Polimerase, do inglés: Polymerase Chain Reaction

PfCRT — Transportador de Resisténcia a Cloroquina de P. falciparum, do inglés:
Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter

PfEMP1 — Proteina de Membrana de Eritrécitos de P. falciparum 1, do inglés:
Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1

PfHRP2 — Proteina 2 Rica em Histidina de Plasmodium, do inglés: Plasmodium falciparum
Histidine Rich Proteine 2

PfMDR1 — Resisténcia a Multiplos Farmacos de P. falciparum, do inglés: Plasmodium
falciparum Multidrug resistance 1

PLDH - Llactato Desidrogenase de Plasmodium, do inglés: Plasmodium Lactate
Dehydrogenase

POCIs — cloreto de fosforilo

ppm — partes por milhao

QBC — Técnica da Camada Leucoplaquetdria Quantitativa, do inglés: Quantitive Buffy
Coat

RDT — Teste Rapido de Diagnostico, do inglés: Rapid Diagnostic Test

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

SAO - Ovalocitose do Sudeste Asiatico, do inglés: Southeast Asian Ovalocytosis

SAR — Relacgdo estrutura-atividade, do inglés: Structure-activity Relationship

SDH — Succinato Desidrogenase

SERCA — ATPase Envolvida no Transporte de Ca2* no Reticulo Endoplasmatico, do inglés:
Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca®*-ATPase

SNC - Sistema Nervoso central

THF — Tetrahidrofurano

TLC — Cromatografia em Camada Fina, do inglés: Thin-layer Chromatography

TMS — Tetrametilsilano

TRAP — Proteina Anénima Relacionada a Trombospondina, do inglés: Thrombospondin
Related Anonymous Protein

WRAIR — Walter Reed Army Institute of Research
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1. Introducao

1.1. Malaria

A maldria é uma doenca infeciosa provocada por parasitas do género
Plasmodium, transmitidos ao ser humano através de uma picada de um mosquito fémea
do género Anopheles.® Atualmente s3o conhecidas cinco espécies de Plasmodium
capazes de infetar o ser humano: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P.
knowlesi. De entre estas, P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae sao as espécies
gue hd mais tempo sdo reconhecidas como capazes de infetar o ser humano e P.
falciparum é a espécie responsavel pela maioria dos casos de morte por maldria.
Plasmodium knowlesi é uma espécie tradicionalmente associada a infecdo em primatas

que recentemente foi reconhecida como causa de malaria zoonética no Homem.?

1.1.1. Histdria

A primeira evidéncia de que a malaria é causada por parasitas foi encontrada em
mosquitos infetados, preservados em ambar do periodo Paleogénico, que tém
aproximadamente 30 milhdes de anos.3 Estes parasitas evoluiram ao longo do tempo e,
através de uma cadeia de transmissao entre espécies, atingiram o ser humano. No caso
de P. falciparum nao se sabe concretamente quando esta transmissao tera acontecido.
Pensa-se que a infe¢do humana por P. falciparum ocorreu a partir de gorilas?, a infecdo
por P. vivax ocorreu a partir de gorilas e chimpanzés africanos® e a infecdo por P.
Knowlesi teve origem em macacos asiaticos do género Macaca®. Apesar de P. malariae
ser especifico para o ser humano, existe alguma evidéncia que é possivel ocorrer uma
infecdo assintomatica persistente em chimpanzés selvagens..’

Os sintomas da malaria (febres e esplenomegalia) foram descritos desde 2700
AEC no Nei Ching, também conhecido como o canone da medicina chinesa, nas tabuletas
de argila da Mesopotamia de 2000 AEC, nos papiros egipcios de 1570 AEC e em textos
hindus de 600 AEC.2°

A maldria parece ter assumido especial relevancia na Grécia durante o periodo
de 850-400 AEC, dado que varios autores gregos deste periodo mencionam a doenca

nas suas obras.21° Os primeiros relatos detalhados das febres periddicas da maléria
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estdo presentes no Corpus Hippocraticum. Hipdcrates foi o primeiro a descrever as
manifestacdes da doenga (por exemplo, a esplenomegalia), a classificar as febres e a
relacionar a doenca com a época do ano e a proximidade de dguas estagnadas.!?

O nome “malaria” tem origem italiana. O vocdbulo teria o significado de “mau
ar”, uma vez que os antigos romanos acreditavam que esta doenca provinha de maus
ares (miasmas) dos pantanos. 810

Nos dois mil anos seguintes, a maldria prosperava nos locais da Europa onde
existiam coloniza¢Oes lotadas e agua estagnada, tornando as pessoas sazonalmente
doentes e cronicamente fracas e apaticas.°

Posteriormente, por volta do século XVI, a maldria foi introduzida na América
através de exploradores, conquistadores e colonizadores europeus, que transportavam
P. malariae e P. vivax. Ja P. falciparum terd sido importada para o Novo Mundo por
escravos africanos, que inicialmente estariam protegidos por defesas genéticas,
nomeadamente a anemia falciforme e deficiéncia de G6PD, além de imunidade parcial
obtida através da exposi¢cdo ao longo da vida. No entanto, os seus descendentes, assim
como os nativos americanos e colonizadores de ascendéncia europeia, eram mais
vulnerdveis, levando a proliferacdo do parasita, até que a maldria se tornou comum.1912

Apds as descobertas de Louis Pasteur de que a maioria das doencas infeciosas
eram causadas por micrébios (a "teoria do germe"), surgiu a hipdtese de uma origem
bacteriana da malaria. Varios estudos, principalmente em Itdlia e nos Estados Unidos,
procuraram um agente infecioso em solo de pantano e incriminaram vdrias algas,
protozodrios aqudticos e bactérias, que designaram por Bacillus malariae em Itélia.1%*3

Todavia, a descoberta da causa de maldria sé surgiu mais tarde, na sequéncia dos
estudos de Charles Louis Alphonse Laveran, um médico do exército francés que, em
1880, observou o sangue de um doente que tinha febre ha 15 dias e no qual detetou um
corpo esférico pigmentado que nas bordas tinha elementos filiformes que se moviam
com grande vivacidade. A motilidade desses elementos convenceu Laveran que teria
descoberto o agente causador da malaria e que este era um protozoario parasita ao qual
deu o nome de Oscillaria malariae *%*3

Em 1886 Golgi descreveu as diferengas morfoldgicas que foram utilizadas para
distinguir duas espécies de parasitas da malaria, P. vivax e P. malariae. Estas designacdes

foram associadas pelos investigadores italianos Giovanni Batista Grassi e Raimondo
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Filetti a dois dos parasitas da malaria que afetam os seres humanos, em 1890.
Posteriormente, em 1897, William H. Welch designou outro parasita da maldria por P.
falciparum, e em 1922 John William Watson Stephens descreveu o quarto parasita da
maldria humana, P. ovale. P. knowlesi foi descrito pela primeira vez por Robert Knowles
e Biraj Mohan Das Gupta em 1931.%1°

A 20 de agosto de 1897, Ronald Ross, médico britanico, demonstrou que os
parasitas da maldria poderiam ser transmitidos aos mosquitos a partir de doentes
infetados. Apds dissecar o tecido do estdbmago de um mosquito Anopheles, que se teria
alimentado de um doente infetado de malaria, encontrou parasitas da malaria,
provando o papel de vetor deste mosquito.1914

Em trabalhos posteriores, efetuados com malaria aviaria devido a conveniéncia
deste modelo, Ross mostrou que os mosquitos poderiam transmitir parasitas da malaria
de passaro para passaro, demonstrando em julho de 1898 que os mosquitos poderiam
servir como hospedeiros intermedidrios para a malaria das aves. Depois de alimentar os
mosquitos em aves infetadas, Ross descobriu que os parasitas da maldria podem
desenvolver-se nos mosquitos e migrar para as glandulas salivares dos insetos,
permitindo que estes mosquitos infetem outras aves durante as refeicdes de sangue
subsequentes.1014

Uma equipa de investigadores italianos liderada por Giovanni Batista Grassi, que
incluia Amico Bignami e Giuseppe Bastianelli, alimentou mosquitos Anopheles claviger
a partir de doentes com maldria, demonstrando em 1899 o ciclo esporogdnico completo
de P. falciparum, P. vivax e P. malarige 21°

Foi inicialmente sugerido por Grassi que deveria existir alguma fase de
desenvolvimento do parasita exterior aos eritrdcitos e, embora outros investigadores
tivessem descoberto que o parasita da malaria de aves se reproduzia inicialmente no
sistema reticuloendotelial, o local de reproducdo do parasita nos primatas e humanos,
fora dos eritrdcitos, permaneceu desconhecido.®® Em 1948 Henry Edward Shortt e
Percy Cyril Claude Garnham, investigadores do Ross Institute, da London School of
Hygiene and Tropical Medicine, demonstraram que uma fase de divisdo no figado
precedia o desenvolvimento do parasita no sangue, no caso de infe¢ao por Plasmodium

cynomolgi em macacos Rhesus.'®
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Pouco tempo depois Shortt e Garnham encontraram formas exoeritrociticas de
P. vivax em bidpsias do figado de voluntarios humanos'®, e posteriormente também em
voluntdrios infetados por P. falciparum, em 19497, e por P. ovale, em 19542, Foi
somente em 1960 que R. S. Bray demonstrou a presenca das formas exoeritrociticas de
P. malariae em chimpanzés experimentalmente infetados.*®

A causa do longo periodo entre a infecdo e o aparecimento e reaparecimento de
parasitas no sangue, observado em algumas estirpes de P. vivax, foi descoberta por
Wojciech Krotoski, um colaborador na equipa de Garnham, em 1982, tendo sido
atribuida a uma fase exoeritrocitica na qual ha uma formacdo de hipnozoitas (estado
latente).2°

O genoma de P. falciparum?! foi finalmente publicado em 2002 e os genomas de

P. vivax?? e P. Knowlesi*® foram igualmente publicados em 2008.

1.1.2. Epidemiologia

A malaria é prevalente em dreas tropicais e subtropicais, como a América latina,
a Africa Subsariana e Sudeste Asidtico, onde os mosquitos conseguem sobreviver e
multiplicar-se e o parasita consegue igualmente completar o seu ciclo de vida devido ao
clima quente e hiumido que estas zonas proporcionam. A temperatura é particularmente
importante, pois a temperaturas inferiores a 20°C o parasita P. falciparum, responsavel
pela forma mais grave de maldria, ndo consegue completar o seu ciclo de crescimento
no mosquito Anopheles, ndao podendo portanto ser transmitido. Assim, em regides mais
frescas, a transmissdo sera menos intensa e mais sazonal, e P. vivax poderd ser mais
prevalente pelo facto de esta estirpe ser mais tolerante a temperaturas ambiente mais
baixas.?*

De acordo com um relatério da OMS?®, no inicio de 2016, a maldaria foi
considerada endémica em 91 paises (Figura 1-1), o que representa uma diminuicdo

relativamente ao ano 2000 em que esta doenca era endémica em 108 paises.
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Paizes endémicos de malaria, 2016 I Paizes endémicos em 2000 mas & nfo 580 em 2016

[ Paizes ndo endémicos de maléria, 2000 Nio aplicavel

Figura 1-1 — Evolugdo da incidéncia da Malaria no mundo. Paises onde a maldaria permanece endémica
em 2016 (azul) e paises onde a malédria também era endémica em 2000 (Adaptado de?>).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ocorreram no
mundo cerca de 212 milhdes de casos de maldria em 2015, dos quais 90% ocorreram na
Regido Africana, 7% na Regido do Sudeste Asidtico e 2% na Regido Mediterranica
Oriental. Globalmente cerca de 4% dos casos sdao causados por P. vivax, mas fora do
continente africano essa proporcao aumenta para 41%. No entanto, a taxa de incidéncia
mundial da malaria, que tem em conta o crescimento da populagao, reduziu em 41%
entre 2000 e 2015, e em 21% entre 2010 e 2015.%°

Dos 212 milhdoes de casos de maldria surgidos em 2015 estimou-se que
resultaram 429 000 mortes, de entre as quais 303 000 criangas com menos de 5 anos.
As mortes ocorreram na Regido Africana (92%), no Sudeste Asidtico (6%) e no
Mediterraneo Oriental (2%), e quase todas (99%) resultaram de maldria provocada por
P. falciparum. Apesar destes numeros exigirem um esforco continuado para se
conseguir o controlo da doenga, ha que referir que as taxas de mortalidade por malaria
diminuiram mundialmente 62% entre 2000 e 2015, e 29% entre 2010 e 2015. %°

De acordo com estimativas da OMS, observou-se uma diminuicdo global de 1,3
biliGes de casos de maldria, e de 6.8 milhdes de mortes por maldria, entre 2001 e 2015.
A OMS considera, contudo, que nem todos os casos e 6bitos evitados podem ser
atribuidos as medidas de controlo da malaria, uma vez que apenas 70% dos casos

evitados foram objeto de intervenc¢des subsequentes a diagndstico de malaria. Alguns
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destes progressos estdo relacionados com fatores como o aumento da urbanizagdo e o
desenvolvimento econdmico, que conduziram a melhoria das habitagbes e da

nutri¢cdo.?>26

1.1.3. Parasita

O parasita da malaria € um protozoario que pertence ao filo Apicomplexa,

caracterizado pela presenca de um conjunto de

Anel
organelos denominado de complexo apical pelar =
apical ’ Roptrias
(Erro! A origem da referéncia nao foi Micronemas <{[qfE
P

encontrada.). Estes organelos incluem as l
Complexo

. . . de Golgi

roptrias, as micronemas e o anel polar apical. As

Ndcleo

roptrias e micronemas s3ao organelos

secretores que contém produtos necessarios [ complexo de

membrana

ili 3 A interna
para a motilidade, adesao a células Miterciibulos

. . ~ , . subpeliculares
hospedeiras, invasao de células hospedeiras e

Pelicula
estabelecimento do vacuolo parasitario. O anel

polar apical é um dos trés centros Figura 1-2 — Morfologia de parasitas da
filo Apicomplexa (adaptado de ¥’)

organizadores de microtubulos (do inglés:

Microtubule-Organizing Center, MTOCs). %’

Além do complexo apical, os parasitas do filo Apicomplexa possuem outras
caracteristicas estruturais Unicas, como o apicoplasto, que é essencial ao parasita, mas
a sua funcdo ainda n3o é totalmente conhecida.?® Os parasitas s3o limitados pela
pelicula, uma estrutura composta pela membrana plasmatica e do complexo de
membrana interna. A pelicula estd associada a uma série de elementos do
citoesqueleto, incluindo a actina, a miosina e os microtubulos. %’

Atualmente sdo conhecidas cinco espécies de Plasmodium capazes de infetar o
ser humano: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi.

P. falciparum é encontrado, mundialmente, em areas tropicais e subtropicais, e

especialmente na Africa, onde esta espécie predomina. Esta espécie pode causar

maldria grave e é responsavel pela maioria dos casos de morte por malaria.
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P. vivax encontra-se principalmente na Asia, América Latina e em algumas partes
da Africa. Devido as densidades populacionais, especialmente na Asia, é provavelmente
o parasita da maldria humana mais prevalente.

P. ovale é encontrado principalmente na Africa (especialmente na Africa
Ocidental) e nas ilhas do Pacifico ocidental. E biologicamente e morfologicamente muito
parecido com P. vivax mas ao contrario deste, pode infetar individuos que sao negativos
para o grupo sanguineo Duffy. Como esta caracteristica € comum na Africa subsaariana,
existe uma maior prevaléncia de P. ovale do que P. vivax na maior parte da Africa.

P. malariae encontra-se mundialmente e é a Unica espécie de parasita da malaria
humana que possui um ciclo quarta. Caso a infecdo por esta espécie ndo seja tratada,
pode desenvolver-se uma infecdo crénica duradoura que, em alguns casos, pode durar
toda a vida.

P. knowlesi é encontrado em todo o Sudeste da Asia como um patégeno natural
de primatas. Foi recentemente demonstrado que é uma causa significativa da malaria
zoondtica naquela regido, particularmente na Maldsia. P. knowlesi pode progredir

rapidamente de uma infecdo n3o complicada para uma infecdo grave.?®

1.1.4. Transmissao

A malaria é transmitida ao ser humano através de uma picada de um mosquito
fémea do género Anopheles, que inclui um total de 475 espécies formalmente
reconhecidas e mais de 50 membros de complexos de espécies sem nome.3? Destes, foi
demonstrado que aproximadamente 70 espécies sdo capazes de transmitir os parasitas
da malaria humana dos quais, aproximadamente, 40 sdo considerados espécies de vetor
dominantes.3!

Os mosquitos fémeas do género Anopheles sdao encontrados mundialmente,
exceto na Antdrtida, e a espécie responsdvel pela transmissdao da malaria depende da
regido e do meio ambiente (Figura 1-3). Uma vez que estes insetos sdo encontrados ndo
apenas em areas endémicas, mas também em areas onde a maldria foi eliminada, existe

constantemente um risco de reintroduc3o da doenca. 3!
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Ameérica Europa & M. Oriente Africa india/Asia Ocidental ~ Sudeste asiatico & Pacifico

I An. darfingi [ An. superpictus An. arabiensis; An. culicifacies 5.1.; An. farauti s.1.; [__1 An. kottensis
[ An. aquasatis W An. sergenti [ An. funestus; An. stephensi; I An- kokensis: 1 An. lesteri
[ An. atbitarsis s.). = jpaesind; sty ottty :n“ s &b . an, foucosphyrusfatens
B An. marajoara 3 . arabiensis; W An. fuvistiss .0, . dirus 5.1

b g [T An. messeae W 4. tunestus — NW'; B, inimus st I An, macwiatus
B An. nuneziovan s..l, ) B An. fabranchise Ao funestus; M’ o B An. fosteri: An, sinensis [0 An. minimus s..
I An. pseudopunclipannis g o atroparvus T s (0 An. ookl i 1A babacensie . An. punctutatus s..
[;] An. efcmnanus B An. gambise B An. bartirostrs 8., . An. sinensi

An. quadnmaculstus s.. g An. !mas [ An. dvus s/ I An, sundaicus s.1,
[ An. freeborni 1 An. arabiensis B An. farauti sl

I An. flgvirostris
Figura 1-3 — Mapa global de espécies de vetores dominantes transmissores de malaria (adaptado de??)

Os fatores que afetam a capacidade do mosquito de transmitir malaria incluem
a sua suscetibilidade inata ao parasita, a sua escolha de hospedeiro e a sua longevidade.
As espécies de Anopheles podem preferir alimentar-se de seres humanos (antropéfilo)
ou de animais (zodfilo). Os vetores primarios da maldria na Africa, An. Gambiae e An.
Funestus, sao fortemente antropodfilos e consequentemente sdo dos vetores de malaria
mais eficientes do mundo. Apds os parasitas serem ingeridos por um mosquito, este
necessita de sobreviver durante o periodo de incubacdo extrinseca de modo a poder
transmitir o parasita. Uma vez adultos, a probabilidade de sobrevivéncia dos mosquitos
depende da temperatura ambiente, humidade e chuvas. Temperaturas ambiente mais
elevadas reduzem a durag¢do do ciclo extrinseco, aumentando a probabilidade de
transmissao. Por outro lado, abaixo de uma temperatura ambiente minima (15°C para
P. vivax e 20°C para P. falciparum), o ciclo extrinseco ndo pode ser concluido e a malaria
ndo pode ser transmitida. Este fator esclarece, parcialmente, a razdo pela qual a

transmiss3o da maldria é maior nas dreas com climas mais quentes.3?

1.1.5. Base genética da resisténcia a malaria

A maldria colocou uma das maiores pressGes seletivas conhecidas sobre o

genoma humano nos ultimos 10 mil anos.333* Varias variantes hereditarias nos
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eritrécitos tornaram-se comuns em partes do mundo onde a malaria é frequente, como

resultado da pressdo seletiva exercida por este parasita.3?

1.1.5.1. Hemoglobina S

A hemoglobina S (HbS) é caracterizada pela substituicdio do aminoacido
glutamato por valina, na sexta posi¢ao da cadeia . Embora o estado homozigético de
SS (anemia falciforme) seja frequentemente fatal para criancas, as altas frequéncias do
gene HbS sdo mantidas pela protecdao que o estado heterozigético benigno AS (traco
falciforme) pode conferir a criancas contra a maldria por P. falciparum. As criancas com
parasitemia, portadoras do genétipo AS, tém 50-90% menos probabilidade de progredir
para maldria severa, e as que progridem tém menos probabilidade de morrer.

A ligacdo de eritrécitos falciformes com parasitas a células endoteliais e
mondcitos sanguineos é significativamente reduzida devido a uma exibigdo alterada da
proteina de membrana de eritrécitos de P. falciparum 1 (do inglés: Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1), o principal ligando de
citoaderéncia do parasita e o fator de viruléncia na superficie de eritrdcitos.3® A protecdo
pela HbAS envolve a imunidade inata e também a imunidade adquirida ao parasita.3® A
instabilidade de HbS desencadeia uma regulacdo acima dos anticorpos naturais e uma

remoc3o acelerada por células fagocitarias.3’

1.1.5.2. Talassemia

As talassemias sdo um grupo de anemias que resultam de defeitos hereditarios
na producdo de hemoglobina. Uma vez que os reticuldcitos produzem quantidades
equimoleculares de cadeias alfa e beta, os eritrocitos maduros contém quantidades
essencialmente equimoleculares de cada cadeia. Individuos com talassemia ndo
produzem hemoglobina A (a2B2) suficiente porque as suas células ndo conseguem
produzir a cadeia de polipéptidos alfa ou beta da hemoglobina humana. A alfa-
talassemia deprime apenas a producdo das cadeias alfa e a beta-talassemia deprime
apenas a producdo das cadeias beta. Clinicamente, ambas podem ocorrer nos gendtipos
homozigdticos e heterozigdticos.3® Estudos demonstram que a talassemia alfa estd

correlacionada com a resisténcia a maldria verificada em algumas popula¢des.3240



Malaria: limitacOes das terapéuticas atuais, validacao de novos alvos terapéuticos e descoberta de
novos farmacos.

1.1.5.3. Hemoglobinas Ce E

A hemoglobina C (HbC) é uma hemoglobina anormal, com substituicdo de um
aminodcido de acido glutamico por lisina da cadeia B, exatamente na mesma posi¢ao 6
que a mutacdo HbS. A HbC é comum em d4reas com maldria da Africa Ocidental,
especialmente em Burkina Faso, onde um estudo realizado em 4348 individuos mostrou
gue o HbC conduz a uma reducdo de 29% no risco de maldria clinica em heterozigotos
HbAC e de 93% nos homozigotos HbCC.**A HbC modifica a quantidade e a distribui¢do
da PfEMP1 na superficie de eritrocitos infetados e assim reduz a capacidade de adesao,
resultando numa reduc3o do risco de doenca grave.*?

A hemoglobina E (HbE) é muito comum em partes do Sudeste Asiatico e resulta
de uma Unica mutacdo pontual no gene para a cadeia B, com uma substituicdo de
glutamato por lisina na posi¢ao 26. Os eritrocitos HbE tém uma anomalia de membrana
ndo identificada, que torna a maioria da populacdo de eritrécitos relativamente
resistente a invasao por P. falciparum. Apesar de ndo proteger completamente contra

infecbes de maldria ndo complicada, evita o desenvolvimento de grande parasitemia.*?

1.1.5.4. Deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase

A glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é uma enzima que catalisa a primeira
reacao na via das pentoses fosfato, proporcionando uma via redutora a todas as células
na forma de NADPH (forma reduzida de fosfato de dinucleétido de adenina e
nicotinamida, do inglés: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate). A NADPH
permite que as células contrabalancem o estresse oxidativo que pode ser desencadeado
por varios agentes oxidantes e para preservar a forma reduzida de glutationa. Uma vez
gue os eritrocitos ndo contém mitocéndrias, a via das pentoses fosfato é a sua Unica
fonte de NADPH, dependendo exclusivamente desta defesa contra os danos
oxidativos.**

A deficiéncia de G6PD é um defeito genético hereditario ligado ao cromossoma
X, causado por mutacdes no gene G6PD, resultando em variantes de proteinas com
diferentes niveis de atividade enzimatica que estdo associados a uma ampla gama de

fendtipos bioquimicos e clinicos. As manifestacdes clinicas mais comuns sdo a ictericia
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neonatal e a anemia hemolitica aguda, que na maioria dos afetados é desencadeada por
um agente exdgeno.**

A deficiéncia em G6PD estd associada a uma diminuicdo do risco de malaria
severa e a distribuicdo mundial da maldria é notavelmente semelhante a dos alelos
G6PD mutados, tornando a hipétese de que a deficiéncia de G6PD é protetora contra a

maldria uma nocdo geralmente bem aceite.*8

1.1.5.5. Deficiéncia em piruvato quinase

A piruvato quinase catalisa o passo limitante da glicdlise, convertendo o
fosfoenolpiruvato em piruvato, com a formacdo de uma molécula de ATP. Na auséncia
de mitocondrias, como nos eritrdocitos maduros, a enzima é critica para a producdo de
energia. A deficiéncia desta enzima pode levar a hemdlise dos eritrécitos e,
consequentemente, a anemia hemolitica. Foi demonstrado que a deficiéncia de piruvato
quinase proporciona protecdo contra a infecdo e replicacdo de P. falciparum em
eritrécitos humanos, aumentando a possibilidade de que os alelos mutantes de piruvato
guinase possam conferir uma vantagem protetora contra a malaria em populacées onde

a doenca é endémica.*®

1.1.5.6. Ovalocitose do Sudeste Asiatico

A ovalocitose do Sudeste Asiatico (do inglés: Southeast Asian Ovalocytosis, SAO)
é causada por uma dele¢do do gene da banda 3 da membrana de eritrdcitos, a proteina
gue medeia a citoaderéncia de eritrécitos parasitados in vitro. Esta mutacdo estd
associada a protecdo contra a maldria cerebral em criangas porque reduz o sequestro
de eritrdcitos parasitados por P. falciparum na microcirculacdo cerebral.>® No entanto,
outro estudo permitiu verificar que os eritrdcitos infetados de individuos com SAO
tinham uma citoaderéncia aumenta pelo CD36. Estes resultados sugerem que a
protecdo de individuos SAO contra a maldaria cerebral pode ser mediada por uma

distribuic3o alterada de eritrécitos infetados sequestrados.>!
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1.1.5.7. Antigénio leucocitario humano

O sistema antigénio leucocitario humano (HLA) é um complexo genético que
codifica o complexo principal de histocompatibilidade (MHC). A fungao mais importante
do HLA estd na inducdo, regulacdo das respostas imunes e a selec3do dos linfécitos T.52
Antigénios HLA comuns da Africa ocidental estdo associados a prote¢do contra a maldria
grave. O antigénio HLA de classe | (HLA Bw53) e um hapldtipo HLA classe Il (DRB1*130Z-

DQB1*0501) estdo independentemente associados a protecdo contra a maldria grave.>?

1.1.5.8. Antigénio Duffy negativo

A glicoproteina de Duffy também é chamada de Antigénio Duffy Receptor de
Quimiocina (do inglés: Duffy antigen/chemokine receptor, DARC). E um recetor de
guimiocinas, ligando-se aos produtos quimicos que sdo produzidos pelas células durante
a inflamacdo e recrutando outras células sanguineas para a area afetada.>® Em 1976,
Miller et al. demonstraram que o antigénio Duffy é o recetor de P. vivax e que a auséncia
do grupo sanguineo Duffy em eritrdcitos é o fator de resisténcia a P. vivax em pessoas
de ascendéncia africana.>* Posteriormente, Barnwell et al. também demonstraram que
0s merozoitos de P. vivax sdo incapazes de infetar eritrécitos negativos para o grupo
Duffy.>> No entanto, mais recentemente, tem-se verificado em estudos humanos da
transmissdo de P. vivax que ha evidéncias de transmissdo de P. vivax entre as
populacdes negativas para o grupo Duffy no oeste do Quénia>®, na Regido Amazdnica

Brasileira®’, Madagéascar®, Angola e Guiné Equatorial®®.

1.1.6. Ciclo de vida do parasita

O ciclo de vida de Plasmodium envolve dois hospedeiros: o ser humano e o
mosquito fémea do género Anopheles. O mosquito é considerado o hospedeiro
definitivo do parasita, uma vez que é neste que ocorre a fase sexuada, o ciclo
esporogonico (C). Assim, o ser humano é considerado o hospedeiro intermediario no
qual ocorrem duas fases assexuadas: o ciclo exo-eritrocitico (A), que ocorre nas células
hepaticas, e o ciclo eritrocitico (B), que se desenvolve no interior dos eritrdcitos (Figura

1-4).59
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Figura 1-4 — Ciclo de vida de Plasmodium, no hospedeiro humano e no vetor. adaptado de Centers for

Disease Control and Prevention.>®

A transmissdo do parasita da maldria para o ser humano ocorre quando um
mosquito fémea Anopheles, durante a sua refeicdo sanguinea, inocula dezenas a
centenas de esporozoitos no seu hospedeiro através da saliva que estava presente nas
glandulas salivares do mosquito (1). Esta saliva tem componentes bioativos que facilitam
a alimentagdao sanguinea dos mosquitos, uma vez que previnem a agregac¢ao
plaquetdria, coagulacdo sanguinea, vasodilatacdo, reacdes inflamatdrias e outras
reacdes no local da picada. Os esporozoitos que alcancam a corrente sanguinea
rapidamente chegam ao figado. A capacidade dos esporozoitos para deslizar, bem como
para atravessar e invadir células, foi atribuida a uma série de proteinas, sendo uma delas
a proteina anénima relacionada a trombospondina (do inglés: Thrombospondin Related
Anonymous Protein, TRAP)., 59761

Quando os parasitas do género Plasmodium chega ao sinusoide hepatico, este é

sequestrado pela interagdo de uma proteina do esporozoito, denominada por proteina

13
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circunsporozoita, com proteoglicanos de sulfato de heparano (do inglés: Heparan
Sulfate Proteoglycans, HSPGs) das células hepaticas. Seguidamente, os parasitas
invadem as células de kupffer, macrofagos especificos do figado, atravessando estes e o
espaco de Disse até chegarem aos hepatdcitos. Os esporozoitos atravessam multiplos
hepatdcitos do hospedeiro, o que induz a secrecdo do fator de crescimento de
hepatdcitos (do inglés: Hepatocyte Growth Factor, HGF), tornando estas células mais
vulneraveis ao parasita, até que o esporozoito invade um hepatécito final, onde forma
um vacuolo parasitario (2). De seguida, o esporozoito desenvolve-se e replica-se dentro
dos hepatdcitos por reproducdo assexuada (esquizogonia), resultando na formacao de
um esquizonte que contém uma grande quantidade de merozoitos (3). Em infe¢des por
P.vivax e P.ovale alguns dos esporozoitos podem permanecer num estado latente
(hipnozoitas) no figado, durante semanas, meses ou mesmo anos, até que provoquem
uma recaida de malaria. Posteriormente, os merozoitos rompem a membrana celular
dos hepatdcitos (4) e inicia-se o ciclo eritrocitico. 6173

Assim que os merozoitos sao libertados dos hepatécitos, reconhecem, ligam-se
e entram nos eritrocitos por multiplas interacdes recetor-ligando, em apenas 60
segundos (5). Este rapido desaparecimento da circulacdo minimiza a exposicdo dos
antigénios na superficie do parasita, protegendo o parasita da resposta imune do
hospedeiro. A ligacao inicial do merozoito ocorre em qualquer ponto da superficie,
ocorrendo depois uma reorientacdo com o objetivo de justapor a zona apical do
merozoito com a membrana eritrocitica. Para o parasita entrar no eritrécito, é formada
uma juncao entre o parasita e a membrana do eritrdcito, e esta jungdo move-se da
extremidade apical para a extremidade oposta do merozoito, numa série complexa de
eventos sustentados pelo motor de actina-miosina do parasita. A medida que o parasita
entra na célula hospedeira, este cria um vacuolo parasitdrio para se isolar do citoplasma
da célula hospedeira e formar um ambiente adequado para o seu desenvolvimento. %64

Enquanto que P. falciparum é capaz de infetar qualquer tipo de eritrécito,
independentemente da idade, P. vivax somente invade reticuldcitos que tém antigénios
Duffy, P. ovale também sé afeta reticuldcitos e P. malariae tem preferéncia pelos
eritrdcitos mais maduros.®°

Dentro dos eritréocitos o parasita inicia a multiplicacdo assexuada,

transformando-se inicialmente em trofozoitos em estado de anel, que sofrem
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maturacdo e, seguindo-se o processo de esquizogonia até ser obtido um esquizonte com
merozoitos. E nesta fase que Plasmodium consome hemoglobina da célula hospedeira.
A hemoglobina sofre protedlise no vacuolo digestivo do parasita, catalisada por algumas
protéases, como as protéases asparticas, plasmepsina | e Il, e as protéases cisteinicas,
falcipainas Il e lll, sendo os aminoacidos resultantes utilizados pelo parasita para sintese
de proteinas. Desta protedlise ainda resultam produtos téxicos, como o grupo heme, o
qual é destoxificado pelo parasita através da formacdo de um cristal, denominado por
hemozoina (pigmento maldrico). Eventualmente os esquizontes rompem (6), libertando
novos merozoitos que irdo invadir outros eritrécitos, continuando assim o ciclo
eritrocitico. O ciclo eritrocitico ocorre a cada 48 h, nos casos de P. falciparum, P. vivax e
P. ovale, e 72 h, no caso de P. malariae. Esta fase do parasita é a responsdavel pelas
manifestacdes clinicas da doenca.>%667

Uma pequena proporcao de parasitas assexuados ndo sofre esquizogonia e
diferencia-se nos gametdcitos da fase sexual (7). Estes podem ser ingeridos por um
mosquito Anopheles durante uma refeicdo sanguinea, iniciando assim o ciclo
esporogonico. °%68

A ingestdo de gametdcitos por um mosquito (8) promove a formacao de gametas
(gametogénese) no mosquito. A presenca de acido xanturénico, além de mudancas de
temperatura e de pH, pode desencadear a gametogénese masculina, sob a forma de
exflagelagdo. Seguidamente ocorre a fertilizagdo de gametas masculinos
(microgametas) e femininos (macrogametas) (9), surgindo a unica forma diploide do
ciclo de vida do parasita, o zigoto. Apds a formacao do zigoto, é executada a meiose e o
zigoto passa de uma forma esférica para uma forma alongada e mével, denominada de
oocineto (10). Esta forma do parasita consegue atravessar a membrana peritrépica, de
modo a continuar o seu ciclo, através de uma enzima chamada quitinase. De seguida o
oocineto penetra nas células epiteliais do intestino do mosquito e migra para a camada
basal, onde se ird desenvolver em oocistos (11). Nesta fase, o parasita multiplica-se e
passa pela forma de esporoblasto, que consequentemente se diferencia em
esporozoito. Por fim sucede a rutura do oocisto (12), e os esporozoitos sdo libertados
para o hemocelo do mosquito e sdao transportados pela circulacdo da hemolinfa até
encontrarem e invadirem as glandulas salivares, num processo mediado pela TRAP. O

ciclo no mosquito tem uma duracdo de 10 a 18 dias, apds o que pode iniciar-se um novo
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ciclo de infecdo no ser humano caso o mosquito fémea infetado, ao realizar uma

refeicdo de sangue, inocule um novo hospedeiro humano. >

1.1.7. Sintomatologia

A infecdo por parasitas da maldria pode resultar numa grande variedade e
intensidade de sintomas, variando de sintomas ausentes ou muito leves a graves,
podendo até resultar na morte do hospedeiro. Deste modo, a malaria pode ser
classificada como n3o complicada ou grave (complicada).®®

Apds ainoculacdo pelo mosquito Anopheles existe um periodo de incubagdo, que
corresponde ao intervalo de tempo antes de aparecerem os primeiros sintomas. O
periodo de incubacdo, na maioria dos casos, varia de 7 a 30 dias, em que os periodos
mais curtos sdao observados com maior frequéncia em infe¢cdes por P. falciparum
enquanto que os mais longos resultam geralmente de infe¢des por P. malariae.®® A
duracdo do periodo de incubagao é também influenciada por outros fatores, como o
modo de transmiss3o do parasita, a exposicdo prévia ao parasita e a quimioprofilaxia.”®
Os medicamentos antimalaricos tomados para profilaxia podem atrasar o aparecimento
de sintomas de maldria por semanas ou meses, o que pode resultar em diagndsticos
errados ou tardios.®?

Os sintomas clinicos de maldria s aparecem na fase seguinte, a fase eritrocitica.
Quando o parasita se desenvolve no eritrdcito, varias substancias, como a hemozoina e
outros fatores tdxicos, acumulam-se nos glébulos vermelhos infetados. Estes entram na
corrente sanguinea através da lise celular provocada pelos parasitas, estimulando os
macrofagos e outras células a produzir citoquinas e outros fatores sollveis que
provocam alguns dos sintomas de maldria no hospedeiro.%7°

O paroxismo classico da maldria apresenta trés fases: uma fase fria, seguida de
uma fase quente com uma fase final de transpiracdo. A fase fria caracteriza-se
tipicamente por um inicio subito com uma sensacao de extrema frieza acompanhada de
tremores. Esta fase inicial, dura geralmente entre 10 e 30 minutos e apenas
ocasionalmente até 90 minutos. De seguida, a temperatura aumenta gradualmente até
um pico (geralmente entre 39° e 41° C) e, eventualmente, o tremor cessa e a fase quente

comeca. Esta fase poderd ser acompanhada de nausea, vémitos, diarreia, cefaleias,
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dores corporais, garganta seca, tosse, sede extrema, altera¢do da consciéncia e, em
criangas jovens, ainda podem ocorrer convulsdes. Em paises onde a maldria é pouco
frequente, estes sintomas podem ser confundidos com gripe, constipacdo ou outras
infecdes comuns. Apds 2 a 6 horas inicia-se a terceira fase do paroxismo, com
transpiracdo repentina e abundante, depois a temperatura desce rapidamente e o
doente apresenta-se com um extremo cansaco. Esta fase dura cercade 2 a3 horase a
durac3o total do paroxismo é de 6 a 10 horas. %70

A fase sintomdtica da malaria ocorre por ciclos que se sucedem a cada 48 horas
em P. falciparum, P. ovale e P. vivax e a cada 72 horas em P. malariae sendo
classicamente denominadas por febre tercd e quart3, respetivamente.®

Em conjunto com os sintomas presentes, durante um exame fisico pode também
ser detetado ictericia, hepatomegalia e esplenomegalia que pode resultar numa rutura
do baco quando a infecdo é provocada por P. vivax. Adicionalmente, em exames
laboratoriais pode ser detetada anemia, hiperbilirrubinemia, trombocitopenia e um
aumento da concentracdo de aminotransferases.®70

A evolucdo para malaria complicada ou grave é provocada principalmente por P.
falciparum e, ocasionalmente, por P. vivax e P. knowlesi. Como esta complica¢cdo tem
uma progressao rapida e potencialmente fatal, qualquer doente com malaria deve ser
avaliado e tratado rapidamente, com observacdes frequentes para detetar sinais
precoces de complicacdes sistémicas.®7°

A malaria grave provocada por P. falciparum é definida pela OMS com a presenca
de um ou mais dos seguintes critérios, na auséncia de uma causa alternativa

identificada, e na presenca de parasitemia assexuada do parasita’®:

e Consciéncia alterada: uma classificacdo de coma de Glasgow <11 em adultos ou
de Blantyre <3 em criancas.

e Prostracdo: fraqueza generalizada o que resulta na incapacidade de sentar-se,
ficar de pé ou caminhar sem assisténcia.

e Mudltiplas convulsdes: mais de dois episédios em 24 h.

e Acidose: um défice de base >8 mEq/L ou, se ndo disponivel, um nivel de

bicarbonato plasmatico <15 mmol/L ou lactato plasmatico venoso 25 mmol/L. A



Malaria: limitacOes das terapéuticas atuais, validacao de novos alvos terapéuticos e descoberta de
novos farmacos.

acidose grave manifesta-se clinicamente como um disturbio respiratério que

inclui respiracao rapida, profunda e ardua.

e Hipoglicemia: glucose sanguinea ou plasmatica <2,2 mmol/L (<40 mg / dL).

Sintomas comuns de hipoglicémia incluem fome, nervosismo, tremores,

transpiragao, tonturas, cefaleias, sonoléncia, fraqueza, desorientagdao e até

convulsdes e consciéncia alterada.”? A hipoglicemia também pode resultar de

infusdes rapidas ou tratamento prolongado com quinina, devido a sua

capacidade de estimular a secrec3o de insulina.”?

e Anemia grave: concentragdo de hemoglobina <5 g/dL ou hematdcrito £ 15% em

criangas <12 anos (<7 g/dL e <20%, respetivamente, em adultos) com contagem

de parasitas >10 000/uL. Os mecanismos responsaveis pela anemia sdo

multifatoriais, incluindo hemdlise de glébulos vermelhos infetados e ndo

infetados, resposta inadequada da medula éssea e outros fatores individuais

(por exemplo deficiéncia de G6PD e deficiéncia de vitamina B12).

e Insuficiéncia renal: Creatinina plasmatica ou sérica >265 umol/L (3 mg/dL) ou

ureia sanguinea >20 mmol/L

e Ictericia: Bilirrubina plasmatica ou sérica> 50 umol/L (3 mg/dL) com contagem

de parasitas >100 000/uL

e Edema pulmonar: é suspeitado em doentes com hipoxia (saturacdo de oxigénio

<92%) e taquipneia (frequéncia respiratéria >30/min) com crepitagdo na

auscultacdo. E confirmado radiologicamente.

e Hemorragia significativa: incluindo hemorragia recorrente ou prolongado do

nariz, gengivas ou locais de venipunctura; hematémese ou sangue nas fezes.

e Choque: choque compensado é definido como tempo de reenchimento capilar

> 3 s ou gradiente de temperatura na perna (membro médio a proximal), mas

sem hipotensdo. O choque descompensado é definido como pressao arterial

sistdlica <70 mm Hg em criangas ou <80 mm Hg em adultos, com evidéncia de

perfusdo prejudicada (periferia fresca ou tempo de reenchimento capilar

prolongado).

e Hiperparasitemia: parasitemia por P. falciparum> 10%
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A malaria grave provocada por P. vivax é definida pelos parametros acima
descritos mas sem limiares de densidade parasitaria, enquanto que em P. knowlesi
difere para os critérios de hiperparasitemia (densidade parasitaria >100 000/uL) e,
ictericia e densidade parasitaria >20 000/pL.”*

Nas infecdes por P. vivax e P. ovale, apds a recuperacdo do primeiro episoddio de
doencga pode haver recaidas, devido ao possivel estado latente no figado, apds meses,

Ou mesmo anos, sem sintomas. ©°

1.1.8. Diagndstico

Um diagndstico preciso e imediato da malaria é fundamental para uma gestao
eficaz da doenca. A OMS considera que casos de suspeita de maldria, fundamentados
com um histérico de viagens, sintomas e alteragdes fisicas, devem ser tratados com base
num diagndstico confirmado por exame de microscopia ou teste rapido de diagndstico
(do inglés: Rapid Diagnostic Test, RDT), de uma amostra de sangue.”?

O diagnéstico pode ser dificil em dreas onde a malaria ja ndo é endémica, uma
vez que os profissionais de saude ndo estao familiarizados com a doenga e podem fazer
um diagndstico errado ou mesmo esquecer-se de considerar a maldria entre os
potenciais diagndsticos para alguns doentes. Por outro lado, em algumas dareas a
transmissdao da malaria é t3o intensa que uma grande proporg¢ao da populagdo estd
infetada, mas permanece assintomadtica. Nessas situacbes, encontrar parasitas de
maldria numa pessoa doente nao significa necessariamente que a doenga é causada
pelos parasitas. Em muitos paises onde a maldria é endémica a falta de recursos ainda
é uma barreira para um diagnéstico confidvel e atempado.”

O diagndstico baseado em sintomas é tradicional entre médicos e, apesar de ser
um método menos dispendioso, os sintomas da malaria sdo inespecificos, o que dificulta
um correto diagndstico. A sobreposicdo de sintomas de maldria com outras doencas
tropicais prejudica a especificidade do diagndstico que por sua vez promove 0 UsO
indiscriminado de fdrmacos antimalaricos e comprometem a qualidade dos cuidados de
saude para doentes com febre de uma origem distinta.”>7®

A malaria é convencionalmente diagnosticada por exame microscdpico de

esfregacos de sangue corados, usando corantes como Giemsa. A detecdo e identificagdo
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microscopica de Plasmodium sp. em esfregacos espessos de sangue (para dete¢do do
parasita) e esfregacos delgados de sangue (para confirmacdo da espécie) continua a ser
o teste padrdo de maldria. E possivel detetar parasitas assexuados com uma densidade
<10 por pL de sangue, mas em condi¢des normais o limite de sensibilidade é de
aproximadamente 100 parasitas por pL.”

A microscopia nao s6 fornece um diagndstico muito sensivel e especifico da
maldria quando a andlise é bem realizada, mas também permite a determinacdo da
densidade parasitaria e a identificacdo das espécies infetantes. Esta técnica, que envolve
baixos custos diretos, possibilita a detecdo de gametdcitos no sangue e permite
monitorar as respostas a terapia.’%’*

A técnica da camada leucoplaquetaria quantitativa (do inglés: Quantitive Buffy
Coat, QBC) foi concebida para melhorar a detecdo microscépica de parasitas e
simplificar o diagndstico de maldria. Este método envolve a coloracdo de acido
desoxirribonucleico (ADN) de parasitas em tubos de hematécrito com corantes
fluorescentes, por exemplo o laranja de acridina, e sua subsequente dete¢do por
microscopia fluorescente.”” Embora esta técnica seja simples, confidvel e facil de usar,
requer instrumentacdo especializada, é mais dispendiosa do que o microscdépio de luz
convencional e é desfavoravel na determinac3o de espécies e nimeros de parasitas.”

Os testes rapidos de diagnodstico (do inglés: Rapid Diagnostic Test, RDTs) sdo
testes imunocromatograficos para a detecdo de antigénios especificos de parasitas
numa amostra de sangue. Alguns testes permitem a detecdo de uma unica espécie (P.
falciparum) enquanto que outros permitem a detecdo de uma ou mais das outras
espécies de parasitas da maldria humana. Estdo disponiveis comercialmente em varios
formatos (tiras, cassetes, cartdes)’®, s3o relativamente simples de executar e
interpretar, e ndo requerem eletricidade ou equipamentos especiais. Contudo, os RDTs
devem ser usados em conjunto com outros métodos para confirmar os resultados,
caracterizar a infecdo e monitorizar o tratamento. '%74

Os testes atuais baseiam-se na detecdo de proteina 2 rica em histidina (do inglés:
Histidine Rich Proteine 2, HRP2), que é especifica para P. falciparum, lactato
desidrogenase de Plasmodium (do inglés: Plasmodium Lactate Dehydrogenase, PLDH)

ou aldolase de Plasmodium.”%74
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Os RDTs permitem um fornecimento rapido de resultados (10-15 minutos), o que
reduz o tempo de determinagdo da possivel infecdao do doente por Plasmodium sp..
Estes testes ainda possibilitam uma extensdo de servicos de diagndstico para as
instalacdes e comunidades de saude de nivel mais baixo e necessitam de menos
requisitos de formacao do pessoal. Porém os RDTs baseados em PfHRP2 ndo permitem
distinguir novas infecdes de infe¢Ges recentes que foram tratadas com sucesso, devido
a persisténcia do PfHRP2 no sangue durante 1 a 5 semanas apds o tratamento. Os testes
baseados em HRP2 nem sempre sdao adequados, uma vez que em paises da regido da
Amazdnia existem delecdes de HRP2, em P. falciparum, de frequéncias varidveis. A ma
sensibilidade para detetar P. malariae e P.ovale, a qualidade heterogénea dos produtos
comercialmente disponiveis e a existéncia de variacdes entre lotes representam
obstaculos ao uso dos RDTs.”%74

Os métodos soroldgicos de diagndstico de maldria sdo geralmente baseados na
detecdo de anticorpos contra parasitas assexuados do ciclo eritrocitico, utilizando
imunofluorescéncia indireta (IFA) ou ensaio de imunoabsorg¢do enzimdtica (do inglés:
Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA).” Embora o IFA seja muito sensivel e
especifico, o teste soroldgico nao é pratico como diagndstico de rotina de maldria aguda
devido ao tempo necessario para o desenvolvimento de anticorpos e a sua persisténcia
no sangue. Ainda requer microscopia de fluorescéncia e técnicos treinados que podem
influenciar a fidedignidade dos resultados. Assim, os testes sorolégicos tém a sua
utilizacdo limitada a estudos epidemioldgicos, rastreio de potenciais doadores de
sangue e confirmacdo do diagndstico em doentes que foram recentemente tratados
para maldria.””?

As técnicas baseadas em reacdo em cadeia de polimerase (do inglés: Polymerase
Chain Reaction, PCR), que detetam o acido nucleico do parasita, representam um
desenvolvimento recente no diagndstico molecular da malaria e figuram entre os
métodos de diagndstico mais especificos e sensiveis. Conseguem detetar infe¢des
mistas e com baixas densidades parasitarias, que ndo sdo detetdveis por microscopia
convencional ou com RDTs. Apesar do sucesso deste método, a utilidade do PCR é
limitada devido ao custo elevado e a complexidade das metodologias, que requerem
técnicos instruidos. Assim, o PCR ndo é regularmente implementado nos paises em

desenvolvimento por causa da complexidade do teste e da falta de recursos para realizar
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o mesmo de forma adequada e rotineira. E, todavia, Gtil na determinacdo da espécie
responsavel pela infecdo quando esta ndo consegue ser determinada pela observagao
microscopica, o que é relevante nos estudos de resisténcia a farmacos e noutros estudos
epidemioldgicos especializados.

Outros testes e técnicas tém vindo a ser desenvolvidas, como a amplificacdo
isotérmica mediada por loop (do inglés: Loop Mediated Isothermal Amplification,
LAMP), microarranjo de ADN, andlise de citometria de fluxo e espectrometria de massa.
Todavia, estas técnicas ainda estdo em desenvolvimento e/ou necessitam de estudos

clinicos para comprovar a sua eficicia.”*

1.1.9. Prevengao

A profilaxia da malaria assenta numa combinacdo de medidas de prevencao de
picadas de mosquitos (controlo do vetor) e em quimioprofilaxia. Embora com um grau
de sucesso elevado, as intervengdes recomendadas ndo sdao 100% eficazes, sendo
recomendada uma avaliacdo de risco individual, de modo a aplicar medidas de
prevencao adequadas. Esta deve considerar ndo sé o pais de destino, mas também o
itinerario detalhado, incluindo cidades especificas (a transmissdo da maldria ndo é
distribuida de forma homogénea em todos os paises), o tipo de alojamento (p. ex.
alojamento com ar condicionado pode ser preventivo; pernoitar no exterior aumenta o
risco), estacdo do ano, meio de transporte, gravidez e informacao relativa a resisténcias
a medicamentos antimaldricos no destino.8%8?

O controlo vetorial é a principal abordagem para prevenir a maldria e reduzir a
sua transmissdo,®? incluindo medidas de prevenc¢do comportamentais, quimicas e
mecanicas.®°

As medidas de preveng¢ao comportamentais passam por evitar locais com surtos
de malaria conhecidos e aplicar as medidas de prevencdo necessdrias durante as horas
em que o vetor é mais ativo (do anoitecer ao amanhecer). Devem ser evitadas
permanéncias ao ar livre, ou entdo tomar medidas preventivas (como o uso de
repelente) durante as horas de maior risco e usar roupas adequadas, como camisolas de
manga comprida, cal¢as longas, botas e chapéus, de modo a minimizar as areas da pele

expostas. Ainda poderdo ser aplicados repelentes ou inseticidas, como a permetrina, em
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roupas e equipamentos, para fornecer uma maior prote¢do. Deve-se ainda evitar
permanéncias junto a piscinas e lagos.808!

As medidas de prevencdo quimica compreendem o uso de substancias com
propriedades inseticidas e repelentes, como os piretrdides (p. ex. aletrina, permetrina).
Estes podem ser utilizados em salas ou dreas com mosquitos (aerossois de pulverizagdo)
ou repelir mosquitos numa darea definida (repelentes espaciais). No entanto, devem ser
suplementados pelo uso de repelentes na pele exposta ou na roupa. Os repelentes
podem ser de origem sintética ou natural e, os mais vulgarmente utilizados sdo o DEET
(N,N-dimetil-meta-toluamida) e Icaridina (2-(2-hidroxietil)-1-piperidinoformato de 1-
metilpropionilo). Outros repelentes incluem déleo de Corymbia citriodora ou PMD (para-
mentane-3,8-diol), IR3535 (3-[N-butil-N-acetil]-aminopropionato de etilo) e 2-
undecanona.8%8!

As medidas de prevenc¢dao mecanicas abrangem a utilizacdao de redes anti insetos
nas janelas das residéncias, de forma a prevenir a entrada de mosquitos para o interior,
e a utilizacdo de redes mosquiteiras nas camas, que poderdao ser impregnadas com
piretrdides (p. ex. permetrina), para um aumento da sua eficacia.?%3!

Tém vindo a ser desenvolvidos outros métodos de controlo vetorial, como a
gestdo de fontes de larvas (modificacdo do habitat, manipulacdo de habitat, larvicidas e
controlo bioldgico), o uso de mosquitos geneticamente modificados, tornando-os
resistentes a infecdo por Plasmodium ou com capacidade de reduzir a sua esperanca de
vida e ainda a criacdo, esterilizacdo e libertacdo de mosquitos masculinos
geneticamente modificados, o que resulta numa reducdo da populacdo de fémeas.8384

A quimioprofilaxia é uma estratégia preventiva eficaz em dreas onde a malaria é
endémica. Contudo, esta geralmente ndo previne as recidivas posteriores que podem
ocorrer com P. vivax e P. ovale, e nenhum regime terapéutico confere protecdo total,
portanto a quimioprofilaxia deve estar sempre associada ao controlo vetorial. Ao
escolher um regime de quimioprofilaxia devem ser considerados varios fatores, como a
informacgao disponivel sobre a transmissdao da maldria do pais de destino e sobre
resisténcias aos antimaldricos existentes. Devem também ser considerados outros
problemas de salde, interacdes medicamentosas, o custo dos medicamentos, os

possiveis efeitos secundarios e a preferéncia individual 803!
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Alguns dos farmacos, como a doxiciclina, a primaquina e a associagao
atovaquona-proguanil, sdo ideais para viagens com planeamento de ultima hora, uma
vez que as tomas se iniciam 1 a 2 dias antes da viagem. Porém, na profilaxia com
farmacos como a cloroquina e a mefloquina o tratamento deve ser iniciado 1 a 2
semanas antes da viagem, pelo que ndo sdo os mais adequados para viagens
tardiamente planeadas. Os farmacos antimaldricos podem atuar na fase eritrocitica
(cloroquina, atovaquona, mefloquina e doxiciclina), em que a quimioprofilaxia deve ser
continuada até quatro semanas apds a Ultima exposicao possivel para contabilizar com
a duracdo da fase pré-eritrocitica, ou na fase pré-eritrocitica (proguanil e primaquina),
os quais devem ser continuados por um periodo mais curto (sete dias).808!

Atualmente, o desenvolvimento de vacinas contra a maldria é uma darea de
intensa investigagao, que apresenta enormes desafios. Existem trés tipos de candidatos
a vacinas que tém como alvo diferentes fases do ciclo de vida do parasita da malaria: (1)
vacinas que impedem a transmissao; (2) vacinas com acdo na fase pré-eritrocitica; e (3)
vacinas com acdo na fase eritrocitica.®>%®

As vacinas que impedem a transmissao do parasita tém como alvo os antigénios
em gametas, zigotos e oocinetos, de modo a prevenir o desenvolvimento de parasitas
no mosquito. O objetivo destas vacinas é induzir anticorpos contra os antigénios da fase
sexuada para bloquear a transigdo de oocineto para oocisto e, consequentemente parar
a geracdo subsequente de esporozoitos infeciosos. As vacinas que atuam na fase
hepatica destinam-se a prevenir o desenvolvimento da malaria no hospedeiro humano
uma vez que visa interromper o ciclo de vida do parasita numa fase inicial da infegao.
Por fim as vacinas com acdo na fase eritrocitica tém como objetivo induzir respostas
contra a invasao dos eritrdcitos e dos resultantes sintomas. Uma vacina ideal contra a
maldria requer caracteristicas essenciais, como ter varios componentes de modo a
induzir uma resposta imune eficaz em diferentes fases da infecao, diferentes epitopos
para superar a diversidade genética e a variacdo antigénica e ter capacidade para induzir
mais de um tipo de resposta imune.®

Até a data, a vacina que esta mais avancada é RTS,S5/AS01, também conhecida
como Mosquirix™, que oferece protecdo parcial contra a maldria em criangas. E uma
proteina recombinante que tem como alvo a proteina circunsporozoita de P. falciparum,

expressa pelo parasita na fase pré-eritrocitica, uma vez que nesta é expressa parte da
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sequéncia circunsporozoita em conjunto com antigénio de superficie de hepatite B, e
formulado com o adjuvante AS01.%”

A vacina estd a ser avaliada na Africa subsaariana como uma ferramenta
complementar de controlo da maldria que potencialmente poderia ser adicionada as
principais medidas preventivas, diagndsticas e de tratamento recomendadas pela OMS.
Em julho de 2015 a vacina recebeu um parecer positivo da Agéncia Europeia do
Medicamento (do inglés: European Medicines Agency, EMA) e, em outubro de 2015,
dois grupos consultivos da OMS recomendaram a implementag¢do de RTS,S/AS01 num
numero limitado de paises africanos. A OMS adotou essas recomendac¢bes e, em
novembro de 2016, anunciou que a vacina RTS,S seria langada em projetos-piloto em 3
paises da Africa subsaariana. O financiamento estd garantido para a fase inicial do
programa e as vacina¢cfes devem comecar em 2018. Estes projetos-piloto podem abrir
caminho para uma maior implementacgao da vacina, caso a seguranca e a eficacia sejam

consideradas aceitaveis.8?

25
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2. Quimioterapia

Atualmente o tratamento eficaz da malaria inclui o uso de um vasto leque de
farmacos que tém vindo a ser desenvolvidos devido a pressdes socioecondmicas,
politicas e também devido ao desenvolvimento de inUmeras resisténcias aos farmacos
antimaldricos por parte do parasita.®®

Os farmacos antimaldricos podem ser classificados de acordo com a fase do ciclo
de vida parasitico que afetam’3:

e Os esquizonticidas sanguineos atuam sobre a fase eritrocitica do parasita que é
diretamente responsavel pelos sintomas clinicos da doenca. Estes podem
originar uma cura clinica ou supressdo da infecdo, mas como nao tém efeito
sobre as formas exo-eritrociticas, o tratamento ndo resulta numa cura total de
malaria provocada por P. ovale ou P. vivax.

e Os esquizonticidas de tecidos atuam na fase exo-eritrocitica do parasita e sdo
utilizados para profilaxia causal, de modo a prevenir a invasao dos eritrdcitos, ou
para evitar recaidas provocadas por P. vivax e P. ovale.

e Os gametocidas destroem as formas sexuadas do parasita com o objetivo de
interromper a transmissao da infecao ao vetor.

e Os esporonticidas ndo tém efeito direto sobre os gametdécitos no hospedeiro
humano, mas evitam a esporogonia no mosquito.

Os farmacos antimalaricos também podem ser classificados pelo grupo quimico

ao qual pertencem, o que por sua vez determina a fase do ciclo de vida que afetam.”3

2.1. Quinolinas
2.1.1. 4-Metanolquinolinas

2.1.1.1. Quinina e Quinidina

Os extratos de casca de Cinchona foram identificados no inicio do seculo XVII
como eficazes no tratamento de febres e existem varios relatos histéricos plausiveis
sobre a descoberta destas propriedades. Esta informacao foi trazida para a Europa pelos
jesuitas e nessa altura a casca de cinchona tornou-se conhecida como casca dos

jesuitas.®9°0 No inicio do século XIX, dois quimicos franceses, Joseph Caventou e Pierre
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Pelletier, isolaram dois alcaloides diferentes, quinina (Figura 2-1) e cinchonina, a partir
de amostras de cascas de cinchona.’* O caminho até a sintese de quinina comegou com
William Henry Perkins, que ao tentar sintetizar quinina produziu um corante, a
mauveina.® A partir dai, varios corantes foram descobertos e sintetizados até que Paul
Erlich introduziu o uso de azul de metileno (Figura 2-1) no tratamento de malaria.®?
Pasteur obteve a d-quinotoxina por isomeriza¢do de quinina em meio 4cido e mais tarde
Rabe e Kindler descreveram a isomerizagao da d-quinotoxina na quinina original.
Posteriormente, Prelog e Prostenik converteram a quinotoxina em homomeroquineno,
e vice-versa.”® Finalmente, em 1944, Woodward e Doering publicaram a sintese total da

quinina.®* No entanto, foi s6 em 2001 que Gilbert Stork completou a sintese

enantiosselectiva completa, com rendimento apreciavel.®®

Quinina Quinidina Azul de metileno

Figura 2-1 — Representac¢ao da estrutura quimica da quinina, quinidina e azul de metileno

A quinina tem uma rdpida a¢ao esquizonticida nos parasitas da malaria, na fase
eritrocitica, e também apresenta atividade gametocida em P. vivax e P. malariae.
Embora outros alvos também possam estar envolvidos em alguns casos, o grupo das
guinolinas, com excec¢do da primaquina, tém como alvo a formacdo da hemozoina. Estes
compostos atuam interferindo com o sequestro de heme tdxico (protoporfirina IX de
ferro) produzido quando a hemoglobina é digerida pelo parasita. O heme, sob a forma
de dimeros de B-hematina, é normalmente transformado, por um processo de
mineralizacdo, em hemozoina, que é depositada numa forma cristalina no vacuolo

digestivo. As quinolinas ligam-se ao heme, impedindo o processo de destoxificacdo
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através da dimerizagdo e cristalizacdo, e consequentemente produzem complexos
prejudiciais e letais para o parasita.’®®’

Atualmente, a quinina é indicada para o tratamento da malaria grave, por via
parentérica, e da maldria sem complicacdes, por via oral. E usada particularmente no
primeiro trimestre de gravidez ou como um tratamento alternativo quando uma terapia
de combinacdo baseada em artemisinina (do inglés: Artemisinin-based Combination
Therapy, ACT) eficaz ndo estd imediatamente disponivel.”?

A quinina em doses terapéuticas comuns pode dar origem a um conjunto de
sintomas conhecidos como cinchonismo, que inclui zumbido, deficiéncia auditiva,
cefaleia, nduseas, visdo alterada e manifestacbes mais graves, como emese, dor
abdominal, diarreia e vertigens. O cinchonismo também pode ocorrer apds pequenas
doses em pessoas hipersensiveis a quinina, no entanto as rea¢des mais frequentes sdo
urticdria e rubor com prurido intenso. Outros efeitos secundarios incluem febre,
erupcOes cutaneas, dispneia, angioedema, asma, disturbios do sangue, hipoglicemia e
insuficiéncia renal. Os principais sintomas de sobredosagem, que podem ser fatais,
incluem efeitos gastrointestinais, toxicidade ocular, disturbios do SNC e

cardiotoxicidade.”?

2.1.1.2. Mefloquina

A Mefloquina (Figura 2-2) foi descoberta na Divisdo de CFs
Terapéutica Experimental do Walter Reed Army Institute of N\ CFs
Research (WRAIR), em Washington DC. A forca motriz politica
responsavel pelo programa foi o grave recuo clinico -
vivenciado pelos militares dos EUA durante a Guerra do Ho
Vietname, quando numa altura 1% das tropas de combate dos HN
EUA estavam a falecer de maldria, diariamente, devido a Mefloquina

resisténcia a farmacos antimaldricos. A partir do inicio da Figura 2-2 - Representacdo
da estrutura quimica da
mefloquina

década de 1960, o WRAIR realizou testes a mais de 250 000
potenciais compostos antimalaricos, sendo a mefloquina o composto nimero 142 490.

Este novo antimalarico foi rapidamente aprovado pela Food and Drug Administration

(FDA) em 1989.%8
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A mefloquina é um esquizonticida sanguineo eficaz contra todas as formas de
malaria, incluindo P. falciparum com resisténcias a cloroquina ou multiplos farmacos.
Atualmente é indicada para a quimioprofilaxia da maldria causada por todas as espécies
de Plasmodium, e a sua combinag¢ao com artesunato é recomendada para o tratamento
da maléria sem complica¢des.”*

O mecanismo de a¢dao da mefloquina é comum as restantes quinolinas, referido
acima, e embora a mefloquina esteja associada a maiores incidéncias de efeitos
adversos ao nivel do sistema nervoso central e gastrointestinal do que outras ACTs,
geralmente é bem tolerada quando administrada em combinacdo com artesunato (ACT)
para o tratamento da malaria sem complicagBes. Os efeitos adversos mais frequentes
da mefloquina sdo cefaleia, tonturas, nduseas, disturbios gastrointestinais e do sono.
Outros efeitos adversos incluem perturbacdes no sistema cardiovascular, erupcoes
cutaneas, prurido, perda de cabelo, mialgia, disturbios da fun¢do hepatica e muito

raramente trombocitopenia e leucopenia.’>’3

2.1.2. 4-Aminoquinolinas

No decorrer de uma investigacdo para a descoberta de novos antimalaricos, Hans
Andersag sintetizou em 1934 varias 4-aminoquinolinas. Um dos compostos sintetizados
demonstrou ser especialmente eficaz na maldria aviaria, o qual recebeu o nome
"resochin", mas poucos estudos clinicos foram realizados devido a sua aparente
toxicidade. Em 1943, quando o governo dos EUA criou o Conselho para a Coordenacgao
de Estudos de Maladria com o objetivo de desenvolver novos medicamentos
antimaldricos, os efeitos promissores de “resochin” foram revisitados devido a um
desenvolvimento paralelo da substancia SN-7619, idéntica a “resochin” previamente
estabelecida, que mais tarde recebeu o nome de cloroquina.

A partir de 1946 a cloroquina (Figura 2-3) ficou disponivel para investigacdo
clinica. Vdarios estudos clinicos foram rapidamente iniciados, demonstrando que a
substéancia ativa era clinicamente eficaz e bem tolerada. A partir de 1950 a Bayer AG, em
Leverkusen (Alemanha), iniciou o fabrico e a distribuicdo da cloroquina. A noticia do seu

sucesso terapéutico espalhou-se rapidamente e alguns anos apds a sua introducao, a
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cloroquina tornou-se de uso generalizado e bem sucedido em quase todas as partes do
mundo onde a malaria estava presente.®®

A cloroquina é um esquizonticida sanguineo de acdo rdpida com alguma
atividade gametocida contra P. ovale, P.vivax, P. malariae e gametécitos imaturos de P.
falciparum. O seu mecanismo de agdo também envolve a destoxificagdo do heme e
atualmente estd indicada para o tratamento da malaria ndo complicada provocada por
P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. Por outro lado, ja ndo é recomendada para
profilaxia contra P. falciparum (exceto em algumas partes da América Central), podendo
contudo ser usada em profilaxia contra P. vivax.”%73%7

A cloroquina é geralmente bem tolerada em doses terapéuticas para tratamento
da malaria e é também usada em doses mais elevadas para o tratamento da artrite
reumatoide, situacdo em que se observa uma maior frequéncia de eventos adversos. Os
efeitos adversos frequentes da cloroquina incluem cefaleias, erupg¢des cutaneas, prurido
e disturbios gastrointestinais. Mais raramente podem ocorrer alteracées mentais,
disturbios visuais ou sanguineos e alteracdes na funcdo hepatica. Outros efeitos
adversos incomuns decorrentes do uso prolongado incluem alopecia, despigmentacao
do cabelo, pigmentacdo de mucosas e pele, fotossensibilidade, zumbido, audicao
reduzida, neuromiopatia e miopatia.

A sobredosagem aguda com cloroquina é extremamente perigosa e a morte
pode ocorrer dentro de poucas horas. Os efeitos iniciais incluem cefaleia, disturbios
gastrointestinais, sonoléncia e tonturas. A hipocaliemia pode ocorrer poucas horas apds
a ingestdo de cloroquina e os disturbios visuais podem ser dramaticos com uma subita
perda de visdo. No entanto, o principal efeito da sobredosagem com cloroquina é a
toxicidade cardiovascular, com hipotensao e arritmias cardiacas que progridem para
colapso cardiovascular, convulsdes, paragem cardiaca e respiratéria, coma e morte.”%73

A hidroxicloroquina (Figura 2-3) pertence ao grupo das 4-aminoquinolinas com
atividade antimaldrica e tem propriedades semelhantes as da cloroquina, podendo ser
usada no tratamento de maldria, como alternativa a cloroquina. No entanto, a

hidroxicloroquina é usada principalmente no tratamento de outras doencas.”?
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Figura 2-3 — Representag¢ao da estrutura quimica da cloroquina, hidroxicloroquina e amodiaquina

A amodiaquina (Figura 2-3), um analogo estrutural da cloroquina, tem eficécia e
propriedades semelhantes as da cloroquina contra P. falciparum sensivel a cloroquina e
é também eficaz contra algumas estirpes resistentes a cloroquina. 731

Atualmente, a combina¢dao de amodiaquina com artesunato é indicada para o
tratamento de malaria ndo complicada, provocada por P. falciparum ou P. vivax, e é
considerada eficaz contra P. ovale, P. knowlesi e P. malariae. Também pode ser utilizada
como tratamento continuo em maldria grave, quando existe possibilidade de
administracdo da medicacdo por via oral. A combinacdo de amodiaquina com
sulfadoxina-pirimetamina é administrada com doses completas de tratamento em
intervalos mensais, como quimioprofilaxia sazonal de maldria para criancas pequenas
(3-59 meses), em areas de transmissdo sazonal e de alta intensidade. Os efeitos adversos
da amodiaquina sdo semelhantes aos da cloroquina, porém conduz a uma maior
incidéncia de hepatite e agranulocitose. Assim, a combinacdo de artesunato com
amodiaquina ndo deve ser utilizada para profilaxia, pois a sua acumula¢cdo aumenta os

riscos de hepatotoxicidade e agranulocitose.’%”3
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2.1.3. 8-aminoquinolinas

A pamaquina (Figura 2-4) foi o primeiro agente antimalarico sintético da familia
das 8-aminoquinolinas que emergiu dos esforcos de desenvolvimento da Bayer, na
década de 1920, mas ndo foi muito utilizado devido a sua toxicidade. Foram entretanto
intensificados esforgos, nos EUA, para alterar a estrutura da pamaquina, de modo a
melhorar as suas propriedades, conduzindo a sintese de alguns compostos com uma
maior eficacia e menor toxicidade e finalmente a primaquina (Figura 2-4), que substituiu
os anteriores. Posteriormente, na década de 1950, a primaquina foi considerada o

farmaco de escolha para a cura total da maldria provocada por P. vivax.1°?
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Figura 2-4 — Representagao da estrutura quimica da pamaquina e a primaquina

As 8-aminoquinolinas sdo eficazes contra os parasitas na fase exo-eritrocitica, o
gue é essencial para prevenir a reincidéncia da maldria, bem como para profilaxia causal
(mata os parasitas na fase hepatocitica, evitando a infecdo de eritrdcitos). Além de ser
a Unica classe terapéutica com atividade contra hipnozoitos, as 8-aminoquinolinas sao
ativas contra os gametécitos, interferindo portanto na transmissao da malaria. Por outro
lado, estes compostos tém uma fraca atividade contra os parasitas da fase assexuada de
P. vivax e tem atividade insignificante contra P. falciparum.”*%?

O mecanismo de ac¢do pelo qual a primaquina exerce a sua atividade antimalarica
ndo esta ainda esclarecido, mas foi proposto que as mitocondrias possam ser o alvo
bioldgico da primaquina. O metabolismo hepatico da primaquina produz metabolitos
intermediarios reativos que geram espécies oxidativas tdxicas. Estas acumulam dentro
das mitocondrias, resultando num inchaco e em alterages estruturais nas membranas

internas, interferindo com os processos metabdlicos das mitocondrias e
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comprometendo o transporte de eletrées no parasita, o que pode conduzir a destrui¢ao
da sua fung¢do mitocondrial.10%103

Atualmente, a primaquina é indicada para a cura radical de maldria provocada
por P. vivax ou P. ovale, para a prevencao de uma presumivel recaida (profilaxia
terminal) em pessoas expostas prolongadamente a P. vivax ou P. ovale e pode também
ser utilizada na profilaxia primdria contra todas as espécies de maldria. E também
utilizado com o objetivo de reduzir a transmissao da malaria por P. falciparum, em
programas de eliminagao da maldria provocada por P. falciparum e em areas ameacadas
pela resisténcia a artemisininas. Exceto na profilaxia primdria, a primaquina é utilizada
em conjunto com um esquizonticida sanguineo eficaz, como uma ACT ou a cloroquina,
na maldria provocada por P. vivax ou P. oval.”*

Quando a primaquina é utilizada em doses terapéuticas normais, os efeitos
adversos sdo geralmente minimos. No entanto, quando é ingerida com o estémago vazio
o desconforto gastrointestinal é mais comum, e em doses maiores pode originar
nauseas e vémitos. Pode ocorrer ocasionalmente uma meta-hemoglobinémia, que
surge quando a concentracdo de meta-hemoglobina (hemoglobina anormal em que o
catido ferro estd no estado férrico (Fe3*) em vez do estado normal, (ferroso, Fe?*) nos
eritrdcitos é superior a 1%.1%* Em pessoas com deficiéncia de G6PD pode ainda ocorrer
uma anemia hemolitica mas, felizmente, como a primaquina é eliminada rapidamente,
a hemolise cessa assim que o tratamento é interrompido. Qutros efeitos incomuns
incluem anemia, leucocitose e, mais raramente, hipertensdo arterial e arritmias
cardiacas. Em casos raros, a primaquina pode também originar leucopenia ou
agranulocitose, geralmente apds sobredosagem. Outros efeitos associados a
sobredosagem incluem sintomas gastrointestinais, anemia hemolitica e meta-

hemoglobinémia com cianose.”%73

2.1.4. Outros compostos de base quinolinica

Os restantes derivados de quinolinas com atividade antimalarica serdo aqui
descritos. Estes incluem a halofantrina, a lumefantrina, a piperaquina e a pironaridina

(Figura 2-5). O mecanismo de acdo destes compostos, tal como os restantes
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antimaldricos de base quinolinica, passam pela inibicdo do processo de destoxificacdao

do grupo heme no vacuolo digestivo do parasita.
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Figura 2-5 — Representagao da estrutura quimica da piperaquina e pironaridina

A halofantrina foi desenvolvida na década de 1960, como resultado do mesmo
programa de descoberta de farmacos antimalaricos pelo WRAIR que resultou na
descoberta da mefloquina.®®

A halofantrina tem sido utilizada no tratamento de malaria ndo complicada
provocada por P. falciparum e P. vivax resistentes a cloroquina. E um esquizonticida
sanguineo, mas ndo tem atividade contra as formas exo-eritrociticas. O seu valor
terapéutico é limitado pela sua biodisponibilidade imprevisivel e pela sua
cardiotoxicidade. Ndo deve ser utilizado em casos em que a mefloquina foi previamente
usada para profilaxia nem deve ser utilizada com objetivos de profilaxia da malaria.
Atualmente, a halofantrina ja ndo é recomendada para o tratamento da malaria.”%731%

Além da cardiotoxicidade, os efeitos adversos associados a halofantrina incluem
diarreia, dor abdominal, nduseas, vémitos, prurido e erupc¢do cutadnea, elevacdo
transitéria de transaminases séricas, hemdlise intravascular e reacdes de

hipersensibilidade.”?
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A lumefantrina foi descoberta em 1976 na sequéncia de uma extensdo do
projeto militar 523 da China, que tinha como objetivo descobrir novas terapéuticas
antimaldricas durante a guerra do Vietname.%®

A Lumefantrina ndo estd disponivel nem tem sido utilizada como monoterapia,
mas é usada em associacdo ao arteméter. Esta combinacdo terapéutica estd indicada
para o tratamento da maldria ndo complicada provocada por P. falciparum ou P. vivax,
é considerada eficaz contra P. ovale, P. knowlesi e P. malariae e pode também ser
utilizado como uma continuag¢do de tratamento de maldria grave quando a terapéutica
oral ja é tolerada. Por outro lado, a associacdo arteméter-lumefantrina ndo esta indicada
para a profilaxia da malaria. Esta terapéutica é geralmente bem tolerada. Quando
surgem, os efeitos adversos geralmente incluem cefaleias, tonturas, disturbios do sono,
palpitacoes, disturbios gastrointestinais, prurido, erupcao cutdnea, tosse, artralgia,
mialgia e fadiga.”3

A Piperaquina foi sintetizada de forma independente pelo Instituto de
investigacdo da Industria Farmacéutica de Xangai, na China, e pela empresa Rhone-
Poulenc, em Franca, na década de 1960. Devido a sua poténcia e tolerabilidade,
substituiu a cloroquina como o antimalarico recomendado pelo Programa Nacional
Chinés de Controlo da Malaria, em 1978, tendo sido posteriormente fabricado e
distribuido o equivalente a 140 milhdes de doses de tratamento para adultos. No
entanto o uso de piperaquina diminuiu na década de 1980, com o desenvolvimento de
resisténcias e com a descoberta dos derivados de artemisinina. Em 1990, cientistas
chineses redescobriram a piperaquina como um farmaco parceiro em terapias
combinadas baseadas em artemisinina (um farmaco de semivida curta), formuladas
para atingir uma elevada taxa de cura sem efeitos adversos significativos.'%’

A piperaquina é eficaz contra parasitas de maldria resistentes a cloroquina e a
sua combinag¢do com a dihidroartemisinina estd indicada para o tratamento da malaria
ndo complicada por P. falciparum ou P. vivax. Também pode ser usada como
continuacdo de tratamento de malaria grave quando a terapéutica oral ja é tolerada.
Geralmente, a dihidroartemisinina-piperaquina é bem tolerada e tem poucos efeitos
adversos. Os até agora relatados gincluem nauseas, diarreia e vomitos, bem como

anorexia, anemia, tonturas, cefaleias, disttrbios do sono e tosse.”?
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A pironaridina foi primeiro sintetizado em 1970 no Instituto Chinés de Doencas
Parasitarias e tem sido usada na China nos ultimos 30 anos para o tratamento da
maldria, em regime de monoterapia. Mais recentemente, foi renovado o interesse na
pironaridina para uso em terapia de combina¢do baseada em artemisinina (do inglés:
Artemisinin-based Combination Therapy, ACT) para o tratamento da malaria. De fato, o
seu uso limitado fora da China sugere que a resisténcia demorara a surgir quando usado
em ACT. A pironaridina esta atualmente sob investigacdo para uma combinacdo de dose
fixa com artesunato, administrada numa proporg¢ao de 3: 1 para o tratamento da malaria

ndo complicada, provocada por P. falciparum e P. vivax.%®

2.1.5. Resisténcia e futuras perspetivas dos farmacos de base

quinolinica

A resisténcia a quinolinas com a¢dao antimaldrica, especialmente a cloroquina,
estd associada a multiplas mutac¢des.1® Os primeiros relatos de resisténcia a cloroquina
ocorreram por volta dos anos 60.11° A investigacdo realizada ao longo de varias décadas
para elucidar os mecanismos de resisténcia a cloroquina apontava para uma maior
acumulacdo de cloroquina no vacuolo digestivo em parasitas sensiveis do que em
estirpes resistentes.’” No entanto, esta ideia foi recentemente posta em causa.'*!

Os efeitos caracteristicos da resisténcia a cloroquina foram atribuidos a
alteracdes especificas de aminoacidos numa proteina integral de membrana do vacuolo
digestivo, o transportador de resisténcia a cloroquina de P. falciparum (do inglés:
Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter, PfCRT). O PfCRT com uma
mutacdo no aminoacido 76 parece ser central para o fendtipo de resisténcia a
cloroquina e este PfCRT mutante parece facilitar o movimento de farmacos para fora do
vacuolo digestivo.19112113 Como o PfCRT confere esse fendtipo, tem sido objeto de
intenso debate, e os diferentes modelos propostos serdo apresentados abaixo.

No modelo de particdo foi descoberto que a cloroquina fluia muito mais rapido
para fora do vacuolo digestivo em estirpes resistentes a cloroquina do que acontecia nas
estirpes sensiveis a cloroquina.'* Inicialmente este fenémeno foi atribuido a mudancas
no pH do vacuolo digestivo para estirpes sensiveis e resistentes a cloroquina. No

entanto, mais tarde foi mostrado que os parasitas resistentes a cloroquina tém um pH
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de repouso do vacuolo digestivo semelhante e, portanto, devem possuir um mecanismo
de efluxo da cloroquina na membrana do vacuolo digestivo, aumentando de alguma
forma a permeabilidade da cloroquina.®®''> No modelo de canal, o PfCRT mutado atua
como um canal, proporcionando uma via de saida através de difusdo passiva da
cloroquina com carga positiva, permitindo que o mesmo flua livremente para fora do
vacuolo digestivo.1%9'1® No modelo de transportador, o PfCRT mutado atua como um
transportador que transporta a cloroquina com carga positiva por difusdo facilitada ou
transporte ativo através da membrana do vacuolo digestivo.109117

Foi também considerado um homadlogo da resisténcia a multiplos farmacos de P.
falciparum (do inglés: Plasmodium falciparum Multidrug resistance 1, PAMDR1) na
resisténcia a cloroquina. Foi demonstrado que a PfMDR1 reside na membrana do
vacuolo digestivo dos parasitas, com o seu dominio de ligacdo a trifosfato de adenosina
(do inglés: Adenosine Triphosphate, ATP) virado para o citoplasma, sugerindo que a
PfMDR1 direciona o movimento de farmacos para o vacuolo digestivo. A perda desta
capacidade de importacao de farmacos pode ser vantajosa para o parasita quando o
farmaco tem como alvo o vacuolo digestivo e o transporte de cloroquina mediado por
PfMDR1 demonstrou contribuir para a resisténcia a cloroquina. Foi demonstrado que a
PfMDR1 transporta a cloroquina e que os polimorfismos no PfMDR1 afetam a
especificidade do substrato, pois a PfMDR1 do tipo selvagem transporta a cloroquina
enguanto que as variantes polimérficas PAMDR1 de linhas de parasitas associadas a
resisténcias aparentemente n3o s3o t3o eficientes. 109118119

Desde a descoberta da cloroquina, inumeras tentativas foram feitas para
desenvolver um farmaco quinolinico com melhores propriedades. Numa tentativa de
superar as resisténcias, estudos em 4-aminoquinolinas revelaram que os andlogos de
cloroquina com uma cadeia lateral mais curta retiveram a atividade contra espécies de
Plasmodium resistentes a cloroquina.'?® Um destes andlogos, denominado AQ-13
(Figura 2-6), demonstrou resultados positivos num ensaio clinico.’?! Outra estratégia
para contornar a resisténcia a cloroquina passa pelo uso de compostos organometalicos,
dos quais a ferroquina (Figura 2-6) e seus derivados apresentam os resultados mais
promissores. No entanto, mais estudos sdao necessarios nesta nova classe com potencial
antimalarico.’?? Um nova abordagem de investigacdo é a utilizacdo de uma molécula

hibrida sintética contendo dois farmacéforos ligados covalentemente'??. A molécula
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hibrida é desenhada com o objetivo de atacar o parasita por dois mecanismos distintos,
contornando o desenvolvimento de resisténcias. Exemplos recentes incluem
trioxaquinas contendo um 1,2,4-trioxano ligado covalentemente a uma 4-
aminoquinolina. Verificou-se que estas novas trioxaquinas eram potentes contra
espécies resistentes a cloroquina e pirimetamina e exibem atividade antimalarica
acrescida em comparagao com os componentes individuais. Varias trioxaquinas foram
desenvolvidas ao longo de varios anos, culminando na selecdo de um candidato para
desenvolvimento conhecido como SAR116242 (Figura 2-6). A sua atividade superior foi
atribuida ao seu mecanismo duplo de alquilacdo do heme e inibicdo da formacdo de
hemozoina.1?31%4

A Tafenoquina (Figura 2-6) é uma 8-aminoquinolina que foi desenvolvido
conjuntamente pelo WRAIR e a GlaxoSmithKline na tentativa de obter um agente de
acdao mais longa, mais potente e menos toxico para a cura radical e profilaxia causal da
maldria. A Tafenoquina exibiu maior atividade que a primaquina contra parasitas das
fases sanguineas e hepaticas, in vitro. Além disso, tem uma semivida sérica longa e
menos efeitos adversos, o que sugere que pode tornar-se numa adigdo importante ao
arsenal terapéutico para o tratamento e prevencao da maldria. Atualmente, a

tafenoquina encontra-se em estudos clinicos, realizados pela GlaxoSmithKline. 2126
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Figura 2-6 — Representa¢do da estrutura quimica dos compostos AQ-13, ferroquina, SAR116242 e
Tafenoquina.



Maldria: limitagGes das terapéuticas atuais, validagao de novos alvos terapéuticos e descoberta de
novos farmacos.

2.2. Antagonistas de folatos

A via do folato (Figura 2-7) é extremamente importante para a sobrevivéncia dos
parasitas da malaria, uma vez que os derivados de folato sdo cofatores envolvidos na
producdo de purinas e pirimidinas que sdo essenciais para a sintese de ADN e para a

sintese e/ou catabolismo de varios aminoacidos.1?’
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Figura 2-7 — Esquema da via do folato de P. falciparum, com indicagdo dos alvos para a¢do dos farmacos

sulfadoxina e pirimetamina (adaptado de '%’)

Os alvos terapéuticos da via do folato ja explorados na perspetiva do
desenvolvimento de antimaldricos sdo as enzimas dihidropteroato sintase (DHPS) e
dihidrofolato redutase (DHFR). A DHPS ndo é encontrada no hospedeiro, apenas no
parasita, enquanto que a DHFR esta presente tanto no hospedeiro como no parasita. A
seguranca e a eficacia dos farmacos que tém como alvo esta enzima, dependem de uma
diferenca substancial (varias centenas de vezes) na sua afinidade pela enzima
parasitaria, relativamente a enzima homdloga humana. Tal como demonstrado na

Figura 2-7, o acido 4-aminobenzdico, também conhecido como &acido para-

39
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aminobenzdico (do inglés: para-Aminobenzoic Acid, pABA), é o substrato natural da
DHPS, onde reage com o pirofosfato de 6-hidroximetil-7,8-dihidropterina para originar
o 7,8-dihidropteroato. A sulfadoxina e a dapsona (Figura 2-8) sdo farmacos que inibem
competitivamente a DHPS, enquanto que o proguanil e a piremetamina (Figura 2-8) tém

a DHFR como alvo terapéutico.”127:128
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Figura 2-8 — Representagao da estrutura quimica de varios antagonistas de folatos

Embora a pirimetamina e o proguanil tenham sido inicialmente utilizados em
monoterapia, apds a sua introducdo nas décadas de 1940/1950, rapidamente surgiram
resisténcias e foi apenas em combinacdes fortemente sinérgicas com as sulfonamidas
que as formulag¢des com utilidade a longo prazo foram produzidas.'?®

O proguanil, descoberto na década de 1940, foi o primeiro antagonista de folatos
usado contra a maldria.’?® Este fdrmaco necessita de ser metabolizado no figado para se

obter a sua forma ativa, o cicloguanil (Figura 2-8).13° J3 foi utilizado em monoterapia

40
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como agente profilatico, mas devido a mutagées no DHFR, como resultado do uso de
pirimetamina, observou-se uma diminui¢do na atividade do cicloguanil.**! Foram feitas
tentativas de combinar o proguanil com outros farmacos, como a dapsona®*? e o

artesunato,!33

mas atualmente é utilizado em combina¢do com a atovaquona (um
inibidor do complexo de citocromo bc;).13*

A combinagao de atovaquona-proguanil (Malarone®) é indicada para a profilaxia
de malaria e para o tratamento da malaria nao complicada fora das dreas endémicas da
malaria. O proguanil também é usado em combinagdo com artesunato e primaquina,
como tratamento alternativo de malaria ndo complicada em situacées em que os
tratamentos recomendados pela OMS n3o estdo disponiveis ou ndo s3o eficazes.”?

Geralmente a atovaquona-proguanil é bem tolerada. Quando surgem, os efeitos
adversos mais comuns sao cefaleias, tosse e distlurbios gastrointestinais. Raramente,
provoca tonturas, Ulceras orais, reacdes alérgicas e, muito raramente, disturbios
sanguineos e reagdes cutaneas. Foram ainda relatadas atividades enzimaticas do figado
aumentadas, hepatite, insuficiéncia hepatica e ocorréncia de pancitopenia em pessoas
com insuficiéncia renal grave, provavelmente devido a acumulac3o de farmacos.”313413>

Inicialmente, a pirimetamina foi sintetizado como um farmaco anticancerigeno,
tendo sido escrutinada como um antimaldrico com base na sua semelhanga estrutural
ao proguanil.'3® Foi utilizada pela primeira vez em monoterapia, numa formulacdo
conhecida como Daraprim®, mas mais recentemente é utilizado em combinacdo com a
sulfadoxina.”?

A combinagao sulfatoxina-pirimetamina é indicada para o tratamento preventivo
intermitente da maldria em mulheres gravidas e em lactentes, em areas de intensidade
de transmissdao moderada a alta. Esta combinacdo de farmacos é também utilizada em
combinacdo com a amodiaquina para a quimioprofilaxia sazonal da maldria em criancas,
em areas com transmissdao altamente sazonal da maldaria e, nas poucas areas em que
permanece eficaz, pode ser usada com artesunato para o tratamento da malaria aguda
ndo complicada.”?

A sulfatoxina-pirimetamina é geralmente bem tolerada nas doses
recomendadas, e os efeitos adversos relatados sdo principalmente os associados a
sulfonamidas, que incluem distlurbios gastrointestinais, cefaleias, tonturas e reacdes

cutaneas, como fotossensibilidade, erupcdo cutanea, prurido, urticdria e perda de
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cabelo. Também podem ocorrer reagBes cutaneas potencialmente fatais,
nomeadamente eritema multiforme, sindrome de Stevens-Johnson e necrdlise
epidérmica toxica. Outros relatos de efeitos adversos incluem leucopenia,
trombocitopenia, anemia megaloblastica, anemia hemolitica (relacionada com
deficiéncia de G6PD), cristaluria, hematuria, oliguria e hepatite. Ainda houve relatos de
casos isolados de doenga no soro, pericardite alérgica e infiltrados pulmonares que se

assemelham a alveolite eosinofilica ou alérgica.’*137-140

2.2.1. Resisténcia e futuras perspetivas dos antifolatos com

atividade antimalarica

A resisténcia a pirimetamina surge predominantemente do acumulo de
mutacdes no pfdhfr que provocam as altera¢des de aminoacidos Asn51lle, Cys59Arg e
Ser108Asn, enquanto uma combinacdo de Alal6Val e Ser108Thr resulta em resisténcia
ao cicloguanil (metabolito ativo do proguanil). Da mesma forma, a resisténcia a
sulfadoxina geralmente envolve as mudangas Ala437Gly, Lys540Glu e Ala581Gly na
enzima DHPS. A combinagao resistente mais frequente em DHPS, atualmente
prevalente em Africa, é a forma de duplo mutante Ala437Gly, Lys540Glu que, quando
encontrada em conjunto com as mutac¢des no DHFR, produz um mutante cujo padrao
resulta em parasitas altamente resistentes a combinacdao de sulfadioxina com
pirimetamina.l*¥"143 Este padrdo estd a tornar-se cada vez mais comum, com
frequéncias de 70% ou mais relatadas em algumas areas da Africa Oriental.}** Uma
mutacdo DHFR adicional, llel64Leu, resulta em parasitas altamente resistentes a
sulfadoxina-pirimetamina e estes tipos de mutantes foram recentemente detetados em
regides da Africa Oriental, como Quénia e Ruanda.145146

Outros estudos demonstraram que parasitas altamente resistentes a
pirimetamina, principalmente aqueles com a mutacdo 164-Leu, tém um numero de
copias aumentado do gene gtp-ch, que codifica a enzima GTP ciclohidrolase (catalisa o
primeiro passo da via do folato, Figura 2-7). Sendo este um fendmeno adaptativo, pode
refletir mecanismos compensatdrios para manter uma producdo de folatos

suficiente.%’
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Outros fatores, como o aumento das concentragdes séricas de folato, podem
desempenhar um papel importante nos niveis de falha clinica. Maiores concentragées
de folato no parasita podem estar ligadas a selecdo de uma forma mutante (R1466K) do
transportador PAMRP1, em infe¢Oes persistentes apds o tratamento com sulfadoxina-
pirimetamina. E proposto que esta forma mutante de MRP1 seja menos ativa ao atuar
como mediador de efluxo de folato e o aumento da quantidade de folatos enddgenos
resultantes promovera uma competicdo mais eficaz com farmacos antagonistas de
folatos nos sitios de ligacdo das enzimas.4®

A inibicdo das vias de salvacdo poderia ser uma estratégia de aumentar a
atividade e eficacia dos antagonistas de folatos. Foi demonstrado que a probenecida,
um inibidor de transportadores de anides, aumenta substancialmente a atividade de
inibidores de DHFR e DHPS e este aumento da atividade foi associado a uma diminuicao
da absorcdo de folatos pelo parasita.!*® Este efeito provocado pela probenecida foi

testado in vivo e os resultados indicam que a probenecida aumenta a eficdcia da

pirimetamina e sulfadoxina.'4°

2.3. Antibidticos

Existem muitos antibidticos que possuem atividade antimalarica, como as classes
das fluoroquinolonas, lincosamidas, tetraciclinas e macrdlidos.®® No entanto, as
fluoroquinolonas ndo exibiram uma eficacia antimaldrica util quando testadas in
vivo.>%131 Ag lincosamidas, tetraciclinas e macrdlidos tém propriedades antimaldricas
estabelecidas e sdo clinicamente Uteis em determinadas circunstancias. Porém, nenhum
destes antibidticos € muito ativo e de acdo rapida, portanto o seu uso requer
combinac3o com outras classes de farmacos de a¢3o mais rapida.”’

As lincosamidas ganharam o seu nome a partir da lincomicina (Figura 2-9),
extraida pela primeira vez de Streptomyces lincolnensis em 1962. A clindamicina (Figura
2-9), uma lincosamida semissintética, inibe a sintese de proteinas pela ligacdo a unidade
ribossémica 50S. O seu efeito contra Plasmodium sp. deve-se ao facto de interferir com
a funcdo do apicoplasto e, consequentemente, no segundo ciclo intracelular do parasita

resulta na sua morte. Este fendmeno é conhecido como "fenétipo de morte retardada”
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ou "efeito de morte retardada" e, apesar desse efeito ainda nao ser totalmente

compreendido, existem varios estudos e propostas.88152153
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Figura 2-9 — Representagao da estrutura quimica da lincomicina e clindamicina

A clindamicina é utilizada em combinag¢do com artesunato ou quinina para o
tratamento de malédria ndo complicada.”! Geralmente é bem tolerada apds uma
administracdo oral e a sua principal desvantagem é o seu potencial para causar diarreia
associada aos antibidticos, levando ao crescimento excessivo de Clostridium difficile e
colite pseudomembranosa. Outros efeitos adversos incluem disturbios
gastrointestinais, erup¢des cutaneas ou prurido e, em doses mais elevadas, pode
provocar um sabor metdlico na boca. Mais raramente, a terapia com clindamicina tem
sido associada a anafilaxia, leucopenia, agranulocitose, eosinofilia, trombocitopenia,
eritema multiforme, sindrome de Stevens-Johnson, dermatites, poliartrite, ictericia,
elevac3o das enzimas hepaticas, hepatotoxicidade e disfunc¢3o renal.”%73

A descoberta das tetraciclinas iniciou-se com a extracdo da clortetraciclina de
Streptomyces aureofasciens, em 1948.1>* Posteriormente, em 1953, a desidrogenacdo
catalitica da clortetraciclina deu origem a tetraciclina,* e a doxiciclina (Figura 2-10) foi
desenvolvida pela primeira vez em 1967.1> O modo de ac¢3o das tetraciclinas passa pela
inibicdo da sintese proteica, ligando-se a subunidade ribossomal 30S, através da

interferéncia na funcdo normal do apicoplasto dos parasitas.81%6
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Figura 2-10 — Representacao da estrutura quimica da tetraciclina e da doxiciclina

Atualmente a doxiciclina é indicada para a profilaxia da maldria, sendo também
utilizada em combinacdo com quinina ou com artesunato como continuacdo de
tratamento de malaria grave, ou para o tratamento da malaria ndo complicada
provocada por P. falciparum. 7* Os efeitos secundarios da doxiciclina sdo semelhantes
as outras tetraciclinas, incluindo disturbios gastrointestinais, boca seca, glossite,
estomatite, disfagia e ulceracdo esofagica. As tetraciclinas provocam a descoloracdo dos
dentes, causam hipoplasia do esmalte em criangas e ainda interferem no crescimento
osseo em fetos e criangas jovens. Outros efeitos secundarios relatados sdo enterocolite,
lesdes inflamatdrias na regido ano-genital, vaginite, reacbes cutaneas e reacdes de
hipersensibilidade. Os efeitos adversos graves sdao raros e incluem hipertensdo

intracraniana benigna em adultos e anormalidades hematoldgicas.”%”3

2.4. Artimisinina e derivados

A descoberta da artemisinina (Figura 2-11) por cientistas chineses na década de
1970 representou um dos maiores avan¢os em medicina no século XX. O projeto
(projeto 523) que levou a descoberta da artemisinina foi iniciado em resposta a um
pedido dos lideres norte-vietnamitas que estavam a sofrer grandes perdas de soldados
devido a maldria durante a guerra do Vietname. A consequente andlise da farmacopeia
chinesa tradicional levou a identificacdo de mais de dez plantas com boas atividades
antimaldricas, incluindo Artabotrys hexapetalus e Artemisia annua. Apds terem sido
desenvolvidos varios métodos de extracdo, com resultados inconsistentes, um grupo de
cientistas, incluindo Tu Youyou, conseguiu obter um extrato com boa eficacia contra a
malaria. Ensaios clinicos subsequentes forneceram dados chave, demonstrando a

eficacia dos extratos de Artemisia annua, e serviram como base para investigacdes



Maldria: limitacdes das terapéuticas atuais, validacdo de novos alvos terapéuticos e descoberta de
novos farmacos.

posteriores. Em 1973 a artemisinina foi extraida de A. Annua e isolada pela primeira vez
e posteriormente foram produzidos varios derivados, incluindo arteméter, artesunato e

dihidroartemisinina (Figura 2-11).106
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Figura 2-11 - Representacdo da estrutura quimica da artemisinina e derivados, usados como

antimalaricos.

A artemisinina é uma lactona sesquiterpénica que tem na sua estrutura
caracteristica uma unidade de 1,2,4-trioxano, um endoperdxido que mostrou ser
essencial a atividade deste grupo de compostos.'>’ A artemisinina é pouco soliuvel em
agua e 6leo, mas soluvel em muitos solventes organicos apréticos. Todos os derivados
de artemisinina compartilham a mesma estrutura quimica bdsica da artemisinina,
variando no grupo quimico na posi¢ao Cio. Este grupo é usado para ajustar propriedades
tais como a solubilidade, a difusao através das membranas mucosas, entre outras
propriedades farmacocinéticas e farmacoldgicas.'>®
Varios estudos relativos aos mecanismos de bioativacdo e acdo da artemisina e

derivados conduziram a propostas que preveem inicialmente uma bioativacdo

catalisada, por Fe(ll) ou heme, e a subsequente acdo da espécie bioativa em alvos
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moleculares.'™ Inicialmente, o grupo de Meshnick®® defendeu que a bioativacdo das
artemisininas é desencadeada pelo ferro (ll) para gerar espécies radicalares reativas.
Posteriormente foram propostos dois modelos opostos, o "modelo de cisdo
redutiva"!®162 e o0 "modelo de perdxido aberto",'®3 para explicar melhor este processo.

No modelo da cisdo redutiva é proposto que os radicais centrados no oxigénio
sofrem rearranjo posteriormente, formando radicais centrados em carbono que podem
reagir com diferentes macromoléculas. Por outro lado, no modelo de perdxido aberto
foi proposto que o ferro atua como um dacido de Lewis para facilitar a ativagao idnica,
em vez de radicalar, das artemisininas, resultando na abertura do anel. A clivagem
heterolitica do endoperdxido e a subsequente captura de agua conduzem a formacgao
de um hidroperdxido insaturado, capaz de modificar irreversivelmente os residuos de
proteinas por oxidacdo direta. A degradacdo subsequente do hidroperdxido produz um
radical hidroxilo, uma espécie que pode oxidar residuos de aminodacidos. 1°9:161-163

Um dos alvos moleculares propostos é o grupo heme. Esta teoria propde que os
radicais livres produzidos apds a ativacdo do endoperdxido da artemisinina sao
responsaveis pela alquilacdo do heme intracelular. O heme alquilado é entdo incapaz de
sofrer a sua desintoxicacao habitual pelo parasita, em forma de hemozoina. Existem

164-169 mas por outro lado também existem

varios estudos que corroboram esta teoria
estudos que contrariam estes resultados.'’%1’! As proteinas e lipidos podem ser outros
possiveis alvos moleculares da formacdo de ligacGes covalentes dos radicais livres
produzidos, alterando a funcdo dos mesmos.?”196172173 Recentemente, a inibicdo
especifica da enzima PfATP6, essencial para o metabolismo oxidativo no parasita, foi
postulada como mecanismo de a¢do, uma vez que as artemisininas apresentam
semelhancas estruturais com um composto que é um inibidor especifico de uma ATPase
envolvida no transporte de Ca?* no reticulo endoplasméatico (do inglés:
Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca®*-ATPase, SERCA). Foi demonstrado que a artemisinina
realmente inibe o PfATP6 e o mecanismo parece ser altamente especifico.'’* Vérios
estudos, sobre o efeito semelhante da artemisinina no homadlogo SERCA em T. gondii'”>
e o efeito de mutacbes da PfATP6 na atividade e resisténcia da artemisinina, apoiam

esta teoria.'’®'”7 Por outro lado, existem estudos com resultados contraditérios, pondo

em causa a validade desta teoria.1’®7180 Desta forma, muito mais estudos s3o necessarios
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para validar a PfATP6 como um alvo e para esclarecer como as suas mutagdes
contribuem para as resisténcias.

Os derivados da artemisinina matam todas os estados parasitarios do ciclo
eritrocitico da maldria e gametdcitos, limitando a transmissao da maldria. No entanto,
sao essencialmente inativos contra as formas exo-eritrociticas. O arteméter
administrado por via intramuscular é uma alternativa para o tratamento da malaria
grave em adultos, quando o artesunato para administracdo por via parentérica ndo estd
disponivel, ou em criangas, quando o artesunato para administragao por via parentérica
ou rectal nao estd disponivel. O arteméter também é usado em combinagdo com a
lumefantrina (ver sec¢do 2.1.4). O artesunato administrado por via parentérica é
indicado para o tratamento inicial da malaria grave, e por via retal é indicado como
tratamento de pré-encaminhamento para maldria grave. As combinacdes artesunato-
amodiaquina, artesunato-mefloquina ou artesunato-sulfadoxina-piremetamina sao
indicadas para o tratamento de malaria aguda ndo complicada provocada por P.
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. knowlesi ou P. malariae. Os usos da dihidroartemisinina
estdo apresentados na seccdo 2.1.4.

Os derivados de artemisinina geralmente s3ao bem tolerados. Os efeitos
secundarios incluem reacdes de hipersensibilidade, disturbios gastrointestinais leves,
tonturas, tosse, erup¢dao cutanea, artralgia, hemdlise retardada, reticulocitopenia,
neutropenia e atividade enzimatica elevada do figado. Ainda foi relatado bradicardia e

prolongamento do intervalo QT.”%73

2.4.1. Resisténcia e futuras perspetivas dos derivados de

artemisinina

A resisténcia a artemisinina e derivados ja foi confirmada em 5 paises: Camboja,
Laos, Myanmar, Taildndia e Vietname.'®® Em 2014 foi descoberto um marcador
molecular da resisténcia aos derivados da artemisinina, contribuindo para uma melhor
vigilancia global das resisténcias a esta classe de compostos.'® O mecanismo molecular
responsavel pela resisténcia observada aos derivados da artemisinina permanece em

intenso debate. O papel dos polimorfismos na pfATP6 ja foi alvo de discussdo mas nao
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foram obtidos resultados conclusivos. Mais recentemente surgiram novas hipdteses,
que sdo alvo de investigacdo apesar de apresentarem limitacdes.®3

Numa tentativa de ultrapassar os problemas de estabilidade metabdlica dos
atuais derivados de artemisinina, varios derivados semissintéticos de segunda geragao
foram estudados.'®* Destes, a artemisona (Figura 2-12) apresentou melhores resultados,
demonstrando uma eficacia 10 vezes superior a do artesunato, in vitro, e 4 a 10 vezes
superior, in vivo, com um perfil farmacocinético adequado a esta classe
terapéutica.8>186

Os endoperdxidos sintéticos também estdo sob investigacdo como alternativas
aos derivados da artemisinina de primeira geracao. Destes, as classes de perdxido mais
promissores sdo os 1,2,4-trioxanos, os 1,2,4-trioxolanos e os 1,2,4,5-tetraoxanos. O
1,2,4-trioxolano arterolano (0Z277) (Figura 2-12) é um dos compostos mais promissores
em estudos clinicos!8”188 e j4 tem autoriza¢do para comercializagdo na india e em 7
paises africanos.'®1%° O artefenomel (0Z439) (Figura 2-12) é um 1,2,4-trioxolano mais
recente que apresenta um perfil farmacocinético melhor que o arterolano e obteve
resultados promissores nos seus ensaios clinicos.*®” Dos 1,2,4,5-tetraoxanos, o RKA182
(Figura 2-12) era inicialmente o composto mais promissor, pois apresentava uma
excelente atividade antimaldrica, estabilidade, baixa toxicidade e propriedades de
ADME (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢do) que superavam a maioria dos
problemas encontrados anteriormente com os endoperdxidos que procederam para o

desenvolvimento pré-clinico.*®!

Posteriormente, numa série de estudos de otimizacao
molecular, foi identificado o composto E209 (Figura 2-12) que apresenta melhores
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas e que supera os problemas dos

derivados da artemisinina.?!
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Figura 2-12 - Representacdao da estrutura quimica dos farmacos ou candidatos antimalaricos
artemisona, arterolano (0Z277), artefenomel (0Z439), RKA182 e E209.

2.5. Naftoquinonas

A atividade antimalarica das naftoquinonas é conhecida desde a década de 1940.
Estudos iniciais desta classe de compostos resultaram em compostos promissores, mas
com algumas limitacdes. Todavia a disponibilidade da cloroquina barata e eficaz durante
esse periodo resultou numa falta de interesse nesta classe de compostos, mas com o

aparecimento de resisténcia a cloroquina, o interesse na classe das

50
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hidroxinaftoquinonas como potenciais antimaldricos foi renovado na década de 1960. A
partir dai varios compostos desta classe foram alvo de estudo, resultando o esfor¢o na

descoberta da atovaquona (Figura 2-13).288
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Figura 2-13 — Representagao da estrutura quimica da atovaquona

A atovaquona inibe seletivamente a cadeia transportadora de eletrdes
mitocondrial (do inglés: Mitochondrial Electron Transport Chain, mtETC) do parasita sem
afetar a mitocéndria do hospedeiro, devido a diferencas estruturais no citocromo b
codificado pelo ADN mitocondrial do parasita (mtADN), que o distinguem do codificado
pelo mtADN do hospedeiro.'%?

Tal como acontece em todas as mitocondrias, o principal transportador moével
de eletrdes para a mtETC nos parasitas da maldria é a ubiquinona (também denominada
por coenzima Q, CoQ). No entanto, ao contrario das mitocondrias do hospedeiro, a
oxidacdo do piruvato através do ciclo de Krebs ndo parece ser a fonte de redutores
equivalentes nas mitocondrias parasitarias.'®® Além disso, os parasitas ndo possuem o
complexo | (NADH desidrogenase), mas codificam uma unica subunidade NADH
desidrogenase tipo 2 (NDH2), que reduz a ubiquinona (CoQ) sem contribuir para o
gradiente de protdes.’®* Além do NDH2, outras desidrogenases e oxirredutases, como a
dihidroorotato desidrogenase (DHODH), glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH),
succinato desidrogenase (SDH) e malato-quinona oxidorredutase (MQQO), requerem CoQ
como aceitador de eletrdes.

O ubiquinol (CoQH3), que se liga no sitio de ligacdo Qo, é oxidada pelo complexo
do citocromo bc: (Complexo 1ll) (Figura 2-14), sendo este um passo essencial para o

fornecimento continuo de CoQ as desidrogenases mitocondriais. E este passo que é
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inibido pela atovaquona, e a consequéncia dessa inibicdo é o colapso do potencial da
membrana mitocondrial.**>"1%7 Vdrias enzimas parasitarias que est3o ligadas ao sistema
de transporte de eletrdes mitocondrial sao assim inibidas, como por exemplo a DHOD,
que é necessaria na biossintese de pirimidinas. Como o Plasmodium depende da sintese

“de novo” das pirimidinas, a inibicdo da DHOD resulta na morte do parasita.'®®

4HT

'S '
Espago 2e; — 20,
: 20 — (& )q
intermembranar / [~ 2Cytc
®

2QH2———-)
2Q < b
2e . Atovaquona

2e

Membrana

2e
Q ——-> —
OH; «—
Matriz T
. v,

2H+

Figura 2-14 — Representacdo esquematica da fungdo do complexo Il (adaptado de'3)

Atualmente a atovaquona é utilizada em combinagdao com proguanil, uma vez
gue se verifica uma acdo sinérgica dos 2 farmacos. Enquanto o proguanil por si sé nao
tem efeito no transporte de eletrdes ou no potencial da membrana mitocondrial,
aumenta significativamente a capacidade da atovaquona de colapsar o potencial da
membrana mitocondrial quando usado em combinagdo. Os resultados obtidos sugerem
gue o proguanil na sua forma de pré-farmaco atua em sinergia com a atovaquona,
reduzindo a concentracdo necessdria para esta colapsar o potencial da membrana
mitocondrial nos parasitas da maldria. **° Os usos e efeitos secundarios da combinacdo

atovaquona-proguanil ja foram anteriormente discutidos (ver sec¢do 2.2).

2.5.1. Resisténcia e futuras perspetivas das naftoquinonas

Verificou-se que a resisténcia a Atovaquona se desenvolve facilmente durante o
tratamento da maldria ndo complicada por P. falciparum com atovaquona em
monoterapia, tendo a elevada taxa de falha terapéutica conduzido a introducdo da

associacdo atovaquona-proguanil.2®

52
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O residuo de tirosina na posicdo 268 do citocromo bi em Plasmodium
desempenha um papel fundamental na resisténcia a atovaquona. Estudos de resisténcia
de P. falciparum a atovaquona revelaram 3 mutac¢des pontuais na 2682 posicdo
(Tyr268Asn, Tyr268ser, Tyr268Cys).2017293 A substituicdo de um ou varios residuos de
aminodcidos numa proteina muitas vezes leva a mudancas substanciais em
propriedades como a estabilidade termodinamica, atividade catalitica ou afinidade de
ligacdo. As mutacdes pontuais na posicdo 268 devem afetar a ligacdo da atovaquona ao
seu sitio de liga¢dao (Qo,) pois foi observado que a interagao entre a atovaquona e o
citocromo b; é principalmente estabilizada pelas interacées hidrofdbicas e, apds a
mutac¢do pontual na posicao 268, o volume e a drea de superficie do sitio de ligacdo sdo
alterados e as interagGes com o sitio Qo tornam-se bastante reduzidas, resultando numa
menor acdo farmacoldgica da atovaquona.201-204

Numa tentativa de superar a baixa biodisponibilidade associada a atovaquona El
Hage et al., sintetizaram compostos em que o grupo funcional 3-hidroxilo da
atovaquona foi substituido por grupos éster e éter, que sdao mais lipofilicos. No entanto,
este estudo resultou em compostos com propriedades semelhantes a atovaquona.?%°

Com base num composto anteriormente estudado, S-10576 (Figura 2-15), que se
revelou bastante seletivo contra o citocromo bc: de Plasmodium, mas demonstrou
ineficacia em humanos devido a sua rapida degradacao metabdlica, Hughes et al.
desenvolveram com sucesso hidroxinaftoquinonas inibidoras do citocromo bc;.
Incorporaram grupos trifluorometilo em posi¢cdes terminais de grupos alquilo de cadeia
ramificada e linear e/ou como substituicdo de um grupo metilo no anel aromatico,
produzindo compostos (NQ1-3,Figura 2-15) que superaram a instabilidade metabdlica
observada no composto modelo. Apesar de se ter verificado alguns problemas de
eficacia e seletividade, o estudo demonstrou que pequenas modificacGes na estrutura
do anel de hidroxinaftoquinona podem mitigar significativamente a resisténcia que

comprometeu a eficicia da atovaquona.?°®
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NQ2: R=CH3, R'=CH;; NQ3: R=CH;, R'=CF;

Figura 2-15 — Representacao da estrutura quimica dos compostos $S-10576 e NQ1-3

2.5.2. Outras classes de compostos que tém como alvo o

citocromo bc; de P. falciparum

2.5.2.1. 4-Piridonas

Sabe-se que as piridonas possuem atividade antimaldrica desde a década de
1960, quando o clopidol (Figura 2-16) mostrou ter atividade contra estirpes de P.
falciparum resistentes a cloroquina.?’’ O clopidol também apresenta atividade contra
estirpes resistentes a atovaquona, sugerindo que os derivados de piridona podem ligar-
se num sitio diferente da atovaquona.?®’

Yeates et al. desenvolveram uma série de derivados do clopidol e, em 2006, a
GlaxoSmithKline (GSK) relatou a avaliacdo pré-clinica de uma nova classe de 4-piridonas
com atividade antimaldrica, tendo como alvo o complexo do citocromo bc;.2%%%%° O
desenvolvimento inicial levou ao candidato promissor GW844520 (Figura 2-16) e
posterior desenvolvimento deste lider de série deu origem ao composto GSK932121
(Figura 2-16), que relevou elevada poténcia tanto in vitro como contra estirpes de P.
falciparum resistentes a multiplos farmacos. No entanto, os estudos destes dois

compostos promissores foram suspensos devido a problemas de cardiotoxicidade.?1%211
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Figura 2-16 — Representacao da estrutura quimica de clopidol, GW844520 e GSK932121

2.5.2.2. Acridinodionas e acridonas

As acridinodionas sdo compostos triciclicos que incorporam o esqueleto de 4-
oxo-1,4-di-hidroquinolona, estando estruturalmente relacionados com as quinolonas. A
atividade antimaldrica das acridinodionas é conhecida desde 1947, mas suscitou pouco
interesse até 1970, quando a propriedade profilatica antimalarica da floxacrina (Figura
2-17) foi descoberta. Foi demonstrado que o modo de acdo da floxacrina envolve a
ligacdo ao heme e consequente inibicdo da sua cristalizacdo em hemozoina.?1%.212

Os estudos de propriedades e modo de acdo dos compostos floxacrina e
WR249685 (Figura 2-17) demonstraram que a WR249685 apresenta maior atividade
antimaldrica in vitro do que a floxacrina, embora a afinidade da floxacrina pelo heme
seja cerca de 20 vezes superior. Posteriormente, verificou-se que WR249685 inibe o
complexo do citocromo bc; com uma seletividade muito superior a dos outros inibidores
deste complexo, pelo que este grupo de compostos merece ser investigado com o
objetivo de selecionar novos candidatos para posterior desenvolvimento como

potenciais antimalaricos.?3
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Figura 2-17 — Representag¢ao da estrutura quimica da floxacrina e de WR242685

As acridonas, inicialmente isoladas como intermedidrios na sintese de uma série
de compostos que complexam o heme, apresentam um mecanismo de a¢ao duplo,
tendo a capacidade de se ligar ao citocromo bcz, e também de interromper a formacao
de hemozoina. Exemplos importantes deste grupo de compostos sdo a 3-(5,6,6,6-
tetrafluoro-5-trifluorometil-hexiloxi)-6-cloroacridona  (Figura  2-18) e, mais
recentemente, o T3.5 (Figura 2-18), que tem um nucleo triciclico cujo alvo é o heme e

um grupo funcional (dietilaminoetil) que confere quimiossensibilizagdo.?19212.214

CF,
F /\/NEt2
cl N o
cl N o CFs
H

3-(5,6,6,6-Tetrafluoro-5-trifluorometil-hexiloxi)-6-cloroacridona
NEt, T3.5

Figura 2-18 — Representacgdo da estrutura quimica de 3-(5,6,6,6-Tetrafluoro-5-trifluorometil-hexiloxi)-
6-cloroacridona e T3.5

2.5.2.3. Quinolonas

Nos ultimos anos observou-se um grande interesse por parte da comunidade
cientifica no desenvolvimento de quinolonas que tém como alvo terapéutico o
complexo do citocromo bci, e em 2008 foi demonstrado que as quinolonas se ligam ao
sitio Qo do complexo do citocromo bci. No entanto, a atividade antimaldrica das

guinolonas foi inicialmente descoberta na década de 1940 com o composto endoquina
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(Figura 2-19), em modelos aviarios da doenga, embora ndao tenha sido observada
atividade em humanos devido a instabilidade metabdlica.210:215216

A instabilidade metabdlica da endoquina foi atribuida a cadeia alquilica longa na
posicdo trés do nucleo de quinolina. A substituicdo desta cadeia alquilica pela cadeia
lateral do composto GW844520 (Figura 2-16) deu origem ao composto ELQ-271 (Figura
2-19), que demonstrou uma estabilidade metabdlica acrescida. Posteriores
manipulacdes estruturais, no decurso de estudos de relacdo estrutura-atividade,
levaram ao composto ELQ-300 (Figura 2-19), que demonstrou uma seletividade muito
melhorada para o complexo bcl de Plasmodium. O ELQ-300 também mostrou nao ter
efeito sobre os niveis de ATP intracelular em duas linhas celulares de mamifero
diferentes, ao contrdrio da ELQ-271, que causou um declinio nos niveis de ATP
dependente da concentracdo. O P4Q-391 (Figura 2-19) foi selecionado como o
composto de reserva da série, pois também demonstrou poténcia promissora e
seletividade para o alvo. Porém, apds avaliacdo bioldgica completa o ELQ-300 foi
selecionado como candidato pré-clinico, pois possui uma atividade superior in vitro e in
vivo contra estados sanguineos e hepaticos de parasitas de malaria e apresenta melhor
seletividade. No entanto, esta classe de compostos tem algumas limitacdes. A
solubilidade em dgua é fraca, o que interfere com a farmacocinética do farmaco, pois a
medida que a dosagem aumenta a biodisponibilidade diminui, em concordancia com a

absorgdo limitada pela solubilidade.?10:27

o o
O ‘ :: ~,
’ OCF,
MeO N ’
H
N
H

Endoquina ELQ-271
o o
o}
cl
| OCFs4 OCF;
F
MeO N
M

ELQ-300 P4Q-391

Figura 2-19 — Representacdo da estrutura quimica de endoquina, ELQ-271, ELQ-300 E P4Q-391
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Outros grupos investigaram um quimiotipo de quinolonas com substituintes
éster na posicao 3, como inibidores do citocromo bc; de P. falciparum. Da Cruz et al.
relataram recentemente os resultados de um estudo com farmacos ja existentes que
tivessem demonstrado atividade em estados hepaticos de Plasmodium, selecionando o
decoquinato (Figura 2-20) como o inibidor mais potente, in vitro e in vivo.?'® Cowley et
al. desenvolveram estudos de relagdao estrutura-atividade (do inglés: Structure-activity
Relationship, SAR) no quimiotipo referido e identificaram o composto RCQ (Figura 2-20)

com uma excelente atividade inibitdria.21?

(0] (0] fe) fe)
H3C(H,C)s0 F,CO
OEt OEt
EtO N
H N
Decoquinato RCQ

Figura 2-20 — Representacdo da estrutura quimica de decoquinato e RCQ

Os estudos entretanto desenvolvidos relativamente ao potencial antimaldrico de
quinolonas com um substituinte éster na posicao 3 sustentam o interesse deste
guimiotipo como fonte potencial de novas solu¢des farmacoldgicas para quimioterapia
da maldria e a relevancia de mais estudos. A componente experimental que

seguidamente se descreve enquadra-se nesta perspetiva.
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3. Sintese de quinolonas com potencial como inibidores do

citocromo bc; de P. falciparum

No ambito desta dissertacdo foi realizada uma componente experimental na
area de Quimica Medicinal, no grupo de Sintese e Reatividade Organica do Centro de
Ciéncias do Mar (CCMAR), liderado pela Professora Doutora Maria de Lurdes Cristiano.
Este grupo tem vindo a desenvolver compostos com potencial atividade antimalarica,

220-222

incluindo peréxidos semissintéticos e sintéticos , compostos com carater peptidico

com potencial como inibidores de falcipainas parasitdrias??®, compostos hibridos que

224 & quinolonas??>7228, O trabalho

acoplam um inibidor de falcipainas e um endoperéxido
de investigacdo desenvolvido no ambito desta dissertacdo enquadra-se no projeto de
sintese de novas quinolonas com potencial atividade antimalarica.

Neste capitulo encontra-se descrito todo o trabalho experimental desenvolvido

e respetivo enquadramento.

3.1. Ambito da parte experimental

A malaria permanece uma patologia endémica em 91 paises, com cerca de 212
milhdes de casos por ano de que resultam cerca de 429 000 mortes.2> Como foi discutido
nesta dissertacdo, a emergéncia crescente de estirpes de Plasmodium resistentes as
varias classes farmacoldégicas em uso clinico para combater a maldria requer um grande
investimento no desenvolvimento de novos farmacos de largo espectro, que permitam
tratar os doentes infetados por estirpes resistentes.

A atividade antimalarica das quinolonas foi comprovada em diversos estudos
referidos anteriormente. Mais especificamente, foi demonstrado o sucesso das
quinolonas substituidas na posicao 3 por um grupo éster na sequéncia da descoberta
das excelentes propriedades do decoquinato e do RCQ. Estes sucessos levaram o grupo
de Sintese e Reatividade Organica do CCMAR a contribuir para o estudo das
propriedades dos 3-ésteres de quinolona com potencial como antimaldricos. Apesar da
capacidade inibitéria demonstrada, verificou-se em estudos anteriores que os
compostos mencionados apresentam problemas farmacolégicos e farmacocinéticos,
como o desenvolvimento relativamente rapido de resisténcia, resisténcia cruzada, baixa

solubilidade e instabilidade metabdlica.
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De forma a realizar uma investigacdo mais profunda sobre a estrutura e as
propriedades desta classe, o grupo de investigacdao propos o desenho, sintese e estudo
estrutural de uma biblioteca de novos 3-ésteres de 4-oxoquinolina com diversidade

estrutural nas posi¢des 6 e/ou 7 da quinolona.

3.2. Estratégia de sintese geral

A estratégia geral de sintese de 3-ésteres de 4-oxoquinolina seguida no decurso
deste trabalho, estd apresentada na Figura 3-1. Estao destacadas trés etapas principais
na estratégia sintética: (i) reducdo de compostos nitroarenos substituidos as anilinas
correspondentes; (ii) acoplamento da anilina com etoximetilenomalonato de dietilo (do
inglés: Diethyl Ethoxymethylenemalonate, DEEMM) para originar o derivado de
enamina (éster a, B-insaturado), para posterior ciclizagao; (iii) ciclizacdo intramolecular
induzida termicamente, usando a metodologia de Gould-Jacobs, para preparar os 3-

ésteres de 4-oxoquinolina finais.

(o}

= = R'—/ ‘ CO,Et
R—(j\_> Rl{j\ T N T R'_/ | |
~ NO, ~ NH, H/ﬁ/ XN

CO,Et N

Aromatico com grupo nitro Anilina Enamina 3-éster de 4-oxoquinolina

Figura 3-1 — Representac¢do esquematica da estratégia de sintese geral de 3-ésteres de 4-oxoquinolinas

O nitroareno é reduzido na presenca de ferro com valéncia zero. Geralmente as
reducdes catalisadas por Fe s3ao realizadas em meio aquoso, mas é comum adicionar
metanol ou etanol para aumentar a solubilidade dos compostos organicos no meio. E
proposto que, inicialmente, num sistema aquoso, o ferro com valéncia zero (Fe°) seja
oxidado em ferro ferroso (Fe?*), atuando como doador de eletrdes, conforme descrito
na equacdo (1). O cloreto de amdnio adicionado posteriormente atua como doador de

protGes, possibilitando a conversao do grupo nitro em grupo amina.
3Fe? == 3Fe?" + 6¢ (1)

O nitroareno é entdo convertido em anilina, num processo multietapico que

envolve espécies intermédias com varios graus de reducdo, tais como compostos com



Maldria: limitacdes das terapéuticas atuais, validacdo de novos alvos terapéuticos e descoberta de
novos farmacos.

grupos nitroso e hidroxilamina, num processo que consiste numa série de adi¢Ges de
dois eletrdes (Figura 3-2).2%° Este passo de reduc¢do pode ser evitado caso a anilina

desejada estiver comercialmente disponivel.

~ Q Q —Q
R'—— —>» R—— —>» R—— — R S
o}
\ NO, \ N/ \ H/OH NH,

Aromaitico com grupo nitro  Intermediario nitroso Intermediario de hidroxilamina Anilina

Figura 3-2 — Representacdo esquematica da via de redugdo do composto aromatico com um grupo

substituinte nitro para a anilina correspondente

O derivado de enamina é obtido através do acoplamento da anilina com um éster
a, B-insaturado. Neste caso, o acoplamento é feito com DEEMM para obter 4-
oxoquinolinas com um grupo éster etilico na posicdo 3. A partir da reacdo sem solvente
de um derivado de anilina com DEEMM, a 100 2C, é sintetizado um éster de enamina
gue podera ser convertido em quinolona utilizando a reacdo de Gould-Jacobs, estando
0 mecanismo proposto para as duas etapas representado na Figura 3-3. Nesta cicliza¢ao,
realizada a 240-250°C, o anel aromatico atua como nucledfilo, atacando o carbono do
grupo carbonilo do éster e levando a uma ciclizacdo intramolecular, termicamente

favorecida.230:231
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Figura 3-3 — Proposta mecanistica da sintese geral de 3-ésteres 4-oxoquinolinas

3.3. Problemas encontrados durante a sintese de quinolonas

No decorrer da sintese de uma biblioteca de novos de 4-oxoquinolina 3-ésteres
com diferentes variabilidade estrutural nas posi¢oes 6 e/ou 7, o grupo de investigacdo
deparou-se com diversos problemas.??’

Um dos problemas associados a esta sintese é a possibilidade da formacao de
isdmeros estruturais durante a reacao de ciclizagdao utilizando o método de Gould-
Jacobs. Na cicliza¢do intramolecular do derivado de malonato, o anel aromatico atua
como nucledfilo, atacando o carbono do grupo carbonilo do éster. De seguida, este
passo pode resultar na ciclizacdo por ligacdo a ambos os carbonos em posicdo orto
adjacentes ao grupo NH do derivado de malonato, podendo ser obtida uma mistura
isomérica (4-oxo-quinolinas substituidas na posicdo 7 ou 5). Na Figura 3-4 estd
representada a estratégia de sintese utilizada e os respetivos resultados obtidos na

sintese de diversos 3-ésteres de 4-oxoquinolina.??’
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Figura 3-4 — Representacao esquematica da estratégia de sintese utilizada e dos resultados obtidos na

sintese de 3-éster-4-oxoquinolinas. Condigées: (a) 100°C, 14 horas; (b) Dowtherm A, 250°C, 3 horas.

A obtencdo do produto substituido na posicdao 5 demonstrou ser dependente do
grupo substituinte dos compostos de partida. Possivelmente, o tamanho do grupo
substituinte esta relacionado com a formacgdo ou ndo do produto indesejado, uma vez
gue grupos substituintes volumosos poderao ter efeitos estéricos que ndo favorecam a
formacao do éster de 4-oxoquinolina substituido na posi¢cdo 5. Assim, quando sdo
utilizados grupos substituintes relativamente pequenos nos compostos de partida,
poderd observar-se a formagao dos dois isémeros.

Outras limitacdes da metodologia de Gould-Jacobs incluem o facto de a
ciclizacao ser dependente da concentracdo e de o produto poder sofrer degradacao
térmica devido a alta temperatura necessaria para a reac¢do.?3> Como mencionado
anteriormente, a maioria das quinolonas apresenta baixa solubilidade, levando a
dificuldades na extracdo e purificacdo e, consequentemente, obtém-se baixos
rendimentos dos produtos isolados. Além disso foi demonstrado que este procedimento
pode levar a produtos secundarios, alguns deles resultantes de isomerismos estruturais.
As vulnerabilidades da ciclizacdo de Gould-Jacobs levou o grupo de investigacdo a
desenvolver uma metodologia alternativa para o passo de ciclizacdo. Foi proposta uma
abordagem envolvendo a ciclizacdo de uma enamina mediada por cloreto de fosforilo
(POCl3), de que resulta a introducdo de um grupo cloro na posi¢do 4.233 A representacdo

esquematica do mecanismo proposto para a reacao apresenta-se na Figura 3-5.
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Figura 3-5 — Proposta mecanistica para a sintese de 3-éster-4-cloroquinolinas mediada por POCls

Esta abordagem sintética alternativa foi aplicada a vdrias enaminas, na tentativa
de melhorar os resultados quanto aos rendimentos e a pureza dos produtos. No
entanto, o intermediario de 4-cloroquinolina ndo foi isolado em nenhuma das reacdes.
Por vezes a reacdo ndo progrediu, ou ndo foi possivel isolar um produto puro, ou, em
vez disso, foram obtidos produtos inesperados. Curiosamente, a aplicagao desta reacao
na enamina 12 originou um sal, 4-hidroxiquinolina 19b.HCI (Figura 3-6), enquanto que
outra tentativa desta abordagem sintética originou o produto 22 (Figura 3-6), o que

sugere, mais uma vez, que a sintese prévia da hidroxiquinolina correspondente ocorreu.

OH

o
N CO,Et N COuEt
N/ =
Neoc [ N
19b.HCI 2

Figura 3-6 — Representag¢ao da estrutura quimica dos compostos 19b.HCl e 22

64
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Estes resultados levaram o grupo de investigacdao a realizar um estudo mais
detalhado sobre a estrutura do nucleo de quinolona, a possibilidade de tautomerismo
em 3-ésteres de 4-oxoquinolina e o seu possivel impacto na atividade destes compostos,
uma vez que estudos de docking realizados com o complexo bc: de levedura sugeriram
gue os grupos funcionais N-H e o carbonilo na posicdo 4 do nucleo quinolinico tém uma
funcdo importante na inibicdo da enzima por 3-ésteres de 4-oxoquinolinas.?*® P. Horta
et al. publicaram o estudo do tautomerismo quinolona-hidroxiquinolina dos compostos
19a e 19b.?2% Neste estudo foi considerada a possibilidade de 3 formas tautoméricas,

representadas na Figura 3-7, para o composto 19b.

OH o} O 9 o OH
ﬁ;@*’A MCA éﬁ‘j%OA
N/ N N/
19b

19¢ 19d
Figura 3-7 — Representagao esquematica da possivel tautomerizagao do composto 19b

Os calculos tedricos demonstraram a preferéncia pelo tautémero de
hidroxiquinolina em ambos os compostos. A diferenca de energia entre as formas de
energia mais baixas dos dois tautémeros, hidroxiquinolina e quinolona, é de 27 e 38 kJ
mol?, para 19b e 193, respetivamente. A energia consideravelmente menor das formas
de hidroxiquinolina foi explicada pela presenca de uma interacdo intramolecular
estabilizadora por pontes de hidrogénio O-H - O (carbonilo)-

Os indices de aromaticidade pelo modelo de aromaticidade do oscilador
harmonico (do inglés: Harmonic Oscillator Model of Aromaticity, HOMA) e o indice de
Bird (B)) foram determinados para 19b e os seus tautdmeros. Demonstrou-se que
enguanto em 19b ambos os anéis sao aromaticos, sendo o anel heteroaromatico apenas
um pouco menos aromatico do que o anel benzénico, tanto em 19c quanto em 19d o
anel contendo azoto é essencialmente ndo aromatico e o anel benzénico nesses casos é
um pouco mais aromatico do que em 19b. Esta aromaticidade reduzida do anel
heterociclico, tanto em 19c quanto em 19d, em comparag¢ao com 19b também pode ser

considerada um fator relevante, tornando essas espécies mais energéticas do que 19b.
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A estrutura do 19b monomérico também foi estudada usando o isolamento em
matriz acoplado a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (do
inglés: Fourier-transform Infrared Spectroscopy, FTIR). Ndo foram encontrados vestigios
de tautdmeros 19c ou 19d nos espectros de infravermelho, revelando claramente que
as espécies resultantes da sublimacdo do sal usado (19b.HCI) sdo unicamente HCl e 19b,
isto é, as espécies tautoméricas do composto presente no sdlido cristalino ndo se
converteram em outros tautdémeros, apds a sublimacdo. Por outro lado, quando se
utilizou 19c sdlido (sintetizado separadamente) como material de partida nas
experiéncias de isolamento em matriz, observou-se uma tautomerizacdo extensa do
composto, resultando na observacdo exclusiva da forma tautomérica 19b.%28

Para se obter uma melhor compreensao do tautomerismo verificado nestes
compostos decidiu-se sintetizar 3-carboxilato-4-oxo-7-metilquinolina de etilo (19a) e 3-
carboxilato-4-oxo-5-metilquinolina de etilo, de modo a continuar a sua caracterizagao,
e de 4-oxo(1H)quinolina Figura 3-8) para investigar o possivel efeito dos substituintes
nas posi¢cdes 6 ou 7 em relagdo as preferéncias tautoméricas e conformacionais do
nucleo quinoldnico e o impacto correspondente nos perfis farmacodinamicos e

farmacocinéticos.

I=z

Figura 3-8 — Representagao da estrutura quimica de 4-oxo(1H)quinolina

3.4. Sintese de 3-carboxilato-4-oxo-7-metilquinolina de etilo

Para a sintese deste composto seguiu-se a estratégia de sintese geral
apresentado anteriormente na secgdo 3.2.

A primeira etapa da sintese consiste no acoplamento da m-toluidina (5) com o
DEEMM, sem a presenca de solvente, para se obter o correspondente derivado de

enamina 12 com um bom rendimento (89,7%), representado na Figura 3-9.
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Figura 3-9 — Representagao esquematica da estratégia de sintese utilizada para obter o composto 12

¢ Proposta mecanistica para as reagoes envolvidas na formagdo do composto 12
O mecanismo proposto para a formagdo do composto 12 encontra-se

esquematizado na Figura 3-10.
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OEt
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Figura 3-10 — Representacdo da proposta mecanistica para a reacdo de sintese do composto 12

A segunda etapa da sintese consiste na ciclizacdo intramolecular do composto
12 para originar o correspondente produto, 3-carboxilato-4-oxo-7-metilquinolina de
etilo (19a) com um rendimento de 45,7%, como representado na Figura 3-11. Este passo
é conseguido através da utilizacdo de altas temperaturas (240-250°C), em Dowtherm A,
gue é termoestavel. No entanto, apds analise dos espectros de RMN, chegou-se a

conclusao que se obteve uma mistura isomérica das quinolonas substituidas nas
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posi¢cdes 5 e 7, demonstrando novamente a limitagao da estratégia, que pode conduzir

a obtencdo de diferentes isdémeros estruturais no decorrer da via sintética selecionada.

OEt
Dowtherm A 240-250°C, 5h CO,Et

Iz

OEt

Iz

12 19a

Figura 3-11 — Representacdo esquematica da estratégia de sintese para obter o composto 19a
e Proposta mecanistica para as reac¢ées envolvidas na formagdo do composto
19a
O mecanismo proposto para a formag¢ao do composto desejado, 19a, encontra-
se esquematizado na Figura 3-12. Para obtencdo do isdmero metilado em posicdo 5 o

mecanismo sera o mesmo, envolvendo, contudo, o outro carbono alfa.

CO,Et
CO,Et 2

240-250°C

Iz

12 19a

Figura 3-12 — Representac¢ao da proposta mecanistica da reagao de sintese do composto 19a.

3.5. Sintese de 3-carboxilato-4-oxo-5-metilquinolina de etilo

Previamente??”:228 3 tentativa de ciclizacdo do composto 12 mediada por POCl3
deu origem a um produto inesperado (19b.HCl), representado na Figura 3-13. Assim,
numa tentativa de obter novamente o mesmo produto, repetiu-se a reagao nas mesmas
condic0es, utilizando o composto 12 sintetizado anteriormente. Neste caso manteve-se
uma mistura do composto 12 com POCl; a 97°C durante 14 horas, como representado
na Figura 3-13. No entanto o produto pretendido ndo foi obtido, pois por analise dos

espectros de RMN, os sinais ndo sdo compativeis com os constantes nos espectros
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obtidos para o composto caracterizado anteriormente.??’” Aguarda-se caracteriza¢do por

espectrometria de massa, para uma melhor interpretagao de dados.

Q OH
o)
OEt
” 97°C, 14h CO,Et
+ /P\ % > \
N cl | cl
H OEt Cl P
N
4 He e cl
12
19b.HCI1

Figura 3-13 — Representacdo esquematica da estratégia de sintese para obter o composto 19b

3.6. Estratégia de sintese para obter 4-quinolona

Para obter uma compreensao mais profunda do tautomerismo de
quinolona/hidroxiquinolina, decidiu-se sintetizar a estrutura do ndcleo de quinolona
sem substituintes (4-oxoquinolina), de modo a excluir possiveis efeitos de substituintes
no equilibrio tautomérico. A representacao da proposta de sintese de 4-oxoquinolina

estd apresentada na Figura 3-14.

acoplamento com DEEMM Ot Ciclizagio COEt
> —_—

NH,

24

Hidrolise

CO,H

Descarboxilagio
-

Iz

27 26

Figura 3-14 — Representag¢do esquematica da estratégia de sintese proposta para obter 4-oxoquinolina
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3.7. Sintese de 4-oxoquinolina

A primeira etapa da sintese consistiu no acoplamento da anilina (23) com o
DEEMM, como representado na Figura 3-15, tendo-se obtido o produto 24 com bom

rendimento (91.9%).

+ 100°C, 15h OEt
EtO OEt —

NH,

Iz

OEt
OEt

23 DEEMM "

Figura 3-15 — Representacdo esquematica da estratégia de sintese utilizada para obter o composto 24

e Proposta mecanistica para as reagoes envolvidas na formagédo do composto 24
O mecanismo proposto para a formacdo do composto 24 encontra-se

esquematizado na Figura 3-16.

0 o] °
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EtO 0
EtO ’ OEt 100°C (\

DEEMM
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-EtOH

OEt

Iz
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24

Figura 3-16 — Representag¢do da proposta mecanistica para a sintese do composto 24.

A segunda etapa da sintese consiste na ciclizagdo intramolecular do composto

24 para originar o correspondente produto 25. Este passo é conseguido através da
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utilizacao de altas temperaturas (240-250°C), em Dowtherm A, com um rendimento de

37,5%, ou pela reagcdao com POCI3. Ambas as metodologias estdo representadas na Figura

3-17.

0 0
OEt Dowtherm A 240-250°C, 4h COEt
N
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Figura 3-17 — Representac¢ao esquematica da estratégia de sintese utilizada para obter os compostos 25

e 28.

e Proposta mecanistica para as rea¢oes envolvidas na formagédo do composto 25
por Dowtherm A.
O mecanismo proposto para a formac¢ao do composto 25, utilizando Dowtherm

A, encontra-se esquematizado na Figura 3-18.

CO,Et CO,Et

240-250°C

Iz

24 25
Figura 3-18 — Representacdo da proposta mecanistica da sintese do composto 25

e Proposta mecanistica para as reagoes envolvidas na formagdo do composto 28,

mediada por POCl;.
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O mecanismo proposto para a formagdao do composto 28 utilizando POCI3

encontra-se esquematizado na Figura 3-19.
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N/ 212 \/‘(?3\‘
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28

Figura 3-19 — Representag¢ao da proposta mecanistica para a sintese do composto 28 mediada por POCls.

No caso da ciclizagdo mediada por POCls, apés a ciclizagao devera ainda ocorrer
hidrdlise da cloro-imina com formacdo do grupo carbonilo, para se obter o composto
25. No entanto, ha duvidas de que o produto pretendido tenha sido obtido, uma vez que
os espectros de RMN sdo inconclusivos. Ndo existem indicios claros da presenca do
grupo éster nos espectros de *H-RMN. Aguardam-se espectros de massa para uma
elucidacdao mais detalhada da estrutura do composto obtido.

A terceira etapa da sintese consiste na hidrdélise da funcdo éster do composto 25
para originar o correspondente produto 26, obtido com um rendimento de 74,6%. Este
passo é conseguido através da adicdao de uma base em metanol estando representada

na Figura 3-20.
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Figura 3-20 — Representac¢do esquematica da estratégia de sintese do composto 26

¢ Proposta mecanistica para as reagoes envolvidas na formagdo do composto 26
por adigdo de uma base.
O mecanismo proposto para a formagao do composto 26, utilizando NaOH como

catalisador, encontra-se esquematizado na Figura 3-21.
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Figura 3-21 — Representac¢do da proposta mecanistica para a hidrélise do composto 25 em condi¢Oes
alcalinas, com formagdo de 26.
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A etapa final da sintese de 4-oxoquinolina consiste em realizar uma
descarboxilagdo mediada pela temperatura, como representado na Figura 3-22. No
entanto este passo necessita de otimizacdo, uma vez que o ponto de fusdo do composto
26 é superior a 250°C e a reagao pode ser desfavorecida devido a formagdo de um
intermediario reacional instavel, como apresentado na proposta mecanistica na Figura

3-23.

o Q OH o
OH >30§°c, §0min X
>
N Z
H N N

26 27 29
Figura 3-22 — Representacao da estratégia de sintese proposta para obter o composto 27

¢ Proposta mecanistica para as reagées envolvidas na formagédo do composto 27.
O mecanismo proposto para a formagdao do composto 27 encontra-se

esquematizado na Figura 3-23.
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Figura 3-23 — Representacdo da proposta mecanistica para a sintese do composto 27.
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3.8. Discussao dos resultados

Apesar do sucesso comprovado das quinolonas substituidas por grupos éster na
posi¢cdo 3 no que concerne a sua atividade antimaldrica, também apresentam problemas
farmacoldgicos e farmacocinéticos, como o desenvolvimento relativamente rapido de
resisténcia, resisténcia cruzada, baixa solubilidade e instabilidade metabdlica.?182%°

O primeiro passo da sintese das quinolonas com substituintes éster na posicao
3, que consiste no acoplamento de uma anilina com o DEEMM, é conseguido com
sucesso e bom rendimento. No entanto, o passo seguinte, que consiste na ciclizacdo
intramolecular do composto obtido, apresenta muitas dificuldades.

A ciclizacdo pelo método de Gould-Jacobs é dependente da concentragdo,
apresenta baixos rendimentos e pode levar a misturas de isdmeros estruturais, com
diferentes padrdes de substituicdo. A alta temperatura utilizada neste método pode
levar a degradacdo térmica de alguns grupos substituintes e o ponto de ebulicdo elevado
e natureza quimica de Dowtherm A torna a extracdo ou separa¢do dos produtos
organicos dificil. As quinolonas obtidas como resultado da reacdo, tém uma baixa
solubilidade na maioria dos solventes organicos, o que torna a sua extragao, purificacao
e caracterizacdo dificil. Também existe uma possibilidade de tautomerismo de oxo-
quinolina/hidroxiquinolina, que pode afetar a atividade e/ou o0 modo de agdo, devido a
interconversdes de grupos funcionais e alteracdes resultantes nas interacdes farmaco-
alvo

Por outro lado, a ciclizagdo mediada pelo POCls também apresenta as suas
limitagcdes. O intermedidrio, 4-cloroquinolina, nunca foi isolado em nenhuma das
reacOes e foram obtidos produtos inesperados.

A sintese de quinolonas sem grupos substituintes apresenta as mesmas
limitacdes nas etapas de sintese até a obtencdo da quinolona com um grupo éster na
posicdo 3. A etapa seguinte consiste na hidrdlise do grupo éster e é conseguida com um
rendimento razodvel e poucas limitacdes. No entanto o passo da descarboxilagdo
necessita de uma otimizacdo, uma vez que o produto pretendido ndo foi obtido.

Assim, considerando todos os aspetos envolvidos na sintese de derivados de
quinolona, estudos adicionais para elucidar a estrutura, a possibilidade de

tautomerismo e o seu impacto na atividade bioldgica necessitam de ser realizados. Além
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disso, a otimizacdao das estratégias sintéticas atuais e o desenvolvimento de novas
metodologias de sintese de quinolonas sdao uma grande prioridade, visto que estes
compostos apresentam uma 6tima atividade antimaldrica e poderdo ser uma adigao ao

arsenal terapéutico para combate a malaria.
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4. Procedimento experimental

Este capitulo é destinado a descricdo de todo o trabalho experimental efetuado

durante o projeto de investigagdo.

Solventes e reagentes

Os reagentes e solventes comercialmente disponiveis foram adquiridos de fontes
comerciais e utilizados como recebidos. Quando necessario, os solventes foram
destilados no laboratdério, a partir de agentes de secagem apropriados, antes da
utilizacdo: o tetrahidrofurano (THF) foi destilado a partir de sddio metalico sob um fluxo

constante de azoto seco, utilizando como indicador a benzofenona.

Monitorizacdo e purificacdo

As reacoes foram monitorizadas por cromatografia em camada fina (do inglés:
Thin-layer Chromatography, TLC), utilizando placas pré-revestidas com gel de silica 60,
com indicador fluorescente UV254. Apds a eluicdo, as placas foram visualizadas usando
uma lampada de ultravioleta (254 nm) e reveladas apds imersdo em anisaldeido. A
purificacdo por cromatografia em coluna foi realizada utilizando gel de silica 60

(tamanho de particula 40-63 um) comercializado pela Merck.

Espectroscopia

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) para os compostos foram
registados a 400 e 100 MHz, para 1H e 13C, respetivamente, utilizando espectrémetros
qgue fazem parte da Instalacdo de RMN, em REQUIMTE, Departamento de Quimica e
Bioquimica, Universidade Nova de Lisboa. Os valores de desvio quimico (8) sdo descritas
em partes por milhdo (ppm) em relacdo a um padrdo interno de tetrametilsilano (TMS;
6 = 0,0 ppm). Os solventes deuterados apropriados (D6-DMSO; D1-cloroférmio; D4-
metanol) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich e foram utilizados sem purificacdo
adicional. Os padrdes de divisdo sdo designados como singleto (s), singleto largo (bs),
dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q), duplo dupleto (dd), duplo tripleto (dt), duplo

quarteto (dqg ) ou multipleto (m).
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4.1. Procedimentos utilizados nas sinteses desenvolvidas no
projeto
4.1.1. Sintese de 3-carboxilato-4-oxo-7-metilquinolina de

etilo

Sintese do composto 12

Adicionou-se m-toluidina (3 ml; 27,97 mmol) a DEEM (5,7 ml; 28,20 mmol), sob
agitacdo. Agueceu-se a mistura reacional a 100°C, sob atmosfera de N2, mantendo em
agitacao, durante 24h. Realizou-se o controlo da reag¢ao por TLC, utilizando como
eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (7:3). Diminuiu-se a temperatura e
procedeu-se a cristalizagdo em diclorometano (DCM) e etanol, que se aqueceu até 55°C
e posteriormente deixou-se arrefecer a mistura lentamente para uma evaporagao lenta
do solvente. Apdés 48h, como ndo se formaram cristais, fez-se separacao por
cromatografia em coluna em silica gel. Eluiu-se com 5% de acetato de etilo em hexano
e posteriormente aumentou-se para 15%, verificando-se entdo uma mistura de
produtos. Evaporou-se o solvente a pressao reduzida, usando um evaporador rotativo,
e obteve-se um dleo de cor laranja acastanhado (6,96g; 25,10 mmol; rendimento
89,7%). Ponto de fusdo: 38-39 °C; 'H RMN (400 MHz, (CD3).SO) & 10.63 (d, NH), 8.40 (d,
CHNH), 7.25 (t, 1H), 7.18 = 7.06 (m, 2H), 6.96 (s, 1H), 4.14 (m, 2 x OCH2CH3s), 2.29 (s, CHs),
1.23 (m, 2 x OCH,CH3); 3C RMN (101 MHz, (CD3).S0) & 167.95 (CO,Et), 165.40 (CO2Et),
151.50 (CHNH), 139.73, 139.64, 129.91, 125.82, 118.28, 114.99, 93.44 [C(CO2Et).], 60.06
(OCH2CHs), 59.87 (OCH2CHs), 23.36 (CHs), 14.68 (OCH2CH3),14.59 (OCH2CH3)

Sintese do composto 19a

Adicionou-se o composto 12 (1,07g; 3,86 mmol) a Dowtherm A (10 ml) e deixou-
se reagir a 250°C durante 5h, em refluxo, sob atmosfera de N,. Realizou-se o controlo
da reagdo por TLC utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo
(8:2). De seguida deixou-se arrefecer a mistura lentamente, filtrou-se o sélido formado

e lavou-se com hexano e éter etilico. Por fim, deixou-se aberto e a temperatura
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ambiente durante alguns dias para evaporar residuos de solvente ainda presente e

obteve-se um po branco (0,408g; 1,76 mmol; rendimento 45,73%).

Sintese do composto 19b

Adicionou-se o composto 12 (1,37g; 4,94 mmol) a POCIl3 (15 ml) e deixou-se em
refluxo a 97°C, sob atmosfera de Ny, durante 14 horas. Realizou-se o controlo da reagdo
por TLC, utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (8:2).
Evaporou-se o POCIl3 a pressao reduzida e a temperatura elevada (110°C) e obteve-se
um liquido escuro e viscoso. A mistura foi arrefecida até 90°C, adicionou-se 20 ml de
isopropanol e deixou-se sob agitacdo até a dissolucdo completa da mistura
anteriormente obtida. Deixou-se arrefecer a solucdo, lentamente e sem agitacdo. O
processo de cristalizacdo decorreu durante 7 dias, a temperatura ambiente. Obteve-se
um sélido (0,236g), o qual foi filtrado e lavado com uma mistura de isopropanol e éter
de petréleo previamente arrefecida. Obteve-se também outro sélido, resultante de
cristalizacao a partir do filtrado anteriormente obtido. Os espectros de RMN ndo foram
conclusivos, uma vez que neste ndo esta presente o grupo éster e os espectros nao sao
compativeis com os espectros obtidos para o composto caracterizado anteriormente.

Espera-se o espectro de massa, para uma caracterizagdo mais precisa do composto.

4.1.2. Sintese de 4-oxoquinolina

Sintese do composto 24

Adicionou-se anilina (3 ml; 32,92 mmol) a DEEM (6,7 ml; 33.15 mmol) sob
agitacdo. Aqueceu-se a mistura reacional a 100°C, sob atmosfera de N2, mantendo a
mistura em agitacdo durante 15h. Realizou-se o controlo da reacdo por TLC utilizando
como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (7:3). Diminuiu-se a
temperatura e procedeu-se a cristalizacdo em diclorometano (DCM) e etanol, que se
aqueceu até 55°C e posteriormente deixou-se arrefecer lentamente para uma
evaporacao lenta do solvente. Apds 48h, ndo se formaram cristais, pelo que se evaporou
o solvente a pressao reduzida e se prosseguiu para separagao por cromatografia em

coluna em silica gel usando como eluente 5% de acetato de etilo em hexano. Evaporou-
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se o solvente no evaporador rotativo e obteve-se um 6leo de cor laranja acastanhado.
Deixou-se o produto 24 num frasco aberto e a temperatura ambiente durante alguns
dias, de forma a evaporar algum solvente ainda presente (7,966g; 30,26 mmol;
rendimento 91,9%). Ponto de fusdo: 45-46 °C; 'H RMN (400 MHz, (CDs3),SO) & 10.72 (d,
NH), 8.42 (d, CHNH), 7.44 - 7.35 (m, 4H), 7.17 (t, 1H), 4.17 (dq, 2 x OCH,CH3), 1.26 (m, 2
x OCH,CHz); 3C RMN (101 MHz, (CD3),SO) 6 167.86 (COEt), 165.37 (CO,Et), 151.59
(CHNH), 139.84, 130.11 (2C), 125.09, 117.98 (2C), 93.90 [C(CO;Et).], 60.09 (OCH,CH3),
59.90 (OCH2CHs), 14.69 (OCH2CH3s), 14.63 (OCH,CHs);

Sintese do composto 25

Adicionou-se o composto 24 (1,048g; 3,98 mmol) a Dowtherm A (10ml) e
refluxou-se a mistura a 250°C durante 4h, sob atmosfera de N». Realizou-se o controlo
da reacdo por TLC, utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo
(8:2). De seguida deixou-se a temperatura diminuir lentamente, filtrou-se a mistura e
lavou-se o sdlido com uma mistura de hexano e éter etilico. Por fim, deixou-se num
frasco aberto e a temperatura ambiente, durante alguns dias, para evaporar residuos de
solvente ainda presente e obteve-se um po6 branco e castanho (0,324g; 1,49 mmol;
rendimento 37,5%). Ponto de fusdo > 350 °C; 'H RMN (400 MHz, (CD3),S0) 6 12.30 (s,
NH), 8.53 (s, CHNH), 8.14 (d, 1H), 7.69 (t, 1H), 7.60 (d, 1H), 7.40 (t, 1H), 4.20 (g, OCH,CHs),
1.27 (t, OCH2CH3s); 3C NMR (101 MHz, (CDs);SO) & 173.89, 165.28, 145.35, 139.42,
132.86, 127.73, 126.09, 125.15, 119.24, 110.26, 60.02 (OCH»CH3), 14.80 (OCH,CH3)

Sintese do composto 28

Adicionou-se o composto 24 (1,517g; 5,76 mmol) a POCl3 (15 ml) e refluxou-se a mistura
sob atmosfera de N2, a 97°C, durante 14 horas. Realizou-se o controlo da reagdo por TLC,
utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etilo (8:2). Evaporou-se o
POCl; a pressdo reduzida e a temperatura elevada (110°C) e obteve-se um liquido escuro
e viscoso. A mistura foi arrefecida até 90°C, adicionou-se 20 ml de isopropanol e deixou-
se em agitacdo até a dissolucdo completa. Deixou-se arrefecer a mistura lentamente,
sem agitacdo, e deixou-se a cristalizar durante 7 dias, a temperatura ambiente. Obteve-

se um sdlido que foi filtrado e lavado com uma mistura de isopropanol e éter de petréleo
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previamente arrefecida. Os espectros de RMN sao inconclusivos. Ndo se observaram
indicios da presenca do grupo éster nos espectros de *H-RMN. Aguarda-se resultados de

espectrometria de massa, para uma caracterizacdo mais detalhada do composto obtido.

Sintese do composto 26

Dissolveu-se o composto 24 (0,2g; 0,92mmol) em metanol (5ml), adicionou-se
hidréxido de sddio (10% aq, 7,5ml) e a mistura reacional foi aquecida a 100°C durante
24h. Realizou-se o controlo da reagao por TLC, utilizando como eluente uma mistura de
diclorometano e metanol (9:1). Deixou-se a mistura reacional arrefecer e acidificou-se
em seguida, com a adigdo de HCl(aq) (10%; pH = 1). Formou-se um precipitado, que foi
filtrado e lavado com cloroférmio, metanol e hexano, até se obter um pé branco (0,13g;
0,69 mmol; rendimento 74,6%). Ponto de fusdo: 278-280 °C; 'H RMN (400 MHz,
(CD3)2S0) 6 15.34 (s, COzH), 13.41 (s, NH), 8.89 (s, CHNH), 8.29 (d, 1H), 7.89 (t, 1H), 7.82
(d, 1H), 7.61 (t, 1H); 13C RMN (101 MHz, (CD3)2SO) & 178.32, 166.40 (COH), 145.25,
139.51, 133.94, 126.69,125.05, 124.40, 119.71, 107.57;
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5. Conclusao

A maladria é uma doenca infeciosa provocada por parasitas do género
Plasmodium que afeta a humanidade ha milhares de anos e ainda prevalece como
doenga endémica em muitas partes do mundo. Estimativas da OMS revelam que, em
2015, ocorreram no mundo cerca de 212 milhdes de casos de malaria, dos quais 429 000
resultaram em morte.

Atualmente, o combate contra a malaria passa principalmente pelo controlo do
vetor, prevencao da picada por mosquitos infetados e pela utilizagcdao de quimioterapia,
em profilaxia ou tratamento. No entanto, como foi abordado ao longo desta dissertacao,
o arsenal terapéutico existente para a maldria apresenta imensas limita¢des, tanto ao
nivel da eficacia como do custo e da seguranca.

A selecdo de estirpes resistentes aos farmacos utilizados para o tratamento da
maldria é o maior obstaculo ao controlo desta doenca. A falha terapéutica dos farmacos
mais antigos deve-se principalmente ao seu uso indiscriminado. Assim, comegou a ser
aplicado o uso de terapias combinadas das quais a mais importante, hoje em dia, é a
terapia combinada baseada em artemisinina. No entanto, mesmo esta terapia ja
apresenta uma diminui¢dao na sua atividade em diversos paises, o que alerta para uma
grande necessidade de investimento no desenvolvimento de novos farmacos
antimaldricos que combatam eficazmente a maldria provocada por estirpes de
Plasmodium multiresistentes.

No sentido de contornar os atuais problemas de resisténcia as diferentes classes
de compostos utilizados no combate a maldria, verifica-se uma extensa atividade de
investigacdo e desenvolvimento e de otimizacdo das propriedades farmacoldgicas de
compostos com atividade antimaldrica. Destes, varios sdo considerados como
compostos candidatos a farmacos, dos quais diversos estdo atualmente em ensaios
clinicos e apresentam resultados promissores.

A introducdo da atovaquona no mercado como farmaco antimaldrico validou o
complexo de citocromo bc; da cadeia de transporte de eletrdes mitocondrial como alvo
terapéutico. Neste sentido, outros compostos com o nucleo oxoquinolinico foram
desenvolvidos com o intuito da inibicdo do complexo bcs, incluindo as 4-oxoquinolinas

com um grupo éster na posicao 3.
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No ambito desta dissertacdo, foi desenvolvido um projeto de sintese organica
com o objetivo do desenvolvimento de inibidores seletivos do complexo de citocromo
bci de P. falciparum e o estudo dos problemas associados a estes compostos. Este
projeto demonstrou os problemas encontrados na sintese, purificacdo e possivel
tautomeria oxoquinolina/hidroxiquinolina destes compostos, o que motiva o
desenvolvimento de novas estratégias de sintese. A continuagdo do estudo da
tautomeria oxoquinolina/hidroxiquinolina é essencial para racionalizar possiveis
alteragGes das caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas deste grupo
terapéutico.

Além dos alvos terapéuticos ja conhecidos e validados, é de extrema importancia
descobrir novos alvos terapéuticos como outra forma de contornar os atuais problemas
de selecdo para resisténcia aos farmacos em uso clinico. Neste sentido, tém vindo a ser
investigadas diversas estruturas celulares e vias metabdlicas do parasita responsdvel
pela maldria, com o objetivo de inibir processos essenciais a sua sobrevivéncia.?3%23>

Certamente, a maldria ira continuar a ser uma doenca prevalente nos paises em
desenvolvimento nos préximos anos. Somente com um esforco coletivo da comunidade
cientifica, entidades competentes de salde e toda a populagdao em risco, sera possivel,
no futuro, alcancar uma grande reducdo e até a quimérica eliminacdo total desta

doencga, que continua a ter um enorme impacto na humanidade.
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7. Anexos

PH18 - 1H NMR

"H NMR (400 MHz, DMS®)8.38 (d,J = 13.8 Hz, 1H), 7.25 {t= 7.1 Hz, 1H), 7.18 — 7.06 (m, 2H),
6.96 (4, = 6.7 Hz, 1H), 4.14 (dd= 30.9, 6.7 Hz, 4H), 2.29 (s, 3H), 1.27 6.8 Hz, 6H).
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Figura 7-1 — Espectro de *H-RMN obtido para o composto (12)
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Figura 7-2 — Espectro de 3C-RMN obtido do composto (12)
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PH48I - 1H NMR 25000
'H NMR (400 MHz, DMS®)10.72 (dJ = 13.6 Hz, 1H), 8.42 (i= 13.8 Hz, 1H), 7.44 — 7.35 (m,
4H), 7.17 ( = 6.5 Hz, 1H), 4.17 (dd= 33.4, 7.0 Hz, 4H), 1.26 fgz 7.2 Hz, 6H).
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Figura 7-3 — Espectro de *H-RMN obtido para o composto (24)
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Figura 7-4 — Espectro de 3C-RMN obtido do composto (24)
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Figura 7-8 — Espectro de 3C-RMN obtido do composto (26)
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