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A lesson without pain is meaningless, for you cannot gain something without sacrifice

something else in return.

- Hiromu Arakawa

The brightest flame burns quickest.

- James Hetfield
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Resumo

A Maldria é uma doenca tropical infecciosa que dizima milhares de pessoas
todos os anos, causada por parasitas do género Plasmodium. Sendo uma doenca que
afecta sobretudo paises sub-desenvolvidos, é de vital importancia a descoberta de
novos farmacos que sejam eficazes, administraveis por toma oral e com baixo custos

de producado.

Desde o século XVII que o mundo ocidental conhece o quinino (extraido da
casca da Chinchona), tendo este sido o primeiro farmaco a ser utilizado com sucesso
pelo mundo ocidental no tratamento da Maldria. Com a evolugao dos meios de sintese
guimica e elucidacdo estrutural, a sua estrutura foi estudada e serviu de modelo a uma
série de novos farmacos anti-malaricos. Contudo, com o passar do tempo varias
espécies do parasita sofreram alteracdes evolutivas que permitiram o aparecimento de
estirpes resistentes, sobretudo na espécie Plasmodium falciparum, responsavel pela
maioria dos casos de morte por Malaria, que desenvolveu uma série de resisténcias
aos farmacos utilizados no tratamento da doenca. No inicio dos anos 80 do séc. XX foi
descoberta a artemisinina, isolada da planta Artemisia annua, a qual representa um
marco importante para o combate a esta doenga. Depois de a sua estrutura ter sido
elucidada e o farmacéforo (o grupo 1,2,4-trioxano) identificado, foi possivel o
desenvolvimento de uma nova classe de farmacos antimalaricos. Mesmo sendo uma
solugdo muito promissora, a artemisinina apresentava algumas limitagdes, sendo as
mais relevantes a sua baixa solubilidade em agua e dleo, baixa biodisponibilidade oral
e alguma toxicidade. Com o objectivo de melhorar o seu perfil farmacocinético foram
sintetizados derivados semi-sintéticos como o artemeter, arteter e artesunato, os
quais possibilitaram um conjunto de novos tratamentos contra a Maldria que
obtiveram resultados favoraveis em mais de 60 paises ao longo do globo, sobretudo
em estirpes multi-resistentes do parasita. As terapias combinadas baseadas em
Artemisinina (ACT), sdo hoje a solucdo possivel para casos que envolvam Malaria

cerebral.

Actualmente as solugdes quimioterapéuticas para tratamento da Malaria

apresentam limitacdes resultantes do numero emergente de resisténcias a
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artemisinina encontradas no Plasmodium que surgiram na fronteira entre a Tailandia e
Cambodja, uma regido do globo onde a Malaria é endémica. Deste modo, a
investigacdo de novas moléculas com actividade antiplasmodial focou-se na producao
de derivados totalmente sintéticos, obtidos a baixo custo e que continham grupos
funcionais semelhantes ao farmacéforo da artemisinina. Assim, foram desenvolvidos
os 1,2,4-trioxolanos e os 1,2,4,5-tetraoxanos, que possuem maior actividade
farmacolégica do que a artemisinina e possibilitam administracdo oral. Recentemente
a investigacdo parece estar focada nos 1,2,4,5-tetroxanos, dada a sua maior

estabilidade metabdlica e actividade farmacoldgica face aos 1,2,4-trioxolanos.

Neste trabalho serdo abordados os fdrmacos usados na quimioterapia da
Malaria, dando énfase a descoberta de compostos de origem marinha com potencial
anti-malarico. Como é do conhecimento global, o mundo marinho é prddigo na
abundancia de compostos com actividade contra vdérias patologias. Recentemente
foram identificados em esponjas marinhas compostos com a funcdo 1,2-dioxano, os
guais prometem ser uma fonte promissora de novos modelos quimioterapéuticos no
combate a Malaria. J& foram identificados e estudados quatro novos tipos de 1,2-
dioxanos promissores: os plakortins, os acidos peroxiplakortinicos, as
sigmosceptrelinas e dois compostos norditerpénicos. Estes compostos possuem
estruturas quimicas muito simples e passiveis de serem recriadas por meios sintéticos
baratos, pelo que podem representar no futuro uma nova familia de farmacos
antimaldricos, que podem ser administrados de per si ou em terapias combinadas.
Existe ainda a possibilidade de obter estes compostos por meios biotecnoldgicos, o

que torna a sua produgdo economicamente mais vantajosa.

A descoberta e investigacdo destas novas classes de pequenas moléculas ird
representar seguramente uma nova alternativa terapéutica para tratar aquela que é

uma das doencas parasitdrias mais perigosas e mais preocupantes da actualidade.

Palavras-chave: Malaria, P. falciparum; artemisinina; 1,2-dioxanos; endoperéxidos;

trioxanos; trioxolanos; resisténcia.
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Abstract

Malaria is an infecious tropical disease caused by the protozoal Plasmodia
parasites that kills thousands of people every year. This disease affects mostly
underdeveloped countries, and therefore the discovery of new effective drugs that are

amenable for oral administration and with low production costs emerges as a priority.

Since the XVII century that the eastern world knows quinine (extracted from
Chinchona bark), the first successful drug for malaria treatment. With the evolution of
syntethic and structural chemistry, quinine’s structure was studied and served as
model for new antimalarial drugs. However the parasite has begun to suffer evolutive
changes that led to the emergence of resistant strains, especially with Plasmodium
falciparum which developed resistence to allmost classic antimalarial drugs. In the
early 80’s of the last century, artemisinin was isolated from the plant Artemisia annua,
used for centuries by traditional Chinese medicine to treat malaria fevers. The
discovery of Artemisinin was a landmark in malaria chemotherapy and provided an
effective solution for the treatment of severe cases of falciparum malaria. It was
estabilished that the pharmacophore in artemisinin is the 1,2,4-trioxane structure and,
since then, the design and synthesis of peroxides with potential antimalarial activity
but with improved pharmacological properties has been the subject of intense
research. In fact, artemisinin had some limitations, such as low water solubility, low
oral bioavailability and some toxicity. Some semi-synthetic derivatives with improved
pharmacokinetic profile such as artemether, artheter and artesunate are used in more
than 60 countries across the world, especially on multi-resistent strains of the parasite,

as part of Artemisinin-based combination therapy (ACT) protocols.

In recent days, the emergence of resistances to artemisinin-derived drugs
found in some parasite strains between the frontier of Thailand and Cambodja, a
region where malaria is endemic and a hot spot for emergence of resistence to drugs,
has put additional pressure on WHO and medicinal chemists, who are commited to
search for new solutions. So far, one of the leads is this investigation is the
development of cheap and totally synthetic peroxide molecules, and 1,2,4-trioxolanes

and 1,2,4,5-tetraoxanes have emerged as having improved pharmacological properties
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when compared to artemisinin and enable oral administration. 1,2,4,5-Tetraoxanes are
so far the most promising candidates, due to their excellent metabolic stability and

potency, compared to the 1,2,4-trioxanes.

The prodigal abundance of marine compounds with pharmacological activity is
a common knowledge for pharmaceutical industry. Therefore, this thesis deals with
drugs used in malaria chemotherapy, emphasizing the discovery of compounds of
marine origin with potential antimalarial activity. Recently, compounds with the 1,2-
dioxane functional group that are promising new therapeutic models in the fight
against malaria were identified in marine sponges. These molecules, known as
plakortins, peroxyplakortinic acids, sigmosceptrelins and norditerpenic antimalarials
have a simple chemical structure and are therefore amenable of being approached by
cheap synthetic methods, representing new antimalarial leads for use in monotherapy
or in association with other drugs as part of combination therapy protocols. The
possibility of obtaining these 1,2-dioxanes through biotechnological techniques is also

being investigated and represents another advantage.

Key words: Malaria, P. falciparum; artemisinin; 1,2-dioxanes; endoperoxides;

trioxanes; trioxolanes; resistence.
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Abreviaturas

ACT — Artemisinin-based combination therapy (Terapia Combinada de Artemisinina)
AE — Arteter

AM - Arteméter

AM + LM — Arteméter e Lumefantrina

ART — Artemisinina

AS — Artsunato

AS + AQ — Artesunato + Amodiaquina

AS + PRD — Artesunato e Pironaridina

AS + MQ — Artesunato e Mefloquina

AS + SP — Artesunato e Sulfadoxina com Pirimetamina

CQS - Chloroquine sensitive stripes (estirpes sensiveis a Cloroquina)
CQR - Chloroquine resistant stripes (estirpes resistentes a Cloroquina)
DHA - Dihidroartemisinina

DHA + PPQ — Dihidroartemisinina e Piperaquina

DHPLK — Dihydroplakortin

EDso — Dose de um farmaco que produz uma resposta terapéutica em 50% da

populagao

EDgo — Dose de um farmaco que produz uma resposta terapéutica em 90% da

populagao
ICso — Concentragao necessaria para obter 50% do efeito inibitério de um farmaco
IV — Via Intravenosa (via de administracdo de farmacos)

IM — Via Intramuscular (via de administracdo de farmacos)
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OMS - Organizagdao Mundial de Saude
PLK — Plakortin (1,2-dioxano extraido da esponja Plakortis simplex)
PfEMP1 — Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1

ROS — Reactive Oxygen Species (Espécies Reactivas de Oxigénio)
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1. Malaria: endemismo e mortalidade

A Malaria é uma doenca infecciosa causada pelo parasita protozodrio
Plasmodium, sendo endémica em regides tropicais africanas, asiadticas e sul-
americanas. A Malaria provocou 863.000 mortes a nivel mundial em 2008. M Existem
guatro espécies de parasita capazes de infectar o ser humano: Plasmodium falciparum,
P. vivax, P. malariae e P.ovale. A primeira espécie é responsavel pelo maior nimero de
infeccOes letais em humanos pois é a que apresenta maior resisténcia selectiva a
farmacos anti-malaricos. A maldria é transmitida através de um vector animal, a fémea
do mosquito do género Anopheles, que introduz o parasita na circulagcdo sanguinea
guando se alimenta de sangue humano (figura 1). O Plasmodium entra na corrente
sanguinea sob a forma de esporozoitos, de onde parte para o figado do hospedeiro
onde ird infectar os hepatdcitos, passando os esporozoitos a designar-se por
trofozoitos. Esta é a fase exoeritrocitaria do ciclo de vida do parasita, em que os
trofozoitos se multiplicam assexuadamente num intervalo compreendido entre seis a
qguinze dias, diferenciando-se finalmente em merozoitos, sendo de salientar que esta
fase é assintomatica. Estes merozoitos diferenciados irdo romper a membrana celular
dos hepatdcitos e neste processo ficam envolvidos em pedacos desta, o que lhes
permite escapar ao sistema imunitario do hospedeiro, pelo que assim invadem
livremente as hemacias iniciando o seu ciclo de vida endoeritrocitario. Nas hemacias

(novamente sob a forma de trofozoitos) o parasita alimenta-se da hemoglobina

existente nestas células,
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Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo de vida do
[2]

parasita Plasmodium, no vector e no hospedeiro.
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dentro de 24 horas apés os primeiros sintomas, poderd morrer por anemia extrema
(devido a hemodlise), deficiéncia respiratéria devida a acidose metabdlica e danos
cerebrais. De modo a completar o ciclo de vida do parasita, este tem de entrar
novamente no vector, e para tal é necessario que o hospedeiro seja novamente
picado, o que permite a passagem dos gametdcitos (diferenciados a partir de
merozoitos) para um novo mosquito vector. Apds a entrada num novo vector os dois
gametdcitos vao reproduzir-se sexuadamente, formando um zigoto e posterior
oocisto. Este oocisto ird diferenciar-se em novos esporozoitos, os quais penetram as
paredes do estobmago do mosquito e percorrem o seu tracto gastro-intestinal até as
glandulas salivares do vector, onde se alojam por fim Deste modo ficam disponiveis
para infectar um novo hospedeiro humano e propagar-se novamente. Assim, o
Homem funciona como um segundo vector na transmissdo da doenca pois um

mosquito ndo infectado ira pica-lo, continuando assim a propagacao da infeccdo. [3.41

2. Metabolismo do Plasmodium

Quando se encontra dentro das hemacias sob a forma de trofozoito, o parasita
comeca a alimentar-se da hemoglobina do hospedeiro. Este processo ocorre no
interior do seu vacuolo de alimentacdo, o qual possui um meio acido que |he permite
degradar a hemoglobina presente nas hemdcias (grupo heme). A degradacdao da
hemoglobina origina hematina que é um metabolito téxico, quer para o parasita quer
para o hospedeiro. A toxicidade da hematina deve-se ao facto de ser um pré-oxidante
que induz a formagdo de ROS e de ter capacidade para danificar directamente as
membranas e organelos celulares do parasita, provocando a lise do parasita
protozoario. De modo a sobreviver a toxicidade da hematina o parasita polimeriza-a
em cristais de hemazoina, um produto secunddrio que se deposita no interior das
hemacias. A hemazoina nao afecta o parasita e constitui uma prova hematolégica da

infeccao. 4
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Como ja foi referido neste trabalho, a infeccao por P.falciparium é a forma mais
severa de maldria uma vez que esta espécie tem a capacidade de modificar proteinas
de membrana das hemdcias infectadas pelos merozoitos. Estas proteinas de
membrana com funcdo alterada irdo provocar a adesdo das hemadcias as paredes dos
vasos sanguineos de baixo calibre, impedindo consequentemente a microcirculacao.
Este processo é designado por citoaderéncia e provoca a disfuncdo de varios orgaos,
sobretudo nos casos de malaria cerebral onde se verifica a afec¢do directa do cérebro.
A citoadesdo é um factor determinante para a resisténcia do P.falciparum, pois ao
impedir que as hemacias percorram a corrente sanguinea de um modo natural, evita a
sua entrada no baco e a consequente destruicdo das hemadcias neste drgdo. Assim, o

parasita escapa de um modo eficaz ao sistema imunitario do hospedeiro. [5.6]

Figura 2. Imagem obtida através de microscopia éptica de um parasita
Plasmodium falciparum, corado com Giemsa (esquerda). o

Fotografia de um mosquito fémea do género Anopheles (direita).[8]

Algumas das resisténcias apresentadas pelo P. Falciparum sao igualmente
devidas as mutacdes apresentadas no seu genoma, nhomeadamente nos genes que
codificam a expressdao das proteinas afectantes das proteinas de membrana das
hemacias e promotoras da citoadesdo, sendo as mais importantes para este processo
as PfEMP1 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1). Estas proteinas
sdo um péssimo alvo para as células imunitdrias do hospedeiro, dado que possuem
uma grande diversidade de isoformas, as quais sdao expressas de um modo diferente
pelo parasita ao longo do tempo de infecgdao o que dificulta a resposta imunitdria do

hospedeiro. [5.61
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3. Estratégias de terapéuticas antimalaricas e a sua evolugao ao longo do tempo

O primeiro farmaco a ser utilizado com eficacia no tratamento da Malaria pelo
mundo ocidental foi o quinino, um sesquiterpeno natural produzido pelas arvores de
Chinchona. A sua primeira utilizacdo remonta ao século XVII, tendo sido este composto
preterido em detrimento da cloroquina (um composto sintético), a partir de 1940, pelo
gue nos dias de hoje a sua utilizacdo é rara. A profilaxia é a primeira linha no combate
a Malaria, pelo que a prevencao preferencial deve ser feita por meios ndo
farmacolégicos, através do controlo do vector com insecticidas ou pela utilizacdo de
proteccdes fisicas (redes mosquiteiras). A quimioprofilaxia da doenca é também de
extrema importancia, sobretudo quando existe a deslocacdo para uma zona onde a
Malaria é endémica, sendo esta terapéutica geralmente iniciada uma semana antes da
viagem. Os farmacos mais utilizados na quimioprofilaxia da Malaria sdo a cloroquina
ou mefloquina, doxiciclina (um antibidtico da classe
das tetraciclinas), formula¢cdes combinadas de T

HC

atavaquona e proguanilo (Malarone®) e dos
M

antimetabolitos pirimetamina e sulfadoxina. A o
-~ T
atovaquona possui uma acgao sinergistica com o
’_,f"
proguanilo e ndo apresenta qualquer forma de N
|nteracg50 Cl’uzada com outros fé rmacos Figura 3. Estrutura do quinino‘

antimalaricos. %

A cloroquina foi desde a sua descoberta o medicamento de eleigdo no
tratamento da maldria. Contudo, apds a segunda metade do século passado
apareceram estirpes de P. falciparum com resisténcia a cloroquina em todo o globo,
existindo actualmente um grande numero de estirpes resistentes a cloroquina (CQR).
Estes parasitas conseguiam expulsar rapidamente o farmaco do seu vacuolo alimentar
antes que este conseguisse actuar farmacologicamente. Assim, a cloroquina foi
preterida em favor da mefloquina, que é actualmente o farmaco de eleicdo no
tratamento e profilaxia da malaria causada por P. falciparum. A cloroquina continua a
ser o farmaco de primeira escolha, em conjunto com a hidroxicloroquina, para o
tratamento de infecgdes causadas por P.vivax e em alguns casos por P.ovale. Porém, ja

foi registado o aparecimento de estirpes de P.vivax resistentes a cloroquina. A
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halofantrina é um farmaco que pode ser utilizado no tratamento de estirpes
resistentes a cloroquina mas apenas como tratamento, uma vez que apresenta efeitos
cardiotoxicos adversos que impossibilitam o seu uso em profilaxia. Apds um doente ser
tratado com cloroquina, deverd ser-lhe administrada primaquina ou proguanilo para
prevenir recidivas, uma vez que estes sdo dois dos poucos farmacos que actuam na
fase exoeritrocitdria do parasita. A primaquina é um farmaco com caracteristicas
extremamente oxidantes, pelo que ndo deve ser utilizada em doentes que nao

. . 11,12
expressem a enzima glucose-6-fosfato desidrogenase. [11,12]
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Figura 4. Estrutura de alguns farmacos antimalaricos. ()

Actualmente a mefloquina constitui uma opcdo terapéutica de primeira linha
para o tratamento e profilaxia de Malaria causada por P. falciparum e da malaria em
geral, sendo dispensada activamente em farmacia comunitdria, mas o crescente
numero de resisténcias causadas pelo parasita e a elevada capacidade infecciosa que
esta espécie de Plasmodium possui, condicionou a investigacdo de novas substancias
activas contra este protozodrio, pelo que foram procuradas novas moléculas com
origem em produtos vegetais. E possivel afirmar que o isolamento e caracterizacdo da
artemisina (ART) em 1972 e o posterior desenvolvimento dos seus derivados foi o
marco recente mais importante para o aparecimento de novas terapéuticas contra a
Maldria. Estes compostos, ao mesmo tempo que foram lentamente introduzidos no
mercado farmacéutico, hospitais, e mais recentemente nas préprias farmdcias
comunitdrias, foram responsaveis pela sintese e estudo de uma nova geracao de
moléculas de estrutura simples e economicamente mais acessiveis: os trixolanos e os

tetraoxanos. E de enfatizar que a maléria é uma patologia que vitima milhares de vidas
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nos nossos dias, em paises sub-desenvolvidos, pelo que é necessaria uma solucdo

farmacolégica barata e eficaz para eliminar o parasita.
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Figura 5. Estruturas de alguns farmacos antimalaricos.
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4. Artemisinina e seus derivados

Na década de 70 do século passado foi isolada a
artemisinina (ART) da planta Artemisia annua, a qual ja era
utilizada tradicionalmente ha muitos séculos na China para

tratar febres. Quimicamente a ART é uma lactona

sesquiterpénica que possui um grupo funcional endoperdxido,

sendo este o farmacoforo da molécula. A ART é o composto

Figura 6. Estrutura da
(14]

arteminisina. que apresenta uma ac¢do mais rapida contra o P. falciparum,

sendo também cada vez mais utilizada para o tratamento da infec¢ao pelo P .vivax.
Mata as formas eritrocitarias (que provocam a sintomatologia) e gametociticas do
parasita devido ao facto de ser uma molécula lipofilica que facilita a sua entrada nas
hemacias através da membrana plasmatica. Infelizmente, ndo apresenta actividade
contra as formas exoeritrocitarias do parasita e é rapidamente metabolizada no
organismo, pelo que a sua ac¢do farmacoldgica é prejudicada pelo seu tempo de semi-
vida bastante curto. Isto conduz a uma rdpida eliminacdo da ART do organismo,
aumentando assim as probabilidades de o farmaco nao eliminar totalmente a infeccdo,
pelo que a OMS ndo recomenda o uso da ART em monoterapia. A ART é administrada
em conjunto com outros farmacos anti-malaricos em regimes terapéuticos designados
por Terapias Combinadas a base de Artemisinina (ACT), sendo de salvaguardar que os
derivados da ART que serdo referidos mais a frente neste trabalho também sdo

utilizados nestes regimes. (141

A biodisponibilidade da artemisinina é reduzida quando administrada por via
oral devido ao facto de ser uma molécula pouco solivel em agua. Deste modo é
administrada sob a forma de suspensGes intramusculares injectaveis (oleosas ou
aquosas) que aumentam a sua biodisponibilidade. Para melhorar os parametros
farmacocinéticos da ART (fraca biodisponibilidade e tempo de semi-vida curto) foram
desenvolvidos derivados semi-sintéticos, sendo o primeiro a dihidroartemisinina
(DHA), um lactol obtido através da reducdo da ART com tetrahidroborato de sddio
(NaBH4;). A DHA apresenta uma actividade farmacolégica duas vezes superior
comparativamente com a ART, embora tenha aplica¢des terapéuticas restritas em ACT

devido a sua neurotoxicidade e parametros farmacocinéticos similares ao do percursor
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natural. A partir da DHA foram sintetizados o arteméter (AM) e o arteter (AE) que sdo

éteres B-alquilados, de modo a

y St y CHy
serem mais lipossoliveis e a TN N
i j {0
L He™ 5l HC™™ ool
terem por consequéncia um i ram
Ho. en Ho. T
. . X X
melhor perfil farmacocinético e | |
OH OCH,
actividade farmacolégica que os Dihidroartemisinina Artemeéter
. . [14]
dois compostos anteriores. Figura 7. Alguns derivados importantes da artemisinina ")

O AM ¢é utilizado no combate a maldria sob a forma de suspensdo oleosa
encapsulada (Artemos®), injeccdao IM (Artenam®) ou ainda em combinagdo com
lumefantrina (Coartem®), sendo este ultimo um exemplo de que a ACT é uma

terapéutica ja aplicada. [11,14]

O mecanismo de ac¢do da ART e seus derivados é um tdpico que até aos dias
de hoje n3o encontra consenso. E sabido que o grupo endoperdxido é o farmacéforo
gue confere a estes compostos a sua capacidade antimalarica, dependendo esta accao
farmacoldgica da bioactivacdo pelo ferro existente no vacuolo alimentar do parasita.

Um dos pontos de discérdia relativamente ao mecanismo de ac¢do prende-se com o

-

facto de ndo se saber ao certo em que forma se encontra o ferro quando
complexado pelo endoperdxido. A falta de consenso prende-se igualmente com a
natureza quimica dos intermediarios formados apds a reacgao radicalar com o ferro,
pois podem ser radicais centrados em carbonos primarios ou secunddrios ou em
alternativa podem formar-se espécies carbocatidnicas, ndo se sabendo ao certo quais
os alvos terapéuticos envolvidos. S3o propostas duas hipéteses para o mecanismo de
bioactivacdo da ART, sendo que numa o endoperdxido liga-se ao ferro livre, e na outra
foi considerado que se liga ao ferro do grupo Heme (efeito da alimentagdo do
parasita). Foram efectuados estudos posteriores que confirmaram ambas as hipéteses,
embora revelassem igualmente que estes perdxidos sdo bastante estdveis na presenca
de oxihemoglobina (hemoglobina oxigenada), reagindo selectivamente com o grupo
heme livre de hemdcias infectadas. Estes dados confirmaram a especificidade
farmacolégica destes compostos, mas deixaram indica¢des claras relativamente a

possibilidade de activacdo no citoplasma. 4*°!

Endoperodxidos de origem marinha com actividade antimalarica Pagina 8



O primeiro modelo de bioactivacdo da ART proposto foi o modelo da cisdo
redutiva. Neste modelo afirma-se que a bioactivacdo da ART acontece quando existe a
clivagem homolitica da ligacdo perdxido pelo Fe (Il), o qual se liga a ART transferindo-
lhe um electrdo. E assim formado um radical centrado em oxigénio que ird depois
sofrer um rearranjo, transformando-se num radical centrado em carbono primdrio ou
secundario, uma vez que a ligacdo endoperéxido é assimétrica e como tal origina
diferentes produtos. Apesar de serem estericamente desimpedidos, estes radicais sao
muito reactivos, pelo que irdo provocar a alquilacdo das biomoléculas vitais para o
parasita ou originar ROS que irdo desencadear, por sua vez, processos de stress
oxidativo. Caso ndo haja possibilidade de alquilacdo, ocorrerdo entdo mais rearranjos
qgue formardo moléculas neutras. O modelo da cisdo redutiva encontra-se

- 14,16,17,1
representado na figura 8. [14.16,17,18]
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Figura 8. Representacdo esquematica do modelo de cisdo redutiva. o
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Como os radicais tem um tempo de semi-vida extremamente curto devido a
sua reactividade elevada, existem defensores de que estas espécies poderdo ndo ter
tempo de se ligar a um alvo molecular, ndo havendo portanto qualquer interaccdo com
outras moléculas. Com base neste pressuposto foi defendida a existéncia de outro
modelo para a bioactivacdo da ART, o modelo do perdxido aberto. Este modelo
assenta também na possibilidade de a ligacdo perdxido da ART ser clivada por uma
molécula catidénica ou com propriedades de um acido de Lewis, ndo havendo portanto
a intervencdo de uma espécie radicalar. Ira assim ocorrer uma clivagem heterolitica da
ponte endoperdxido com posterior formacdo de um carbocatido tercidrio, que serd
estabilizado pelo dtomo de oxigénio que ndo constitui a ponte endoperdxido. Este
carbocatido é extremamente estdvel, pelo que haverd o atague de uma molécula de
agua nesta posicdo que permitird a abertura do anel. Quando o anel da ART é aberto
ird ser formado um hidroperdxido insaturado que pode oxidar directamente residuos
laterais de proteinas, ou entdo formar um radical hidroxilo, através de uma reducdo de

Fenton, que serd igualmente reactivo para as proteinas. O modelo do perdxido aberto

. 14,16,17
encontra-se representado na flgura 9. [ ]
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Figura 9. Representacdo do modelo do perdxido aberto
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O artesunato (AS) é um derivado semi-sintético da ART soluvel em 4gua, sendo
por isso administrado por via IV. Uma das terapéuticas aconselhadas pela OMS é uma
variante da ACT onde se associa o AS a outros farmacos ja existentes para combater a
doenca e com acg¢do prolongada no organismo. E igualmente recomendado o uso do
AS em conjunto com mefloquina ou amodiaquina para evitar o

aparecimento de recidivas ou até mesmo a emergéncia de

resisténcias. A dosagem de AS ndo é alterada para insuficientes

. 7 . . . ~ D mDH
renais ou hepdticos nem em casos em que existe medicagdo T
prévia, o que é uma grande vantagem terapéutica embora as suas

Figura 10. Estrutura
. ~ , ~ . . . 14
interacgdes com outros farmacos ndo sejam ainda conhecidas. do artesunato. ¥

[11,12,19]

As ACT tém uma importancia fulcral para atrasar o aparecimento de parasitas
com novas mutacdes que lhes conferem resisténcias aos novos tratamentos
antimalaricos. Evitar um novo episddio de emergéncia massiva de resisténcias as
terapéuticas por parte do P. falciparum, tal como sucedeu no passado com a
cloroquina e com a sulfadoxina e pirimetamina, é vital para controlar o caracter
epidémico que a malaria tem. Através de uma utilizacdo racional em infec¢cbes ndo
complicada causadas por P. falciparum, as ACT sdo actualmente as terapéuticas que
mais vidas salvam, ao mesmo tempo que retardam o aparecimento de estirpes de P.
falciparum resistentes a ART e seus derivados. De um modo geral, e segundo a OMS, é

possivel afirmar que as ACT s3o estratégias farmacoldgicas que visam: 2%

Tratar mais rapidamente a infecgdo, nomeadamente em intervalos de 3 dias;
Diminuir o numero de recruscedéncias em pessoas tratadas para a infec¢do;

Retardar o aparecimento de resisténcias por parte do parasita;

YV V V V

Aumentar a adesdo a terapéutica por parte do doente e eficdcia da terapéutica,

através de um numero reduzido de tomas orais

Na Tabela |, apresentada em seguida, encontram-se representados os varios

exemplos de associagdes de farmacos utilizadas em ACT.
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Tabela | - Terapéuticas Combinadas de Artemisinina

[21,22]

Terapéutica Combinada de
Artemisinina e respectiva Dose

Terapéutica e Posologia

Observagoes sobre a Terapéutica

Artesunato e Amodiaquina
(AS + AQ)
4 mg de AS + 10 mg AQ /kg

em toma diaria durante 3 dias

Recomendada pela OMS no tratamento de

malaria nao complicada causada por P.

falciparum. Deve ser aplicada em regides onde a

percentagem de doentes curados com

amodiaquina em monoterapia é superior a 80%.

Artesunato e Mefloquina
(AS + MQ)
4 mg/kg/dia de AS durante 3 dias
em conjunto com 25 mg/kg de MQ

repartidas em 8,3 mg diarias

Recomendada pela OMS no tratamento de

maldria ndo complicada causada por P.

falciparum, sobretudo em regiGes tailandesas.
Ndo existem ainda provas sdlidas da seguranca
desta terapéutica em Africa. O uso do AS
combinado parece diminuir os efeitos
secundarios gastrointestinais, neuropsiquiatricos

e cardiotdxicos da mefloquina.

Arteméter e Lumefantrina
(AM + LM)
1,7/12 mg/kg duas vezes ao dia

durante 3 dias

Recomendada pela OMS no tratamento de

maldria ndo complicada causada por P.

falciparum. A grande vantagem desta associagdo
é que permite a administracdo da lumefantrina,
uma vez que esta ndo se encontra disponivel em
monoterapia. As tomas orais devem ser
efectuadas a seguir as refei¢cGes, uma vez que as
gorduras aumentam a absor¢dao da lumefantrina.

Ndo pode ser aplicada em gravidas ou lactentes.
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Artesunato e
Sulfadoxina + Pirimetamina
(AS + SP)

4 mg/kg/dia de AS durante 3 dias
em conjunto com uma Unica toma
de 25 + 1,25 mg/kg de Sulfadoxina

mais Pirimetamina no primeiro dia

Recomendada pela OMS no tratamento de

malaria n3ao complicada causada por P.
falciparum, sobretudo em zonas onde as taxas de
sucesso do tratamento com Sulfadoxina e
Pirimetamina sdo superiores a 80%. Em caso de
estirpes resistentes a estes dois farmacos deve
ser adoptada uma alternativa terapéutica de

ultima linha.

Dihidroartemisinina e Piperaquina
(DHA + PPQ)
4 mg + 18 mg/kg de DHA + PPQ

durante 3 dias

Esta combinagao foi essencialmente estudada na
Asia, em determinadas regides do Vietname e
China. Os resultados desta terapéutica provaram
gue possui uma taxa de cura de 90 % na amostra
onde foi administrada, contudo a sua aplicacdo
realizada em doentes com maldria nao

foi

complicada causada por P. falciparum.

Artesunato e Pironaridina
(AS + PRD)
3,3 mg + 10 mg/kg durante 3 dias.
E de salientar que as dosagens

devem ser aperfeicoadas.

Num ensaio clinico de fase Ill foi demonstrado o
potencial parasiticida desta associacdo em casos
maldria ndo complicada causada por P.
falciparum, com taxas de recuperagao de 99,5%
em doentes de varios paises africanos. Contudo
devem ser realizados mais ensaios de fase lll,
para definir as doses de AS + PRD a serem
administradas em adultos e em criangas com

peso inferior a 20 kg.
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Todas estas terapéuticas provaram ser muito Uteis no tratamento de casos de
maldria ndo complicada causada por P. falciparum, contudo ndo devem ser adoptadas
em casos de maldria severa pois nestas situacdes o parasita é responsavel por danos
cerebrais e disfuncdo de varios 6rgdos, sendo que na maioria dos casos o doente
apenas é salvo num intervalo de 24 horas apds a infeccdo. Nestas situacoes a vida do
doente é prioritdria pois os episddios de malaria cerebral sdo fatais. Estas infeccoes
sdo tratadas farmacologicamente com injec¢ées IM ou IV de AS ou AM, recorrendo-se
também a injecgdes de quinino ou quinidino. O quinino sempre foi utilizado nestas
emergéncias e, apesar de o seu uso ser anterior aos ensaios clinicos modernos, a sua
administracdo continua a ser uma das poucas alternativas de ultima linha que os
clinicos dispdem para tratamento de maldria cerebral, apesar dos seus efeitos
secundarios. Tal como o quinino, o quinidino apresenta cardiotoxicidade
(prolongamento do intervalo QT), hipotensdo e alteracdao dos niveis plasmaticos de
glucose e electrdlitos, pelo que a administracdo de ambos deve ser feita através de
uma infusdo lenta e monotorizada. A administracdo de quinidino, devido ao facto de
este ser mais téxico que o quinino, requer monotorizacdo dos sinais vitais do doente e

so deve ser feita quando o clinico ndo dispde de mais nenhuma opcao terapéutica. [21]

Foi efectuado em Africa, no ano passado, um ensaio clinico sem ocultacdo e
randomizado, comparativo entre o AS e o quinino num grupo de 5425 criangas com
idades inferiores a 15 anos internadas com malaria severa causada por P. Falciparum.
Este estudo foi denominado por ensaio AQUAMAT e demonstrou, resumidamente,
qgue houve uma redugdo da mortalidade de 22,5% no grupo em que foi administrado
AS comparativamente com o grupo onde foi administrado quinino. Registou-se
também no grupo de criangas tratado com AS um decréscimo do nimero de situagdes
de convulsdo, hipoglicémia e coma no periodo depois da saida das criangas do
hospital, assim como também nao foram registadas diferencas significativas no
numero de sequelas cerebrais causadas pela infec¢do. Esta foi uma evidéncia para a
OMS de que o AS deve ser utilizado como a terapia de referéncia para criangas com
maldria severa, sendo mais uma prova da importancia da ART e dos seus derivados
para o tratamento da malaria. O AS pode ser ainda utilizado pontualmente em

terapéuticas combinadas com antibidticos, nomeadamente com tetraciclina,
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doxiciclina ou clindamicina. Esta € uma opcdo terapéutica que deve ser apenas
aplicada em doentes de grupos especiais, como por exemplo gravidas ou

imunodeprimidos, quando outras ACT falharam. %%

5. Peroxidos sintéticos: 1,2,4-trioxanos; 1,2,4-trioxolanos e 1,2,4,5-tetraoxanos

Os primeiros perodxidos totalmente sintéticos desenvolvidos com base na
estrutura do composto-modelo ART foram os 1,2,4-trioxanos. Os 1,2,4-trioxanos tém
uma estrutura muito simplificada face a ART, pelo que o estudo destes compostos teve
uma importancia vital na descoberta na estrutura do farmacoforo responsavel pela
actividade anti-malarica. Os resultados destes estudos provaram que os anéis D e
lactona da ART ndo interferem com o efeito farmacoldgico, sendo o farmacoforo da
molécula a estrutura 1,2,4-trioxano. Estas observaces conduziram ao design e sintese
de novos endoperdxidos com uma estrutura simplificada. Foi igualmente comprovado
gue pequenas alteragdes de grupos substituintes, impedimento estéreo e existéncia de
epimeros podem afectar a poténcia anti-malarica da molécula, pelo que se determinou
gue a existéncia de uma estrutura com conformacao cis pode ser famacologicamente
mais eficaz (cis-fused trioxane) que a trans. Estas alteracGes estéricas podem conduzir
a um impedimento estéreo em torno do nucleo endoperoxidico, alterando assim a
bioactivagdo do trioxano, a sua metabolizagdo ou formagdo de intermediarios. A
presenca de substituintes nas posi¢cdes 3 e 5 interfere igualmente na actividade dos
trioxanos, sendo o grupo 2-adamantil actualmente um grupo de referéncia na sintese

de trioxanos. 242>
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6. 1,2,4-Trioxolanos

Os trixolanos sdo ozonideos formados com base na estratégia de

>5& )< co-ozondlise de Griesbaum, a partir, por exemplo, da O-metil
?:n oxima de 2-adamantanona e de uma ciclohexanona, pelo que

Figura 11. Ntcleo este processo de sintese relativamente simples pode conduzir a
1,2/4-trioxolano uma alternativa mais barata a ART e alguns dos seus derivados.
Quimicamente sdo caracterizados pela presenca de grupos 1,2,4-trixolano (figura 11),
tendo sido descoberto que possuem uma poténcia farmacoldgica in vitro superior a do
artesunato e arteméter. ¥ Foi igualmente descoberto que os trioxolanos possuem um
perfil farmacocinético muito bom, devido a sua boa biodisponibildade oral e por terem
um tempo de meia-vida mais prolongado que a ART, sobretudo quando na cadeia
lateral da molécula existem atomos de azoto sob a forma de aminas (primarias ou
terciarias) ou de um grupo azole. Toxicologicamente, estes grupos
funcionais/substituintes conferem aos trioxolanos caracteristicas bastante
semelhantes as do artesunato, nomeadamente uma possivel irritacdo hepatica,
gastrointestinal, renal e atrofia linfatica. A nivel cerebral ndo existem evidéncias de
gue os trioxolanos danifiquem de algum modo o tecido nervoso, pelo que estes
compostos seriam indicados para combater a malaria cerebral causada pelo P.
falciparum e uma alternativa a ART que provoca danos neurolédgicos. Para que estes
compostos tenham actividade anti-malarica é fundamental a presenca do anel de
espiroadamantano (ou adamantilo). Sem este substituinte o composto é
metabolicamente instdvel e nao exerce qualquer ac¢do farmacoldgica. Este anel
adamantanona é bastante rigido e volumoso, promovendo o aumento do
impedimento estéreo em torno do endoperdxido, diminuindo assim a sua reactividade
e aumentando por consequéncia a sua estabilidade quimica e metabdlica. Quando a
estrutura trioxolano se encontra associada ao anel adamantanona e a um ciclohexano
sdo obtidos os melhores valores para a actividade anti-malarica, o que indica que esta
associacdo de grupos substituintes promove uma reactividade selectiva do

endoperoxido ao alvo terapéutico preferencial, o Fe (ll). [11,24,26]

Os trioxolanos podem ter mecanismos de ac¢ao que envolvem varios alvos

farmacolégicos, actuando por alquilacdo de biomoléculas importantes para a vida do
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parasita (por exemplo proteinas), ou por meio de uma reacc¢do radicalar com o grupo
Heme (formado durante a metabolizacdo da molécula de hemoglobina pelo parasita,
guando este se alimenta) e impedindo-o de formar os cristais de hemazoina nao

téxicos para o parasita.

Na primeira situacdo ocorre a alquilacdo directa de biomoléculas especificas do
parasita e vitais para a sua sobrevivéncia, sendo que quando reagem com o0s
trioxolanos esta reaccdo ird fazer com que percam a sua actividade fisioldgica e que o
parasita morra devido a sua perda de fungdo. Foi provado que os trioxolanos podem
ligar-se a proteinas de membrana parasitdrias como a PfATP6 ou a TCTP

(Translationally controlled tumor protein) 2>27!

A reaccdo entre as espécies de Fe (IlI) da molécula de porfirina do grupo Heme,
libertada durante a degradacdo da hemoglobina pelo parasita, e o trioxolano, conduz a
formacdo de radicais.

Foi proposto que o

P N
P e et Figura 12. Representacdo esquematica

ferro ird reagir com a t da activagdo dos trioxolanos por Fe (I1)
o B [25]

igacs i da hemoglobi
ligagdo endoperdxido a hemoglobina

do trixolano, formando
um oxigénio radicalar

na posicao 1 do

endoperoxido, que vai
induzir a formagao de
uma cetona como intermedidrio, ocorrendo finalmente a formag¢dao de um acido
carboxilico e a ligacdo permanente do grupo adamantil (num centro radicalar de
carbono secundario) ao anel de porfirina (figura 12). Ao ocorrer esta ligacdo estd a
impedir-se que o parasita consiga polimerizar o grupo Heme em cristais de hemazoina,
sujeitando-o assim a toxicidade do Heme (uma ferriproto-porfirina), metabolito da
degradacdao da hemoglobina. Este é o modelo que melhor explica 0 modo como os
trioxolanos preferencialmente matam o parasita devido a sua elevada concentrac¢ao de

Fe (I1) intracelular. (251
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Estudos de estabilidade estrutural e metabdlica indicaram que trioxolanos mais
lipofilicos possuem uma biodisponibilidade oral maior, embora tivessem uma
estabilidade metabdlica menor comparativamente a trioxolanos mais hidrofilicos.
Estas caracteristicas sdo comuns a outras classes de endoperdxidos sintéticos, pelo que
se concluiu que trioxolanos que possuem grupos substituintes neutros ou basicos
teriam um melhor perfil farmacolégico do que os que possuem grupos acidicos. Tal foi
demonstrado por comparacdo das actividades antiplasmddicas de compostos com
grupos amina, aminoacido e azole face a grupos carboxilo e hidroxilo, sendo que os
primeiros demonstraram melhores resultados. Estudos comparativos da actividade de
trioxolanos com bases fracas e grupos neutros na sua estrutura, em P. falciparum e P.
berghei, demonstraram que a presenca de uma base fraca confere melhorias

. s 14,24,2
farmacocinéticas a estes compostos. 1424261

Numa fase final da investigacdo nestes compostos foi submetido o trioxolano
07277 ou arterolano (figura 13) a ensaios clinicos, tendo os ensaios alcancado a fase
Ill, em que é utilizado sob a forma de maleanato de arterolano combinado com fosfato
de primaquina. Analises a microssomas hepaticos demonstraram que o arterolano era
metabolicamente instavel no plasma dado que sofria duas hidroxilacbes em posicdes
diferentes no anel adamantilo. Estas analises indicaram que os metabolitos oriundos
do efeito de primeira passagem do arterolano eram menos activos, perdendo grande
parte da sua actividade. Estes dados voltaram a provar a importancia da presenga do
grupo spiro nao substituido para que os trixolanos tenham actividade farmacoldgica,
sendo este requisito estrutural comum a trioxolanos com actividade antimalarica. A
observacgdo de que este composto é facilmente inactivado metabolicamente suscitou
outros estudos com vista a optimizacdao das suas propriedades farmacoldgicas. Este
composto apresentava uma excelente actividade antimaldrica in vitro, pelo que se
fosse possivel conferir mais estabilidade metabdlica ao 0Z277 sem interferir muito
com a sua estrutura a nivel do anel adamantil, este composto poderia ter um futuro

promissor como farmaco antimalarico. [11,28,25,0]
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Figura 13. Estrutura do trioxolano

02277 (Arterolano). 29)

Mesmo com esta limitacdo a actividade e selectividade do arterolano é motivo
para que possa ser, eventualmente, utilizado no futuro em terapias combinadas com
outros anti-maldricos. Actualmente o arterolano encontra-se novamente em ensaios
clinicos de fase lll, onde esta a ser estudada a sua capacidade parasiticida em conjunto
com piperaquina. B seria igualmente interessante propor um estudo para detectar
guais os citocromos que metabolizam o 0Z277 de modo a que, caso este citocromo
ndo tenha uma actividade importante para um doente infectado com malaria, fosse
desenhado um inibidor especifico para este citocromo, garantindo assim a
manuntencdo consequente dos niveis plasmaticos do 0Z277 quando administrado

com este.

Recentemente encontra-se a ser estudado um trioxolano de segunda geracdo,
designado por 07439 (figura 14), o qual € uma molécula candidata a ser utilizada no
tratamento e profilaxia da malaria, através de uma Unica toma oral. Quando foram
feitos os estudos in vitro para o 0Z439, em estirpes de P. falciparum, foi registado que
este trioxolano possuia uma rapida actividade farmacoldgica contra as formas
parasitarias asexuadas do parasita no sangue, assim como possuia uma actividade
antiplasmodial semelhante a dos derivados de ART. Mais tarde foram feitos ensaios in
vivo em ratinhos infectados com P. berghei, nos quais foi verificado que o 0Z439
curava completamente os ratinhos infectados com apenas uma toma oral de 20mg/kg;
a reducado total dos niveis de parasitémia nao é verificada aplicando o tratamento com
os derivados da ART. Foi igualmente verificado que
0 0Z439 possuia melhor eficacia na profilaxia da
maldria face a mefloquina, o farmaco actualmente I R VA N
mais utilizado a nivel mundial para este fim.

Figura 14. Estrutura do 0Z439. B
Comparativamente ao seu antecessor, (0]
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arterolano, o 0Z439 apresenta melhores propriedades farmacocinéticas,
nomeadamende no que respeita ao tempo de meia-vida e concentracdo no sangue,
pelo que o tempo prolongado que permanece em circulagao direccionou o estudo
deste composto para ensaios clinicos de fase I. O seu tempo elevado de permanéncia
na circulacdo sanguinea deve-se sobretudo a sua estrutura quimica, que foi desenhada
de modo a estabilizar o endoperdéxido existente no seu farmacéforo, ao mesmo tempo
gue este ficasse mais desimpedido para ser bioactivado pelo Fe(ll). B Na tabela Ii
encontram-se resumidos os dados referentes aos ensaios in vivo comparativos entre o

arterolano (0Z277) e 0 0Z439.

Tabela Il - Comparacdo da eficacia in vivo do arterolano com o trioxolano 0Z439,

em ratinhos infectados com P. berghei. 3]

In vive prophylaxis 1 = 30 mg/kg (oral)

In vivo efficacy 1 = 30 mg/kg (oral)* given 24 h before infection®

Compound Activity (%)"  Survival (d)  Cure (%)*  Activity (%)"  Survival (d) Protected (%)*
Control 0 &7 0 0 6-7 ]

AsF 92 9 0 21 7 0

cQs 99.9 10 0 37 7 0

MFS 99.6 22 0 99.9 27 60
Sulfadoxine 97 15 0 Mot tested

Pyrimethamine 99.8 9 0 Not tested

0Z277% 99.9 1 0 0 7 0
02438 =999 =30 100 99.8 =30 100

*P. berghei-infected mice (mean of n = 5 animals).
tassessed on day 3 postinfection.

*No detectable parasites at day 30 postinfection.
"Data from Vennerstrom et al.

Nos ensaios clinicos de fase | o 0Z439 demonstrou ser seguro para doses até

1600 mg em doentes com malaria. De momento encontra-se em ensaios clinicos de

fase II. B
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7. 1,2,4,5-Tetraoxanos

Os 1,2,4,5-tetraoxanos sdo compostos heterociclicos que

possuem duas pontes endoperdxido localizadas nas posicdes 1,2 P—0
i 3
e 4,5, pelo que os grupos substituintes se encontram nos
0—0
carbonos das posicoes 3 e 6 (figura 15). Hd muito que estes a

compostos eram sintetizados para outros fins industriais, mas Figura 15. Nicleo
apenas recentemente foi descoberta a sua actividade anti-  1,2,4,5-tetraoxano.

maldrica. Estes compostos tém uma sintese barata, sendo produzidos por meio da
ciclizacdo em meio acido de cetonas ciclicas com peréxido de hidrogénio, e nao
possuem centros quirais, uma caracteristica que facilita bastante a sua sintese e
isolamento. Contudo, a sintese deste tipo de endoperdxidos comporta igualmente a
formacdo de diversos produtos laterais, tais como os 1,2,4,5,7,8-hexaoxanos que sao
farmacologicamente irrelevantes, pelo que foi levada a cabo uma série de estudos que
procuravam optimizar a estratégia de sintese destes produtos. No culminar destes
estudos foi descoberto que o nucleo tetraoxano (figura 15) era extremamente
resistente em condicdes redutoras com hidretos, em meio acido, em meios alcalinos e
em condi¢cOes oxidativas. Em suma, estes compostos possuem uma estabilidade
guimica notavel, excepto quando na presenca de metais de transicdo bivalentes como
o Fe (Il) e o Cu (ll). Foi assim possibilitado um maior leque de opg¢des sintéticas dada a
resisténcia do farmacdéforo, tendo sido produzida uma série de tetraoxanos com varios
grupos funcionais, sendo de salientar derivados com grupos funcionais polares e

solliveis em dgua obtidos, na maioria dos casos, por aminagdo redutiva. [30,32]

Em analogia com outros endoperoxidos, os tetraoxanos que possuem grupos
spiro provaram ter um bom potencial farmacolégico, sobretudo os derivados dispiro
face a derivados monospiro, sendo igualmente observada a maior eficdcia
farmacoldgica nos derivados spiro assimétricos, tal como foi verificado nos trioxolanos.
Nestes compostos regista-se uma vez mais a estabiliza¢cdo conferida pelo grupo spiro a
ligacdo endoperdxido, garantindo a estabilidade das duas ligacdes tetraoxanos e a
actividade selectiva do composto quando exposto a ac¢ao do Fe (Il) intracelular. Cré-se
gue a estabilidade dos tetraoxanos se encontra relacionada com a sua aquiralidade e

polaridade aumentada (por terem um quarto atomo de oxigénio), face a analogos
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estruturais, e ao bloqueio estérico conferido pelos grupos substituintes. Esta
estabilidade acrescida pelo aumento da polaridade garante-lhes uma metabolizacdo
hepdtica menos extensa (efeito de primeira passagem) e uma maior biodisponibilidade

oral em comparacdo com outros endoperdxidos anti-malaricos. 2%3%%

Ensaios de reactividade demonstram que os tetraoxanos reagem mais
lentamente com o Fe (ll) do que os seus andlogos trioxolanos; foram igualmente
efectuados estudos de genotoxicidade e citotoxicidade e ndo foram registados
guaisquer danos celulares. Quanto a estudos de estabilidade foi demonstrado que os
tetraoxanos sdo estdveis em meio aquoso e acido. Ainda relativamente a estabilidade
estrutural dos tetraoxanos, foi efectuado um estudo em que foi comparada a
estabilidade reaccional de um tetraoxano seleccionado para ensaios clinicos, o RKA
182 (figura 16), com a do arterolano (0Z277), através da exposicdo de ambos num
meio com eritrécitos infectados. Foi registado que o trioxolano foi degradado mais
rapidamente no meio do que o tetraoxano, tendo o arterolano apenas resistido 35
minutos, enquanto foi detectado 79% de RKA quatro horas apés o inicio da exposicado.
Estes dados indicam que os tetraoxanos
podem ter um maior intervalo temporal de S 0
efectividade na infeccdo face aos C@ IWHD—HHI-.—

- W
trioxolanos e que sdo, efectivamente, mais
estdveis no plasma, ao contrdrio do  Figura 16. Estrutura do tetraoxano RKA 182. &%

arterolano que era metabolizado. ?%****

Foi determinado em ensaios in vitro, utilizando estirpes CQS e CQR de P.
falciparum, que o RKA182 possui um ICso de 0,8 nM contra estirpes CQS (3D7) ede 1,1
nM contra estirpes CQR (K1). O RKA 182 provou ser mais eficaz a eliminar o parasita a
longo prazo em ratinhos infectados por P.berghei, apenas com uma Unica dose por
toma oral de 30 mg/kg face ao AS que elimina a parasitémia quase por completo em
oito horas, ao fim das quais os niveis de infec¢ao voltam a subir, obrigando a outra
toma. Nestes ensaios in vivo foi igualmente determinado que o RKA 182 possuia como
valores de dosagens eficazes para obter eficacia terapéutica com, respectivamente,
50% e 90% da dose de tetraoxano, de 1,3 mg/kg (EDso) e de 4,2 mg/kg (EDg). Se for

provado em estudos mais avancados que o RKA 182 é efectivo numa unidose diaria
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podera ser uma escolha aceitavel para uma nova linha de fdrmacos. Foi determinado
que o seu tempo de semi-vida em ratinhos era de 2,4 horas apds administragao oral. O
RKA182, apresentou uma actividade in vitro superior a ART e a dois dos seus derivados
(AS e AM), tendo apresentado resultados favoraveis contra estirpes de P. falciparum
resistentes as ACT recolhidas na fronteira entre o Cambodja e a Tailandia. Esta estirpe
é extremamente preocupante para a OMS uma vez que a ACT é actualmente a Unica
alternativa terapéutica eficaz que se encontra disponivel para casos de maldria aguda

causada por P. falciparum. [30532,33]

Relativamente a bioactivacdo destes compostos, esta é dependente da accdo
do Fe (ll) da hemoglobina degradada durante a alimentacdo do parasita no vacuolo
alimentar, processando-se de modo semelhante a outros endoperéxidos. Uma vez
activos, os tetraoxanos, e em especial o RKA182, formam radicais que alquilam o anel
de porfirina da hemoglobina degradada, impedindo que se formem os cristais de
hemazoina que impedem a morte do parasita por exposicdo a metabolitos toxicos. Ao
contrdrio dos trioxolanos que geram radicais em carbono secundario, o RKA182 pode
dar origem a radicais em carbono primario e secundario (figura 17). A existéncia destas
espécies radicalares foi comprovada através da captacdo dos radicais primarios e
secundarios com TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo), um agente quimico que
forma aductos estaveis com radicais, possibilitando a sua posterior identificagdo. Com
a observagao por microscopia confocal de tetraoxanos marcados com grupos
fluorescentes, conclui-se que estes se ligam selectivamente a eritrécitos infectados
pelo Plasmodium, sendo estas moléculas detectadas no vacuolo alimentar e no
citoplasma do parasita. De modo a aumentar a lipofilicidade e a consequente entrada
selectiva nos eritrdcitos infectados, foram sintetizados tetraoxanos com substituintes
esterdides, que para além de terem o efeito pretendido, registaram actividade
farmacoldgica em concentragdes mais baixas. A introdugdo de grupos esterdides pode
ser, hipoteticamente, um modo de estas moléculas suportarem melhor o efeito de
primeira passagem, devido a biocompatibilidade que um derivado esterdide tem com

0 organismo.

Tal como os trioxolanos, os tetraoxanos podem interagir com outros alvos

moleculares como proteinas de membrana e enzimas fundamentais para a vida do
]
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parasita, pelo que quando ocorre a alquilacdo destas biomoléculas, estas perdem a sua
funcdo e o parasita morre. A actividade parasiticida destes compostos foi ainda
estudada noutros organismos, sendo neste momento também estudado o seu perfil

citotoxico, ou seja, a existéncia de uma actividade anti-cancerigena.
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Figura 17. Representacdao do mecanismo de bioactivagcdo dos
tetraoxanos e detecgao de espécies radicalares, através da
utilizagao de TEMPO. (300
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8. 1,2-Dioxanos de origem vegetal com actividade antimalarica

Dadas as limitacGes que os trioxolanos possuem gracas a fraca sua estabilidade
metabdlica, foi colocada a hipdtese de moléculas com um grupo endoperéxido mais
simples, em que a molécula tenha na sua estrutura um grupo dioxano, poderem ter o
mesmo efeito antimalarico que os endopéroxidos anteriores. Foi isolado o Yingzhaosu
A (figura 18) a partir de uma planta chinesa, um endoperdxido com estrutura mais
simplificada com uma ponte endoperdxido constituida por dois atomos de oxigénio.
Este nucleo é um 1,2-dioxano. O isolamento e utilizacdo do Yingzhaosu A foi dificultado
por falta de matéria-prima, pelo que foram sintetizados derivados semi-sintéticos do
Yingzhaosu A que tivessem o nucleo 1,2-dioxano na sua estrutura. Destes derivados foi
seleccionado o artefleno (figura 18) para testes in vitro, que apresentou uma
estabilidade metabdlica superior a exibida pela ART e seus derivados, consequéncia da
estabilidade estrutural que o anel 1,2-dioxano Ihe confere, um efeito antiplasmodial
mais prolongado e um menor aparecimento de recrudescéncias. Contudo, o artefleno

foi retirado dos ensaios devido aos custos elevados que a sua sintese comportava. 341

Figura 18. Estruturas do Yingzhaosu A (esquerda) e do artefleno
(direita). 34]

Estes resultados com o artefleno encorajaram a procura de compostos naturais
com um nucleo 1,2-dioxano, pelo que recentemente foram descobertos varios

endoperdxidos com origem marinha.
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9. 1,2-Dioxanos de origem marinha com actividade antimalarica

9.1. Plakortin e os seus derivados

Ha quase trinta anos foram isolados e caracterizados policétidos com o grupo
endoperdxido que apresentavam actividade anti-malarica, produzidos pela esponja
Plakortis halichrondroides, tendo sido identificados 1,2-dioxanos e 1,2-dioxolanos.
Contudo, a descoberta da ART relegou para segundo para segundo plano a
esmagadora maioria de estudos que procuravam novas solucdes para o flagelo
mundial que a Maldria constitui. Porém, a emergéncia recente de resisténcias a ART
tornou imperativa a nova busca de moléculas eficazes contra a maldria em
monoterapia, de toma oral e monetariamente acessiveis as popula¢cdes que mais
sofrem com esta doenca. Este imperativo funcionou como impulso para que o estudo
dos compostos de origem marinha fosse recentemente retomado. Como resultado
destes estudos foram descobertos compostos do
mesmo tipo numa outra esponja do género
Plakortis, a P. simplex (figura 19), oriunda do mar
das Caraibas. Os 1,2-dioxanos e os 1,2-dioxolanos
da P. simplex foram entdo testados quanto a sua

actividade parasiticida, sendo que apenas os

primeiros apresentaram resultados de

[35]

Figura 19. Plakortis simplex

bioactividade validos para justificar testes mais

avacgados.

Os policétidos que contém o grupo endoperdxido produzidos pela esponja
P.simplex possuem um anel dioxano com a estrutura mais simplificada que o

farmacoforo da ART. Estes endoperdxidos sdo constituidos pelo grupo 1,2-dioxano e

f, : Nm por duas cadeias laterais que contém
/\mcmcr-lg Or gy~ COOCH

1 2 policétidos, tendo o primeiro composto
LFI;LDTSI"O".&W

F'N\T:j\’ deste género sido designado por

01O nC00R Plakortin (PLK). O PLK foi testado contra

o2

estirpes CQR de Plasmodium contra as

Figura 20. Representacdo estrutural do PLK (1),

DHPLK (2) e do seu farmacoforo. 36}
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guais demonstrou ter uma actividade farmacolégica considerdvel, pelo que foram
preparados alguns derivados semi-sintéticos com o objectivo de se proceder a estudos
de relacdo estrutura/actividade. O primeiro derivado do PLK a ser sintetizado foi um
composto com uma reducdo nas posicdes 9 e 10 denominado dihydroplakortin
(DHPLK), representado na figura 20. E de reforcar que estes compostos possuem uma
estrutura quimica bastante simples, comparativamente com a ART, o que pode ser

uma vantagem na procura de novas moléculas com actividade anti-maldrica. 3637

Foram efectuados estudos de actividade para o PLK e para os seus compostos
derivados, tendo sido confirmado o grupo 1,2-dioxano como farmacéforo. Foi ainda
descrita a importancia da presenca da cadeia lateral alquilada do PLK situada no
carbono da posicdo 6 do farmacdforo, assim como foi demonstrado que alteracdes da
sua conformacdo tém influéncia no seu potencial farmacoldgico. A cadeia alquilada
referida anteriormente é designada por western side chain. Por consequéncia, a

segunda cadeia que se encontra ligada ao anel
westery site ohaly | 0TS dioxano na posicdo 3 designa-se por eastern side

" .3.:-:1._ \.~COOR chain. Para simplificar a linguagem utilizada neste

2 egstern side b ) )
trabalho optou-se por denominar a western side

Figura 21. Descricao representativado - qin nor grupo substituinte C6 e, por conseguinte,

farmacéforo do PLK. ©°
a eastern side chain por grupo substituinte C3.

Quanto ao mecanismo de accdao do PLK e seus derivados, actualmente é
proposto que existe uma interacg¢do entre o catido Fe(ll) do grupo heme sanguineo e o
grupo 1,2-dioxano do PLK. Esta interac¢do resulta numa clivagem redutiva homolitica
gue conduzira a formag¢do de um radical de oxigénio na posi¢ao 1 (O1) do farmacoéforo
do PLK, que apds subsequente rearranjo origina um radical de carbono no grupo
substituinte C6 devido a migracdo 1,4 ou 1,5 do 4tomo hidrogénio (figura 22). Assim ira
formar-se um produto final que possui um grupo hidroxilo e um grupo substituinte C6
radicalar, o qual ird funcionar como alquilante sendo deste modo nocivo para o
parasita. A distancia existente entre o O1 e os carbonos das posi¢des 4 ou 5 da western
side chain é designada por through space e é fulcral para que haja acessibilidade
estérica ao grupo endoperdxido e consequente migracdo do hidrogénio. Este modo de

accao pressupde uma vez mais um mecanismo de bioactivacdo do potencial farmaco
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pelo Fe(ll) existente no vacuolo alimentar do parasita, formando-se entdo um
intermedidrio letal para o protozodrio, a semelhanca do que acontece com a

artemisinina, trioxolanos e tetroxanos (figura ??).
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Figura 22. Mecanismo proposto para a formagdo da cadeia lateral téxica para o
Plasmodium, a partir do DHPLK. [36]

Retomando o tépico da reactividade do PLK, foi descrito um efeito bloqueador
por parte do grupo éster existente no grupo substituinte C3. Este grupo funcional
promove um impedimento estéreo selectivo quando existe a ligacdo do Fe(ll) a um dos
oxigénios do 1,2-dioxano, obrigando deste modo a haver uma interacg¢do selectiva do
Fe(ll) com o O1 do endoperoéxido. Isto indica que a presenca de grupos funcionais ou
grupos substituintes de maior dimensao facilitam a bioactivacdo e melhoram o pefrfil
farmacolégico destes compostos, facilitando assim a formacdo do radical centrado
num carbono do grupo substituinte C6. De acordo com os estudos de correlagdo
estrutura/actividade efectuados, é possivel resumir os requisitos estruturais que
possibilitam a actividade antiplasmodial do PLK e seus derivados em trés curtos

topicos:

v" Um anel dioxano nas posicdes 1 e 2;

v" A posi¢do 3 tem de ser monosubstituida e possuir grupos volumosos no grupo
substituinte C3

v" 0 grupo substituinte C6 tem de ser uma cadeia alquilada com ramifica¢bes que
permitam a migracdo de hidrogénio para o intermediario radicalar centrado no

endoperoéxido.

E portanto possivel afirmar que foi demonstrada a existéncia de farmacos com
actividade anti-maldrica que possuem uma estrutura mais simples comparativamente
a da artemisinina, embora contenham o mesmo tipo de farmacéforo, a ponte

peroxidica.
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9.2. Sintese de 1,2-dioxanos analogos ao PLK

Com base nas informac¢Oes obtidas através dos estudos de reactividade
anteriormente referidos foram sintetizados andlogos do PLK com estrutura mais
simples. Estes compostos sdo primariamente caracterizados por possuirem um anel

1,2-dioxano com as seguintes substituicdes:

v Dois grupos hidroxilo em C3 e C6 ou duas substituicdes em C4 e C5
v" Um grupo pentilo no grupo substituinte C6

v" Um grupo éster, carboxilo ou hidroxilo no grupo substituinte C3

A estratégia de sintese destes derivados, a qual se baseia na modificacdo

guimica do trans-2-nonenal, encontra-se esquematizada na figura 23. [38]
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Figura 23. Reac¢do de Condensacgdo de Knoevenagel modificada (em cima)

Reacc¢do de foto-oxigenagdo (em baixo). 36]

Esta estratégia utiliza uma cicloadicdo [4+2] com oxigénio, designada por foto-
oxigenag¢do, como o método mais simples para sintetizar o anel 1,2-dioxano. A
ciclizacdo é efectuada com sucesso por reac¢do de um dieno 1,3-insaturado com
oxigénio molecular na presenca de luz. Contudo é necessario ter em considera¢do que
nesta reac¢ao é importante garantir a utilizacdo do isdmero correcto do reagente
inicial de modo a garantir que o produto final possua a geometria apropriada, uma vez
gue a posicdo em que o grupo substituinte C6 se encontra relativamente ao

farmacoforo determina a existéncia da bioactivacdo do 1,2-dioxano pelo Fe(ll). [36,38]
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A foto-oxigenacdo do intermediario 4 deu origem ao produto 5 (figura 23), o
qgual foi o reagente de partida para toda uma linha de composto estruturalmente
analogos ao PLK e que serviram para efectuar estudos relacionais de estrutura e
reactividade. Os estudos foram efectuados com as estripes CQS D10 e CQR W2 de
P.falciparum. Abaixo, na figura 24 encontram-se representadas as estratégias de
sintese para cada composto, assim como na Tabela Il estdo os valores registados para

a actividade de cada composto. %

OH
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Figura 24. Representacdo esquematica dos processos sintéticos utilizados na obten¢do dos analogos do PLK. sl

Tabela lll — Actividade bioldgica dos analogos do PLK (5-14)
contra as estirpes D10 (CQR) e W2 (CQS) de P.falciparum. [36]

D1 w2
ICgp M IC40 M
1" (PLK) 0BT 035 039013
2 (DHALK) .50 + i 56 043 + 016
5 1202021 149 022
[ =30 =30
7 2190+ 133 1250+ 251
B 333+ (&R 342+ 056
9 >3 =30
1} =3 =31
11 22 10+ 655 1030+ 321
12 =1 =31
13 B15+x 134 5171 £ 098
14 Q12+ 0HE Sbh + 122
Chilosnosguel me 003 + Ul 02325 = 0ul
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Desta série de compostos o produto 5 foi o que revelou melhor actividade
farmacolégica contra o parasita, apresentando um ICsq de 1,20 uM, embora este valor
seja equivalente a metade da actividade do PLK e cem vezes menos potente que a
actividade da ART. A baixa actividade do composto 5 face ao PLK pode ser devida a
diferencas conformacionais entre o through space de ambos os compostos. Todos os
derivados do produto 5 que possuem modificacbes no grupo éster da eastern side
chain, os compostos 6 a 9, provaram ser menos eficazes in vitro. O derivado 8 possui
uma funcao carboxilo em vez de éster, o que dificulta a sua entrada no parasita, pois
torna a molécula mais polar do que o composto de partida, e é responsavel pela
actividade mais baixa. Esta suposicdo é corroborada pelo facto de os derivados 6 e 7
possuirem, respectivamente, um alcool primario e um oxiacetal e terem actividades
farmacolégicas bastante reduzidas. Estes dados permitem afirmar que grupos mais

polares na eastern side chain diminuem a eficacia parasiticida dos compostos. [36]

O estudo dos compostos 10 e 14 (fig.24) revelou que estes sdo inactivos ou
possuem uma actividade bioldgica muito reduzida, afirmando-se que a razdo para tal é
a presenca de substituintes no C4 e C5 do anel 1,2-dioxano. Para qualquer um destes
compostos foram obtidos valores de ICsq elevados face ao PLK e ao derivado 5, o que
os exclui como potenciais candidatos a futuros farmacos, havendo até derivados que
apenas tinham efeito parasiticida em concentracdes demasiado altas sendo portanto

considerados como biologicamente inactivos (10 e 12). [36]

Estes dados demonstram que é possivel sintetizar de um modo econdémico e a
partir de reagentes disponiveis no mercado, uma molécula com actividade
antiplasmodial que pode ser utilizada para sintetizar artificialmente o PLK ou
compostos analogos ao PLK. Os estudos relacionais de estrutura/actividade destes
compostos elucidaram os aspectos estruturais fundamentais para a actividade
farmacoldgica conferida pela estrutura destes farmacos e marcaram um novo passo
para a descoberta de novas medidas para o combate a Malaria. O PLK e os seus
derivados podem estar na senda do desenvolvimento de novos tratamentos de ultima
linha para doentes infectados pelas estirpes multirresistentes de P.falciparum. Se tal
acontecer podera ainda ser explorada a possibilidade de obter o PLK a partir de

processos biotecnoldgicos, utilizando a incorporacdo dos segmentos genéticos da
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Plakortis responsaveis pela sua producdo em bactérias. Havendo esta possibilidade, a
sua producdo tomaria contornos economicamente rentdveis e sustentaveis, ndo se
sucedendo o aumento dos custos da matéria-prima devido a sua escassez como estd

de momento a acontecer com a ART.

9.3. Acidos peroxiplakortinicos

Existe uma classe de compostos que sdo estruturalmente semelhantes ao PLK,
os derivados peroxicetal dos 1,2-dioxanos, os quais sdo obtidos a partir de esponjas do
género Plakortis existentes no mar japonés da ilha de Okinawa. Os peroxicetais sdo
caracterizados por possuirem um grupo substituinte alcéxido (-OCHs) na posicdo 6 do
anel 1,2-dioxano, o qual tem a funcdo de mimetizar o efeito do 4tomo de oxigénio ndo
peroxidico que o farmacéforo da ART possui na posicdo 4. O facto de este grupo nao se
incluir dentro do anel 1,2-dioxano provavelmente confere-lhe alguma flexibilidade
estrutural que permite a formacdo de espécies radicalares semelhante as que se
formam quando o ferro do vacuolo alimentar do parasita interage com o farmacoforo
da ART. Destas esponjas japonesas foram isolados dois peroxicetais, os ésteres
metilados de acidos peroxiplakorticos Az e B (figura 25) que sdo isdmeros estruturais.
Apds serem sujeitos a ensaios in vitro com P.falciparum, foi determinado que o
composto Az teve um ICso de 0,15 uM enquanto o composto B3 obteve um valor de
0,12 uM. Foram ainda efectuados testes para determinar o indice selectivo e de
toxicidade destes compostos, verificando a sua influéncia em células infectadas com o
parasita, e também na linhagem de células cancerigenas KB3-1. Foram determinandos

valores elevados de toxicidade

OCH;

nas células infectadas por “‘*M”%”\f"l

. . .COOCH
Plasmodium, nomeadamente hs o N
de 140 para o Az e de 250 para

(39,40] OCH,
o Ba. Estes valores —S R Py
provam que estes acidos B DHD/kH/.CODCHS

peroxiplakortinicos para além

de serem altamente selectivos Figura 25. Estrutura dos acidos peroxiplakortinicos A; e Bj.
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para as hemdcias infectadas, possuem actividade antimaldrica em concentracdes
micromolares; é igualmente inferido que uma cadeia lateral alquilica com algum
comprimento é importante para que estes acidos tenham actividade farmacoldgica.
Sucessivamente, estes compostos foram testados em ratinhos infectados com
P.berghei, tendo sido determinado que o tempo de ti; de A; e B3 no plasma era
reduzido devido a metabolizacdo da funcdo éster que existe na cadeia lateral mais

curta.

Estes dacidos peroxiplakortinicos possuem um mecanismo de bioactivagdo e
accdo semelhante ao da ART e do PLK, ocorrendo a formacao de radicais centrados em
carbono através de um mecanismo similar ao proposto para o PLK. Existe a ligacdo do
atomo de oxigénio na posicdo 2 do anel endoperdxido ao Fe(ll), formando-se um
radical centrado em O1. Esta espécie intermediadria sofre rearranjo seguido de
clivagem homolitica com a formacdo de um grupo carbonilo, o que depois conduzird a
formacdo de um éster estavel e de um radical alquilico primario, extremamente
reactivo. Ao formar um aducto com o Fe(ll) e uma espécie radicalar de caracter
alquilante, este tipo de compostos permite atacar o metabolismo do parasita de duas

formas distintas, pelo que teoricamente tém um poder parasiticida elevado. [33]
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Figura 26. Mecanismo de ac¢ao postulado para os acidos peroxiplakortinicos. =

Os resultados obtidos relativos a actividade

bioldgica, aliados a estrutura simples destes compostos, H:Cm
) . ) CHiO" g DCH;
encorajaram o desenho de uma série de analogos

estruturais, tal como foi feito com o PLK. Estes
Figura 27. Estrutura do

compostos sintéticos clarificaram a importancia de derivado sem cadeia lateral

. . . longa. “!
determinados aspectos estruturais para o potencial 8
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farmacolégico, biodisponibilidade e toxicidade 4l o primeiro derivado (fig.27) a ser
sintetizado possuia uma cadeia lateral curta e foi verificado que a sua actividade in
vitro apenas se verificava para concentragdes superiores a 2,4 uM (ICsp) , sendo assim
menos activo que os acidos A; e Bs. Este dado permitiu inferir a importancia estrutural
de uma cadeia lateral longa. Ao mesmo tempo foi testada a actividade de um dioxano
natural, o condrilino (fig.28), extraido de uma esponja do género Xestospongia, com o
objectivo verificar a influéncia que a ligacdo dupla situada entre os carbonos das
posicdes 4 e 5 teria na actividade bioldgica. Foi demonstrado no mesmo ensaio in vitro
gue sO para concentracoes superiores a 0,24 uM existia actividade antiplasmodial,
sugerindo que a referida ligacdo dupla pode ser responsavel pelo decréscimo
verificado na actividade. Antes de mencionar os derivados sintéticos de Az e Bs;, é
importante referir que todos estes dados

re . . A . . . =]
permitiram definir trés requisitos estruturais para a CH3{CHzhs —“-}\H/IL

HiCO0™ g OCH;

actividade farmacoldgica e elevada selectividade de

[41,42],

toxicidade dos acidos peroxiplakortinicos [41]

Figura 28. Estrutura do condrilino.

v" Um anel 1,2-dioxano
v" Uma cadeia lateral alquilica que seja linear e possua um dieno conjugado
v" Um grupo metilo situado no carbono alfa adjacente ao éster da cadeia lateral

remanescente

Para efectuar os estudos de correlagdo estrutura/actividade, foi efectuada a
sintese de dois 4cidos peroxiplakortinicos, partindo da y-butirolactona. A y-
butirolactona foi colocada em reacgdo com dimetiloxima e cloreto de dimetilaluminio,
sendo assim convertida numa amina de Weinreb que é um substrato preferencial para
a adi¢cdo de carbono através de uma reaccao de Grignard. Aqui o reagente de Grignard
era o factor determinante para o tamanho da cadeia alquilada, pois é através desta
reaccao que a cadeia lateral é adicionada sob a forma de um reagente organometalico
R-MgBr, obtendo-se dois produtos designados por N4 e N8, consoante o numero de
carbonos existentes na cadeia lateral (fig.29). O segundo derivado possuia uma cadeia
lateral muito maior do que o primeiro, sendo depois ambos sujeitos a uma reacgdo de
Wittig que vai introduzir o éster a,B-insaturado, fundamental para obter dois

objectivos num sé: possibilitar a formacdo do dioxano num primeiro passo e ficar com
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o éster da segunda cadeia lateral. Ambos os derivados intermédios foram sujeitos a
uma oxidacdo de forma a obter um grupo perdéxido no lugar do carbonilo original da y-
butirolactona. Finalmente ambos os intermedidrios foram postos a reagir com
dietilamina e 2,2,2-trifluoretanol, um dlcool acidico que ird possibilitar a formacdo do
1,2-dioxano desejado. Esta é uma estratégia de sintese que compreende seis passos,
com rendimentos médios situados entre 60% e 80%. Se os resultados bioldgicos de N4
e N8 forem positivos e o processo de sintese optimizado, estes derivados poderdo ser

promissores. [41]
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Figura 29. Esquema da estratégia de sintese seguida para os derivados sintéticos dos

acidos peroxiplaokortinicos e tabela com abreviaturas. Os compostos foram designados

neste trabalho como N4 (quando n=4) e N8 (quando n=8). fa1l

Estes derivados sdao obtidos sob a forma de um mistura racémica de isémeros
syn e anti, tendo sido testada a actividade in vitro, com culturas de P.falciparum, da
mistura e de cada isdmero em separado. A actividade de cada isémero syn e anti em
separado de N4 e N8 ndo é muito diferente da actividade da mistura racémica,
contudo foi verificado que os isémeros syn possuem indices de selectividade
toxicoldégica superiores aos isomeros anti. Dado que estereoquimica ndo parece
interferir com a actividade antimaldrica destes compostos, é possivel concluir que os
compostos N4 e N8 devem ser testados in vivo em modelos animais, de modo a
determinar prioritariamente a sua estabilidade sérica. O I1Cso de N4 (mistura racémica)

é de 0,12 pM e para N8 é de 0,14 pM.
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9.4. 1,2- Dioxanos com estrutura terpendide

Foram identificados compostos de origem marinha com estrutura terpendide
gue possuem um anel endoperoxido. Estes compostos foram classificados como duas
novas classes de potenciais anti-maldricos de origem marinha, os norsesterpenos e os

norditerpenos, e sdo extraidos da esponja do género Diacarnus.

Figura 30. Imagem de uma esponja do género Diacarnus de

onde sdo isolados endoperdxidos com actividade

antimaldrica: D. erythraeanus. (43]

9.5. Norsesterpenos — Sigmosceptrelina

A partir da esponja Diacarnus erythraeanus foi extraida uma nova classe de
dioxanos, os norsesterpenos. A sua actividade antimalarica foi testada em estirpes de
P. falciparum utilizando dois destes norsesterpenos previamente extraidos da esponja
D. erythraeanus: a sigmosceptrelina B e o seu epimero, a sigmosceptrelina A. A
sigmosceptrelina B possui actividade parasiticida para valores de ICso de 1200 ng/mL
contra culturas da estirpe de P.falciparum CQS D6 e 3400ng/mL face a estirpe CQR W2.
Por sua vez com a sigmosceptrelina A foram obtidos valores de ICso de 470 ng/mL e de
420 ng/mL, utilizando as estirpes do parasita respectivas. Estes valores de actividade
do composto s3ao cerca de quatro vezes mais elevados, e a estes niveis a
sigmosceptrelina A ndo apresentou quaisquer indicios de citotoxicidade. Estes dados
apontam para um potencial fdrmaco com uma selectividade bastante aprecidvel,
sendo que a baixa citotoxicidade sugere a possibilidade de efeitos secunddrios muito

reduzidos quando testado in vivo. “2*¥
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Sigmosceptreling A Sigmosceptreling B

Figura 31. Estrutura da sigmosceptrelina. Esta imagem retrata a

. , . . . ; 42
diferenca estereoquimica existente entre os dois epimeros. (2]
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9.6. Norditerpenos

A partir da esponja Diacarnus levii, endémica dos mares da Nova Caleddnia, foi
extraida uma série de norditerpenos, que se encontram representados na figura 32.
Alguns destes compostos foram isolados e caracterizados quanto a sua estrutura e
estereoquimica de modo a esclarecer se diferentes isomeros podem exibir actividades
biolégicas diferentes. Deste conjunto de compostos foram seleccionados os
compostos 1, 2, 3, 6, 10 (identificados na fig.32), assim como uma mistura dos
compostos 3, 6 e 10 numa proporcao respectiva de 47:33:20, para serem testados in
vitro com estirpes CQS (HB3 e F32) e CQR (FCR3 e D2) de P.falciparum; o padrdo
utilizado foi uma vez mais a cloroquina. Estes compostos foram também testados em
varias culturas de linhas celulares cancerigenas de modo a verificar se sdo selectivos
para as células parasitarias. Nestes ensaios os valores de ICsg foram expressos em uM

e encontram-se na Tabela IV. %!

22 23
19 20 24
A H 20 19
o O 1.R
H ©
1XX=0 LI
2 %o 6 R=0CH,Ph
& 7 R=(5}-NHCH(Ph)COMe
8 R=(R)-NHCH(Ph)CO,Me
R' R? H
x OoR? X 0. R 9X,X=0, R=0Me
0~ - ‘weH R=
) A 10 X=H, R=0CH,Ph
<y 11 X=H, R=(S}-NHCH(PRICO.Me
13 R=({S)-NHCH(Ph)CO,Me 12 X=H, R=(R)-NHCH(Ph)CO,Me
3 X=H, R =Me, R*=H, R?= PhCH, 14 R=(R)-NHCH(Ph) COMe

4 X, %=0, R'=H, R*=R%=Me
§ X, X=0, R'=R®=Me, R?=H

Figura 32. Estruturas dos compostos norditerpénicos extraidos da esponja D./evii. (4l
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Tabela IV — Citotoxicidade dos compostos norditerpénicos contra células de P.
falciparum de estirpes CQS e CQR e contra vdrias linhas de células tumorais

45
(ICso ).
CQ-sensitive P. CQ-resistant P Turmgur cell lines
Jaleiparum®™) Saleiparum™)
HE3 F32 FCR3 Dz KB HelLa Hep-2
1 71 001 21 =0 = 70 = 70
2 T4 7.2 = T4 =74 = 74
3 124 73 2.1
6 73 62
10 1| 6.4
Mixture®) 19 1.4 25 kN 2.1
cQ 0.03 0.23 0.21 = 0.0 [11]

" CQ = Chleroguine.
®) Experiment performed in Noumea (all other experiments done in La Paz).
Sy 47:33:20 Mixture of free acids corresponding to 3. 6. and 10. respectively.

Desta série de compostos foi determinado que o composto 10, o
desoxidiacarnoato de B-benzilo, foi o mais eficaz na eliminacdo do parasita, com um
valor de ICsg de 11 puM face a estirpe F32 e de 6,4 uM utilizando a estirpe resistente
D2. Como seria de esperar, a mistura dos norditerpenos 3, 6 e 10 obteve os melhores
resultados contra o parasita, ICso 2,9 UM com a estirpe HB3 e 1,4 uM contra a estirpe
FCR3, contudo esta mistura n3do foi utilizada para posteriores ensaios in vivo dado que
demonstrou citotoxicidade a baixas concentra¢Ges (entre 2,1 e 3,1 uM), podendo
acarretar riscos para um hospedeiro do parasita. Estas provas de citoxicidade foram,
como ja foi referido neste trabalho, retiradas de testes in vitro com varias linhagens
celulares cancerigenas conhecidas, para determinar se estes endoperdxidos sao
selectivos apenas para as células de Plasmodium, fornecendo igualmente informagao
sobre uma eventual actividade anti-neopldsica que estes endoperdxidos possuam ter.
E de salientar que o deoxidiacarnoato de B-benzilo ndo foi sujeito aos ensaios de
citotoxicidade anteriormente referidos, pelo que estes testes seriam importantes para
determinar se este endoperdxido é de facto seguro para testes in vivo, dada a boa
actividade antiplasmodial apresentada, sobretudo em estirpes CQR, a resisténcia mais

frequente as terapéuticas correntes. [43]
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O epinuapapuanoato de 3-metilo (composto 2) foi seleccionado para ensaios in
vivo em ratinhos infectados com P.berghei com consequéncia de ter apresentado
niveis de citotoxicidade apenas para concentracdes elevadas e valores de ICsy de 7,2
UM e 7,4 uM, contra estirpes as HB3 e FCR3, respectivamente. Deve ainda ser referido
gue o epinuapapuanoato de 3-metilo é de todos os ésteres norditerpénicos o mais
abundante na esponja D.levii. Este facto, aliado as actividades in vitro demonstradas
contra estirpes CQS e CQR, suportaram estudos detalhados neste composto. Os
ensaios in vivo efectuados demonstraram que o epinuapapuanoato de 3-metilo, em
dosagens de 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg, provocava 56% de inibicdo do
crescimento parasitdrio com sobrevivéncia de todos os ratinhos, 49% de inibicdo do
crescimento parasitario com a morte de um individuo e a morte de todos os individuos
por fendmenos hemorragicos, respectivamente. E possivel assim inferir que a dose de
25 mg/kg é a mais adequada para ser o ponto de partida para mais ensaios com

modelos animais e que em sobredosagem o

.

Vo
epinuapapuanoato de 3-metilo pode interferir de ( J,:}f - ! j{l/ﬁooﬁH
o = Mg
0
modo significativo com a cascata de coagulacao :

dos mamiferos, tal como ocorreu com os ratinhos )
Figura 33.Estrutura do

[45] [42]

utilizados. epinuapapuanoato de 3-metilo.

Com base nos dados de bioactividade, é possivel afirmar que o
epinuapapuanoato de 3-metilo, o deoxidiacarnoato de B-benzilo e a referida mistura
dos ésteres 3, 6 e 10 s3ao mais eficazes em estirpes de Plasmodium CQR. Estes dados
sugerem um mecanismo de acumulag¢do, bioactivacdao e acgdao com o ferro no parasita
diferente das aminoquinolinas (cloroquina, mefloquina) e também apontam para a
possivel existéncia de algum factor membranar expresso nas estirpes CQR que facilite
a entrada destes ésteres no parasita. 431 |ndicam ainda que os ésteres norditerpénicos,
apesar de possuirem um farmacéforo com um nucleo endoperoxidico mais simples,
podem conduzir a processos de stress oxidativo semelhantes aos que os 1,2,4-
trioxolanos provocam no interior do vacuolo alimentar do parasita. [45.46] Estes ésteres
norditerpénicos podem eventualmente afirmar-se como uma nova classe de
antimalaricos para combater estirpes de Plasmodium resistentes. Serdo assim

necessarios estudos relacionais de estrutura/actividade, a semelhanca do que

Endoperodxidos de origem marinha com actividade antimalarica Pagina 40



aconteceu com o PLK, partindo do epinuapapuanoato de 3-metilo e do
deoxidiacarnoato de B-benzilo, para poderem ser suportados os processos de

optimizacdo farmacodinamica e farmacocinética.

Endoperodxidos de origem marinha com actividade antimalarica Pagina 41



10. Emergéncia e importancia dos compostos de origem marinha

Antes de concluir este trabalho gostaria de referir o exemplo de um composto
com origem marinha aprovado para o tratamento corrente de uma patologia: a
eribulina. A eribulina é um farmaco obtido a partir de esponja Halichondria okadai e é
um antimitdtico que interfere selectivamente com a dinamica dos microtubulos do
citoesqueleto de células neopldsicas, afectando deste modo a sua replicacdo. Este
farmaco é utilizado no tratamento do cancro da mama metastisado, sendo utilizado
como uma terapéutica de 32 linha quando a administracdo de outros farmacos
citoxicos ja ndo é eficaz. Ao ser utilizada para o tratamento do cancro da mama, uma
das formas de cancro mais frequente e mortal da actualidade, a eribulina revela a
importancia que os compostos com origem marinha podem ter para a descoberta de
novos farmacos e para o tratamento de doencas graves. O facto de a eribulina ser o
primeiro farmaco a ser obtido a partir de uma esponja e o terceiro farmaco com

origem em invertebrados aquaticos a ser comercializado, confirma essa importancia.

[47]
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11. Conclusao

As terapéuticas cldssicas contra o parasita da maldria estdo a revelar-se
ineficazes dado que a emergéncia de resisténcias por parte do P. falciparum é cada vez
maior. Deste modo, a busca de novos farmacos passiveis de serem utilizados em
monoterapia ou nos regimes de ACT é fundamental para contornar este fendémeno de
seleccao de resisténcias. O 0Z439 e o RKA 182, um trioxolano e um tetraoxano,
respectivamente, estdo na fase final de ensaios clinicos para determinar se podem ser
utilizados em protocolos de quimioterapia da Maldria devido as suas caracteristicas
farmacoldgicas e baixos custos de producdo. E de salientar que quanto maior for o
arsenal terapéutico disponivel para tratar a Malaria em intervalos curtos de tempo, ou
usar em profilaxia, mais vidas irdo ser salvas, ao mesmo tempo que a longo prazo o
numero de resisténcias parasitarias ird surgir mais lentamente, tornando as

terapéuticas mais eficazes e duradouras.

Os 1,2-dioxanos com origem marinha sdo potenciais antimaldricos que estdo a
ser alvo de estudos de correlacdo estrutura/actividade, de modo a determinar quais os
requisitos estruturais que cada 1,2-dioxano deve possuir para que o seu potencial
antiplasmodial seja maximizado e a farmacocinética optimizada. Devido a sua
estrutura simples e possibilidade de obtencdo por meios economicamente
sustentaveis, quer seja por sintese quimica quer por meios biotecnolégicos, os 1,2-
dioxanos sdao compostos promissores no tratamento futuro da maldria. Se for
verificada a sua eficacia farmacoldgica em seres humanos, estes endoperdxidos podem

representar uma nova classe de fadrmacos antimalaricos.

O facto de os 1,2-dioxanos terem um mecanismo de ac¢dao semelhante aos
endoperoxidos ja utilizados no tratamento da maldria, nomeadamente a ART e seus
derivados, é uma caracteristica que estimula o estudo da sua actividade em sistemas
biolégicos. No caso dos acidos peroxiplakortinicos foi proposto um mecanismo onde
existe, simultaneamente, a bioactivacdo com o Fe(ll) no vacuolo alimentar do parasita
e a formacgdao de um radical alquilante. Em conjunto com o PLK e seus derivados, os

acidos peroxiplakortinicos podem ser considerados compostos promissores para
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ensaios clinicos que determinardo o0s seus parametros farmacocinéticos,

farmacodinamicos e a sua toxicidade no organismo humano.

Para os restantes 1,2-dioxanos conclui-se que as sigmosceptrelinas devem ser
alvo de estudos in vivo de modo a determinar, em primeira instancia, quais as
dosagens que tém eficdcia terapéutica sem provocar efeitos téxicos. Os norditerpenos
necessitam de ser sujeitos a ensaios relaccionais de estrutura e actividade, como
aconteceu com o PLK, de modo a determinar-se quais sdo as optimizacdes estrurais
gue irdo garantir que o epinuapapuanoato de 3-metilo e o deoxidiacarnoato de f-

benzilo tenham um perfil farmacocinético e farmacodinamico optimizado.

E de salientar que a aprovacido da eribulina para o tratamento de uma forma de
cancro denota a importancia que os compostos com origem marinha podem ter para o
desenvolvimento de novos farmacos que podem ser utilizados no tratamento de
patologias graves. Pensamos que a prospeccdao de metabolitos secundarios de origem

marinha para fins farmacoldgicos e biotecnolégicos é uma area com elevado potencial.
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