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Resumo

A malaria ¢ uma das doengas mais antigas e prevalentes do mundo. A transmissao
para os humanos ocorre através da picada de um mosquito fémea Anopheles infetado por
parasitas do género Plasmodium. As espécies infetantes P. falciparum e P. vivax sdo as
que constituem maior ameaga, originando as maiores taxas de morbilidade e mortalidade.
Os casos de malaria sao de maior prevaléncia nas zonas tropicais e subtropicais de paises
em desenvolvimento, constituindo a doenca um entrave ao desenvolvimento desses

paises.

O tratamento atual para a malaria passa pelo uso de cloroquina (CQ) ou terapia
combinada a base de Artemisinina (ACT), sendo que para casos de maldria ndo
complicada provocada por P. falciparum, o tratamento recomendado para as criancas e
adultos, excetuando gravidas no primeiro trimestre de gestagdo, envolve o uso de uma
das varias terapéuticas ACT, como por exemplo a associagao Arteméter + Lumefantrina
(LF). A selecdo para resisténcias a CQ e a artemisinina e seus derivados semissintéticos,
decorrente de mutacdes induzidas pelo parasita, tém conduzido a perda de eficicia destes
compostos no tratamento da malaria. Desta forma, ¢ primordial compreender os
diferentes mecanismos de acao dos antimaldricos e as suas limitacdes, com vista a
melhorar as propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas dos compostos em uso,
através da insercdo de novas entidades farmacoldgicas que possam por sinergismo
melhorar a resposta final da terapéutica, ou através do desenvolvimento de novos
farmacos, preferencialmente moléculas capazes de atuar em alvos terapéuticos do parasita

menos explorados.

A presente dissertagdo resume as terapéuticas atuais para o tratamento da malaria
e as novas moléculas hibridas que tém sido propostas, com especial foco nos complexos
hibridos contendo entidades metalicas na sua estrutura, discutindo a sua atividade
antiplasmodial e potencial terapéutico, face a atividade dos antimalaricos ja existentes,

como a CQ.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium spp., resisténcias a antimalaricos,

cloroquina, terapias ATC, complexos metalicos.
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Abstract

Malaria is one of the oldest and most prevalent diseases in the world. It is
transmitted to humans through the bite of female Anopheles mosquitoes infected with

parasites of the genus Plasmodium spp.

The species P. falciparum and P. vivax are the ones that constitute the greatest
threat, leading to the highest rates of morbidity and mortality. Cases of malaria are more
prevalent in tropical and subtropical areas of developing countries, representing a burden

to the welfare of the populations and the development of countries affected.

Current treatment for malaria involves the use of chloroquine (CQ) or
Artemisinin-based Combination Therapy (ACT). For uncomplicated malaria due to
infection by P. falciparum, the recommended treatment for children and adults, excepting
for women in the first trimester of pregnancy, involves the use of an ACT, for instance
the association of Artemeter + Lumefantrine. Development of resistance to CQ and
artemisinin by the parasite has rendered these compounds less effective against malaria.
As such, it is essential to understand the different mechanisms of action of current
antimalarials, as well as their limitations, with a view to improving the pharmacodynamic
and pharmacokinetic properties of the antimalarial chemotypes in use, promote their
association with new entities that can synergistically improve the therapeutic response, or
develop novel compounds, preferably acting on different therapeutic targets of the

parasite.

The present dissertation summarizes the chemotherapeutic solutions in use for
treatment of malaria as well as the novel compounds under development for malaria
chemotherapy, with special focus on the design of hybrid molecules incorporating
metallic entities in their structure, discussing their respective antiplasmodial activity and

properties, vis a vis the activity of the already existing antimalarials, like CQ.

Keywords: Malaria, Plasmodium, Antimalarial drug resistance, chloroquine, ACT

therapies, metallic complexes.
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1. Introducio

1.1. Breve nota sobre a historia da malaria

Os eventos climaticos que ocorreram na Idade do Gelo foram responsaveis
pelo aparecimento e disseminacdo dos primeiros humanos e parasitas. Na Idade
Meédia, as variagdes climaticas, com oscilagcdes da temperatura, poderdo ter estado na
origem de certas doencas infeciosas que ocorreram na Europa. A urbanizacao
crescente entre o final da Antiguidade e inicio da Idade Média favoreceu as
pandemias, por aumento da densidade populacional. Por outro lado, zonas pantanosas
do planeta criaram um ambiente propicio para o desenvolvimento de parasitas. No
decurso dos conflitos entre paises, o constante movimento das tropas, a permanéncia
nas trincheiras por longos periodos e o retorno dos soldados a sua terra natal
propiciaram epidemias. Além das guerras, também as catastrofes naturais, as
migragoes das pessoas para areas endémicas e as viagens intercontinentais favorecem
a disseminacdo de doengas provocadas por infecdes virais e parasitarias,
nomeadamente da malaria. (1-3)

Os primeiros relatos de febres causados por parasitas da malaria encontram-
se em registos médicos chineses antigos e no Papiro de Ebers. Porém, foi A. Laveran
que, usando um microscopio otico, detetou a presenca de parasitas Plasmodium em
esfregacos de sangue de um soldado em estado febril. (1-3)

Mais tarde E. Marchiafava e A. Celli identificaram o parasita no interior dos
glébulos vermelhos, enquanto C. Golgi, outro cientista italiano, descobriu que o ciclo
do parasita em estadios sanguineos era responsavel pelas manifestagdes clinicas
observadas nos pacientes, demonstrando também que cada parasita apresentava
caracteristicas morfologicas e biologicas especificas, diferentes entre as varias
estirpes. E. Marchiafava ¢ A.Bignami foram os primeiros a associar o parasita
descoberto por Laveran a forma mais grave da malaria, através da observagdo da
obstrucdo da micro-vasculatura cerebral. Entretanto, R. Ross descobriu que a
transmissao da malaria era efetuada por mosquitos, o que permitiu validar a hipotese
de que Plasmodium atuava como um parasita dos seres humanos. (3)

Relativamente a estratégias de controlo da doenga, algumas formas de

erradicagdo da maléria passaram por um maior controlo do vetor, associando o uso



de farmacos antiparasitarios € um investimento na melhoria das condigdes de vida
das populagdes afetadas. Atualmente, o controlo vetorial ¢ essencialmente baseado
no uso de inseticidas. Porém, as crescentes resisténcias dos insetos aos inseticidas, €
também dos parasitas aos farmacos antimaldricos, representam uma ameaga em
termos de controlo global da malaria. Segundo um estudo da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), as 4 classes de inseticidas em uso (piretréides, organoclorados,
carbamatos e organofosfatos) apresentam perdas de eficacia devidas a resisténcias
por parte do vetor. Face a estas circunstancias a OMS apresentou um plano nacional
de monitorizacdo da eficicia de inseticidas em que uma das principais intervengdes
se baseia no uso de redes de butoxido de piretréide-piperonilo (PBO) e inseticidas
neonicotinoides, para controlo dos vetores de malaria. (4,5)

Outra abordagem recentemente proposta para o controlo da doenca consiste
no desenvolvimento de vacinas. A classificacdo das vacinas para a maldria ¢ feita
com base no estadio de desenvolvimento do parasita em que atuam, tendo varios
grupos de investigagdo optado entre vacinas pré-eritrocitarias, vacinas que atuam no
estadio sanguineo e vacinas de bloqueio de transmissdo. (6) A vacina RTS,S contra
Plasmodium falciparum é uma das estratégias adotadas pela OMS desde 2021, mas
deve ser usada apenas em criangas que vivem em regides com risco de transmissao
moderado ou elevado. Em outubro de 2021 os grupos SAGE ( Strategic Advisory
Group of Experts on Immunization) ¢ MPAG ( Malaria Policy Advisory Group)
avaliaram os resultados do uso da vacina RTS,S em ensaios clinicos de fase 3,
verificando que a vacina apresenta uma eficacia de 36% em criangas dos 5-17 meses,
apo6s receberem 4 doses da vacina, considerando um follow-up de 4 anos. A vacina
RTS,S tem como alvo a proteina circunsporozoita expressa na superficie do
esporozoito e atua sobre os parasitas que ainda ndo infetaram as células do figado.
Sendo uma vacina pré-eritrocitaria pode ser a vacina ideal, j& que atua nos primeiros
estadios de desenvolvimento do parasita, bloqueando os estadios subsequentes e a
transmissao da doenca. (4,6)

As semelhangas de sintomas entre a COVID-19 e a malaria podem ter
conduzido a diagnoésticos errados ou negligéncia, com possibilidade de co-infegao, ja

que os testes e o tratamento da maléria foram preferidos face a COVID-19. (7)



1.2. Epidemiologia da malaria

A malaria é endémica em regides tropicais e subtropicais de Africa, Asia, América
Central e América do Sul”.(8) Importa referir que, entre 2000 e 2019, a incidéncia da
malaria diminuiu em 29%, enquanto que o nimero de mortes por maldria diminuiu em
60%.(9) Globalmente, em 2019 a OMS estimou aproximadamente 227 milhdes de casos
de malédria em cerca de 85 paises endémicos, tendo cerca de 94% das mortes sido
registadas na Regido Africana da OMS, apesar das medidas implementadas nesta regido
para conter a disseminacao da doencga.(4) Em 2020, no decurso da pandemia por COVID-
19, foi observado um aumento de 14 milhdes de casos de malaria, face a 2019.(4) Neste
ano, 29 dos 85 paises endémicos foram responsaveis por 96% dos casos, a nivel global, e
mais de metade das mortes ocorreram em 4 regides africanas, nas quais se incluem a
Nigéria (31.9%), a Republica Democratica do Congo (13.2%), a Republica Unida da
Tanzania (4.1%) e Mocambique (3.8%), como representado na Figura 1.1. (4)

s Sudsio do Sul{1.2%)
S L 2%)
—— Malawi(1.1%)
Burundil0.9%)
Repiblia Centro-Africana{0.8%)
Libéria(0.7%)
Senegal(0.7%)
Togae{0.6%)

Nigéria(31.9%)

Figura 1.1- Representacdo grafica da distribuicdo do ntimero de infe¢des por
malaria nos paises endémicos no ano de 2020, de acordo com dados da WHO. Adaptado

de (4).



1.2.1. O parasita

A malaria ocorre devido a infe¢do sanguinea por parasitas protozoarios
pertencentes ao género Plasmodium. Existem atualmente 5 espécies de Plasmodium que
infetam os humanos, nomeadamente, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, e Plasmodium knowlesi. Porém, destas
espécies a que provoca maior morbilidade ¢ mortalidade, e com uma maior taxa de
viruléncia, ¢ o Plasmodium falciparum, em que os pacientes podem desenvolver
insuficiéncia hepatica e renal, convulsdes e coma, podendo a infe¢ao conduzir a morte.
(10) A maléria cerebral ¢ uma das complicagdes mais frequentes e mortais, apresentando
uma taxa de 100% de mortalidade se ndo houver tratamento com antimalaricos. Os
sintomas comuns sdo coma, febre, convulsdes, vomitos e anorexia. Envolve processos
imunomediados, por ataque do proprio sistema imunitario, pelo que uma das estratégias

terapéuticas assenta na modelacao da resposta do sistema imune do hospedeiro. (11)

As principais carateristicas das véarias espécies de Plasmodium infetantes

encontram-se resumidas na Tabela 1.1.

As espécies Plasmodium vivax e Plasmodium malariae sao as que apresentam
uma maior distribui¢do a nivel global. Os parasitas pertencentes a estas espécies causam
manifestagdes menos graves da doenga, apenas com estados febris agudos que retornam
em 3 dias, no caso de P. vivax, designados por febre periddica “ter¢a benigna” e, no caso
de P. malariae, por “quartan”, pois o retorno dos episodios agudos febris ocorre por

periodos de 4 dias. (12)

Nas regides onde as infe¢des por P. falciparum e P. vivax sdo prevalentes verifica-
se que a incidéncia da infe¢ao por P. vivax tende a aumentar em pessoas mais jovens. Isto
deve-se ao facto de, para P. vivax, a inoculagdo poder ser seguida de varias recaidas.
Plasmodium ovale, tal como Plasmodium vivax, apresenta um risco bastante baixo de um
desfecho fatal. P. vivax pode assumir a forma latente a nivel hepatico, podendo sobreviver
em climas mais frios do que outras espécies de malaria e levando a que a sua distribui¢ao
geografica seja maior. E predominante nos tropicos, subtropicos e climas temperados,
sendo mais prevalente na América Latina e no Sudeste Asidtico. Uma das carateristicas
em que o P. vivax difere das restantes espécies, sendo por isso menos prevalente face a

Plasmodium falciparum, ¢ o facto de necessitar da presenca do antigeno Duffy na



superficie das células para poder infetar as hemécias, verificando-se que em Africa a
populagdo apresenta pouca expressao do antigeno Duffy. Embora P. vivax seja
considerado uma forma benigna da maldria, podem surgir casos de maldria grave,
causando anemia em criangas. Nas regides de Papua, Indonésia e Papua Nova Guiné, P.
vivax ¢ uma importante causa de morbilidade e mortalidade, sobretudo em criancas.

(13,14)

De todas as espécies de Plasmodium infetantes de humanos, P. ovale ¢ a que
apresenta uma distribui¢do mais limitada. Os parasitas podem permanecer latentes no
figado por muitos meses, causando o reaparecimento dos sintomas meses ou mesmo anos
depois. P. ovale ¢ encontrado, principalmente, em Africa (especialmente na Africa
Ocidental) e nas ilhas do Pacifico Ocidental, encontrando-se nas Filipinas, Indonésia e
Papua Nova Guiné. E biologicamente ¢ morfologicamente muito semelhante a P. vivax.
As tUnicas espécies que formam hipnozoitos sdo P. vivax e P. ovale, podendo causar

recaidas ap6s a infecdo primdria. (14,15)

Plasmodium ovale estd atualmente dividido em duas espécies simpaticas,
Plasmodium ovale wallikeri (Pow) e Plasmodium ovale curtisi (Poc), quase idénticas a
nivel fisiolégico e bioldgico, e também clinico, embora sejam geneticamente distintas e
nao recombinantes. A principal diferenca entre estas duas espécies consiste numa
trombocitopenia mais acentuada e maior INR, com periodos de laténcia menor, no caso
das infecdes causadas por P. ovale wallikeri, o que indicia uma maior patogenicidade em

relagdo a Plasmodium ovale curtisi. (16—18)

Plasmodium knowlesi ¢ um parasita zoonético que foi detetado primeiramente na
Malasia e subsequentemente no Sudeste Asidtico e em Timor-Leste. O Sudeste Asidtico
¢ conhecido como o principal foco de transmissao, sendo o parasita disseminado para
diferentes partes do mundo gragas a viagens ou de atividades turisticas. O parasita
apresenta um ciclo assexuado de replicagdo de 24 horas e por isso pode progredir
rapidamente de uma simples infecdo para uma situagdo de malaria grave, semelhante a

Plasmodium Falciparum. (14,19)

P. Knowlesi origina casos ocasionais de maléria perto de areas florestais do

Sudoeste Asiatico e do subcontinente indiano. (14)



Tabela 1.1- Sintese das caracteristicas das espécies de Plasmodium. (12,14,15,19—

30)
Espécies Plasmodium Plasmodium | Plasmodium Plasmodium Plasmodium
falciparum vivax malariae ovale knowlesi
Distribuicio | Zonas tropicais | Responsave | Ampla Africa Ocidental | Distribuigio
e subtropicais, | | por quase | distribui¢ao e ilhas  do | limitada, na
em regides de | metade dos | demografica na | Pacifico Malasia/Indonésia
temperatura casos de | América  do | Ocidental. e noutros paises
elevada; maléria fora | Sul, Asia e do sudeste
predominante | de  Africa. | Africa,  mas asiatico.
em Africa. Raro em | menor que P.
Africa. falciparum;
resulta na
maioria  dos
casos de uma
co-infeg¢do com
P. falciparum.
Aspeto das Nao aumentam | Aumentam | Tamanho Aumentam de | Hemdcia infetada
hemacias de tamanho; | de tamanho; | inferior ou | tamanho; nos estadios
infetadas manuten¢do da | formato igual ao | deformacao, anelar, trofozoito
area superficial | amebodide. normal. margem e esquizonte,
relativamente a dentada. esférica,  maior

uma hemécia

ndo infetada.

area superficial e

menor
citosolico
célula
nao

quantidade

hemoglobina
superior a

falciparum

volume
que
sanguinea

infetada;

de

P.

(diferenciagdo no

diagnostico).




Estadios no | Alguns Trofozoitos, | Trofozoitos, Trofozoitos, Trofozoitos,
sangue trofozoitos esquizontes | esquizontes e | esquizontes € | esquizontes e
periférico jovens ele gametocitos. gametocitos. gametocitos.
gametocitos. gametocitos
Hipnozoitos | Nao apresenta. | Permanece | Nao. Sim. Nao apresenta
hepaticos m em estado hipnozoitos.
de laténcia
por periodos
que variam
entre 1 meés
e 2 anos.
Recaidas Nao. Sim. Nao. Sim. Nao.
Ciclo de Terca maligna; | Terca Quartd, com | Tercd benigna; | A cada 24 horas;
hemolise picos de febre a | benigna; picos de febre a | picos de febre a | libertacdo de
cada 3 dias. picos de | cada 4 dias. cada 4 dias. merozoitos mais
febre a cada rapida que nas
3 dias. outras  espécies,
no humano -
Malaria diaria ou
“quotidiana”.
Antigenos Nao necessita. | Necessita. | Nao necessita. | Nao necessita. P. Knowlesy
Duffy necessita do fator
Dufty na
superficie dos
globulos.
vermelhos para a
invasao.
Doenca Sim. Nao. Nao Nao. Nao causa coma
microvascul nem anemia
ar (malaria grave, ao

cerebral)

contrario de P.

falciparum.




Resisténcia a | A quase todos. | Resisténcia | Desconhecido. | Desconhecido. Suscetivel a CQ e
antimalarico a CQ. a outros
S antimalaricos.
Malaria Quase todos os | Pouco Pouco Pouco frequente. | Pode surgir tanto
complicada | casos; formas | frequente. frequente. maldaria
mais graves e complicada como
fatais. nao complicada.
Sintomas Malaria Esplenomeg | Sindrome Rutura Semelhante a
caracteristic | cerebral, alia, Rutura | nefrotica. esplénica, malaria grave por
os de insuficiéncia esplénica e trombocitopenia | P.  falciparum.
malaria renal  aguda, | complicagd ,coagulagdo Falta de ar, dor
complicada | anemia grave, | es intravascular. abdominal,
sindrome  de | pulmonares. vomitos. Nos
desconforto estados mais
respiratorio graves: ictericia,
agudo. lesdo renal aguda,

choque e
desconforto
respiratorio,

auséncia de coma.




1.2.2. Ciclo de vida de Plasmodium
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Figura 1.2- Ciclo de vida de Plasmodium. Adaptado de (31).

As diferentes fases que ocorrem apos a infecdo pelo parasita sdo semelhantes,
independentemente da espécie de Plasmodium infetante. O parasita apresenta duas fases

de reproducao: assexuada, no ser humano, e sexuada (esporogonica), no mosquito. (32)

A infe¢do natural pelo parasita da malaria envolve uma transmissao ciclica de
humanos e do mosquito fémea Anopheles infetado, que funciona como vetor. As varias
etapas estdo representadas na Figura 1.2. A infe¢do humana inicia-se com a picada pelo
mosquito, dando inicio ao ciclo de vida do parasita, que compreende as fases exo-
eritrocitica (A), nos hepatdcitos, e eritrocitica (B), nas hemacias, através de um conjunto
de divisdes mitdticas (reprodugdo assexuada). (31) No humano, apds a picada pelo
mosquito (1) os esporozoitos injetados (1) alojam-se no figado, onde o parasita cresce e
se multiplica nos hepatdcitos (2), por mitose, durante 2 a 10 dias (variavel, de acordo com
a espécie de Plasmodium infetante). Nesta fase, os esporozoitos amadurecem formando
esquizontes (3), e cada esquizonte multinucleado da origem a milhares de merozoitos

mononucleares através de uma fase de reproducdo assexuada (esquizogonia exo-



eritrocitica), que sdo libertados na corrente sanguinea apos rutura do esquizonte (4),

completando assim o ciclo exo-eritrocitico. (31,33)

Nas espécies P. vivax ¢ P. ovale os esporozoitos podem nao se multiplicar ao
nivel dos hepatdcitos, amadurecendo e permanecendo numa forma inativa, nos
hepatdcitos, que se designa por forma hipnozoita. Ao longo do tempo pode haver uma
reativacdo destas formas, dando origem a formas merozoitas que sdo libertadas no sangue,
semanas ou até anos depois, sendo responsaveis pelas recaidas, por aumento da

parasitemia sanguinea e pelas febres periddicas. (31)

A fase exo-eritocitica (esquizogonia exo-eritrocitica) ¢ uma fase assintomatica,
sendo a sua duragdo variavel conforme a espécie do parasita, como coligido na Tabela
1.2. Apds esta fase de propagacgdo no figado, os parasitas sofrem reproducao assexuada
nos eritrécitos (esquizogonia eritrocitica). (33) Os merozoitos passam diretamente para o
sangue, € na primeira fase apds a invasdo convertem-se em trofozoitos, que passam de
um estadio anelar para um estadio maduro (d) e, de seguida, formam esquizontes (d).
Dentro dos eritrocitos o parasita degrada grande parte da hemoglobina (Hb), formando
heme e globina. Para evitar acumulacdo de heme, toxico para o parasita, este converte-o
em hemozoina, enquanto a globina usada como fonte de aminodcidos para o seu

desenvolvimento e crescimento do parasita. (34)

Seguidamente, ocorre a fase de amadurecimento do esquizonte eritrocitico. Cada
esquizonte maduro (d) d4 origem a uma nova geracdo de merozoitos (esquizogonia
eritrocitica) que se baseia numa fase de multiplicagdo assexuada, com producao de 8-16
merozoitos que geram um ciclo de infe¢do continuo onde estas formas infetam novas
células sanguineas, que apos rutura (6) sdo libertadas na corrente sanguinea de forma a
invadir novas hemacias. O tempo de replicagdo intracelular do parasita e de digestdo da
Hb da célula hospedeira ¢ de aproximadamente 48 horas (ciclo eritrocitico) em P.
falciparum, como referido na tabela 1.2. A fase de libertagdo dos merozoitos e a infe¢ao
de novas células ¢ responsavel pela elevada carga parasitiria no sangue e ¢ onde a

sintomatologia ¢ predominante, levando a estadios de crises febris. (33,35,36)

Seguidamente ocorre a diferenciacdo de alguns merozoitos em gametocitos (7)
femininos e masculinos, com parte dos merozoitos jovens envolvidos. Quando a fémea

Anopheles pica uma pessoa infetada, retira durante a sua refei¢do os gametocitos (8), que
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amadurecem e se transformam em macrogametas (femininos e masculinos) durante um

processo designado por gametogénese. (31,35)

No intestino médio do mosquito, apds uma refeicao de sangue, os gametocitos
masculinos e femininos sdo ativados por uma reducao da temperatura em relagdo ao
hospedeiro invertebrado e pela presenca de um fator soluvel do vetor, o dcido xanturénico
(XA). O ntcleo do microgameta divide-se trés vezes, por mitose, produzindo oito
nlcleos, enquanto nos gametocitos femininos cada ntcleo fertiliza um macrogameta (9),
formando um zigoto. Apos a fusdo dos nucleos o zigoto forma o oocineto (10), gerado
dentro do limen do intestino do mosquito, iniciando-se um processo designado por
esporogonia (c). O oocineto penetra na parede do intestino do mosquito, formando um
oocisto visivel dentro do qual ocorre uma outra fase de multiplicacdo de que resulta a
formacgdo das formas esporozoitas, num periodo de 10 a 15 dias. Estas formas migram
para as glandulas salivares do mosquito, sendo transmitidas aquando da picada pelo
mosquito no ser humano. (11) Completa-se assim o fim da terceira fase (fase de

reproducao sexual/esporogonia), gerando um novo ciclo de infe¢do. (33,35)

Tabela 1.2. Duragdo das fases do ciclo de vida das varias espécies de Plasmodium.

Adaptado de (13,37-39).

Espécies de Plasmodium

Fases do ciclo de P. P. P. P.
vida. vivax. ovale. malariae. | falciparum.

Fase pro- 6-8 9 14-16 5.5-7
eritrocitica (dias).

Merozoitos por 10 000 15 000 15000 30 000
esquizonte hepatico.

Ciclo eritrocitico 48 50 72 48
(horas).

Merozoitos por 14-20 6-12 8-10 16-24
esquizonte eritrocitico.

Periodo de| 12-17,0u 10a17,ou| 18-40, ou 9-14
incubacio (dias). até 24 mais. mais.

meses.
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Plasmodium vivax e ovale podem ter um periodo de incubagdo de meses, anos ou
até décadas, o que pode ser explicado pelo crescimento lento dos esporozoitos no figado
do hospedeiro, ficando por vezes num estadio dormente ou latente. Contudo, P. malariae
parece ndo apresentar formas quiescentes hepaticas, o que poderia explicar o periodo de
incubacdo mais prolongado em determinados casos, porém julga-se que a maturacdo e a
libertagdo dos merozoitos seja diferente, ocorrendo de forma progressiva para a corrente

sanguinea. (31,40)

Assim como cada fase do ciclo de vida do parasita varia, também o periodo de
esporogonia difere de espécie para espécie. O periodo de esporogonia, caracteriza-se pelo
tempo que medeia entre a ingestdo de sangue infetado e o momento de formagao de
esporozoitos nas glandulas salivares, tornando-se um mosquito infecioso. A ampla
variedade genética existente entre as espécies de Plasmodium pode explicar a diferente
capacidade de infetar uma espécie de mosquito, por outro lado a temperatura média
associada ao vetor pode influenciar o desenvolvimento do parasita no seu interior, assim

como a diferente especificidade vetor-parasita. (41)
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2. Terapéutica antimalarica

2.1. Principais grupos farmacoldgicos disponiveis para o tratamento da

malaria

O estudo da biologia e do genoma do parasita gera conhecimento sobre
mecanismos celulares cruciais para o seu desenvolvimento, facilitando estudos sobre o
modo de agdo de potenciais antimalaricos e propiciando o desenho de novas moléculas,
com o objetivo de mitigar perdas de eficacia por selegdo para resisténcias, garantir

seguranga e acdo rapida e, preferencialmente, tratar a maléria em dose unica. (42)

Os antimaldricos podem ser classificados de acordo com os diferentes estadios da
vida do parasita no hospedeiro humano em que atuam e, nesta classificagdo, consideram-
se os farmacos que atuam sobre as formas esquizontes teciduais, também denominados
farmacos causais, como por exemplo a pirimetamina (PM) (1) e a primaquina (PQ) (2)
(Figura 2.1), que também previnem recaidas causadas por hipnozoitos de P. vivax e P.
ovale, no figado. Outros farmacos, como o proguanilo (PG), atuam contra hipnozoitos
exo-eritrocitarios, ou atuam sobre formas sanguineas do parasita (esquizontocidas
sanguineos), eliminando ataques clinicos de malaria. Incluem-se neste grupo a
halofantrina (HF) (3), a quinina (Q) (4), a CQ (5) a mefloquina (MQ) (6), a PM, as
sulfonas (e.g. a sulfadoxina (SFO) (7)), a tetraciclina (TC) (8), a atovaquona (AQ) e as
artemisininas. Estas ltimas também possuem atividade gametociticida, tal como Q, PG
e CQ, destruindo as formas sexuais do parasita no sangue e impedido a transmissdo da
infeg¢do para o mosquito. Os farmacos com atividade esporonticida, como PQ, impedem

o desenvolvimento de oocistos. (43—45)

Os antimalaricos podem também ser classificados em grupos quimicos (ou
quimiotipos), com base nas suas estruturas. No grupo das quinolinas incluem-se as 4-
aminoquinolinas, como CQ ¢ ADQ (amodiaquina) (9), 8-aminoquinolinas, como a PQ);
4-hidroximetilquinolinas, como a MQ, Q e quinidina (QN) (10). Consideram-se ainda as
hidroxinaftoquinonas, (e.g. AQ) (11); as diaminopirimidinas, como PM; as lactonas
sesquiterpénicas, como a artemisinina (ART) (12), arteéter, arteméter e artesunato; as

sulfonamidas, como o sulfaleno (SF) (13), SFO, dapsona; biguanidinas como o proguanil,
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clorproguanil e cicloguanil (CG) (14). A classe dos antibidticos com atividade
antimaldrica inclui tetraciclinas, azitromicina e doxiciclina, e fenantreno, como LF (15).

(44)

HNT N NH, Z o
1 (PM)
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12 (ART)
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Figura 2.1- Representagao estrutural dos antimalaricos classificados com base na
atividade contra os diferentes estadios de vida do parasita e de acordo com o grupo

quimico a que pertencem. (44)

2.2. Classes de antimalaricos, de acordo com os principais processos

bioldgicos em que interferem e alvos moleculares em que atuam

Existem varios alvos de atuacdo dos farmacos no parasita da malaria, estando
disponiveis, nomeadamente, inibidores das plasmepsinas, firmacos com atuagdo ao nivel
da destoxificacdo do heme, ou da cadeia de transporte de eletrdes (CTE), antagonistas da
sintese de 4cido folico, entre outros. Os fairmacos que interferem com os processos

biologicos acima referidos atuam em diferentes estadios do parasita no ser humano.

2.2.1. Degradacio da hemoglobina e sintese da hemozoina

Na fase eritrocitica o parasita ganha capacidade para degradar a Hb nos estadios
de trofozoito maduro e esquizonte, sendo responsdvel pela intensa metabolizagdo e
consumo de 80% do citoplasma eritrocitico. (46) Este processo de degradacdo ocorre
fundamentalmente no vacuolo digestivo (VD) do parasita de P. falciparum. Foi contudo
proposto que possa ocorrer inicialmente em vesiculas transportadoras, onde o citoplasma
da célula sanguinea ¢ ingerido pelo citostoma do parasita, ocorrendo a degradagao da Hb
(hemoglobina) nestas vesiculas com formacdo posterior dos cristais neutros de

hemozoina, como representado na Figura 2.2. (47)

O ambiente acidico do VD (vactolo digestivo) do parasita ¢ mantido por uma
bomba ATPase, e durante o processo de invasdo eritrocitica ocorre um efluxo de
aminoacidos por alteragdes da permeabilidade dos eritrocitos, importante para a sintese
de proteinas do parasita, assim como um influxo de aminoécidos do exterior, visto a Hb

ser uma fonte pobre de certos aminoacidos, como a isoleucina. (46)
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As enzimas que participam na degradagdo da Hb sdo as protéases asparticas,
plasmepsinas I e II, e uma protéase cisteinica (falcipaina), presentes no VD do parasita.
A plasmepesina I ¢ responsavel pela clivagem entre os aminoacidos Phe e Leu, nas
posi¢des 33 e 34. A ligagdo entre estes dois aminoacidos ¢ bastante importante para a
manuten¢do da conformacao da Hb. A clivagem permite a exposi¢cdo de outras zonas da
molécula, favorecendo as reacdes de catalise pelas enzimas do parasita. (46) A falcipaina
cliva a Hb depois desta ter sido desnaturada pelas plasmepsinas, ou em condigdes
redutoras. A plasmepsina cliva a Hb, mas s6 a falcipaina é capaz de degradar os

fragmentos de menores dimensdes. (48)

A par dalibertacao de fragmentos de péptidos que sdo depois hidrolisados gerando
aminoacidos livres, a clivagem proteolitica da Hb liberta heme (ferriprotoporfirina 1X)
(Fe[lIT]PPIX), que ¢ toxico para o parasita. Este dispde de um mecanismo de
destoxificacdao, pela conversao do grupo heme em o-hematina (HO-Fe[lII]|PPIX) e
seguidamente formando dimeros de B-hematina, que ao polimerizarem formam a

hemozoina. (46,48,49)

A estrutura de hemozoina consiste em dimeros de heme ligados por interagdes
reciprocas de ferro-carboxilato e estabilizados por ligagdes de hidrogénio, formando um
cristal inerte, o pigmento da malaria (ver Figura 2.3). Foi recentemente proposto que um
homoélogo da lipocalina pode desempenhar um papel importante no controlo e
manuten¢do da cristalizagdo da hemozoina no parasita da malaria, verificando-se que a
destrui¢do da lipocalina leva a uma alteragdo da configuragdo externa dos cristais de

hemozoina, com perda da sua estabilidade estrutural. (49-51)

Figura 2.2- Esquema representativo da via de degradagdao da Hb no VD do parasita
P. falciparum. Adaptado de (47).
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O citostoma do parasita ¢ responsavel pela ingestdo do citoplasma do globulo
vermelho, que ¢ incorporado em vesiculas transportadoras. Estas vesiculas fundem-se

com o VD do parasita, no qual ocorre a degradacao total de Hb. Adaptado de (47,52).
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Figura 2.3- Representagdo esquematica da estrutura da hematina e das interagdes
quimicas que ocorrem para a formacao do cristal neutro, a hemozoina. A funcionalidade
acido propidnico de cada porfirina coordena com o Fe(IIl) de outra porfirina, os dimeros
interagem através de ligacdes por pontes de hidrogénio entre os grupos acido, e de forcas

de Van der Walls. (49,52)

2.2.2. Farmacos que atuam por inibicio da destoxificacio do grupo heme

A amodiaquina (ADQ), a piperaquina (PPQ) e a CQ atuam por inibicao da sintese
da hemozoina, com aumento do heme livre (trocavel), designando-se por inibidores
hemozoinicos. Os derivados arilmetandlicos de quinolina inibem de forma indireta a
sintese de hemozoina, sem aumento do heme trocével, designando-se por inibidores nao
hemozoinicos. As principais caracteristicas de cada fArmaco, face ao mecanismo de acao

e estadio do parasita em que atua, serdo detalhadas posteriormente. (50)

Os inibidores de hemozoina atuam formando complexos com heme. Para o
desenvolvimento de novos fAirmacos deve ter-se em atengdo os grupos em que as ligagdes
entre heme e inibidor sdo fortes, em ambientes aquosos e lipidicos, bem como a
lipofilicidade e solubilidade dos inibidores propostos, ja que o ambiente do VD do
parasita se caracteriza por um pH acidico, baixa solubilidade e baixa agrega¢ao de heme,
0 que condiciona a complexacdo deste e consequente inibicdo do processo de

destoxificacdo. (50)

2.2.3. Farmacos que interagem com a cadeia de transporte de eletroes do

parasita

2.2.3.1. Metabolismo do parasita Plasmodium

A CTE (cadeia de transporte de eletrdes) do parasita da maléria envolve cinco
desidrogenases, nomeadamente: a NADH (ubiquinona oxidoredutase (PfNDH?2)),
presente no complexo I, e a malatoquinona oxidoredutase (PfMQO), envolvidas no ciclo

do &cido citrico; a SDH (succinato: ubiquinona oxidoredutase (complexo II)), a glicerol-
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3- fosfato desidrogenase (PfG3PDH) e a di-hidroorotato desidrogenase (PfDHODH),
envolvidas nas vias de biossintese da pirimidina. A PfNDH2 ¢ a MQO nao existem na
mitocondria humana, enquanto a PFDHODH apresenta propriedades diferentes da enzima
correspondente existente na mitocondria das células humanas. A funcdo destas
desidrogenases ¢ garantir o aporte de eletrdes para os diferentes complexos,
nomeadamente para o complexo III, ou citocromo bcl, e para o citocromo ¢ oxidase

(complexo IV), como esquematicamente representado na Figura 2.4. (53,54)

Nos estadios sanguineos o parasita ¢ dependente da glicolise para a sintese de
ATP, e ndo da fosforilacdo oxidativa. Durante a infe¢do das hemacias o parasita esta
dependente da renovagdo oxidativa da ubiquinona (CoQS), que ocorre ao nivel da CTE

de Plasmodium. (55)

Espago intermembranar
Sintese de pirimidina
NADH desidrogenase tipo IT Dihidroorotato

Glicerol-3-fosfato
desidrogenase Malata quinona
Succinato  Citocromo bel (Complexo IIT)
desidrogenase
ATP zintaze (Complexo V)

Figura 2.4- Representacao esquematica da cadeia transportadora de eletrdes, na

mitocondria do parasita Plasmodium. (53)
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2.2.3.2. Complexo III ou complexo citocromo bcl, ou ubiquinol, como alvo
terapéutico

A CoQ8 (ubiquinona) existente na mitocondria de P. falciparum ¢é diferente de
outro homologo presente na célula hospedeira humana, o que colocou a CoQ8 como um
bom alvo para desenvolvimento de firmacos antimaldricos com seletividade para o
parasita, resultando por exemplo as hidroxinaftoquinonas. A AQ ¢ um inibidor
competitivo do complexo III, ou complexo bel, interagindo com o sitio de ligagao QO e
atuando nos estadios assexuados sanguineos do parasita, em que nao existe uma direta
inibicdo da via de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), operando pela inibicdo da

regeneragdo da CoQ8 que ¢ essencial na sintese da nova pirimidina. (53,56)

O dominio catalitico do complexo citocromo bcl ¢ constituido por trés
subunidades: citocromo b, que liga ambos os hemes bH e bL, citocromo c1, que contém
um heme do tipo c, e a proteina Reiske ferro-enxofre, que contém um centro [2Fe-2S].
Cada uma destas subunidades participa na transferéncia eletronica ao longo de toda a
cadeia, como representado na Figura 2.5 (A). (53,57) O complexo ¢ responsavel por
converter a energia de Gibbs, obtida da oxidagdo exergonica do ubiquinol pelo citocromo
¢, num gradiente de protdes que ¢ fundamental para a sintese de ATP através de uma ATP
sintetase. Contém 4 cofatores redox, dois hemes do tipo b, um heme do tipo ¢ € um centro

[2Fe-2S] (Figura 2, (B)). (53,58)

(B
Oyte
Heme b, (

’ \J\f\f\" ATAY

Figura 2.5- Representacao do complexo citocromo bcl. Adaptado de (53).
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A. Modelo a cinza da estrutura do complexo bcl de levedura. O citocromo b
encontra-se representado a verde, o citocromo c1 a ciano e a proteina Rieske a laranja.
Os hemes dos citocromos b e c1 encontram-se representados a vermelho, tal como os
atomos de ferro e enxofre do centro da proteina Rieske. “p” e “n” sdo indicadores dos
lados positivo e negativo da bicamada lipidica da membrana mitocondrial interna, na
qual ocorre a transferéncia de protdes.

B. Representacdo da estrutura e do mecanismo do ciclo Q do nticleo catalitico
do complexo bcl. Citocromo b, citocromo cl e a proteina Rieske sdo representados
como fitas de cor verde, ciano e laranja, respetivamente. As transferéncias eletronicas
sdo representadas por setas amarelas. Os movimentos de protdes sdo representados
por setas brancas. (53)

No complexo bcl o ciclo catalitico envolve a ligagcdo do ubiquinol ao sitio de
ligagdo Qo, que se encontra no espago intermembranar mitocondrial com potencial
positivo, sendo responsavel pela oxidacao do grupo quinol, com libertacdo de dois protdes
e dois eletroes. O complexo III recebe eletrdes do ubiquinol e transfere-os para o
citocromo c. Existem dois percursos possiveis neste complexo: o ubiquinol doa um dos
eletrdes a proteina Reiske ferro-enxofre [2Fe-2S], que € reduzida. Os protdes libertados
pela oxidagdo do ubiquinol sdo transferidos para o espaco intermembranar. O segundo
eletrdo do ubiquinol ¢ transferido entre hemes do citocromo b para outra molécula de
CoQ8, que ¢ reduzida a semiquinona. Esta pode converter-se novamente em ubiquinol
apos abstragdo de um eletrdo ¢ um protdo proveniente da membrana mitocondrial. A
oxidacao da CoQ8 e a conversdao da semiquinona a ubiquinol cria um fluxo de protdes da
matriz para o espaco mitocondrial. De forma a reverter a proteina Reiske ferro-enxofre
reduzida, esta sofre alteragdo conformacional apds a rececao do eletrdo, contactando com
o dominio c1, que fica reduzido, mas ¢é rapidamente oxidado pelo citocromo ¢ soluvel. A
transferéncia eletronica e a translocagdo de protdes do lado negativo para o lado positivo
da membrana mitocondrial criam um gradiente eletroquimico, como representado na

Figura 2.5 (B). (58-61).

A combinagao da AQ (atovaquona) com PG (proguanilo) ¢ usada para combater
infecdes causadas por estirpes de P. falciparum resistentes a CQ. A AQ atua no estadio
eritrocitico do parasita, assim como no estadio hepatico, e foi associada ao proguanil em
dose fixa para retardar a selegdo para resisténcias. Com esta conjugagdo garante-se uma

terapéutica com diferentes mecanismos de agdo. A AQ ¢ um derivado estrutural da CoQ8
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que atua inibindo de forma seletiva a cadeia mitocondrial de transporte de eletrdes do
parasita, nomeadamente o citocromo b, por colapso do potencial de membrana, enquanto
o cicloguanilo, um metabolito do PG, atua na via do folato, inibindo a dihidrofolato
redutase e interferindo com a replica¢do do parasita. Por sinergismo, aumenta também a
capacidade da AQ para colapsar o potencial de membrana. A combinagdo AQ-PG ¢
formulada para administragdo oral, sendo usada como terap€utica de primeira linha contra
a malaria, e como profilaxia, em viajantes, quando surgem efeitos adversos derivados da

profilaxia com MQ. (62-64)

2.2.3.3. Outros alvos terapéuticos

Tabela 2.1- Antimaléricos e correspondentes mecanismos de acdo, para os

diferentes alvos terapéuticos do parasita. (65,66)

ALVO FUNCAO NO ANTIMALARICO E
TERAPEUTICO / PARASITA MECANISMO DE ACAO
ESTRUTURA

Transporte de glicose e | Derivado de O-3 hexose de
TRANSPORTADOR frutose, para crescimento | cadeia longa; dificulta
DE GLICOSE, PFHT1 | do parasita. seletivamente o transporte de
glicose e frutose pelo
transportador ~ PfHT1  do
parasita, sem interferir no
transporte de glicose pela
GLUTI1 (transportador em

mamiferos).

Importantes no processo | Flavopiridol inibe a proteina
PROTEINA QUINASE | de fosforilagdo, controlo | quinase dependente de ciclina
DO PARASITA transcricional e | PfPK5, com alteracdes na
degradagdo de proteinas | producido de DNA e RNA,

com papel importante no
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desenvolvimento do

parasita.

afetando a sobrevivéncia do

parasita.

Estrutura que contém

Azitromicina, clindamicina e

APICOPLASTO parte do genoma do | doxiciclina inibem a sintese
parasita, sendo | proteica, atuando sobre os
responsavel pela sintese | ribossomas e levando a uma
de acidos gordos, de | perda funcional do apicoplasto
heme e de precursores | do parasita.
isoprenoides, vias
biossintéticas que nao
existem no organismo
humano.

Clivagem de | Os inibidores das
AMINOPEPTIDASES | aminoacidos a partir do | aminopeptidases ligam-se aos
reconhecimento do grupo | centros ativos metalicos da
aminoterminal dos | alanina e leucina
péptidos sintetizados por | aminopeptidases, inibindo o
acao das proteases do | processo de obtencdo de
parasita a partir da | aminoécidos pelo parasita.
hemoglobina.
Bomba de efluxo | Inibidores da PfATP4
PFATP4 presente na membrana do | provocam ~ um  aumento

parasita, responsavel pela
troca de ides Na' para o
meio extracelular e de
ides H" para o meio
intraparasitario;
responsavel pela

manutengdo do gradiente

osmotico do parasita.

intraparasitario de ides Na',

levando a hemolise das
hemacias  infetadas  pelo
parasita. Também

interrompem o ciclo celular do

parasita por inibirem a
libertacdo de merozoitos da
forma esquizonte, por aumento

do influxo de Na".
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3. Antimalaricos do grupo das quinolinas

A classe quimica das quinolinas fornece varios farmacos antimalaricos, de entre
os mais usados para o tratamento e controlo da doenca. A Q (quinina), um alcaldide
extraido das cascas de Cinchona, pertence ao subgrupo dos derivados metanolicos de
quinolina. Embora tenha sido o primeiro farmaco estabelecido para tratamento da
malaria, ¢ um dos mais usados, a sele¢do para resisténcias e a toxicidade limitam o seu
uso clinico. A Q ¢ ainda usada para o tratamento da malaria grave, e para mitigar a sua
toxicidade ¢ administrada em associagdo com outro antimalarico, de forma a reduzir o
tempo de exposi¢ao do organismo a Q, reduzindo assim os efeitos da toxicidade inerente
a este farmaco. A CQ ¢ um dos principais fairmacos usados no tratamento da maldria,
devido a sua elevada eficécia, seguranga e baixo custo. Porém, o uso descontrolado deste
farmaco conduziu ao desenvolvimento de resisténcias por parte de P. falciparum,

comprometendo a sua eficécia terap&utica. (42,67)

A MQ (mefloquina), desenvolvida em meados da década de 1980, ¢ indicada para
a profilaxia da malaria, apresentando atividade em espécies de Plasmodium resistentes a
CQ e atuando nos estadios sanguineos das estirpes P. falciparum ¢ P. vivax. E usada em
associacao com artesunato, de forma a retardar o desenvolvimento de resisténcias. Em
termos estruturais ¢ mais simples que a Q, apresentando dois pares de enantidomeros com
diferente poténcia. Os antimaléricos do grupo das quinolinas atuam pela formagao de um
complexo entre a estrutura de base quinolinica € o grupo heme, levando a uma

acumulacao de heme, que ¢ toxico para o parasita. (42,67)

A PQ ¢ uma 8-aminoquinolina usada tanto para a cura da doenca, ap6s infe¢ao
por P. vivax e ovale, como para profilaxia. Inibe a transmissdo parasitaria pelo vetor
devido a sua atividade gametociticida, eliminando os gametocitos da corrente sanguinea.

(68)
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3.1. Fatores que propiciam o desenvolvimento de resisténcias a antimalaricos

Os principais fatores que podem propiciar a evolucao para resisténcias sdao as
caracteristicas quimicas do proprio firmaco, o seu tempo de semivida, a falta de
especificidade do farmaco para a indicagdo terapéutica referida, a dose e a

imunossupressao do hospedeiro. (69)

A nivel do parasita P. falciparum, alteracdes nos alvos terapéuticos propiciam

também a resisténcia aos farmacos. Um dos exemplos ¢ o efeito de mutagdes no

transportador PfCRT na eficacia da CQ, que seréd explicado no topico seguinte. (70)

3.2. Mecanismos de selecio para resisténcias as quinolinas

A CQ tem sido usada como farmaco de primeira linha no combate 4 malaria
devido 4 sua seguranca e eficacia. (71) E uma base fraca, que na forma neutra permeia
facilmente a membrana lipidica do VD (vacuolo digestivo). Quando no interior do
vacuolo acidico ocorre a sua protonagdo, e consequente o seu acimulo. O seu trajeto
normal passa pela entrada no vacuolo e, apds proteolise da Hb (hemoglobina), forma
complexos heme-CQ, impedindo a biocristalizagdo da ferriprotoporfirina IX em

hemozoina. (72,73)

A PfCRT ¢ uma proteina que contém 10 dominios transmembranares e encontra-
se na membrana do VD do parasita. Apds sofrer mutagdo cria um efluxo de ides
hidrogénio do vacuolo, inibindo a protonagdo da CQ, o que leva a um aumento da sua
exportacdo para o citosol e a sua ineficacia, como representado na Figura 3.1. Durante
este processo o VD incha, por aumento da pressdo osmotica devido a interrupgdo do
influxo dos substratos naturais para o vacuolo do parasita. Este transportador,
desempenha também um papel fisioldgico durante o desenvolvimento intra-eritrocitario,
sendo, por isso, a sua expressao maxima no estadio de trofozoito. O papel funcional deste
transportador parece estar relacionado com o transporte de oligopeptideos, essencial para
a sobrevivéncia do parasita, para além de outras fungdes fisiologicas importantes nas
quais se inclui a manutengdo da homeostase do pH, fluxos de cloretos, troca de ferro nos

diferentes estados oxidativos, transporte de glutationa e transporte de alguns catides. (71—

74)

26



Eritrocitos

Inibicdo da
conversao

Hemozoina

Figura 3.1- Efluxo da PPQ e CQ pelo transportador PfCRT. A PPQ e a CQ
encontram-se no VD na sua forma protonada, ligando-se ao heme livre téxico obtido apos
catabolizacdo da Hb, importada do hospedeiro para o VD do parasita, inibindo o processo

de conversdao a hemozoina. (75)

O aumento das resisténcias a CQ afetou outros farmacos que partilham a estrutura
4-aminoquinolina e que tiveram como “protdtipo” a CQ, que revelaram resisténcia
cruzada. Tendo em conta este aspeto, a hibridagao antimalarica tornou-se uma alternativa
para fazer face a estas resisténcias. Por hibridagdo, combinam-se varios farmaco6foros
numa Unica molécula. Com o mesmo objetivo, surgiram também as terapias combinadas

baseadas em ART (ACTs), que serdo abordadas no capitulo seguinte. (76,77)

Face as vantagens inerentes 4 hibridagdo molecular, tais como melhorias de
solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade metabolica, compatibilidade e reducao de
custos, o desenvolvimento de hibridos em que o farmacoforo 4-aminoquinolina ¢
associado a outras entidades surgiu como uma solucao para fazer face as resisténcias aos

farmacos de base quinolinica atuais. (76,77)
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3.3. Conjugados antimalaricos a base de 4-aminoquinolina

O farmacoforo 4-aminoquinolina, ¢ muito usado no combate a malaria devido a
disponibilidade de métodos de sintese, baixo custo e acessibilidade. Na CQ, estudos de
relagdo estrutura-atividade revelaram que a presenga dos substituintes 7-cloro e 4-amino,
¢ relevante para a inibi¢ao da formacao de hemozoinas, e também para a acumulagao do
farmaco no VD do parasita, que ¢ naturalmente acidico, como representado na Figura 3.2.

(78)

@ Grupo aminoalquilo torna a complexac@o com ferriprotoporfirina IX mais forte

(X) (NS~ O grupo amina reage com os protdes acidicos no vactiolo digestivo do parasita o que se
va , S
17 traduz num acimulo do antimalarico

Grupo cloreto X=7-Cl essencial para a atividade inibitoria da beta-hematina

Figura 3.2- Informacao de estudos de relagdo estrutura-atividade (SAR) no grupo

das 4-aminoquinolinas. (79)

3.3.1. Conjugados de aminoquinolina-chalcona

As chalconas s3ao metabolitos que derivam da familia dos flavonodides e
apresentam diferentes agdes farmacoldgicas, incluindo atividade antiplasmodial. A
presenga de um anel B, representado na Figura 3.3, confere as chalconas uma boa
atividade antimalarica devido a sua hidrofobicidade, tamanho e padrdo de substituicdo
deste anel. O motivo chalcona, tem sido usado como base para a construg¢ao de derivados
de chalcona prenilados, quinolinados, e oxigenados, porém o mecanismo de a¢do do
grupo chalcona permanece em debate. Uma proposta de modo de agdo passa pela inibi¢ao
da atividade das protéases cisteinicas do parasita, impedindo o processo de degradagao
de globina com formacao de aminoécidos livres, tendo, por isso, um mecanismo de agdo

complementar ao da CQ. Por outro lado, em termos estruturais, a estrutura linear da enona
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entre os motivos planares dos anéis aromaticos das chalconas facilitam o encaixe no sitio

ativo das proteases. (80,81)

Grupos metoxi na posigio C-2'e C-57
no anel A tornam as chalconas mais ativas

Enona entre os anéis fenilicos permite uma melhor ligacdio da chalcona ao sitio
.=77=~_ ativo do parasita
.

~

Posigiio C-3 ¢ C-4 do anel B com grupos metdxi aumentam a
atividade da chalcona

Grupo metdxi 3°,4",5" favorecem a lipofilicidade, favorecendo a atividade antimalarica

Figura 3.3— Resumo de resultados de estudos de relagao estrutura-atividade no

quimiotipo chalcona. (80,81)

Na sintese de novos hibridos, optou-se pela inser¢do de unidades triazélicas no
hibrido de quinolina-chalcona. Verifica-se que o anel A e B das chalconas ¢ determinante
para a atividade antiplasmodial, assim como o nimero de d&tomos de carbono presentes
na ponte entre o triazol e o farmacéforo quinolinico, como resumido na Figura 3.4.
Importa referir que a unidade de triazol confere fluorescéncia ao hibrido, podendo

funcionar como sonda. (82)

A unidade triazélica aumenta as ligagdes por pontes de hidrogénio e rigidez nos alvos biomoleculares ¢ apresenta boa estabilidade em
ambientes acidicos e basicos

R

AN /\

9 ’ o

Grupo quinolinico

Figura 3.4— Representagdao estrutural de um conjugado de 4-aminoquinolina-

chalcona que incorpora um grupo triazol entre os dois farmacoforos. (82)
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3.3.2. Conjugados de 4-aminoquinolina-pirimidina

A pirimidina apresenta boa atividade antiplasmodial, inibindo a dihidrofolato
redutase e assim comprometendo a sintese de DNA. Foram desenhados hibridos de base
quinolinica incorporando um grupo pirimidina, com a finalidade de atuar quer na fase
pré-eritrocitaria (hepatica) quer na fase eritrocitaria de Plasmodium, permitindo o
desenvolvimento de um farmaco para fins de tratamento e de profilaxia. As pirimidinas
foram implicadas na inibi¢do da atividade das chaperonas Hsp70 do parasita, anulando

assim a via de enovelamento das proteinas plasmodiais. (83)

Hibridos de aminoquinolina-pirimidina foram avaliados quanto a sua atividade
antiplasmodial e estudos de relag@o estrutura-atividade forneceram informacao relevante
para otimizagdo, como referido na Figura 3.5. Os grupos doadores na posi¢do para e meta
nos anéis aromaticos em R e R’ parecem ser essenciais para o aumento da atividade
antimalarica, onde se verifica que estes hibridos sintetizados demonstram ter a capacidade
de se ligarem a diferentes residuos de aminoécidos das chaperonas PfHsp70-1 e PfHsp70-
z de Plasmodium, com uma atividade de ligacdo maior para o composto contendo em X (
linker varidvel) um diaminoalcano de 4 carbonos ( n=4) e um grupo hidréxi em ( R) na
posicao para do grupo fenilo, sugerindo um novo mecanismo de agdo possivel destes

hibridos ao interferir com a via de enovelamento das proteinas plasmodiais. (83)

AL t,"lnibidor do heme

.

A *
~ Cl N “
I' -

ad
LJ +

e
(]
LI TTITIY O

X: Inserco de cadelas basicas 4 CQ como piperazina e 1,4-
Pirimetamina inibidor da ! diaminoalcano na posigio 2 da pirimidina permite aumentar
PIDHFR N™SN 4 atividade final, permitindo melhorar a lipofilicidade final.

Grupo fenilo da chalcona, permite potencial nibicio das protedses cisteinicas do parasita e
aumento da hidrofobicidade do composto final

Nos aneis fenilicos a substituicdo por grupos

doadores lortes como grupo metdxi na posi¢io para

em R e meta e para em R’ aumentou a atividade

antimaldrica.
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Figura 3.5- Resumo de resultados dos estudos de relacdo estrutura-atividade

(SAR) dos derivados de hibridos quinolina-pirimidina. (83)

3.3.3. Conjugados de 4-aminoquinolina-isatina

A isatina ¢ um derivado inddlico com interesse para sintese quimica de uma
diversidade de compostos heterociclicos com potente atividade biologica e

farmacologica. (84)

A conjugacao do heterociclo isatina com estruturas de base quinolinica, em que a
1satina € funcionalizada com um motivo tio-semicarbazona originou um hibrido para fins
multiterapéuticos, como pode ser visto na Figura 3.6 que incorpora numa unica estrutura
um inibidor de proteases cisteinicas do parasita ao mesmo tempo que inibe a formagao de

p-hematina. (78,85)

wiiling,
+ "."

+ . Motivo de isatina com funcionalidade de tio-
N S * : .
> . semicarbazona
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Figura 3.6- Representacdo estrutural do conjugado de 4-aminoquinolina-isatina. (78)

3.3.4. Conjugados de quinolina e agentes antimicrobianos

A azitromicina ¢ um antibidtico do grupo dos macrolidos, de 15 membros,
pertencente a subclasse de azalida semi-sintética. E conhecida pelo seu largo espetro de

atividade antibacteriana e pelo seu perfil de seguranca, atuando ao nivel do apicoplasto,
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um organelo ndo fotossintético. O modo de acdo exercido ¢ conhecido por “fendtipo de

morte lenta”. (86,87)

Starcevic et al. produziu hibridos através da conjugag¢dao de uma azalida de 15
membros a uma 4-cloroquinolina, variando o comprimento do grupo de ligacao entre os
dois farmacoforos, como representado na Figura 3.7, de forma a aumentar a atividade
antimaldrica e reduzir a atividade antibacteriana. Alguns dos compostos hibridos
sintetizados demonstraram elevada eficacia antiplasmodial e seletividade contra espécies
de P. falciparum, resistentes e sensiveis a CQ. A eficacia dos hibridos poderd estar
associado a caracteristicas fisico-quimicas, determinantes da lipofilicidade da molécula,
ou por ndo serem substratos de bombas de efluxo, contornando um dos mecanismos

responsaveis pela resisténcia as quinolinas. (88—90)

22 RI=H,
R2=H,Cl

=~ "/OH
/o _

Figura 3.7— Representagdao estrutural de hibridos baseados em azalida de 15

membros e quinolina. (88)
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4. Artemisinina, derivados semissintéticos e analogos

4.1. Artemisinina

A ART (artemisinina) ¢ uma lactona sesquiterpénica isolada a partir de extratos
de uma planta chinesa de absinto doce, Artemisia annua L., em 1970. O farmacoforo da
ART ¢ um 1,2,4-trioxano cuja ligacdo endoperoxido € responsavel pela sua atividade
antiplasmodial. A terapia da maldria tendo como base a ART em associagdo com
antimalaricos de agdo mais lenta, como por exemplo MQ (mefloquina) ou PPQ
(piperaquina), aumenta a depuracdo da massa parasitaria, conduzindo a uma redugao
substancial da morbilidade e mortalidade, sobretudo em casos de malaria devidos a
infecdo por P. falciparum. A ART e seus derivados sdo farmacos caracterizadas por uma
elevada poténcia e baixa toxicidade mas também por um tempo de semi-vida curto, o que
justifica a utilizacdo de combinagdes (ACTs) e também estimula o desenvolvimento de
moléculas hibridas em que o endoperdxido ¢ conjugado com outro(s) farmacoforo(s)

antimalaricos de acdo mais prolongada. (91,92)

As artemisininas estdo entre os farmacos mais potentes para o tratamento da
malaria, atuando no estadio sanguineo do parasita, e também como esquizonticidas
sanguineos rapidos em quase todas as espécies de Plasmodium, em especial P.
Falciparum. Apo6s administracdo de um farmaco desta classe, a parasitemia pode ser
eliminada em menos de 48 horas. Um dos desafios ¢ a solubilidade, ja que a ART ¢ pouco
solivel em dgua e em dleo, o que explica a sua baixa biodisponibilidade oral. Atualmente,
a ART ndo ¢ recomendada para uso em monoterapia, exceto para o tratamento parentérico

da malaria grave. (93-95)

4.1.1. Mecanismos de a¢ao das artemisininas

Embora o modo de agdo da ART (artemisinina) e seus derivados permaneca sob
escrutinio, a evidéncia cientifica indica que estes fArmacos causam a morte do parasita
pela formacdo de radicais livres. A ART forma espécies reativas de oxigénio (ROS) no
VD do parasita e a eliminacao de todos estes radicais pelo sistema antioxidante do parasita

¢ muito improvavel. A ponte de endoperoxido e o Fe(Il) livre aumentam estas espécies
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radicalares, que rearranjam para formais radicais centrados em carbono, como

representado na Figura 4.1. (91)

Complexo com o radical centrado

Fe2t DHA Complexo com oxigénio radicalar no carbono 4

Figura 4.1- Representagdo estrutural da reacdo entre o ferro ferroso e a
dihidroartemisinina (DHA), com formacao de um radical centrado em carbono (25) que
ira depois reagir para formar adutos ART-protoporfirina ou adutos com proteinas
plasmodiais. A formagdo destes adutos ¢ sempre precedida pela bioativagdo, envolvendo
primeiramente a forma¢ao de um radical centrado no oxigénio (24) e, apods a clivagem

entre o carbono C3 e C4, um radical centrado em carbono priméario ou secundario. (96)

Outro modo de agdo das artemisininas passa pelo aumento do pH, por inibi¢do da
bomba de protdes H-ATPase, inativagdo da protease que degrada a Hb para gerar

aminoacidos para o parasita e levando a sua morte. (91)

Estudos mostram que a ART alquila 4&tomos de enxofre em proteases envolvidas
na degradagdo da Hb, em proteinas de controlo de traducao e em heme proteico, sendo
também responsavel pela deplecao da glutationa reduzida (GSH) e interferéncia com a
cadeia eletronica de transporte mitocondrial, bem como pela inibicdo da Ca2+ ATPase

do reticulo sarcoendoplésmico ortélogo de P. falciparum. (88,92)

4.1.2. Artemisinina e seus derivados sintéticos

O desenvolvimento de derivados de ART (artemisinina), como DHA
(dihidroartemisinina), arteméter, arteéter e artesunato, representados na Figura 4.2,
permitiu melhorar as limitagcdes farmacoldgicas da ART. (97) A DHA e o artesunato sao

soluveis em agua e administrados por via oral, enquanto o arteméter ¢ soluvel em 6leo,
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sendo administrado por via intramuscular. (97) Estudos in vivo demonstraram conversao

rapida da ART em DHA, o metabolito ativo. (98,99)

H
"y
OH
26
Artemisinina Dihidroartemisinina
H H Aumento da
polaridade e reduzida
Oo estabilidade em
0 solugdo aquosa devido
H HY H a rapida clivagem do
No éter metilico, iy © o 0 grupo éster pelas

o grupo metilo 0O O esterases
aumenta a ’ \| OH
lipofilicidade ¢ a Eter metilico "

estabilidade do 28

30
composto Arteméter Arteéter Artesunato

Figura 4.2 - Representagdo estrutural dos derivados da artemisinina. (97,100)

De forma a reduzir as limitagdes associadas a obten¢ao da ART, nomeadamente
as flutuagdes de custo associadas a producdo, foram sintetizados endoperdxidos

sintéticos, por exemplo ozonideos, também designados 1,2,4-trioxolanos. (101)

Estudos revelaram que o mecanismo de acdo dos trioxolanos apresenta
semelhancas em relacdo as artemisininas, consistindo na alquilagdo de proteinas do
parasita pela formacao de espécies radicalares intermediarias, apds ativagdo e clivagem
redutiva da ligacdo peroxido pelo heme ou Fe(II) livre, e posterior rearranjo dos radicais
centrados em oxigénio a radicais centrados em carbono. As espécies radicalares
alquilantes podem surgir sob a forma de um radical centrado num carbono primério ou
secundario, como representado na Figura 4.3. E mais frequente encontrar adutos de
alquilacdo de proteinas por espécies em que o radical estd centrado em carbono
secundario, ndo s6 devido a uma maior estabilidade deste, comparativamente, mas
também devido ao facto de a ativagdo pelo heme favorecer o oxigénio com menor

impedimento estéreo. (102)
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Figura 4.3- Representacao estrutural do mecanismo de bioativagdo e de agdo do
trioxolano sintético. a) rearranjo; b) clivagem; RiPA- alquilagdo de proteinas induzida por

radicais. (102)

Face as vantagens previamente mencionadas, as artemisininas tornaram-se
escolha preferencial na terapéutica antimalarica. De forma a aprimorar as propriedades
farmacologicas, garantindo maior eficacia no combate a malaria, foram sintetizadas
varias moléculas hibridas contendo o farmacoforo endoperoxido, nas quais se incluem
conjugados de ART-quinolina, que demonstraram maior eficacia in vivo contra algumas
estirpes resistentes e sensiveis a CQ. Porém, até hoje poucas sdo as moléculas que
atingiram a fase de testes clinica, o que se deve por vezes a falta de investimento, ou por
atuarem apenas numa das fases do ciclo de vida do parasita, pelo elevado peso molecular
dos hibridos ou pela falta de informagao relativamente a alvos terapéuticos em que atuam.
Todavia a investigagdo nesta area tem sido intensa e recentemente foi formulado um
hibrido de MQ-artesunato com atividade antimaldrica muito promissora ¢ agao em

diferentes fases do ciclo de vida do parasita. (103,104)

A formacdo do hibrido MEFAS resulta da reagdo de MQ com artesunato,
formando um sal orgénico. A reagdo ocorre entre o grupo carboxilato do artesunato e o
grupo piperidil da MQ como representado na Figura 4.4. Estudos de atividade
antiplasmodial revelaram que o hibrido MEFAS apresenta uma forte atividade como
esquizonticida sanguineo contra as estirpes de Plasmodium resistentes (W2) e sensiveis
(3D7) a CQ, inibindo a transmissao de gametocitos de P. falciparum. Foi comprovado
recentemente que o hibrido MEFAS apresenta atividade ex-vivo relativamente as formas
sexuais do parasita de P. vivax, atuando sobre o ciclo esporogénico, bem como nas formas
assexuais, em diferentes isolados de P. vivax e P. falciparum. Revelou maior eficacia

contra P. falciparum in vitro do que a MQ e o artesunato usados isoladamente, e apresenta
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um custo relativamente baixo, o que facilita o acesso a este antimaldrico em paises em

desenvolvimento, por exemplo em certas regides de Africa. (104,105)

Figura 4.4- Representacdo da formacdo do hibrido MQ-artesunato como sal

organico. (105)

4.2. Normas orientadoras de tratamento da malaria ndo complicada

causadas por P. vivax, P. ovale, P. malariae ou P. knowlesi e P. falciparum

Tendo em conta os farmacos ja referidos, atualmente o objetivo do tratamento da
malaria causada por P. vivax centra-se em curar a doenca no estadio de infe¢dao aguda e

eliminar os hipnozoitos do figado, de forma a prevenir futuras recaidas. (14)

Para P. vivax sensivel a CQ, a CQ por via oral ¢ eficaz e bem tolerada, assim como
a terapéutica a base de ART. (14) Em areas com P. vivax resistente a CQ, ACTs contendo

PPQ, MQ ou LF sao o tratamento padrao recomendado. (14)

Para a maldria ndo complicada resultante de infecdo por P. ovale, P. malariae e

P. knowlesi, é recomendado o tratamento com ACTs ou com CQ. (14)

Para malaria resultante de infe¢ao por P. falciparum o guia de tratamento para as
criangas e adultos, recomenda o uso de uma das seguintes terapias de associacdo a base
de ART (ACTs): Arteméter + LF; Artesunato + AQ; Artesunato + MQ; DHA + PPQ;
Artesunato + SFO- PM ou Artesunato + pironaridina. (14)
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4.3. Tratamento da malaria complicada

Para o tratamento de malaria complicada resultante de infe¢ao por P. falciparum
¢ recomendada a administracao inicial de uma dose parenteral ou retal de derivados de
ART e alcaloides de cinchona (Q e QN), que deve ser seguida por uma combina¢do ACT

administrada oralmente. (14)
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5. Moléculas hibridas e incorporacio de metais

5.1. Complexos organometalicos com interesse em quimica medicinal

O desenvolvimento de resisténcia aos ACTs suscitou estudos conducentes a
descoberta de novos compostos com atividade antiplasmodial, entre os quais se destacam
complexos organometalicos que apresentam quimiotipos terapéuticos distintos face as

estruturas organicas ja previamente desenvolvidas contra a malaria. (106)

As moléculas orgéinicas apresentam estruturas lineares, planares ou tetraédricas,
cuja geometria ¢ determinada pela valéncia dos atomos de carbono. A inser¢dao de
entidades metélicas conduz ao aumento da variabilidade de estruturas geométricas,
contribuindo também para a formacdo de estruturas estereoquimicos mais favoraveis,
com possibilidades de ajuste da rigidez e estabilidade para maior interagdo com o alvo

terapéutico. (107)

A interagdo com alvos enzimdticos, pode ser feita através da complexacdo de
inibidores enzimaticos aos centros metalicos, com geometrias diversas (quadrangular
plana (a), trigonal bipiramidal (b), piramidal quadrangular (c¢), octaédrica (d), sanduiche

(e) e semi-sanduiche (f), como representado na Figura 5.1. (107)

Figura 5.1- Representagdo estrutural da diversidade geométrica dos complexos

organometalicos. (107)
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Contudo, os complexos organometalicos apresentam algumas limita¢cdes. Podem
exibir toxicidade, dependendo do tipo de metal, e de forma geral caracterizam-se pelas

suas reduzidas propriedades farmacoldgicas. (107)

A platina, o niquel e o paladio pertencem ao grupo 10 da tabela periddica e o
estado de oxidagdo mais importante é +2, com configuracgao eletrénica d§8. Em termos de
preferéncia termodinamica, estes metais apresentam uma geometria quadrangular plana
na presenca de ligandos de campo forte, com uma maior estabilizacdo das orbitais
ocupadas. A geometria quadrangular plana dos complexos de Pt(I) torna-os diferentes

dos baseados em ides metalicos de Cr(III), Ru(Il), Os(II), Rh(III), Ir(IIT). (108,109)

Os complexos de coordenagdo a base de Pt sdo usados como anticancerigenos,
sendo integrados no grupo farmacologico dos agentes alquilantes por estabelecerem
ligagdo com as moléculas de DNA conduzindo a reticulagdo das cadeias. Os adutos
formados inibem a replicagdo do DNA, bem como de RNA e a sintese de proteinas,

promovendo mecanismos de apoptose das células tumorais. (110)

Um dos farmacos anticancerigenos mais conhecidos € a cisplatina, cujo
mecanismo de acdo estd representado na Figura 5.2. a). A cisplatina passa da corrente
sanguinea para as células por difusdo passiva, ou através de um transportador de
membrana de cobre CTR1. A reducdo da concentracao de cloretos do meio extracelular
para o intracelular estimula a troca destes por dgua, com a formagdao de um complexo
intermediario monoaqua [Pt(NH3).CI(H20O)], que pela sua natureza eletrofilica reage com
as bases nucleofilicas do DNA, nomeadamente com as bases purinicas na posi¢ao N7 de
guanina e adenosina, formando adutos de ligagdo Pt-DNA. A troca do segundo cloreto
permite a ligacdo a outra base de purina de DNA através de um aduto reticulado, levando

a inibicao do ciclo celular, e consequentemente, a apoptose € morte celular. (107)

Para além da ligacao a bases de DNA, a incorporagao de ligandos labeis acoplados
a 10es metalicos, como por exemplo Au(Ill) ou Pd(I) demonstrou utilidade, por
interagirem com proteases cisteinicas de parasitas plasmodiais, induzindo inibig¢do
covalente. Um dos exemplos sdo os complexos de Au(l), que demonstraram
aplicabilidade em terapéutica anticancerigena como inibidores da glutationa redutase e
da tioredoxina redutase (PfTrxR). O mecanismo de inibi¢do envolve a troca dos seus
ligandos labeis, formando em seguida ligacdes covalentes com os residuos de cisteina no

sitio ativo das protéases, como representado na Figura 5.2.b). (107)
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Figura 5.2- Mecanismos de agdo propostos para os complexos de platina e de ouro,
através da interacdo com diferentes alvos terapéuticos cancerigenos. a) Formagdo de
adutos citotdxicos com bases purinicas de DNA; b) Complexo de Au(l) coordenado

covalentemente, como inibidor enzimatico da glutationa redutase. Adaptado de (107).

Para além da ligacao a alvos terapéuticos, os ligandos por si s6 podem ter efeito
terapéutico, por modificacdo da esfera de coordenacdo, por exemplo, induzida por
alteracdes do estado de oxidagdo do metal, podendo promover a libertagdao de ligandos.
Um dos exemplos € o caso dos complexos de Ru(IlI), cuja redugao a Ru(Il) ¢ favorecida

em condi¢des de anodxia, com a libertacdo de H>S, um ligando bioativo citoprotetor. (107)

5.2. Atividade antiplasmodial dos complexos organometalicos

Os metais do grupo da platina (PGMs), de que fazem parte o iridio, o ruténio, o
rodio, o 6smio, a Pt e o Pd, exibem propriedades fisico-quimicas semelhantes as da Pt.
Todos estes metais tém a capacidade de se ligar a 4&tomos ricos em eletrdes, como o
nitrogénio, o oxigénio ou o enxofre, o que possibilita uma grande diversidade de ligagdes

com compostos organicos. (106)

Em maldria, os principais mecanismos de acdo associados a complexos

organometalicos do grupo da Pt sdo a inibicdo da hemozoina (caracteristica de complexos
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que envolvem ligandos quinolinicos), a interagdo com 4cidos nucleicos e mecanismos de

catalise intracelular. (106)

5.2.1. Inibiciao da formacio dos cristais de hemozoina

A ferroquina (FQ) e seus analogos atuam inibindo o processo de destoxificacao
do grupo heme pelo parasita, para além de promoverem a formagdo de espécies

radicalares que reagem com estruturas moleculares do parasita. (106)

5.2.2. Interacdo com o0 DNA

Estudos recentes mostram que o Ru interage com o DNA. Complexos de Ru com
uma unidade Cp* (pentametilciclopentadienilo), (Figura 5.3) interagem com as bases
adenina e timina, o que foi comprovado pela eletroforese de agarose em gel. Com base
em estudos dos complexos de Ru(III)Cp* sintetizados os autores verificaram que quanto
menor o valor de ICso (maior atividade antiplasmodial) maior era a constante de ligagao
ao DNA (Ky), como ilustrado na Figura 5.4, (Grafico A). Ja da anélise da Figura 5.4,
(Grafico B) que representa a curva de titulagdo UV/vis para o complexo 33 resultante da
interagdo com HS-DNA, verificou-se que para a gama de comprimentos de onda
analisados havia picos de absorvancia, o que nos indica que este complexo se ligava a
determinados pontos do DNA. Estudos posteriores de docking molecular e agarose em
gel indicaram que o complexo 33 interage com zonas ricas em adenina e timina do DNA
antiplasmodial. Estes complexos foram considerados promissores por demonstrarem

baixa toxicidade e seletividade para o genoma de Plasmodium. (106)
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Figura 5.3- Representacdo estrutural de um dos complexos de [Ru (III)CI]

coordenado a uma unidade Cp* com seletividade para Plasmodium. (106)
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Figura 5.4- Graficos representativos da constante de ligacdo (K¢) em fungdo do
valor de ICso dos complexos de Ru(III)Cp* estudados (Grafico A) e, absorvancia em

fun¢do do comprimento de onda (nm) para o complexo 33 (Grafico B). (106)

5.2.3. Catalise intracelular

Alguns complexos PGMs foram testados relativamente a sua capacidade de
transformacgao catalitica de biomoléculas relevantes, como o NAD ¢ NADH. Esses
estudos, conduzidos pelos grupos de Melis et al. e Stringer et al., que seguiram a
investigacdo baseada no alvo desidrogenase de lactato Plasmodial (pLDH), realizada pela

primeira vez por Makler e seus associados, usaram complexos de Ir(III)Cp* e Rh(II)Cp*,
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monitorizando a conversdao de NAD em NADH através da detecao de azul de formazan.
Os resultados permitiram comprovar que os complexos organometéalicos podem atuar
como catalisadores intracelulares pelo bloqueio de processos bioquimicos essenciais,
neste caso na hidrogenacao de NAD/NADH, representando mais um mecanismo de agao

contra o parasita Plasmodium. (106,111,112)

5.3. Bioquimica do ferro na fisiologia humana

O ferro participa em inimeros processos fisioldgicos, tais como a sintese de DNA,
a formagao celular e o transporte de eletrdes. Encontra-se normalmente entre dois estados
oxidativos, Fe*" e Fe**, e funcionando como catalisador nos sitios ativos de varias
enzimas, em vias metabolicas essenciais. Contudo, uma das suas limita¢des caracteriza-
se pela sua baixa solubilidade em 4gua. O Fe também pode causar danos fisiologicos
através da formagao de radicais hidroxilo, que derivam de reagdes de Fenton, por catalise

da decomposicdo de peroxido de hidrogénio, H,O», pelo Fe?*. (113)

Fe?* + H,0, — Fe’" + OH™ + OH' (Reacdo de Fenton)

5.3.1. Ferroceno

O ferroceno ¢ um complexo organometalico que resulta da coordenagdao de duas
unidades de ciclopentadienilo a Fe?", como representado na Figura 5.5. O pentadienilo
apresenta baixo peso molecular, elevada estabilidade e lipofilicidade, propriedades que
facilitam a constru¢do de complexos contendo esta estrutura passiveis de serem

administrados por via oral, e com boa atividade antimalarica. (114,115)

Ao contrario dos complexos a base de Pt, a atividade antiproliferativa do ferroceno
¢ devida a ligagdo a proteinas ¢ ndo a bases purinicas de DNA. Esta atividade
antiproliferativa, baseia-se na reagdo de Fenton, envolvendo a formagdo de ROS que

causam danos no DNA e promovem morte celular. (113)
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Figura 5.5- Representacao do Ferroceno (34) e do seu mecanismo de agdo, que envolve
formagdo de ROS. Apds doagao eletronica, o ferroceno, em que o ferro se encontra sob a
forma de Fe(II), € convertido a Fe(III). O ido Fe(III) ¢ responsavel pela formagao de ROS
pela reacdo de Fenton, induzindo apoptose. Adaptado de (113).

5.3.1.1. Hibridos de artemisinina-ferroceno

Como ja referido, o artesunato constitui uma alternativa a ART, por melhoramento
da sua solubilidade em 4gua. Tendo em conta as propriedades do artesunato e as aportadas
pelo ferroceno (aumento da lipofilicidade do farmaco e aumento da permeagao
membranar), uma das estratégias de hibridagdo recente resultou em estruturas hibridas de
artesunato-ferroceno com boa atividade in vitro contra os estadios assexuados do parasita.
Com vista a aumentar o metabolismo do hibrido a complexacdo das duas entidades foi
feita com base em ligacdes éster e amida. A clivagem destas ligacdes no vactiolo acidico
do parasita liberta o endoperoxido, promovendo a sua acdo, como representado na Figura

5.6. (116)
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Figura 5.6- Representagdo estrutural do hibrido em que o ferroceno ¢ acoplado a

um derivado de artemisinina através de ligagdes éster e amida. (116)

5.3.2. Ferroquina

A FQ foi um dos primeiros medicamentos antimalaricos a sintetizados, sendo
constituido por uma 4-aminoquinolina que se encontra ligada covalentemente a um grupo
ferrocenil e a uma alquilamina bésica, como representado na Figura 5.7. Estudos indicam
que o mecanismo de a¢do da FQ ¢ semelhante ao da CQ, acumulando-se no VD do
parasita pela sua natureza lipofilica e inibindo a sintese de hemozoina. Todavia ao
contrario do observado com a CQ os parasitas Plasmodium ainda ndo desenvolveram

resisténcias a este farmaco antimalarico. (115)

Outro mecanismo que se pensa estar na base da a¢ao da FQ ¢ a formagdo de
espécies radicalares no VD do parasita, resultantes de reagdes redox induzidas por
eletrdes, promovendo a destruigdo da membrana lipidica e, consequente, a morte do
parasita. A FQ apresenta boa atividade contra estirpes de P. falciparum resistentes e

sensiveis a CQ. (115)

Estudos de relagdo estrutura-atividade elucidaram sobre a forma como a FQ
interage com o alvo terapéutico. A confomacao “dobrada” resultante da ligacao por ponte
de hidrogénio entre N2 e N3 da FQ parece ser essencial para a manutengdo da
configuracao da molécula até chegar ao alvo terapéutico. Ja na cadeia alquilamina basica

os grupos metilo em N3 parecem ser essenciais para a atividade, enquanto a posi¢do da
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unidade ferrocenil na CQ parece também ter influéncia no grau de interacdo com o

pigmento antimalarico, com efeito na atividade antimalarica. (115,117)

Ligacdo por ponte de hidrogénio entre o hidrogénio do grupo amina em N2 ¢ o azoto bésico da alquilamina parece
favorecer a manutencio de uma conformacfo fixa até chegar ao alvo terapéutico

Alquilamina

Unidade ferrocénica

36

4-aminoquinolina

Posi¢do do grupo ferrocenil com maior atividade ( maior interagdo com o pigmento da
malaria)

Figura 5.7- Representacdo estrutural da ferroquina. (115,117)

A FQ, apresenta uma maior capacidade de combater a parasitemia, de forma mais
rapida, do que a CQ, sendo necessaria uma dose menor em varias estirpes de Plasmodium,
e de roedores, relativamente & CQ. A FQ ¢ facilmente absorvida, permanecendo no
organismo sob a forma de um metabolito ativo (dimetilferroquina) por 31 dias e
apresentando um tempo de semi-vida de 16 dias, o que permite uma redugao elevada da

taxa de parasitemia. (114,115,118)

A FQ encontra-se atualmente em fase II dos ensaios clinicos, em combinac¢ao com
o artefenomel, um trioxolano sintético, com o objetivo de avaliar a eficacia da
combinagdo em dose uUnica de FQ e artefenomel para o tratamento da malaria nio

complicada, provocada por P. falciparum. (119)

Em comparagdo com a 4-aminoquinolina, AQ, ART, Q e PQ, verificou-se que a
FQ ¢ mais eficaz contra certas estirpes de Plasmodium. A presenca da unidade ferrocénica
protege a unidade quinolinica, que fica menos suscetivel a desenvolvimento de

resisténcias por parte do parasita. (115)
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5.3.2.1. Ligacao de outros compostos biologicamente ativos a ferroquina

Para além do estudo da FQ e da unidade de ferrocenilo de forma isolada, t€ém sido
desenvolvidas estratégias de formulacao de complexos associando ao ferroceno estruturas
organicas ja estabelecidas como antimalaricos, assim como a associagdo da FQ a
complexos biologicamente ativos. Foram introduzidos substituintes diferentes no grupo
amina (R= H; CONHBn) ligado a estrutura da FQ e também a variagdo no tamanho da
cadeia alquimica que liga os 2 fragmentos biologicamente ativos (n = 2-6), na tentativa
de avaliar efeitos estruturais na atividade antiplasmodial, (Figura 5.8). Verificou-se que
as variagdes no grupo R e a alteragcdo do tamanho do espagador metilénico tém impacto
na atividade antimaldrica contra as estirpes sensiveis D10 e resistentes K1. A atividade
demonstrada pelo conjugado foi manifestamente superior a da CQ e o aporte de atividade
antimalarica pelo aumento da cadeia lateral foi atribuido a uma maior facilidade de

oxidagdo da unidade ferrocénica. (120)

N/
NH(CH,)n—-N |
I% Fe
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_ &S
Cl N 37

37a; R=H, n=2-6
37b; R= CONHBn, n—= 2-6

Figura 5.8- Representagdo estrutural do conjugado organometélico de ferroquina

e cloroquina. (120)
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5.3.2.2. Hibridos derivados de tio-semicarbazonas

As tio-semicarbazonas sao compostos organicos que incorporam a por¢ao
hidrazona ((HC=N-NH-) e a por¢ao tioamida (S=C-N-). Devido a facilidade de sintese e
integracao com outras estruturas organicas, as tio-semicarbazonas t€ém sido usadas como
base para a sintese de muitos compostos que apresentam ampla diversidade biologica, na

qual se inclui a atividade antimalarica. (121)

As tio-semicarbazonas causam a morte de determinados parasitas protozoarios
pela inibicdo de proteases cisteinicas especificas. Os conjugados de FQ-(tio-
semicarbazona) mostraram maior eficicia contra quatro estirpes de P. falciparum, quando
comparadas com o conjugado ferrocenil-(tio-semicarbazona) sem a entidade quinolinica,

como representado na Figura 5.9. (120)
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Diferenca de atividade do complexo 38 para o 39 parece ser devida a presenca da amina basica que
melhora a poténcia do farmaco, por ajudar no direcionamento e aciimulo do farmaco no vactiolo
digestivo do parasita

Figura 5.9- Representacdo estrutural do conjugado de ferroquina- (tio-

semicarbazona) (38) e do conjugado ferrocenil- (tio-semicarbazona) (39). (120)

5.3.2.3. Conjugacio de hibridos de quinolina-FQ com inibidores da GR

A glutationa (GSH) ¢ responsavel por gerar resisténcia a CQ pela sua acdo
antioxidante, protegendo o parasita do dano oxidativo. Contudo, a GSH necessita de ser
reduzida para ter efeito antioxidante, através da reducao da glutationa dissulfeto (GSSH)

pela enzima glutationa dissulfeto redutase (GR). Estudos realizados para acoplamento de
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inibidores da GR com a FQ através de ligagcdes covalentes, de forma a minimizar
problemas ao nivel da farmacocinética, resultaram na constru¢do de um pro-farmaco
hibrido. A atividade contra as estirpes K1 ¢ NF54 de Plasmodium dos andlogos de FQ
(como ja referido neste capitulo relativamente a alteragdo da posicdo da unidade
ferrocénica ou da cadeia alquilamina) ndo demonstraram ter qualquer tipo de diferenga
na atividade antimalarica final, em relagdao a FQ. Com a hibridacao da FQ, ligando-a a
um inibidor da GR, verificou-se que a atividade ¢ maior que a dos inibidores da GR
isolados, porém estes hibridos ndo superaram a atividade dos andlogos de FQ ja
existentes, apresentando uma reatividade intermédia relativamente a CQ e a estes
analogos de FQ. O complexo 40, representado na Figura 5.10, mostrou alguma

capacidade de inibi¢ao da GR. (120)

cl N7 <

Figura 5.10- Representagao estrutural do hibrido de FQ com um inibidor da GR

que revelou maior atividade, e capacidade inibidora de GR. (120)

5.3.3. Ferrocifeno, um analogo do tamoxifeno

Na construg@o de novos complexos, alguns motivos aromaticos, como 0s grupos
fenilo, t€ém vindo a ser substituidos por grupos metalicos. Um exemplo € o ferrocifeno,
um analogo do tamoxifeno, que atua como modulador dos recetores alfa de estrogénio
(Era) inibindo o processo transcricional do DNA, induzido pelo estradiol nas células
tumorais. Além de atividade anticancerigena, o composto apresenta também atividade
antimalarica. O ferrocifeno tem como alvos 0 DNA, proteinas e enzimas, por exemplo do
sistema PfTrxR. O mecanismo de acao do ferrocifeno envolve inicialmente transferéncia

de eletrdes para a unidade de metaloceno, seguida pela captagdo de protdes a partir de
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moléculas de dgua. Apos a perda de dois eletrdes e dois protdes ocorre a formagao de
estruturas radicalares, com a formacao de um intermedidrio, como representado na Figura
5.11. Esta espécie sofre ataque nucleofilico em trés pontos distintos da molécula, por

reacdo de Michael, originando um desequilibrio redox nas células. (107,113,122)

Pontos suscetiveis
a ataque
nucleofilico

Metato de quinona

Figura 5.11- Representacdo do mecanismo de acdo do ferrocifeno, baseado num

processo redox. (107)

5.4. Complexos hibridos baseados em PGMs (Ir, Ru, Rh, Os, Pd, Pt)

5.4.1. Propriedades quimicas do ruténio e a sua atividade organometalica

O facto de a quimica de coordenagdo do Ru se encontrar bem estudada leva a que
haja uma maior diversidade estrutural em termos de compostos produzidos. Este metal
apresenta baixa toxicidade e seletividade, sendo bastante usado em metodologias de
sintese, como catalisador, o que o torna uma primeira escolha face a outros metais do
grupo dos PGMs, como Pd, Pt, Rh e Ir. S3o conhecidos oito estados de oxidagdo do Ru,

porém os mais comuns sao os estados de oxidagdo +2, +3 e +4. O Ru, assim como todos
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os metais pertencentes ao grupo PGMs tém a capacidade de se ligar covalentemente a

carbonos, nomeadamente de alcenos e alcinos. (123,124)

A utilizagdo de compostos de Ru em varias estruturas com potencial
anticancerigeno deve-se aos diferentes estados de oxidacdo do metal e a sua geometria
octaédrica, a taxa de substituicao lenta dos ligandos e a sua seletividade para os alvos

terapéuticos. (125)

De todos os estudos existentes dos complexos organometalicos, os que
apresentam maior atividade antiplasmodial sdao o ferroceno e os complexos contendo Ru.
Os complexos coordenados a estruturas quinolinicas como o caso da rutenoquina (RQ)

apresentam uma atividade antimalarica similar 4 FQ. (123)

O complexo de Ru associado a CQ, demonstrou a atividade antimalarica mais
elevada, atuando em diferentes estadios do ciclo de vida do parasita de Plasmodium. A
sua atividade idéntica a da CQ, atuando em todos os estadios assexuados do parasita
(anelar, trofozoito e esquizonte), mas também apresenta atividade gametociticida,

atuando, assim nos estadios sexuados do parasita. (123)

ApoOs uma analise comparativa entre a CQ e o complexo de RQ, verificou-se que
o tempo de permanéncia do complexo no organismo era maior, induzindo mais
rapidamente a morte do parasita e garantindo a eliminacdo da parasitemia 18 horas apos
a administragdo. Devido a rapidez de atuacdo, a sua utilizagdo ¢ particularmente

interessante no sentido de encurtar o tempo de tratamento da doenga. (123)

Os complexos de Ru(Il) sdo mais reativos em ambientes acidicos e com
concentragdes elevadas de glutationa, conferindo seletividade destes metais para o

parasita Plasmodium. (126)

Macedo et al. verificaram que os complexos de ruténio-CQ apresentam uma
atividade antimalarica superior contra estirpes resistentes, quando comparados
com a CQ e com o metal livre, o que pode ser explicado pelos diferentes modos de agao

que a unidade metalica pode ter, nomeadamente a inibi¢do da hemozoina. (126)
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5.4.2. Mecanismo de ativacio celular dos complexos organometalicos

As ativagdes dos complexos organometalicos sao regidas por dois mecanismos.
No primeiro mecanismo, representado na Figura 5.12, hd uma manutencdo do estado de
oxidagdo do metal, ocorrendo uma hidroélise inicial, com a substitui¢do por um ligando
endogeno. Este tipo de mecanismo ocorre em metais com estados de oxidagdo baixos
como o caso do Ru(II). O segundo mecanismo de agao, ja envolve os metais com estados
de oxidagdo mais elevados, nomeadamente Ru(IIl) e Au(Ill). O Ru(Ill) é reduzido no
meio intracelular, com formacdo de Ru(Il), sendo que durante esta transicdo podem
ocorrer processos oxidativos de determinadas proteinas e moléculas endogenas. Durante
esta redu¢ao o Ru(IIl) liberta ligandos da esfera de coordenacdo, ligandos esses que
apresentam atividade antiparasitaria, funcionando os complexos de Ru(IIl) na maioria das

vezes como pro-farmacos. (126)
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Figura 5.12- Mecanismos de ativagdo celular dos complexos de Ru. I- Hidrdlise e
libertacdo de LB (ligando biologicamente ativo); II- Redugdo do centro metélico,

hidrolise e libertacdo do LB. Adaptado de (126).
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5.4.3. Hibrido organo-ruténio aminoquinolina-trioxolano

Da mesma forma que foi acoplado artesunato a unidade ferrocénica de forma a
potenciar a atividade antimaldrica, como ja mencionado neste capitulo, foram também
desenvolvidos estudos de forma a melhorar a biodisponibilidade e assegurar um tempo
de semi-vida mais longo em relag@o aos derivados de ART, assim como assegurar varios
mecanismos de agdo que inibam o desenvolvimento de resisténcias, incorporando na
mesma entidade quimica um endoperéxido, uma unidade quinolinica e uma unidade
metalica de Ru. Um dos exemplos ¢ o hibrido organo-ruténio aminoquinolina-trioxolano
que contém uma unidade rutenoceno, uma unidade quinolinica e o farmacéforo 1,2,4-
trioxano, representado na Figura 5.13 (B). Uma analise comparativa da atividade
antimalarica deste hibrido com as atividades da CQ, da ART, de um hibrido de
rutenoceno-trioxano (Figura 5.13 (C)), do precursor cetona trioxano ¢ de um dimero
trioxano, o hibrido sintetizado B demonstrou uma elevada atividade antimalarica, na
gama dos nanomolar, contra as estirpes K1 e Dd2 sendo 7 a 8 vezes mais ativo que a CQ
usada isoladamente contra as mesmas estirpes. A RQ assim como os seus derivados
apresentaram uma atividade comparavel a FQ. O hibrido ruténio aminoquinolina-
trioxolano (Figura 5.13 (B)), demonstrou ser muito mais ativo em rela¢do a estrutura
intermediaria contendo uma unidade rutenocenil acoplada a um trioxolano (Figura 5.13
(€)), sem a aminoquinolina, o que indica que o ntcleo quinolinico ¢ imprescindivel na
sua atividade. Ja a atividade do trioxolano simples (Figura 5.13 (A)), foi muito inferior
em relagdo ao composto C, o que realgca a importincia farmacoldgica da unidade
rutenocénica. O hibrido B apresentou baixa citotoxicidade em células saudaveis de

mamiferos, o que indica que € seletivo e pouco toxico. (106,127)
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Rutenoceno

Figura 5.13- Representacao estrutural de hibridos antimalaricos de rutenoceno-

aminoquinolina-trioxolano desenhados a partir de unidades isoladas de CQ e ART. (106)

5.4.4. Complexos organometalicos de benzimidazol

Os ligandos de benzimidazol, apresentam por si s6 atividade antiparasitaria,
antifingica e antitumoral. Os complexos de Rh, Ir e Ru conjugados com derivados de 2-
fenilbenzimidazol demonstraram potenciar a atividade do derivado de benzimidazol. A
elevada capacidade quelante dos ligandos de benzimidazol faz com que estes sejam
frequentemente inseridos em complexos organometalicos, levando a atividades

bioldgicas potentes dos complexos resultantes. (128)

Estes complexos organometéalicos, atuam promovendo uma alteracdo da
homeostase redox funcional das células, por disrup¢ao da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), o que leva a um aumento de ROS, gerando stress oxidativo e
levando a morte do Plasmodium. A atividade funcional da G6PD estd dependente de
elevados niveis de NAD". Quando os valores de NAD" e NADH sdo baixos existe uma
disrupcdo funcional da atividade da enzima. Os complexos de Rh(II), Ir(III) e Ru(II)

alteram o racio NADH/NAD" por apresentarem uma excelente atividade ao nivel da
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hidrogenacdo catalitica, o que foi reportado por Melis et al. e Stringer et al na sequéncia

de estudos de avaliacao de complexos de quinolina-triazol de Ir(IT). (112,128)

Tendo em conta esta linha de pensamento, a hibridagdo daqueles metais (Ru, Ir e
Rh) com um ligando de 2-(2-piridil) benzimidazol, como representado na Figura 5.14,
conduziu a uma estrutura com atividade antimalarica contra a estirpe NF54 de
Plasmodium, o que resultou do seu mecanismo de a¢do multialvo, confirmando também
a 1importancia da atividade individualizada dos metais no contributo para a atividade
final, j4 que os ligandos de benzimidazol apresentam, isoladamente, uma atividade
antimalarica inferior a exibida pelos hibridos. Porém, o grau de atividade ¢ diferente para
os diferentes complexos, ja que para os complexos de Ir a taxa de conversdo de NAD" a
NADH ¢ maior. Por outro lado, a troca do cloreto (Figura 5.14 (C1)) pelo ligando iodeto
(Figura 5.14 (C2)) aumenta as taxas de conversao em NADH, o que se traduz numa
melhor atividade catalitica, ja que o ligando iodeto ¢ facilmente 14bil, conduzindo a uma
maior taxa de hidrogenac¢do do cofator NAD™. Os complexos de Rh (Figura 5.14 (C3 e
C4)) e Ru (Figura 5.14 (C5 e C6)) ndo apresentam capacidade de hidrogenagao do cofator
NAD", contudo a atividade antimalérica é similar a dos complexos de Ir, confirmando
que a taxa de conversdo de NAD" a NADH néo ¢ um fator determinante para o aumento
da atividade final, neste caso para a estirpe NF54 de Plasmodium. Outros mecanismos
de agdo ainda ndo esclarecidos podem estar envolvidos, justificando o aumento da

atividade antimalarica observado. (128)
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Figura 5.14- Representacdo estrutural dos compostos organometalicos de Ru, Ir e

Rh conjugados com um ligando de 2-(2-piridil) benzimidazol. (128)

5.5. Compostos hibridos a base de galio

O galio ¢ conhecido pelas suas propriedades antibacterianas, sendo reconhecido
como Fe pelas bactérias e sendo, por conseguinte, facilmente absorvido. Contudo o galio
nao ¢ reconhecido pelas enzimas dependentes de Fe, ja que ndo tem a capacidade de ser
reduzido em condigdes fisioldgicas, o que leva a uma alteragao do metabolismo do Fe e
a consequente morte das bactérias. Uma das principais caracteristicas do galio ¢ ser
facilmente hidroxilado em condig¢des fisioldgicas, levando a uma redugdo da sua

biodisponibilidade e consequentemente comprometendo a sua agdo. (129)

De entre os varios processos metabolicos do parasita verifica-se que a fase
eritrocitica ¢ dependente de Fe, assim como a sintese do heme, a degradagao da Hb e

sintese de DNA. Assim, uma deplecdo deste metal pode interromper o metabolismo do
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parasita tornando-o por isso um metal interessante no quadro do desenvolvimento de

farmacos antimaléricos. (130)

O complexo de galio representado na Figura 5.15 (complexo 43), em que o metal
esta associado ao ligando 1,12-bis-(2-hidroxi-3-etil-benzil-1,5,8,12-tetraazadodecano),
/apresenta atividade antiplasmodial contra as estirpes HB3 e Dd2, resistentes a CQ,
atuando no processo de destoxificacdo do grupo heme e apresentando uma eficécia
semelhante ao correspondente complexo de Fe(Il) (complexo 42, Figura 5.15), para
ambas as estirpes. Desta forma, o galio (III) surge como um bom substituto do Fe(Il) em

condi¢des bioldgicas. (130)

| clo; T cor

fo) 0]
T o By 1N
g 4 h.GIa
6 70 Y &
HN O N E H ;
\5
Complexo 42 Complexo 43

Figura 5.15- Representacao estrutural de complexos de galio (III) e Fe(II), com

atividade antimalérica. (130)

5.6. Complexos de Cobre (I)-CQ

Complexos contendo ides metalicos de cobre (Cu) tém sido estudados em termos
da sua bioatividade e potencial para tratamento de doencas, nas quais se inclui a malaria.
Os complexos de Cu sao associados a multiplos mecanismos de agdo, nomeadamente a
inibi¢do da atividade do proteossoma e da telomerase, a degradagdo e intercalacdo do
DNA e a formagao de ROS. Vérios estudos reportam que a complexacdo de compostos
que exibem atividade antiplasmodial com ides de Cu aumenta a atividade. Um dos
exemplos envolve o uso de ligandos de carboxamidrazona, em que se confirmou um
aumento da atividade antiplasmodial contra a estirpe 3D7 de P. falciparum. Um dos

complexos de CQ-Cu(l) sintetizados, representado na Figura 5.16, consiste num
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complexo de Cu(I) coordenado triplamente, com uma CQ e duas trifenilfosfinas (PPhs),
apresentando uma geometria trigonal planar. A inser¢ao dos ligandos PPh3; e CQ permite
estabilizar esta geometria por aumento das interagcdes m-m destas estruturas, contudo a
PPh; ndo demonstrou ser importante na atividade antimalarica do composto final,

aumentando a citotoxicidade. (131)

Trifenilfosfina
/Q\
/@\

0@

N

Figura 5.16- Representacgdo estrutural do complexo de Cu(I)-CQ-PPhs. (131)

Vilarreal W, et al.; conseguiram comprovar a interagdo destes complexos de
Cu(I)-CQ com o heme através da analise de dados de absorvancia a 402 nm, ja que a este
comprimento de onda se regista um maximo de absorc¢ao das transi¢des -1 * no grupo
porfirina. Da exposicao dos complexos de Cu(I)-CQ com o heme detetou-se uma reducao
da absorvancia derivada de um aumento da quelacdo do complexo de Cu a
ferriprotoporfirina IX. Estudos de UV-Vis e métodos fluorométricos realizados pelo
mesmo grupo mostraram que a interacdo com o DNA era mais forte em relagdo a
cloroquinodifosfina, atuando como intercaladores de DNA, o que sugere que esta

interagdo com o DNA podera derivar da interagdo do Cu com a CQ. (131)

Os complexos de Cu sintetizados, Cu(I)-CQ e Cu-CQ-PPhs, sdo, de entre todos os
metais até entdo complexados com CQ, como ¢ o caso de Au e Pt, os que apresentam
maior inibi¢do da formagao da hematina, demonstrando propriedades vantajosas face a

complexos analogos de Ru-areno, pois sdo mais potentes contra estirpes resistentes a CQ
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(W2) e sensiveis 3D7, o que estimula a incorpora¢do de Cu em entidades quimicas para

tratamento de infe¢des provocadas por estirpes da Plasmodium resistentes. (131)

5.7. Complexos de niquel

As tiosemicarbazonas sdo conhecidas pela sua ligacdo as protéases de cisteina,
mas foi também demonstrado que se ligam a metais celulares, com a formagdo de ROS,
interferem com a absor¢cdo do Fe a nivel celular, diminuindo a atividade da enzima
ribonucleotideo redutase que estd dependente do Fe para a catalise e sintese de novo de

desoxirribonucleotideos (DNA), e interferem também com a CTE do parasita. (132)

Relativamente as caracteristicas de coordenacdo destes ligandos, observa-se que
os metais quando coordenados a ligandos anidnicos apresentam uma forca de
coordenacdo maior, em comparagdao com ligandos neutros, € a presenca do atomo de
enxofre nas tio-semicarbazonas também favorece essa forga de estabilizacdo. A ligagdo
ao metal ¢ feita essencialmente através de uma ligagdo tridentada envolvendo trés
heterodtomos doadores de eletrdes, O, N e S. A natureza lipidica da entidade metalica em
coordenacdo com as tio-semicarbazonas melhora a absor¢do celular pelo parasita,
facilitando o transporte dos ligandos livres para o meio intracelular. Os quelantes
tridentados de tio-semicarbazona permitem a quelagao de metais celulares essenciais para

a sobrevivéncia do parasita, mas também geram stress oxidativo. (133)

Os ligandos a base de fosfina, como ¢ o caso da trifenilfosfina (PPhs), t€ém vindo
a ser incorporados em varios complexos, como no caso do complexo de CQ-Cu(I) ja
referenciado neste capitulo. Para além da estabilidade que estes ligandos conferem aos
complexos, estes apresentam uma ampla gama de aplicagoes, incluindo farmacoldgicas,
nas quais se incluem complexos com atividade antifiingica, antioxidante, antitumoral e
antibacteriana. A PPh3 também promove uma maior eficiéncia catalitica em complexos
usados em metodologias de sintese, tanto de compostos organicos como inorganicos. A
incorporacdo destes ligandos confere maior hidrofobicidade aos complexos, com
consequente melhoria nas propriedades farmacolodgicas, € bem assim na citotoxicidade

(compostos antineoplasicos) e atividade antimalarica. (133,134)
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Alguns complexos de Ni(II) sdo conhecidos como inibidores da telomerase e da

topoisomerase II, induzindo a morte celular programada das células tumorais. (133)

Tendo em conta o potencial da PPhs foi proposta a sintese de complexos de Ni(Il)
associados a este ligando, incorporando também derivados de poli-hidroxibenzaldeido,
como representado na Figura 5.17. Em termos da avaliagdo da citotoxicidade dos
ligandos e respetivos complexos metalicos em determinadas linhagens cancerigenas,
observou-se um aumento da atividade citotoxica com o aumento da lipofilicidade da
cadeia lateral (R) do grupo amina. Os complexos de Ni sintetizados confirmam que o
mecanismo de acdo responsavel pela atividade antiplasmodial depende da capacidade de
se ligarem a uma das fendas do DNA, sem capacidade de intercalagdo devido ao seu
tamanho molecular desfavoravel. A ligacdo ao DNA ¢ feita através de interagdes
hidrofobicas por parte dos motivos benzaldeido, PPhs e fenilo com as bases de DNA. A
ligacdo deste complexo ao DNA ¢ forte, sendo os complexos 46 ¢ 47 aqueles que
demonstram maior forca da ligacdo, o que justifica a maior citotoxicidade e atividade

antimalarica nestes complexos. (133)

OH |
-~
HO 0 / ™~

45 (R=CH,)
46 (R=C,H;)
47 (R=C,Hs)
48 (R=CgH,)

Figura 5.17- Representagdo estrutural dos complexos de Ni(II) com variagao do

grupo amina terminal. (133)
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5.8. Compostos de fosfina de ouro(I)

A crisoterapia consiste no uso de complexos de Au para o tratamento de diversas
doengas. De entre os modos de agdo associados a estes complexos, um dos mecanismos
elucidados envolve a interagdo com proteinas e enzimas, concretamente com 0s grupos
tiol e selenol. A auranofina, representada na Figura 5.18, ¢ conhecida pela sua atividade
em varias doengas parasitarias, atuando por inibi¢do da enzima tioredoxina glutationa
redutase na esquistossomose. Um dos alvos que tem sido estudado em relagdo a agdo da
auranofina ¢ o selenoproteoma do parasita. No caso de P. falciparum, a tioredoxina
redutase (PfTrxR) ¢ responsdvel por manter um ambiente reduzido e equilibrado,
neutralizando o stress oxidativo. Desta forma, um alvo interessante para desenvolvimento
de moléculas contra o parasita seria a PfTrxR, por inibi¢do enzimatica. Por outro lado, o
facto de haver diferengas estruturais ao nivel do centro redox C-terminal desta enzima,
tanto no parasita como no inseto vetor ou no hospedeiro humano, confere seletividade
para os potenciais inibidores desenvolvidos. Estudos anteriores realizados com
complexos de Au mostraram que um dos seus principais mecanismos de acao consiste na
inibi¢do da PfTrxR, tendo a capacidade de facilmente de acumularem nas hemacias, ou

seja, atuando no estadio eritrocitico do parasita. (135)

Um dos estudos recentes realizado por Ssemaganda e seus colaboradores,
comprovou a capacidade da auranofina para inibir a PfTrxR, induzindo a apoptose das
hemadcias parasitadas, porém um dos problemas que o estudo revelou foi a ligacdo a tidis
de proteina, devido a sua estrutura linear. Uma das estratégias adotadas para resolver este
problema foi a substitui¢do por ligandos bidentados de fosfina, como representado na
Figura 5.18, (49) que permitiu aumentar a forca de ligagdo ao metal, reduzindo a
labilidade e a facilidade de troca de ligandos com tidis. Esta caracteristica diferenciadora
do complexo 2-piridilfosfina de Au(l) bis-quelatado face a auranofina foi evidente em
termos da atividade antiplasmodial in vitro, a qual se verificou ser superior contra estirpes
de P. falciparum que infetam humanos, garantindo-se assim uma maior seletividade em
termos de alcance e inibi¢do da enzima PfTrxR, com especial atencdo para a estirpe de P.
knowlesi, na qual demonstrou ter uma atividade similar em relagao a CQ, com valores de

ICs0 na ordem de 5.5 nM (4.6 nM para a CQ). (135)

Contudo, embora os compostos de Au apresentem propriedades que lhes conferem

eficacia e alguma seletividade, ainda subsistem varios problemas, requerendo otimizagao,
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nomeadamente ao nivel da administragdo e biodisponibilidade in vivo, toxicidade e
estabilidade. Porém, estas estratégias recentes de acoplamento a ligandos com mais
pontos de coordenagdo ao ido metalico e redugdo da toxicidade inerente a este metal faz
com que 0 seu uso seja interessante, tanto do ponto de vista da formulagdo quanto por

atuar através de mecanismos de agao diferentes, no tratamento da malaria. (135)

As novas estratégias também em desenvolvimento consistem no uso de vacinas,
com o fim de atenuar os efeitos infeciosos do parasita Plasmodium, no uso de farmacos
que atuam sobre o parasita no estadio sanguineo por alquilagdo do DNA e de parasitas
geneticamente modificados que podem induzir uma resposta imune protetora. Porém,
estes farmacos de ligagdo ao DNA alquilam de forma irreversivel o DNA humano,

conferindo elevada toxicidade, o que restringe o seu uso. (135)
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Figura 5.18- Representac¢do estrutural do complexo de auranofina (49) e do

complexo 2-piridilfosfina de Au(I) bisquelato (50). (135)
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5.9. Complexos de rodio e iridio conjugados com CQ

O complexo de Rh resultante da complexagdo do COD (ciclooctadieno) e CQ com
o metal demonstrou ter atividade in vivo e in vitro contra P. berghei, exibindo uma
atividade similar a do difosfato de CQ e reduzida toxicidade face a outros metais ja
testados, o que constitui um aspeto diferenciador face a outros complexos

organometalicos testados. (136)

O complexo de Ir também foi acoplado a um COD, contudo a sua atividade foi
similar a do complexo de Rh, apresentando atividade contra P. berghei. A formagdo de
sais de cloreto de iridio a partir de CQ originou uma espécie quimica cuja estrutura esta
representada na Figura 5.19, que demonstrou atividade significativamente superior a da
CQ. Porém ndo existe uma preferéncia em termos de estado de oxidacdo ou geometria
molecular do Ir, relativamente ao Rh, que se traduza numa melhoria significativa da

atividade antimalarica (137,138)
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Figura 5.19- Representacao estrutural de complexos de Rh e Ir conjugados com

CQ. (137)
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5.10. Cobalto e as suas propriedades de coordenacio

Devido as suas propriedades redox e magnéticas, o cobalto ¢ um elemento
interessante em quimica de coordenacdo. Apresenta varios estados de oxidacdo, sendo o
Co(Il) e o Co(Ill) os ides mais frequentes no organismo. Os complexos de Co(Ill)
apresentam geralmente uma geometria octaédrica. Os ides Co(II) podem apresentar
diferentes coordenagdes, sendo reconhecidos como sendo bastante labeis. O Co(IIl) tem
a vantagem de formar ligacdes enzimaticas fortes, apresentando os complexos de Co(III)

atividade antiviral, antifungica e antibacteriana. (139)

Complexos de Co(III) inertes, acoplados a ligandos com substituintes lipofilicos
que sequestram o centro metdlico, como o representado na Figura 5.20, mostraram
possuir atividade antiparasitaria. Pensa-se que esta atividade esta relacionada com o poder

surfactante destes complexos, promovendo a disrup¢ao da membrana parasitaria. (139)

—

Figura 5.20- Complexo de Co(Ill) com atividade antiparasitaria demonstrada.

(139)

Devido a labilidade dos complexos de Co, alguns complexos de Co(II) e de Co(I1I)
foram submetidos a troca de ligandos, permitindo formar complexos conjugados a
residuos de histidina de proteinas, como representado na Figura 5.21. Estes complexos

poderao ter interesse na terapia da malaria. (139)
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Figura 5.21- Representacdo do mecanismo de troca axial 1abil de um ligando por

um residuo de histidina. (139)

5.11. Quelantes de metal

5.11.1. A desferrioxamina como quelante de ferro

Alguns compostos quelantes de Fe podem ser encontrados diretamente nos
microorganismos, que os sintetizam como forma de adquirir o Fe do meio ambiente,
podendo também ser administrados sob a forma de quelantes de Fe livres, causando a
morte do parasita pela privagdo deste metal. Os requisitos farmacocinéticos e estruturais
que estes compostos devem ter incluem um bom equilibrio em termos de hidrofilicidade
e hidrofobicidade, de forma a conseguir permear as membranas celulares. Em termos
estruturais o ligante deve ter uma estrutura hexadentada, bem como elevada afinidade e
seletividade para o Fe(Ill). Um dos quelantes de Fe conhecidos ¢ a desferrioxamina
(DFO), representada na Figura 5.22, que apresenta uma contante de quelacdo na ordem
dos 1031, conferindo uma elevada estabilidade de complexacdo e, portanto, uma boa
atividade antimalérica. Por outro lado, a DFO apresenta afinidade para outros ides
metalicos, como por exemplo o célcio e 0 magnésio, o que também pode ser prejudicial
para o parasita. Em termos da relagdo estrutura-atividade da DFO, verificou-se que o
grupo amina terminal apresenta a capacidade de se ligar ao Fe(Ill), porém a baixa
permeabilidade deste complexo nas células infetadas por Plasmodium e o facto de ndo ter
atividade para estadios mais avangados de Plasmodium tornam a DFO mais dificil de

utilizar como antimaldrico. Com o objetivo de melhorar a permeabilidade para as células
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infetadas e aumentar o seu espetro de atuagdo, foram feitas algumas modificacdes
estruturais a DFO para melhorar a lipofilicidade e a atividade antimalarica, através da
ligagdo ao grupo amina terminal da DFO do 4cido N-metilantranilico (MA), observando-

se um aumento da atividade antimalarica. (130)

DFO (R=H) —NH

( acido N- metilantranilico)-DFO R=

Figura 5.22- Representacdo estrutural de um quelante de ferro, a desferrioxamina,
e do correspondente derivado do 4acido N-metilantranilico, com propriedades

antimalaricas melhoradas. (130)

5.11.2. Novas moléculas de Atokel hibridas

Com o objetivo de fazer face as estirpes de Plasmodium multirresistentes as
trioxaquinas foram formuladas varias estratégias que envolvem a complexacdo da
unidade trioxolano com unidades de rutenocenilo, ferrocenilo e outros metais, como ja
foi descrito ao longo deste capitulo, com vista a aprimorar a atividade antimalarica, mas
também através do uso de ligandos com propriedade de metal. Uma das novas estratégias
utiliza o anel de naftoquinona, que derivou da estrutura inicial da AQ, ao qual se fez
associar uma estrutura 8-aminoquinolinica substituida que estd associada & série de
compostos TDMQ (agentes quelantes de cobre), usados como agentes quelantes de Cu

em pacientes com doenca de Alzheimer, como representado na Figura 5. 23. (140)
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Quelantes TDMQ - quelantes de cobre que induzem a

formacéo de espécies reativas de oxigénio
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Figura 5.23- Representacdo estrutural do hibrido acoplado a um esqueleto de um

quelante de Cu (TDMQ). (140)

De entre os compostos sintetizados verificou-se que os quelantes TDMQS5 e
TDMQI19 apresentam uma afinidade moderada para o Cu(Il), promovendo um ciclo
redox com formagdo de ROS. O interesse da associacdo do esqueleto de TDMQ as
naftoquinonas, tem em vista a capacidade de estes quelantes se ligarem a ides metalicos
in situ, gerando stress oxidativo nas mitocondrias, que por si s6 apresentam niveis

elevados de eletrdes e oxigénio. (140)

A variagdo em R5 e R7 e a substitui¢do do anel de naftoquinona em R3" ¢ em R8’
permitiram inferir que nos complexos-TDMQ a afinidade para o Cu parece ser mais
pronunciada em ligandos que oferecem uma esfera de coordenagdo estreita que com
varios pontos de coordenacao, ja que conseguem acomodar o metal em diferentes estados

de oxidagdo. (140)

Os hibridos de atokel apresentaram contudo atividade inferior a da atovaquona, o
que pode estar relacionado com a ausé€ncia do grupo hidroxilo da atovaquona, crucial para

a interacdo com o citocromo bcl. Contudo, a incorporagdo destes quelantes pode ser uma
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boa base para estudos futuros de docking molecular, no sentido de perceber de que forma

estes complexos interagem com os i10es metalicos, para aprimorar a sua atividade. (140)

5.12. Complexos trinucleares de Ni(IT), Pd(II) e Cu(II)

A formulacao de complexos metélicos incorporando derivados de sulfonamidas
tem sido estudada quanto a sua a¢do antitumoral, antibacteriana e em relagdo a atividade
inibidora da anidrase carbonica. Sadler e colaboradores testaram a atividade
antiplasmodial de sulfonamidas organometalicas em coordenagdo com complexos areno
de Ru(II), Rh(III) e Ir(IlT). Seguindo esta linha de investigacao foi introduzido um novo
ligante, o composto 2-hidroxibenzaldeido-ferrocenil-sulfonilhidrazona (HL), sintetizado
por reagdo do salicilaldeido com o ferrocenilsulfonilhidrazina, em meio acido (HCI),

como representado na Figura 5.24. (141)

ferrocenilsulfonilhidrazina

salicilaldeido

EtOH/ r.t.
-H,0

SOQNH

HL

@—3

Figura 5.24- Representagdo da estratégia de sintese do ligando 2-

hidroxibenzaldeido-ferrocenil-sulfonilhidrazona (HL). (141)
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De entre os complexos trinucleares sintetizados a partir da reagdo entre o ligando
HL e o [M(AcO)2], como representado na Figura 5.25, o complexo 57c¢ foi o que
apresentou melhor atividade contra a estirpe NF54 de P. falciparum. Porém, nenhum
apresentou atividade superior a da CQ, e uma das razdes apresentadas foi terem
demonstrado baixa solubilidade, o que poderd ter condicionado a permeacdo nas

membranas. (141)

0
SO,NH-N

@ H” maco), PO S

Fe HL Fe
@ @——SOZNH—N/
/N—NHSHog—f:CD}

57 Fe

<

M= NiT (57a);Pd" (57b):Cu' (57¢)

Figura 5.25- Representacdo da estratégia de sintese, em etanol ( EtOH), usando
uma razao estequiométrica 2HL:1M, de complexos de Ni(II), Pd(II), e Cu(Il), de formula
geral [{(n5-C5HS5)Fe(n5-C5HS)-S(0O)2N(H)NC(H)-0-C6H4-0O}2M]. (141)

5.13. Nanoparticulas

Metais de transicio como a Ag, Co, Ni, Pd t€ém sido incorporados em
nanoparticulas, uma estratégia com vantagens ao nivel da reatividade e compatibilidade
com os meios bioldgicos, cujo baixo custo torna possivel o seu uso para diferentes

aplicacdes. (142)

Tém sido formuladas nanoparticulas inorganicas a base de Au e Ag para diferentes
aplica¢des, nomeadamente para técnicas de extracdo de mercurio, por terem afinidade
para as diferentes espécies de mercurio (orgénicas e inorganicas). O uso de Ag em
nanomateriais ¢ interessante pela acdo deste metal como potente antimicrobiano. A sua

aplicabilidade como agente antiviral, anticancerigeno e antimicético também tem sido
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investigada. Verifica-se que a Ag mantém as suas propriedades farmacoldgicas tanto na
forma de nanoparticula, como coloidal ou idnica, evidenciando aplicabilidade no combate
a malaria, ao cancro e a doengas inflamatorias. A sua agdo bactericida ocorre sob a forma
catiénica, na qual se liga a grupos ti6l das proteinas, levando a uma perda da
funcionalidade destas e a consequente morte bacteriana. Na malaria, as nanoparticulas de
Ag e Au sao as que demonstraram maior atividade contra os estadios do vetor e do parasita
Plasmodium. Para além do seu amplo espetro de atividade (viral, fingica, parasitaria,
bacteriana), a Ag apresenta boas propriedades em termos de estabilidade, condutividade

e catalise, e baixa toxicidade em humanos. (143-146)

As nanoparticulas sdo uma op¢ao vantajosa no desenvolvimento de antimalaricos,
como meio de transporte do farmaco aos alvos terapéuticos, constituindo uma alternativa
face a descoberta de novos fairmacos cuja eficicia ¢ constantemente comprometida face
ao desenvolvimento de novos mecanismos de resisténcia do parasita ao farmaco. As
nanoparticulas conseguem transportar os farmacos antimalaricos em dose suficiente para
eliminar o parasita, retardando o processo de desenvolvimento de resisténcias, pois
depositam uma dose de farmaco que ¢ efetiva, mas em doses consideradas nao toxicas

para o organismo humano. (147)

Uma das principais desvantagens das nanoparticulas ¢ que para haver uma
libertagdo mediada do fArmaco ¢é necessaria uma grande quantidade de excipientes, o que

pode limitar a quantidade de farmaco que pode ser carregada nas nanoparticulas. (148)

Os Egg-PC ¢ a fosfatidilcolina de soja (Soy-PC), representados na Figura 5.26,
sdo fosfolipidos mais fluidos e, pelo que conseguem fundir-se melhor com as hemécias,
gerando maior eficacia na inibicdo de Plasmodium. Porém uma desvantagem ¢ a menor

capacidade de retengdo dos fArmacos antimalaricos. (147)
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Figura 5.26- Representagdo da estrutura quimica de fosfolipidos usados em
quimioterapia da malaria. DOPC (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), DOTAP (1,2-
dioloil-3-trimetilaménio-propano), DSPC (1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina), Egg-
PC, Soy-PC (L-o-fosfatidilcolinas), DPPE-MPB (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N -[4-(p-maleimidofenil)butiramida]). (147)

5.13.1. Nanotecnologia verde

A nanotecnologia verde visa a criagao de estratégias de producao mais ecologicas,
em que se inclui a producdo de nanoparticulas através de fungos, bactérias, leveduras,
plantas. A sintese de nanoparticulas a partir do extrato folicular de plantas tem sido objeto
de intensa investigagdo, tendo ja sido possivel sintetizar nanoparticulas de prata a partir
das plantas medicinais Acalypha indica e Garcinia mangostana e de extratos foliares das

plantas medicinais Aloe vera e Capsicum annuum. (149)
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5.13.2. Nanoparticulas de prata usadas na malaria

O bago desempenha um papel importante durante a infe¢io por Plasmodium. E
responsavel pela regulacdo da fagocitose dos eritrocitos infetados bem como pela
regulacdo do Fe, essencial para o crescimento do parasita. Tendo em conta as
caracteristicas da prata referidas anteriormente, torna-se essencial perceber como as
nanoparticulas exercem a sua atividade antimalarica. Murshed M. e seus colaboradores
tentaram esclarecer a sua agdo através da analise de um conjunto de genes que regulam o
Fe, nomeadamente a proteina reguladora de ferro Lipocalina 2 (Lcn2), receptor de
transferrina 1 (7frl) e o peptideo antimicrobiano de hepcidina (Hamp), e elucidar a
variagdo da expressdo destes genes durante a fase de infe¢do de camundongos por
Plasmodium, apos ser administrado as nanoparticulas de prata. As nanoparticulas de prata
podem ser sintetizadas a partir do extrato metanolico (IME) de 1. oblongifdlia, por adigao
de nitrato de prata. Esta formulagdo ¢ interessante pela formacao de um metabolito ativo

com possivel atividade antiplasmodial, o composto 2,6-di-t-butil-p-benzoquinona. (150)

Virios grupos de camundongos foram infetados previamente com P. chabaudi e
tratados com concentragdes crescentes de nitrato de prata e a taxa de parasitemia ao fim
de 7 dias de infecdo (pico maximo da infe¢cdo) foi comparada com a do grupo infetado,
mas tratado com CQ. Foi observado que as nanoparticulas de prata conseguiram reduzir

a taxa de parasitemia de forma similar a CQ. (150)

A avalia¢do do indice esplénico nos diferentes grupos confirmou que a atividade
antimalarica das nanoparticulas ¢ similar a da CQ, onde se verificou dos sintomas de
esplenomegalia, com acumula¢do de mais Fe, j& que as nanoparticulas de prata reduzem
a expressao dos genes Lcn2 e Tfrle Hamp, causando uma desregulagdao do Fe com

consequente alteracao do crescimento do parasita. (150)

Os complexos de Ag constituem uma aposta possivel para o tratamento da
malaria, podendo ter interesse futuro para reduzir os sintomas agudos da malaria, como a

esplenomegalia e condi¢des de anemia que podem aparecer do decorrer da doenga. (150)
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5.13.3. Nanoparticulas de ouro

A superficie da forma de merozoito € revestida por proteinas que estdo presentes
nos estadios eritrocitarios do parasita. Estas proteinas apresentam regides ricas em
cisteina, que sdo importantes para a invasdo intraeritrocitaria, das quais fazem parte o
homologo de ligagdo de reticuldcitos S(PfRhS), o CyRPA (antigeno rico em cisteina),
antigeno e proteinas de ligagao a eritrécitos, EBA-175 e DBL-EBP respetivamente, assim
como proteinas com repeticdes cisteinicas. Estas proteinas ndo se encontram s6 no
merozoito, estando também presentes em todos os estddios correspondentes ao ciclo
assexuado do parasita, de que fazem parte o estadios anelares, de trofozoito e de
esquizonte, assim como nos gametdcitos e esporozoitos de P. falciparum. Na sequéncia
dos compostos de fosfina de Au(l) abordados anteriormente, foram formuladas
nanoparticulas de Au ultrapequenas 4 base de glicosideo (Glc-NCs), representadas na
Figura 5.27, com o objetivo de formar ligagdes fortes com grupos tiol. Estas estruturas

assumem particular interesse para a detegdo de cisteina na superficie do parasita. (151)

COOH

58
Gle-NCs

Figura 5.27- Representacdo estrutural de nanoparticulas de Au a base de

glicosideo (Glc-NCs). (151)

De forma a avaliar a capacidade de ligagdo aos residuos de cisteina na superficie
do parasita foi determinada a concentragdo de nanoparticulas de ouro estabilizadas com
citrato, em comparacdo com as nanoparticulas a base de glicosideo. Verificou-se que
ambos apresentavam afinidade de ligagdo para com os parasitas extracelulares maduros

de P. falciparum, porém as nanoparticulas a base de glicosideo foram as que apresentaram
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maior for¢a de ligacdo, o que pode ser explicado face & elevada area de superficie,
proporcionando uma maior acumulacao deste complexo metalico nos parasitas. Por outro
lado, os grupos hidroxilo da glicose podem aumentar a estabilizagdo com as proteinas

pela formagao de ligagdes de hidrogénio adicionais. (151)

Os GLc-Ncs demonstraram ser seguros na sua administragdo em células de
mamifero, apresentando um aumento crescente da atividade pelas diferentes formas
assexuais intraeritrocitarias do parasita (anel, trofozoito precoce e tardio e esquizonte),
por aumento dos dominios ricos em cisteina, € nas formas sexuais, atuando na

gametogénese, pelo que apresentam atividade gametociticida. (151)

Foi avaliada a vantagem da conjugacdo de um farmaco com estes complexos de
Au a base de glicosideo, em termos da atividade inibitoria. O farmaco usado foi a
ciprofloxacina, um antibiotico que apresenta atividade antimaldrica moderada. A sua
solubilidade em agua ¢ baixa, devido ao facto de a sua forma zwitteridnica (neutra) ter
um ponto isoelétrico a pH 7.4. A conjugacdo com estas nanoparticulas de Au
(Cipro@Gle-NCs), como representado na Figura 5.28 permite alterar este pH,
melhorando a solubilidade deste farmaco hidrofobico e evitando perda de eficacia por
formacdo de agregados em meio aquoso. Ao mesmo tempo aumenta a seletividade por
incorporacdo direta deste fA&rmaco nas hemacias infetadas, melhorando a sua atividade

terapéutica por aumento do acimulo do farmaco a nivel intracelular. (151)

F

o ) il

OH

Figura 5.28- Conjuga¢ao com cipofloxacina (Cipro@Glc-NCs). (151)

Os valores de ICso determinados em testes de atividade in vitro para a
ciprofloxacina isolada e conjugada com as nanoparticulas, usando a linhagem 3D7 de P.

falciparum, encontram-se na tabela 5.1. (151)

75



Tabela 5.1- Valores de ICso da ciprofloxacina e Cipro@Glc-NCs apds exposi¢ao
a linhagem 3D7 de P. falciparum. (151)

Amostra  Cipro@Gle-NCs (uM) Ciprofloxacina (uM)
ICso 27.4+3.8 157.9+58.8

A conjugagao com nanoparticulas reduziu o valor de ICso, comprovando o efeito
sinérgico da ciprofloxacina quando conjugada com estas nanoparticulas de Au em termos
de direcionamento seletivo contra todos os estadios sexuais e assexuais do parasita de P.
falciparum. Todavia, a atividade na gama micromolar indica que sdo necessarios mais

estudos para otimizagao farmacologica. (151)
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Conclusio e perspetivas futuras da utiliza¢cio de complexos organometalicos no
tratamento da malaria

O controlo da maladria tem se baseado na associagdo de moléculas com
mecanismos de acdo diferentes, permitindo mitigar as limitagdes individuais de cada um,
como por exemplo de terapias combinadas a base de artemisinina (ACTs). Porém,
alteragdes dos alvos terapéuticos onde atuam estes farmacos, entre outros mecanismos
utilizados no processo de selegdo para resisténcias, levam a perda da eficacia dos

farmacos em uso.

Os antimaldricos necessitam de cumprir com um conjunto de critérios: por
exemplo, devem ter lipofilicidade que lhes permita permear as membranas bioldgicas,
bem como estabilidade e solubilidade baixa para acumularem no VD do parasita. Ao nivel
dos aspetos farmacodinamicos, devem manter ligagdes fortes com os alvos parasitérios.
A baixa estabilidade das artemisininas, baixa solubilidade em agua e 6leo, com reduzido

tempo de semi-vida no plasma, conduzem a reduzida biodisponibilidade.

Uma das estratégias recentes, como abordada ao longo desta tese ¢ o
desenvolvimento de farmacos hibridos e a incorporagdo de entidades metalicas em
antimalaricos, como forma de melhorar as propriedades farmacodinidmicas e
farmacocinéticas. Os metais, pelas suas diferentes propriedades de valéncia, apresentam
vantagens em termos do design de novos farmacos, oferecendo variabilidade em termos
de geometrias de coordenagdo, o que pode ser vantajoso para a interagdo com os alvos
terapéuticos. A sua inser¢ao pode trazer beneficios ao nivel das propriedades lipofilicas,
bem como acrescentar novos mecanismos de acgdo, tais como catélise intracelular ou
interacdo com o DNA do parasita, como no caso dos complexos Ru(Ill)Cp* que

interagem com o DNA. Também podem interferir na via de destoxificagdo do parasita.

Porém, ¢ de assinalar que a incorporagao dos metais em antimalaricos ¢ um topico
de investigacdo relativamente recente, estando disponiveis muito poucos resultados de
estudos in vivo e ex-vivo, devido a toxicidade de certos metais assim como a dificuldade
de formagdo e ajuste de certos complexos, devido a caracteristicas de coordenagdo
especificas, a que acresce a falta de investimento atual que impede um ritmo de
investigacdo adequado. O grupo ferrocenilo tem sido utilizado em varios compostos

hibridos. A ferroquina (FQ) ¢ um dos antimalédricos com interesse para uso humano.

77



Devido a protecdo pela unidade ferrocenilo a estrutura quinolinica retém a atividade,
estando mais protegida de resisténcias pelo parasita. Este antimalarico ndo apresenta
resisténcia cruzada com nenhum farmaco antimalérico e o tempo de semi-vida ¢ bastante
superior ao da CQ, garantindo uma taxa de eliminacdo do parasita mais elevada. A analise
de relagdes estrutura-atividade da FQ permitiu perceber a forma como esta interage com
o alvo terapéutico e a influéncia de modificagdes estruturais na atividade final da
molécula, tendo também sido explorada a insercdo na estrutura de antimaldricos
estabelecidos, como o artesunato, com o objetivo de formac¢ao de hibridos multimodais

que possam fazer face as resisténcias aos ATCs.

E de assinalar também a tentativa de hibridacdo da FQ com unidades
organicas ndo tdo frequentemente utilizadas em maldria, mas que parecem ser uma forte
aposta devido a estabilidade e facilidade de sintese, como ¢ o caso das tio-semicarbazonas
e dos ligandos de benzimidazol, sendo que a incorporagdo destes ultimos, com inibi¢do
da taxa de conversao de NAD/NADH favorece a interferéncia em determinadas vias
bioldgicas do parasita gerando stress oxidativo. Ou seja, estes resultados apontam para
novos mecanismos de a¢ao contra o parasita que podem por si s6 apresentar caracter de
inibicao da atividade antimalarica. Todavia esta linha de investigagdo estd ainda pouco
desenvolvida, necessitando de estudos de docking molecular para perceber como este tipo
de estruturas podem interagir com o alvo terapéutico e permitir o melhoramento através

dos resultados da modelagao molecular.

A incorporagdo de outros metais, como o Ir(Ill) e Ru(Ill), em farmacos
antimalaricos ja existentes, como o caso da CQ, permitiu concluir que a insercao de
metais de transicao pode acentuar a atividade biologica dos antimalaricos em uso, uma
vez que a atividade in vitro dos complexos contra P. berghei foi superior a do difosfato

de cloroquina.

Outra alternativa recentemente explorada consiste ndo no uso de metais, mas sim
de ligandos que funcionam como quelantes de metal, causando a morte do parasita pela
privacao de metais relevantes para a sua sobrevivéncia. Contudo, problemas associados
com a permeabilidade, a seletividade para metais especificos e a dificuldade de
formulagdo de estruturas que exibam um equilibrio nas propriedades hidrofilicas e
hidrofobicas constitui um entrave para a sintese destes compostos. Estes problemas

poderdo ser colmatados com mais investigagdo nesta area.
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O uso de nanoparticulas como veiculo de transportes de complexos metdlicos com
atividade antimalarica tem sido uma das estratégias investigadas para fazer face as
resisténcias aos farmacos antimalaricos, entregando o farmaco antimalarico no seu alvo
terapéutico e assim mantendo o seu perfil de eficacia. Um dos exemplos investigados
foram as nanoparticulas de Ag, que podem ser uma alternativa ao uso da CQ podendo
constituir uma opg¢ao futura para fazer face as resisténcias. Porém ¢é necessario efetuar
estudos comparativos para tragar o perfil de toxicidade face aos antimaléricos ja
existentes, bem como o perfil de eficacia contra outras estirpes da Plasmodium, de forma

a avaliar a viabilidade.

Com a presente dissertacdo pretendemos mostrar que a incorporacao de centros
metalicos em ligandos com atividade antiplasmodial pode conduzir a aumento de eficacia
no tratamento da maléaria. A literatura nesta area revela o potencial das linhas de
investigacao referidas, mas também mostra a necessidade de mais investigagdo. Por
exemplo, os estudos podem abranger outros metais, como o caso do Os e dos complexos
de Pt. Esta area estd em desenvolvimento, porém os resultados sdo promissores, € estudos
de modelacdo molecular poderdo apoiar o desenvolvimento de novas solugdes,
envolvendo metais, para uso futuro na terapia da malaria. Serdo necessarios mais estudos,
maior investimento na sintese de bibliotecas de compostos, posterior analise de
bioatividades e estudos farmacologicos (ADMET) para selecionar moléculas para
desenvolvimento que consigam mitigar os problemas associados ao surgimento de

resisténcias pelo parasita, fazendo face aos mesmos.
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