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RESUMO

A maléria é uma infeccdo causada pelo Plasmodium sp. e pode ser grave, se ndo tratada
precocemente. Ela acomete importante fracdo da humanidade e tem profundo impacto
sanitario mundial. Estima-se que 3,3 bilhdes de pessoas estejam expostas ao risco de
transmissdo. Um dos problemas inerentes a infeccdo € o progressivo aumento da resisténcia
do parasito aos antimaldricos. Nesse contexto, fazem-se necessarios estudos para o
desenvolvimento de novas alternativas quimioterapicas. Muitas substancias tém atividade
antiplasmodial comprovada, como as chalconas. Entretanto, as propriedades fisico-quimicas
dessas moléculas, que sdo importantes para suas acdes biologicas, ndo estdo bem
estabelecidas. Neste trabalho, foi realizada a modelagem molecular e avaliada a atividade
antiplasmodial de duas chalconas (HBR1 e LH2) e quatro derivados de chalconas (GH3, 1V4,
LCH1 e LCH3). Para isso, foram determinadas: as concentracdes inibitorias em 50% do
crescimento do P. falciparum in vitro e as propriedades fisico-quimicas das substancias, como
HOMO, LUMO, potencial eletrostatico, C log P, energia de hidratacdo, polarizabilidade e
volume molecular, através de calculos virtuais. Os resultados dos valores calculados foram
correlacionados com a atividade bioldgica, a fim de se identificar parametros quimicos que
possam influenciar a acdo antiplasmodial. As concentra¢es inibitérias em 50% do
crescimento do P. falciparum variaram de 0,2 a 1,7 UM, sendo que estes valores foram
menores do que os descritos na literatura. O estudo da correlagédo entre as atividades
biolégicas e as propriedades fisico-quimicas mostraram pardmetros determinantes de
atividade bioldgica, como LUMO, potencial eletrostatico, C log P e energia de hidratacdo, que
podem auxiliar na selecdo de moléculas mais ativas contra o P. falciparum. Assim, essas
propriedades moleculares podem ser utilizadas no planejamento racional de novas chalconas
e/ou derivados com atividade antiplasmodial.

Palavras-chave: chalconas, cultivo in vitro, P. falciparum, atividade antiplasmodial,
modelagem molecular.



ABSTRACT

Malaria is an infection caused by Plasmodium sp. and It can be serious, if not treated
precociously. It affects significant fraction of humanity and has profound health impact
worldwide. It is estimated that 3.3 billion people are exposed to the risk of transmission. One
of the problems of the infection is the growing emergence of parasite resistance to
antimalarial drugs. In this context, studies are needed to develop new alternative
chemotherapy. Many substances, such as the chalcones, have had their antiplasmodial activity
proven. However, the physicochemical properties of these molecules, which are important for
biological actions, are not well established. In this work, molecular modeling was performed
and the antiplasmodial activity was evaluated of two chalcones (HBR1, and LH2) and four
derivatives of chalcones (GH3, IV4, LCH1, and LCH3). For that, we determined the drug
concentration inhibitory of 50% of the growth of P. falciparum in vitro as well as the
physicochemical properties of derivatives of chalcones as HOMO, LUMO, electrostatic
potential, C log P, hydration energy, polarizability and molecular volume through virtual
calculations. The results of the calculated values were correlated with the biological activity
in order to identify chemical parameters that can influence the antiplasmodial action. The
inhibitory concentrations in 50% of the growth of P. falciparum ranged from 0,2 to 1,7 uM,
and these values were smaller than described them in the literature. The study of the
correlation between the biological activities and the physicochemical properties showed
determinating parameters for the biological activity, as LUMO, electrostatic potential, C log P
and hydration energy, which may help in the selection of molecules more active against P.
falciparum. Thus, these molecular properties can be used in the rational planning of new
chalcones and/or derivatives with antiplasmodial activity.

Keywords: chalcones, culture in vitro, P. falciparum, antiplasmodial activity, molecular
modeling.
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1. INTRODUCAO

A malaria representa uma das principais endemias no mundo, sendo responsavel
por altas taxas de morbidade e mortalidade em mais de 102 paises tropicais. A infeccdo &,
ainda hoje, considerada um grande obstaculo ao desenvolvimento econémico de comunidades
e nacdes. No Brasil, a Amazbnia Legal é a regido de maior transmissdo da doenca,
concentrando quase a totalidade (mais de 99%) dos casos do pais (WHO, 2008).

Muitos programas foram executados na tentativa de erradicar e, posteriormente,
controlar a infeccdo. Nos anos 60, a principal énfase foi dada ao controle do vetor,
principalmente, através da utilizacdo de inseticidas, como o DDT. No entanto, com 0
surgimento da resisténcia do mosquito a essa substancia, a medida nédo foi mais satisfatéria. A
assisténcia terapéutica aos doentes, que era tomada como atividade complementar, ganhou
maior importancia no controle epidemiolédgico. Hoje, a quimioterapia comanda a linha de
frente no combate a maléria e as drogas antimalaricas tém, em muitos paises, destague como
medida de controle da infec¢do (DIALLO et al, 1999).

As quinoleinas sdo os antimalaricos mais comumente empregados nos esquemas
terapéuticos e, desde sua descoberta, sdo usados no mundo todo. Essa classe de farmaco
adquiriu tal importancia que o seu consumo se equivale ao dos antipiréticos em muitas areas
tropicais do mundo (WHITE, 2004). Entretanto, o advento da resisténcia aos antimalaricos,
sobretudo a quinina e a cloroquina (WELLEMS; PLOWE, 2001; AHLM; WISTROM,;
CARLSSON, 1996; POTKAR; KSHIRSAGAR; KATHURIA, 1995) inseriu o controle da

infeccdo em um preocupante cenario epidemioldgico.

Atualmente, a multirresisténcia do P. falciparum aos antimalaricos e as evidéncias
de perda da sensibilidade do P. vivax (WHITE, 2004) a cloroquina tornaram-se obstaculos
relevantes a politica de controle da infeccdo. Além disso, o futuro da quimioterapia
antimalarica pode estar comprometido com o crescente surgimento da resisténcia cruzada
entre as quinoleinas, a qual pertence a cloroquina. Assim, a necessidade de substancias
eficazes e estruturalmente distintas dessa classe farmacol6gica € evidente
(BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2001).
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Muitas classes de substancias mostraram-se eficazes contra o parasito. Algumas
delas chegaram a medicamentos e sdo aplicadas na terapéutica convencional. Outras
moléculas se revelaram ativas in vitro e/ou in vivo, mas ndo conseguiram reunir as
propriedades necessarias para se caracterizar como um medicamento. As chalconas compdem
uma classe quimica de substancias que tem demonstrado excelente atividade antiplasmodial,
sendo entdo um prot6tipo promissor para o estudo de novas chalconas. Elas sdo encontradas
naturalmente em muitas espécies de plantas rasteiras ou arbéoreas (DIXON; STEEL, 1999) e
apresentam  diversas acbes farmacologicas, como antibacteriana, leishmanicida,
antiinflamatdria, entre outras (TODA; TANAKA; HAMAI, 1990). Dentre as modificaces
nas chalconas, os substituintes mais promissores quanto a acdo antiplasmodial foram os
metoxilados e halogenados (LIU et al, 2001). Apesar da comprovada atividade das chalconas
contra o plasmadio, substancias ativas e seguras para o organismo nao foram obtidas. Diante
disso, estudos para um melhor conhecimento da acdo farmacoldgica das chalconas sobre o

plasmaddio ainda séo necessarios.

Hoje, ferramentas importantes sdo aplicadas para a avaliacdo de substancias com
potencial atividade farmacoldgica, como os testes bioldgicos e as simulacfes virtuais. Elas
foram desenvolvidas na tentativa de prever resultados de atividade farmacologica e, assim,
diminuir o custo e o tempo do processo de descoberta de novos farmacos. Uma das técnicas
virtuais que permite o calculo de propriedades essenciais a uma molécula para uma
determinada atividade biolégica é a modelagem molecular. Esse método pode detectar,
precocemente, futuros problemas que a substancia pode trazer ao organismo e permite
orientar a pesquisa na dire¢do de moléculas com maior potencial terapéutico (TROULLIER et
al, 2002; COLLINS et al, 2003; HANSCH et al, 2004).

A modelagem molecular também pode ser utilizada como técnica complementar
na obtencdo de uma molécula mais potente a partir de um proto6tipo de atividade bioldgica
estabelecida. Assim, inUmeras pesquisas sdo realizadas a partir de uma estrutura quimica base
e sdo sintetizadas novas substancias que podem conferir, além de uma melhor acéo bioldgica,
uma maior seletividade de acdo, maior biodisponibilidade ou, ainda, menor toxicidade ao
organismo (CARVALHO et al, 2003).

Assim, neste estudo, foram avaliados seis chalconas metoxiladas ainda néao
testadas contra o plasmdédio. O efeito antiplasmodial das moléculas propostas foi obtido

através da avaliagcdo das concentragdes inibitdrias em 50% (ICsp) do crescimento do P.
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falciparum em cultura in vitro. Além disso, foram realizados célculos, através da modelagem
molecular, de propriedades quimicas importantes para a atividade antiplasmodial. Os dados
das ICsy e os parametros fisico-quimicos das chalconas foram correlacionados
estatisticamente como uma proposta de obtencdo de dados quimicos determinantes para a
acdo farmacoldgica dessa classe de substancias, a fim de estabelecer quais caracteristicas
quimicas que as chalconas necessitam ter para uma boa agdo antiplasmodial e, assim, servir

de modelo para a sintese de possiveis compostos mais ativos farmacologicamente.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

> Avaliar a atividade antiplasmodial de novas chalconas em cultivo in vitro

de P. falciparum.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar, através de calculos tedricos, as propriedades fisico-quimicas

das chalconas;

> Determinar o perfil de inibicdo de 50% do crescimento do P. falciparum in

vitro;

> Correlacionar os parametros fisico-quimicos tedricos das chalconas com a

atividade bioldgica obtida.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. MALARIA
3.1.1. Consideracdes gerais

A malaria é uma infeccdo sistémica, causada por protozoarios do género
Plasmodium e transmitida entre os humanos por vetores invertebrados do género Anopheles.

Clinicamente, ela é caracterizada pela triade sintomatica: febre, calafrio e cefaléia.

A palavra ‘maldria’ surgiu na Italia no século XVII, onde casos de febre foram
atribuidos ao “mau ar” (mal’aria) dos pantanos. O protozodrio convive com o homem
provavelmente ha muitos séculos, mas foi Hipdcrates o primeiro a descrever as manifestacoes
da doenca e relaciona-las a estacdo do ano e ao local onde ocorria a transmissdo. Em 1880,
Laveran identificou pela primeira vez o protozoario causador da infeccdo (BRUCE-
CHWATT, 1980).

Existem cerca de 120 espécies de plasmddios, incluindo 22 parasitos de primatas,
19 de roedores, morcegos e outros mamiferos e, em torno, de 70 outras espécies que infectam
aves e répteis. Apenas cinco espécies podem infectar naturalmente, desenvolver-se e causar
doenga em humanos (CHAVATTE et al, 2007):

» Plasmodium (Plasmodium) malariae, a primeira espécie de plasmodio humano

descrito, descoberta em 1881, por Laveran;
» Plasmodium (Plasmodium) vivax, descrito por Grassi & Feletti, em 1890;
» Plasmodium (Laverania) falciparum, descrito por Welch, em 1897,

» Plasmodium (Plasmodium) ovale, descrito por Stephens, em 1922, ndo sendo

esta espécie transmitida no Brasil;

» Plasmodium (Plasmodium) knowlesi, descrito por Knowles & Das Gupta, em
1931, como uma espécie infectante em simios e por Singh e colaboradores em

2004 a infeccdo natural e maléria grave em humanos, na Malasia.



23

Em 1902, Ross ganhou o Prémio Nobel de Medicina ao demonstrar que o
mosquito do género Anopheles € o vetor do parasito (BRUCE-CHWATT, 1980). Apenas as
fémeas, quando infectadas e infectantes, sdo responsaveis pela transmissdo, pois precisam do
sangue para 0 amadurecimento de seus Ovulos. Existem cerca de 400 espécies de anofelinos,
no entanto, apenas 60 destas podem ser vetores de plasmddios que causam malaria humana
(REY, 2001). No Brasil, os mais importantes vetores séo: o Anopheles (N.) darlingi, principal
responsavel pela transmissdo na maior parte do territério nacional, e o Anopheles (N.)

aquasalis, mais importante no litoral (TAUIL, 2005).
3.1.2. Epidemiologia da infeccéo

E, talvez, a mais antiga, distribuida e conhecida infeccfo parasitaria que acomete
0 homem e, até hoje, € considerada um grave problema de salde publica no mundo. A
Organizacdo Mundial de Salude estima que haja 247 milhdes (189-327 milhdes) de casos de
malaria por ano no mundo (WHO, 2008). S6 no Brasil, meio milhdo de pessoas por ano
contraem a doenca (BRASIL/MS/SVS, 2008).

A infeccdo adquiriu particular importancia devido a sua extensa distribuicao
geografica e a sua atuacdo como fator limitante do crescimento demografico, cultural e
econdmico em vastas areas do globo (BRASIL/MS/SVS, 2008).

Em torno de 3,3 bilhdes de pessoas, metade da populacdo mundial, vivem em
areas de risco de transmissdo da maldria, sendo, mais de um terco deste valor, habitantes de
areas de alto risco (Figura 1). O aumento do risco de transmissao e a formagéo de novas areas
endémicas, como as Regides Temperadas, podem ser consequéncias do aquecimento global.
A figura 2 ilustra o possivel cenario de risco de transmissdo da malaria projetado para o0 ano
de 2020 baseando-se no aumento de 1,1°C na temperatura global e na auséncia de politicas de
controle da infeccdo. No mapa, o0 risco de transmissdo com a mudanca de temperatura
observada foi notavel em algumas regides da Africa, favorecendo a ocorréncia de varias
epidemias. Percebe-se a possibilidade do aumento dramético das condi¢Ges de transmissao
nas regibes orientais da Europa e dos Estados Unidos (MARTENS; ROTMANS;
ROTHMAN, 2002).
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Figura 1. Risco de transmissdo da malaria no mundo no ano de 2006.
Fonte: WHO, 2008.
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Figura 2. Risco de transmisséo de malaria projetado para o ano de 2020.
Fonte: MARTENS, 2002.

No Brasil, a Amazénia Legal é a area endémica de malaria, onde se concentram,
aproximadamente, 99,9% dos casos (Figura 3). Na Regido, apenas 60 municipios sdo
responsaveis por 80% dos casos de malaria notificados. A transmissdo € favorecida,
principalmente, pela presenca de condi¢des de manutencdo dos criadouros de anofelinos,
como a grande hidrografia, as elevadas temperaturas e as constantes chuvas tipicas do clima
tropical (BRASIL/MS/SVS, 2008).
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Figura 3. Mapa de risco de transmissédo na Amazonia Legal, 2007.
Fonte: BRASIL/SVS/MS, 2008.

Até 1988, os indices de prevaléncia de P. vivax e P. falciparum no pais eram
praticamente iguais, mas a partir de entdo, o P. vivax vem se destacando como mais
prevalente. Atualmente, o predominio de P. vivax estd em torno de 80% dos casos de malaria
(Figura 4), o que se pode atribuir, em parte, ao fato do ciclo sexuado do P. falciparum ter um
processo de amadurecimento dos gametocitos mais tardio (de oito a dez dias apds a infecgdo)
quando comparado ao do P. vivax, possibilitando o diagnéstico e o tratamento precoces e
anteriores ao desenvolvimento das formas sexuadas. Ja o ciclo sexuado do P vivax é
concluido mais rapidamente e as formas infectantes aparecem no sangue do paciente dois ou
trés dias apos a infeccdo (BRASIL/SVS/MS, 2008).



26

n. Casos x 1.000
TOO

e00

500

400

[==Casos ==falciparum ===vivax|

300

%%
100 | , N~ /

GBI G2 E3E4BCEEETEAEOTOTI 7273 T4 757677 78708081 828384 858687 88800091 0203 040506070899 0 1 2 3 4 &5 & 7 anos

Figura 4. Evolucéo do nimero de casos de malaria por espécies no Brasil, 1960 a 2007.
Fonte: BRASIL /SVS/MS, 2008.

Nas demais regides do pais (menos de 0,1% dos casos brasileiros), 64% dos casos
registrados sdo importados das areas endémicas. Cerca de 55% sdo provenientes dos estados
da Amazobnia Legal e, aproximadamente, 9% de outros paises (Guiana Francesa, Paraguai,
Suriname e Africa). Destacam-se, na transmissdo, os municipios localizados as margens do
lago da usina hidrelétrica de Itaipu e em uma vasta area da Mata Atlantica. Os 36% restantes
sdo casos autdctones esporadicos que ocorrem em areas focais restritas (BRASIL/MS/SVS,
2008).

O Programa Brasileiro de Controle de Endemias apresentou resultados eficientes
na década de 60, quando aplicou estratégias propostas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para a erradicagdo da malaria e atingiu os niveis mais baixos ja registrados - 36.900
casos em todo o pais, em 1961. A partir de entdo, a prevaléncia voltou a crescer. Na tentativa
de controlar a atual situagdo da infeccdo no Brasil, o governo federal junto 8 OMS colocou em
pratica estratégias que visam diminuir a morbidade, prevenir a mortalidade e aliviar as perdas
econdmicas e sociais produzidas pela doenca, a partir da Reunido Internacional ocorrida em
Amsterdd, em 1992, Apesar das conquistas temporarias 0s numeros voltaram a crescer em
1997, chegando a 637.470 casos nacionais em 1999. De acordo com o Ministério da Saude,
em 2007, 457.659 casos de malaria foram confirmados no pais (SILVEIRA; RESENDE,
2001).
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Entre 1999 e 2007, o nimero de laboratorios habilitados ao diagndstico de malaria
passou de 1.182 para 3.217, representando um acréscimo de 172,2%. Com a reducdo dos
casos, houve impacto também nas internacgdes, que cairam 35% no periodo de janeiro de 2007
(185.983 casos) a agosto de 2008 (121.132 casos). Os dados de reducdo da malaria na
Amazonia Legal confirmam a tendéncia de diminuigéo de pessoas infectadas verificadas pelo
Ministério da Salde em levantamentos anteriores. Na Ultima avaliacdo, a queda foi de 16,9%
no ano de 2007 em relacdo a 2006. Todos os estados apresentaram reducdo dos casos nos
cinco primeiros meses de 2008 em relacdo a 2007, destacando-se o estado de Rondbnia
(47%), seguidos pelos estados do Amapa (45,3%), Maranh&o (43,8%), Mato Grosso (42,7%),
Roraima (40,6%), Acre (39,5%), Amazonas (33,2%), Tocantins (30,1%) e Pard (15,5%)
(BRASIL/MS/SVS, 2008).

Uma estratégia do Ministério da Salde foi a criagdo da Cémara Técnica de
Terapéutica de Maléria — CTTM, através da Portaria 22 /SVS/MS, de 13 de junho de 2005,
com 14 membros e a finalidade de orientar a Politica de Medicamentos Antimaléricos no
Brasil. A associacdo de quinina, doxiciclina e primaquina, vinha sendo utilizada, desde 2006,
como esquema de tratamento de primeira linha para malaria por P. falciparum. Além disso,
dois promissores esquemas terapéuticos estdo sendo gradativamente implementados nos
Estados da Amazdnia, o Coartem e terapias de combinacdo baseada em artemisinina (ACT -
Artemisinin-based Combination Therapy) (Tabela 1), seguindo a recomendacdo da OMS.
Resultados promissores tém sido observados nos Estados do Amazonas e do Amapa, onde
foram adotados os esquemas com ACT para tratamento de maléaria por P. falciparum, nos
anos de 2006 e 2007, respectivamente. (BRASIL/SVS/MS, 2008).

Tabela 1. Implantacdo da terapia de combinagdo com Artemisinina — ACT

NUMERO DE MUNICIPIOS 2005 2006 2007
Endémicos* 420 396 371
Endémicos usando ACT 0 12 335
% municipios endémicos usando ACT 0% 3% 90%

* Municipios com pelo menos um caso de malaria por P. falciparum notificado no ano.
Fonte:BRASIL/SVS/MS, 2008.

A Rede Amazonica de Vigilancia da Resisténcia aos Antimalaricos (RAVREDA),
integrada pelo Ministério da Saude do Brasil, Bolivia, Venezuela, Equador, Guiana, Peru,

Colémbia, Suriname e o Departamento da Guiana Francesa, € um projeto da OMS/OPAS que
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tem como objetivo monitorar a resisténcia terapéutica e, assim, estimar a magnitude e a
distribuicdo da farmacorresisténcia dos parasitos aos medicamentos preconizados pelos
Programas Nacionais de Controle da Malaria - PNCM dos diversos paises integrantes da rede
(BRASIL/SVS/MS, 2005).

3.1.3. Ciclo evolutivo do Plasmodium spp. (BRUCE-CHWATT, 1980; REY, 2001).

A complexidade do ciclo de vida do parasito explica, em parte, as dificuldades
para o estabelecimento de uma terapéutica eficaz. O ciclo evolutivo do plasmédio € o mais
complexo do filo Protozoa, pois além de envolver dois tipos de multiplicacdo e dois
hospedeiros, possui pelo menos seis formas evolutivas: esporozoitos, merozoitos, trofozoitos,
esquizontes, gametocitos (masculino e feminino) e hipnozoitos (em P. vivax e P. ovale). A
reproducdo assexuada ou esquizogonia ocorre no hospedeiro vertebrado e a reproducdo
sexuada ou esporogonia, no hospedeiro invertebrado (Figura 5).

» Hospedeiro Vertebrado

Ao picar o individuo, 0 mosquito fémea inocula os esporozoitos (forma infectante
para 0 homem), que estdo armazenados em suas glandulas salivares. Esses, ap0s passarem
pela derme e vasos linfaticos ganham a circulacdo através dos capilares sanguineos e, ap6s 15
a 45 minutos, chegam ao figado, passando pelas células de Kipffer e alojam-se nos
hepatdcitos. Nos hepatdcitos, os esporozoitos se desenvolvem em trofozoitos hepaticos, e em
esquizontes teciduais que liberam, quando se rompem, 0S merozoitos hepaticos ou
merossomos. Alguns desses merozoitos sdo fagocitados, pelas células de Kipffer, no proprio
figado e outros sdo lancados na circulacdo sanguinea. Esse ciclo de esquizogonia pré-
eritrocitica (ou hepatica) dura cerca de seis dias, no caso do P. falciparum; oito, no P. vivax;
nove, no P. ovale e 16 dias na infec¢do por P. malariae. Existem esporozoitos que, ao invés
de se infectarem hemaceas e se desenvolverem em trofozoitos, permanecem quiescentes no
figado e sdo denominados de hipnozoitos. Essa forma evolutiva é caracteristica do P. ovale e

do P. vivax.

Nos eritrocitos o parasito se diferencia em trofozoito sanguineo, dando inicio ao
“ciclo eritrocitico”, que se desenvolvem em esquizontes, liberando na circulacdo sanguinea,
merozoitos que invadirdo novas hemacias. Os merozoitos do P. vivax invadem

preferencialmente as hemacias jovens, ja o P. malariae prefere eritrcitos maduros, enquanto
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que o P. falciparum é indiferente quanto ao grau de maturidade dos eritrocitos que ele

invadira.

Os esquizontes possuem numeros caracteristicos de merozoitos em cada espécie:
de seis a 12 (geralmente, oito) no P. malariae e P. ovale, de oito a 24 (geralmente, 12 a 18) no
P. vivax, e de oito a 26 (geralmente, oito a 18) no P. falciparum. Nesta ultima espécie, 0s
esquizontes sdo encontrados nos capilares sanguineos mais profundos do hospedeiro humano,
devido a presenca de protuberancias formadas na superficie dos eritrécitos parasitados que
aumentam sua adesdo as células do endotélio vascular. Entretanto, quando a infeccdo
apresenta-se em estagio avancado, os esquizontes podem ser observados no sangue periférico,

0 que € indicativo de doenca grave.

No sangue, com a evolucdo da infeccdo, o ciclo esquizogbnico tende a se repetir
em prazos regulares e caracteristicos para cada espécie: de 36 a 48 horas para P. falciparum,
48 horas para P. vivax e P. ovale e 72 horas para P. malariae, mas isso ndo acontece sempre.
Como resultado do rompimento do esquizonte sanguineo, advém os acessos febris do paciente
que, mesmo na auséncia de periodicidade regular devem evocar o diagnostico da doenca.
Apo6s algum tempo de infec¢do, como recurso de sobrevivéncia induzido pelo “estresse” da
infeccdo, uma pequena por¢do dos merozoitos sanguineos sofre diferenciacdo em gametdcitos
feminino e masculino (diferenciados em macrogametocitos e microgametdcitos,

respectivamente) que dardo continuidade ao ciclo no anofelino.
» Hospedeiro Invertebrado

Quando o Anopheles realiza o repasto no individuo infectado, todas as formas
evolutivas circulantes, a exce¢do do gametocito (forma infectante para o mosquito), podem
teoricamente ser ingeridas e digeridas no estdmago do anofelino. Somente o0s
macrogametocitos e 0s microgametdcitos sobreviverdo passando a macrogametas e
microgametas, respectivamente. Apds a formacdo do gameta masculino, processo conhecido
por exflagelagdo, ocorre a fecundagédo e formacéo do zigoto, desenvolvendo-se em uma forma
movel e invasiva, denominada de oocineto, a qual se dirige ao revestimento epitelial da
parede intestinal do inseto, perfurando-o e alojando-se no préprio epitélio ou entre este e a
membrana basal, maturando-se em oocisto. Inicia-se, entdo, o processo de multiplicacéo
esporogonica, originando dezenas de milhares de esporozoitos, que através da hemolinfa,

deslocam até suas glandulas salivares, concentrando-se a espera da proxima hematofagia.
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Figura 5. Ciclo bioldgico do Plasmodium spp. causadores de malaria humana.
Fonte: BRASIL/MS/SVS, 2005 (adaptado por PEREIRA, 2008).
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3.2. FARMACOS ANTIMALARICOS

A quimioterapia antimalarica permanece sendo umas das principais medidas de
controle da infeccdo. Entretanto, dificuldades decorrentes do uso dos antimalaricos
atualmente preconizados, como o0 surgimento da resisténcia e a toxicidade nas doses
terapéuticas, tém representado grande entrave no tratamento da maléria, gerando a incessante

busca de novos farmacos mais eficazes e seguros.
3.2.1. Historico

Os primeiros relatos de substancia antimalarica foram antes da Era Cristd na
China. A artemisinina e seus derivados ja eram utilizados para febres desde 340 d.C. e
passaram a ser recomendados, em 1596, na forma de chd, para o alivio dos sintomas da
malaria. Os chineses, também, tratavam a malaria com Ch’ang shan, uma preparacdo de raiz
de Dichroa febrifuga cujo principio ativo era o alcaldide febrifugina. No Peru, os jesuitas
comecaram a utilizar a casca da arvore da quina para prevenir e tratar malaria. Em 1645, o
padre Bartolomeu Tafur levou algumas cascas para Roma e divulgou sua acdo medicinal entre
os clérigos e, em 1654, a casca peruana foi introduzida na Inglaterra. Logo apds, em 1677, 0
primeiro registro de substancia com atividade antimalarica foi oficializado na farmacopéia
Européia com a insercdo da quina sob a denominagdo de Cortex peruano. Em 1820, os
franceses Pelletier e Caventou isolaram da casca da quina, o alcaldide quinina (KYLE;
SHAMPE, 1974.

A primeira sustancia sintética utilizada como antimalarico foi o azul de metileno,
por Paul Ehrlich, no fim do século XIX. Muitos anos depois, descobriu-se que essa substancia
inibia a glutationa redutase do plasmadio. Logo apds seu sucesso terapéutico, foi realizada a
primeira modificacdo quimica em um antimalarico, a sintese da pamaquina a partir do azul de
metileno, em 1925, que também foi o primeiro farmaco capaz de agir nas formas tissulares do
ciclo do plasmodio. Com o advento da segunda Guerra Mundial, foi sintetizada a mepacrina
(também chamada de atebrina ou quinacrina) (WIESNAR et al, 2003).

Durante a Primeira Guerra Mundial, as grandes poténcias econdmicas
comandavam uma enorme producédo de quinina que se esgotava com a necessidade gerada nos
campos de guerra. Entdo, em 1934, os americanos Woodward e Doering sintetizaram a partir
da quinina, um importante agente quimico contra a infeccdo, a cloroquina (RIDLEY;
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HUDSON, 1998). Com o nome de Resochin foi utilizada pela primeira vez, em 1935, na
Alemanha em pacientes com maléria causada por P. vivax, ganhando notoriedade por ser
barata, segura e muito eficaz contra a malaria por P. vivax e P. falciparum, tanto para cura
radical quanto para profilaxia, além de bem tolerada pelos pacientes (WELLEMS, 2001).
Entretanto, s6 em 1943, foi sintetizada em massa e, em 1944, comercializada com o nome
comercial de Aralen, pela Pol6nia (RIDLEY; HUDSON, 1998).

Em 1945, um congénere da cloroquina, a amodiaquina, reacendeu a esperanca de
obtengcdo de uma droga segura e barata contra a infecgdo. A droga tem melhor resposta
terapéutica e clareamento da parasitemia mais rapido, no entanto, sua utilizacdo foi
expressivamente menor quando, em 1986, detectaram reacOes adversas graves COmo
hepatotoxicidade e agranulocitose (RIDLEY; HUDSON, 1998).

Em 1946, nos Estados Unidos, foi sintetizado um analogo da pamaquina, a
primaquina, que foi a Unica droga que se mostrou eficaz e segura contra as formas tissulares
quiescentes (hipnozoitos) do P. vivax e P. ovale. Foi produzida em larga escala muito tempo
depois, em 1963, e ainda hoje é amplamente indicada contra as formas hepaticas (WHITE,
2004).

Com a expansdo da resisténcia do P. falciparum & cloroquina na Africa Sub-
Saariana iniciaram-se, na década de 60, novas buscas por antimalaricos mais eficazes. Nos
anos 70, com o avanco descontrolado da resisténcia antimalérica, o norte-americano
Ohnmacht e colaboradores, do Walter Reed Institute for Medicine Research, sintetizou a
mefloquina a partir da quinina (SALLES; SALLES, 2000), a qual foi utilizada pela primeira

vez na Tailandia em virtude da resisténcia a cloroquina (SIMPSON et al, 2000).

A eficécia do tratamento monoterapico com a mefloguina, mesmo com o uso de
doses maiores, declinou rapidamente e, no fim do século XX, a taxa de cura em pacientes
tailandeses foi reduzida em torno de 50%. Na mesma época, um esquema terapéutico, que se
compunha de mefloquina e artesunato, foi utilizado e resultou em uma rapida resposta, altas
taxas de cura e menor potencial de transmissdo, sendo ainda hoje utilizado (PRICE et al,
1999).

Em 1950, na Inglaterra, foram desenvolvidos o proguanil e uma modificacdo

deste, a pirimetamina, que foram associados as sulfonamidas em agdo sinérgica. Logo foram
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alvos de falhas terapéuticas descritas no sul da Asia, pois o rapido desenvolvimento da
resisténcia se deve a uma Unica mutacdo genética (WIESNAR et al, 2003; WHO, 2005). Nos
anos 60, foram desenvolvidas duas moléculas gque, até hoje, sdo utilizadas em alguns paises, a
piperaquina e halofantrina (RENGELSHAUSEN et al, 2004).

Em 1972, na China, foi isolada da Artemisia annua (Qing hao) um
sesquiterpendide com potente atividade antimalarica, a artemisinina (Qinghaosu). Na
atualidade, varios derivados e analogos do farmaco estdo incorporados em esquemas
terapéuticos no mundo (GIAO et al, 2001).

Nos anos 90, a lumefantrina foi sintetizada e passou a ser administrada, na China,
em combinacdo com o artemeter, como forma de prevenir a resisténcia (EZZET et al, 2000).
Hoje, a associagdo entre artemisinina e halofantrina, estd em implementacdo no Brasil como
medicamento denominado de Coartem® (RIDLEY; HUDSON, 1998).

A alubaquina, ou bulaquina, foi sintetizada nos anos 80, sendo a mais recente
droga aprovada em testes contra recidivas de P. cynomolgi, em macacos rhesus. Ainda na fase
de testes em humanos, a droga ndo induziu metemoglobinemia, como visto ho modelo canino
(VALECHA et al, 2001).

Mais recentemente, foi desenvolvida a tafenoquina, ainda em fase experimental,
com resultados promissores em macacos rhesus. A droga apresentou acdo hipnozoiticida 4 a
100 vezes superior a primaquina, com acdo também contra as formas eritrociticas do P.
falciparum (NASVELD; KITCHENER, 2005).

3.2.2. Considerac0es gerais sobre os principais antimaléricos

Os antimalaricos podem ser classificados de acordo com 0 grupo quimico a que
pertencem (4-aminoquinolinas, 8-aminoquinolinas, arilaminoalcoois, naftoquinonas, lactonas
sesquiterpénicas com ligacdo endoperoxido, inibidores de folato, antibioticos) (Tabela 2) ou
de acordo com a forma evolutiva alvo de acdo (esquizonticida, hipnozoiticida,
gametocitocida, esporozoiticida) (Figura 6) (BRASIL/MS/SVS, 2001).
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Tabela 2. Classificagdo dos antimalaricos quanto ao grupo quimico.

GRUPO QUIMICO

DROGA(S)

4-Aminoquinolinas

Cloroquina e amodiaquina

8-Aminoquinolinas

Tafenoquina e primaquina

Arilaminoalcoois

Halofantrina, mefloquina, quinidina
e quinina

Naftoquinonas

Atovaquona

Lactonas sesquiterpénicas com ligacao
endoperoxido

Artemisinina e seus derivados:
artemeter, arteeter, artesunato

Inibidores de diidropteroato
sintetase, por competitividade com o

Sulfonas e sulfonamidas

Inibidores de PABA
folato o el ;
- .. roguanil e cloroproguanil;
Inibidores da diidrofolato redutase rog ) prog
pirimetamina.
Tetraciclina, doxiciclina,
Antibidticos clindamicina, azitromicina,
fluoroquinolonas
§P. vivax e Esquizonticidas
P. ovale Hipnozoiticida Amodiaquina, quinina, sulfadoxina, clorproguanil,

Primaquina

proguanil, pirimetamina, dapsona, pirimetamina,
doxiciclina, tetraciclina, mefloquina, halofantrina,
artemisinina e seus derivados.

7

Esporozoiticidas

Proguanil, dapsona,
clorproguanil,
pirimetamina,
sulfonamidas.

Gametocitocidas

Cloroquina,
amodiaquina, quinina,
primaquina.

ol

Figura 6. Classificacdo dos antimal&ricos segundo a forma evolutiva alvo de a¢éo do

Plasmodium spp.

Fonte: ENCYCLOPEDIC REFERENCE OF PARASITOLOGY, 2008 (adaptado por PEREIRA, 2008).
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» 4-Aminoquinolinas: Cloroquina e Amodiaquina

A cloroguina e a amodiaquina tém rapida atividade esquizonticida para todas as
espéecies de plasmddio, sendo também, gametocitocida para P. vivax e P. malariae. Em
relacdo a esses efeitos, a amodiaquina é ligeiramente superior a cloroquina, mas nenhuma das
duas tem acgdo contra as formas hepéticas (BRASIL/MS/SVS/CENEPI, 2001). Devido a
semelhanca estrutural da amodiaquina com a cloroquina, o P. falciparum ja desenvolveu
resisténcia cruzada a amodiaquina na maior parte das areas endémicas do mundo
(BRASIL/MS/SVS/CENEPI, 2001).

O mecanismo de acdo antimaléarico da cloroquina mais aceito € a inibicdo da
enzima gque promove a polimerizacdo do heme livre em hemozoina (substancia inerte) durante
a digestdo da hemoglobina no vactolo digestivo. O parasito degrada a hemoglobina para
utilizar os aminoécidos em seu metabolismo. A importancia desta polimerizagdo se da ao fato
de que o heme livre é gerador de radicais livres e, quando ndo inibido, pode degradar o
parasito via peroxidacdo lipidica (Figura 7) (FOLEY; TILLEY, 1997). Além disso, alguns
estudos relatam o envolvimento da basicidade da coloroquina na inibicdo do metabolismo do
parasito. O farmaco, por ser uma base forte, se acumula no vacuolo digestivo do parasito,
aumentando o pH do meio e inativando as proteases necessarias a digestdo da hemoglobina
(Figura 7) (FOLEY; TILLEY, 1997).

Aminoacidos

Peptide ca
g
» CQH*
He
»CQH,;**

.

Vacuolo Digestivo ‘:" Citoplasma /ZEEESUE
'\ )
Parasito Hemacia

Figura 7. Mecanismos propostos de agdo da cloroquina no plasmaodio.
Fonte: HLADKY, 2008 (adaptado por PEREIRA, 2008).
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» Arilaminoalcoois: Quinina e Mefloguina

A quinina é, ainda, adotada no Brasil em areas onde as cepas de P. falciparum
ainda nao desenvolveram resisténcia, ou em associa¢cdo com antibidticos nas areas com
comprovada resisténcia. No Brasil, ela foi até recentemente a droga de escolha para a malaria
ndo-grave ou complicada por P. falciparum, em associacdo com doxiciclina ou tetraciclina.
Seu principal uso foi no tratamento da infeccdo severa por P. falciparum nas areas com
conhecida resisténcia a cloroquina (BRASIL/MS/SVS/CENEPI, 2001).

A quinina age como esquizonticida sanguineo e gametocitocida contra P. vivax e
P. malariae. Por ser uma base fraca, se concentra no vacuolo alimentar do P. falciparum
podendo induzir um desequilibrio de pH semelhante aquele da cloroquina, inibindo a
formacdo da hemozoina através da inibicdo da Heme-Polimerase (Figura 8)
(SCHLESINGER; KROGSTAD; HERWALDT, 1988), no entanto, é pouco efetiva e mais
toxica que a cloroquina (BRASIL/MS/SVS/CENEPI, 2001).

? inibigao pela Quinina

Heme Hemozoina

Hemoglobina  —3 400 »>—> (ndo-toxico)

Proteases Heme-polimerase

Figura 8. Esquema do mecanismo de ac¢éo da quinina no vacuolo alimentar.

A mefloguina € altamente lipofilica, por isso, possui um grande volume de
distribuicdo aparente, que indica uma extensa distribuicdo tecidual com prolongada atividade
e, conseqlientemente, meia-vida prolongada, em torno de 21 dias (KARBWANG; WHITE,
1990).

E um potente esquizonticida sangiiineo que atua nos estagios eritrociticos
assexuados do plasmadio, particularmente nas formas trofozoiticas e nos esquizontes de P.
falciparum e P. vivax (GUSTAFSSON; ABBI; BEERMAN, 1987). O mecanismo de ac¢&o dos
arilaminodlcoois ndo é bem conhecido, entretanto, ele pode envolver ligagdo direta ao grupo
heme e inibicdo da heme-polimerase semelhante a cloroquina (FOLEY; TILLEY, 1998).

No entanto, a mefloquina (assim como a quinina) ndo se concentra tanto no

parasito, quando comparada a cloroquina. De fato, estudos apdiam a idéia de que a
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cloroquina, por ser uma base fraca diprotonada, se concentra cerca de 1000 a 5000 vezes mais
no interior do vacuolo acidico do que no plasma, e a mefloquina, por ser uma base fraca
monoprotonada, se acumularia no vacuolo cerca de 70 vezes em relacdo a concentracdo
plasmatica, que seria insuficiente para inibir a polimerizacdo do heme (FOLEY; TILLEY,
1998).

3.3. RESISTENCIA DO Plasmodium spp. A ANTIMALARICOS

A resisténcia do plasmddio a antimaléricos ja é uma realidade a décadas quando,
pela primeira vez, se observou o evento com a quinina. Hoje, ha relatos de resisténcia do
parasito para todas as classes de antimalaricos. A maior parcela de participacdo nesse cenario
é dos antimalaricos baratos, facilmente obtidos no mercado e eliminados lentamente do
organismo, como a cloroquina e a combinacao terapéutica, sulfadoxina-pirimetamina. Nas
areas endémicas dos tropicos, a maioria da populacdo tem concentracdes detectaveis de
cloroguina no sangue. O abuso das drogas antimalaricas, difundido nos ultimos cinguenta
anos, resultou em uma grande pressdo seletiva sobre a evolugdo dos plasmodios com

complexos mecanismos de resisténcia (WHITE, 2004).
3.3.1. Epidemiologia da resisténcia

O aparecimento da resisténcia, particularmente do P. falciparum, aos
antimalaricos foi o principal fator contribuinte para o ressurgimento global da malaria nas trés
ultimas décadas, sendo uma das principais razdes para 0 aumento da mortalidade de criancas
com malaria no leste e sul da Africa (KORENROMP et al, 2003). Atualmente, a resisténcia
desta espécie a cloroquina ocorre na maioria das areas endémicas. A resisténcia do P.
falciparum & sulfadoxina-pirimetamina se difunde rapidamente como resultado de mutagdes
extremamente raras (HASTINGS, 2004) (Figura 9). A resisténcia a mefloquina era limitada as
areas endémicas de paises como a Tailandia, Camboja, Mianmar e Vietna, no entanto, tem se

dissipado pelo mundo, nos altimos seis anos (WHO, 2008).

Como resultado da expansdo da resisténcia a cloroquina e a
pirimetamina/sulfadoxina (Fansidar®), a amodiaquina foi considerada uma opcdo alternativa
para o0 tratamento da maléria ndo-complicada por P. falciparum na Africa até que a OMS
preconizou o uso de ACT (SCHELLENBERG et al, 2002). A epidemiologia da resisténcia do

P. vivax a cloroquina € menos estudada e representa uma preocupagdo séria em areas da
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Indonésia, Papua-Nova Guiné e adjacéncias (Figura 9). A resisténcia do P. vivax a
sulfadoxina-pirimetamina ¢ amplamente difundida e existem variagdes geograficas quanto a
sensibilidade dos hipnozoitos desta espécie a primaquina (WHO, 2008). A artemisinina € a
unica droga eficaz contra Plasmodium spp. resistentes a quaisquer outras drogas (WHO,
2001). Os derivados da droga sé@o particularmente efetivos devido a sua agdo extremamente
répida e a boa tolerancia pelos pacientes (WHITE, 2004).

Avreas de alta e baixa endemicidade.
Resisténcia a Cloroquina &
Resisténcia a Sulfadoxina-pirimetamina d—}r/}
Resisténcia a Mefloquina

Areas ndo-endémicas

Falha da Cloroquina em casos de P. vivax

Figura 9. Resisténcia do P. falciparum e falha terapéutica, pelo uso de cloroguina nas

infecgBes por P. vivax, observada em locais sentinelas até o ano de 2004.
Fonte: WHO, 2008 (adaptado por PEREIRA, 2008).

O desenvolvimento da resisténcia depende de fatores relacionados ao parasito, as
drogas e ao paciente. Um dos fatores relacionados ao plasmoédio é a capacidade de
multiplicacdo e disseminacdo das cepas resistentes. O parasito resistente surge em
concentragdes muito pequenas e, a fim de alcancar uma concentragdo minima de
sobrevivéncia e transmissibilidade, é necessario levar em conta quaisquer desvantagens de
desenvolvimento que os mecanismos de resisténcia possam conferir. Portanto, a0 mesmo
tempo em que 0 mecanismo protege o parasito contra a droga, pode também ser um fator
negativo para sua multiplicacdo ou proliferagdo. Outro fator preponderante é a eficacia do
mecanismo de resisténcia em relacdo a competicdo intra-hospedeiro com 0s parasitos

sensiveis a outra(s) droga(s) simultaneamente coexistente(s) (WHITE, 2004).
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As propriedades farmacocinéticas das drogas também influenciam o
desenvolvimento da resisténcia. Esses parametros podem estar relacionados as propriedades
fisicoquimicas que uma molécula possui. Varias drogas como: lumefantrina, halofantrina,
atovaquona e, em menos extensdo, mefloquina, sdo lipofilicas e assim, proporciona um
volume de distribui¢do aparente elevado, devido ao acimulo nos tecidos. A correta dose
terapéutica (sem riscos de doses tdxicas ou subterapéuticas) para cada paciente, que pode
favorecer a selecdo de cepas resistentes, € dificil de monitorar, na pratica, pois ha variacdo na
absorcéo, principalmente, via oral (WHITE; VAN VUGT; EZZET, 1999).

A resisténcia se desenvolve quando uma quantidade suficiente de parasito
sobrevive a selecdo terapéutica. Entdo, a multiplicacdo do parasito resistente, 0 aumento das
taxas de recrudescéncia e as respostas terapéuticas ineficazes propiciam densidades de
gametocitos suficientes para transmissdo e, conseqlientemente, a disseminacdo de cepas
resistentes (WHITE, 1999).

3.3.2. Combinacao terapéutica

A quimioterapia com a combinacdo de drogas como na tuberculose, na hanseniase
e na infeccdo por HIV é o recurso terapéutico mais bem sucedido no combate a malaria, pois
minimiza o surgimento da resisténcia, uma vez que, se duas drogas com diferentes
mecanismos de acdo e, consequentemente, mecanismos de resisténcia diferentes, s&o
utilizadas em combinacdo, a probabilidade da resisténcia ao esquema se desenvolver é igual
ao produto das probabilidades de resisttncia de cada droga (WHITE;
PONGTAVORNPINYO, 2003).

O tratamento da infecgdo sintomatica expde ndo sO os parasitos que causam a
sintomatologia da infeccdo, como também quaisquer infecgdes recentemente adquiridas que
ressurjam do figado durante a fase de eliminacdo da droga. Esse evento ocorre em muitas
areas de alta transmissdo, pois existem portadores constantes de parasitos na circulacdo
sanguinea, e cada pessoa abriga muitos parasitos de diferentes genétipos com densidade quase
indetectvel. Quanto mais longa a meia-vida de eliminacdo da droga, maior é a probabilidade
do parasito, posteriormente adquirido, ser exposto a uma concentragdo subterapéutica de
droga (BARNES; WATKINS; WHITE, 2008).



40

No ambito da resisténcia, os antimalaricos de combinacdes terapéuticas deveriam
ter propriedades farmacocinéticas semelhantes, principalmente, uma répida eliminac&o.
Assim, as concentra¢des residuais ndo favorecem pressdo positiva de desenvolvimento de
parasitos resistentes. Os esquemas terapéuticos prolongados representam um grande problema
no tratamento da maléria devido a baixa aderéncia do paciente, pois drogas de rapida excre¢cdo
devem ser administradas por, pelo menos, sete dias. Entdo, para uma boa aderéncia, 0
esquema deveria ser de trés dias para a droga de eliminacdo rapida (pelo menos uma droga
precisa exceder 24 horas, como a artemisinina e derivados) juntamente com um farmaco de
eliminacdo lenta em menor concentracdo do que a dose terapéutica (como a mefloquina) para
garantir a eliminacdo do parasito e evitar a selecdo de um novo mutante resistente (NOSTEN
et al, 2000).

No noroeste da Tailandia onde a resisténcia do P. falciparum a mefloquina ja se
estabeleceu, esta combinagdo apresentou-se bastante efetiva (NOSTEN el al, 2000). No
Brasil, em 2008, Fundacdo Oswaldo Cruz, junto a iniciativa Drogas para Doencas
Negligenciadas (Drugs for Neglected Diseases initiative - DNDi), lancou o ASMQ
(Artesunato-Mefloquina), que é uma nova formulacdo em dose fixa da associacéo artesunato-
mefloquina. O ASMQ é um comprimido cuja formulacdo tem o objetivo de garantir a
administracdo de ambos os fArmacos ao mesmo tempo e na propor¢édo correta. Esta associacao
¢ amplamente utilizada em paises da América Latina e do sudeste Asiatico desde a ultima
década (AGENCIA FIOCRUZ DE NOTICIAS, 2008).

Os principais obstaculos para o0 sucesso do tratamento com combinacdes de
farmacos na prevengdo do surgimento da resisténcia sdo: o tratamento incompleto ou
inadequado; drogas de méa qualidade, que sdo comuns nos tropicos; antimalaricos disponiveis
amplamente no comércio sem o controle do governo, entre outros. Neste sentido assegurar
que pacientes com hiperparasitemias recebam o curso completo e adequado de doses
preconizadas seria um método efetivo de reduzir a velocidade de surgimento da resisténcia a
artemisinina e derivados (WHITE, 2004).

3.4. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE ANTIMALARICA AS DROGAS

Os esforcos para o entendimento da infeccdo malarica tém gerado avancos
cientificos e tecnologicos em muitas areas de pesquisa, como na quimioterapia. Muitos

métodos e técnicas tém sido desenvolvidos ou adaptados para uma maior acuidade no
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planejamento e avaliacdo de novos farmacos, como a avaliacdo in vitro da susceptibilidade do
parasito a droga e a modelagem molecular de substancias com potencial antimalérico.

3.4.1. Avaliacéo in vitro da sensibilidade do parasito as drogas.

Os métodos in vitro de avaliacdo da quimiossensibilidade do Plasmodium spp. a
uma droga ndo determinam, a priori, se um isolado é sensivel ou ndo a uma determinada
droga, uma vez que, a evolugdo de uma droga para farmaco depende ainda de vérios fatores
inerentes a molécula e ao paciente, como aderéncia correta ao tratamento, absor¢do e
biodisponibilidade da droga, grau de imunidade do hospedeiro, toxicidade, entre outros.
Assim, os métodos sdo considerados na pratica uma ferramenta de triagem de novas drogas
com acdo antiplasmodial (DRUILHE, 2001).

Por meio desses métodos pode-se avaliar quantitativamente o efeito de uma
substancia no crescimento e/ou maturacdo do parasito em meio de cultura (PRADINES et al,
1999; WONGSRICHANALALI et al, 2001). As técnicas avaliam o efeito antiplasmodial frente
a uma gama de concentragfes de droga, diferindo apenas no sistema de deteccdo da
concentracdo parasitaria, que pode ser feito por microscopia Otica, emissdo de radioatividade

por compostos marcados ou por ELISA, como o Deli-teste (RUSSELL, 2003).
» Cultura de P. falciparum

A técnica de cultivo in vitro de P. falciparum proposta por Trager e Jensen (1976)
proporcionou uma revolucdo nos estudos sobre o parasito. Pela primeira vez, um método
proporcionou o acesso facil e continuo ao material parasitario nos laboratorios de pesquisa no
mundo todo. Até hoje, essa € a Unica espécie de plasmodio humano que pode ser cultivada de
maneira continua, devido ao fato de multiplicar-se ndo s6 em reticulécitos, mas também, em

hemacias maduras.

O Deli-teste (Double-site enzyme-linked immuno-detection) foi desenvolvida no
Instituto Pasteur e na Universidade de Rouen, em Paris-Franga, e se baseia na deteccdo da
Lactato Desidrogenase de Plasmodium ssp. A Lactato Desidrogenase do Plasmodium ssp.
(pLDH) ¢é uma enzima produzida por todas as espécies de Plasmodium em ambos estagios,
sexuados e assexuados. E uma enzima formada durante a via de Embden-Meyerhof ou
glicolise anaerdbica e possui um papel importante no metabolismo de carboidrato, que é

necessario para a sobrevivéncia do parasito no interior da hemacia (MAKLER et al, 1993). A
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enzima possui um analogo no hospedeiro humano (LDH) que esté presente no citoplasma de
todas as células do organismo e catalisa, de modo reversivel, na presenca de Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo (NAD), o piruvato em lactato. A pLDH catalisa o piruvato em L-
lactato, através de outra coenzima (3-acetil piridina adenina dinucleotideo - APAD), que
resulta em um produto colorimétrico capaz de ser mensurado por espectrofotometria (Figura
10) (NOEDL et al, 2003; PIPER et al, 1999). A pLDH tem um tempo de clearance curto,
ficando na circulacdo apenas poucas horas ou dias apds a morte dos parasitos (BASCO et al,
1995; BROWN et al, 2004; GOMEZ et al, 1997, MOODY, 2002).

[ |pLDH
Piruvato m » L-lactato
APAD APAD" + azul de tetrazolium = Formazan

Figura 10. Esquema da via metabdlica de formac&o da L-lactato no Plasmodium spp.

As primeiras tentativas de utilizacdo da pLDH para mensurar a presenca do
parasito foram feitas por Makler e colaboradores, em 1993. Inicialmente, foi proposta a
utilizacdo de um método capaz de medir a atividade enzimética da pLDH, uma vez que sua
produgdo é proporcional ao crescimento parasitario. No entanto, necessitava-se de
parasitemias superiores a 1% para deteccdo da atividade enzimatica. Assim, optou-se pela
deteccdo imunoldgica da enzima. Anticorpos monoclonais dirigidos a diferentes epitopos da
pLDH foram produzidos com o intuito de capturar a proteina em fase soélida em placa de

ELISA, apos cultivo in vitro do parasito.

O DELI-teste (double-site enzime-linked immunodetection) € um método
altamente sensivel que se baseia na captura da pLDH através do método de ELISA sanduiche,
ou de captura, utilizando dois anticorpos monoclonais (mAbs) especificos para epitopos
distintos da mesma enzima. Nesse caso, um primeiro anticorpo (captura) é adsorvido em
placas de poliestireno formando a fase sélida. A seguir, adiciona-se a amostra em teste
contendo o antigeno, a pLDH. Posteriormente, incuba-se com o segundo anticorpo (detector)
marcado com biotina e, a seguir, adiciona-se estreptavidina marcada com peroxidase. Ao
adicionar o substrato cromogénico, a estreptavidina catalisa a reacdo do substrato a um
produto soltvel colorido. Uma vantagem adicional da pLDH sdo as formas homologas
produzidas pelas diferentes espécies de plasmdédios, que permitiu o desenvolvimento de
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anticorpos monoclonais especificos para cada espécie (BRASSEUR et al, 2001; SANCHEZ,
2001).

3.4.2. Modelagem Molecular de Drogas

A modelagem molecular compreende a investigacdo tedrica das propriedades
estruturais (estéricas e eletronicas) e fisico-quimicas de moléculas através da informatica, de
forma que a analise gréafica possa fornecer uma representacdo tridimensional, em condicdes
selecionaveis. Esse recurso possibilita a simulagdo de valores aproximados de parametros
importantes na avaliacdo bioldgica de substancias quimicas. Assim, através da modelagem
molecular podem-se planejar racionalmente novos farmacos mais potentes e especificos a
partir de correlacfes entre a estrutura da droga e a sua atividade bioldgica. Alguns parametros
importantes podem ser empregados na predicdo da acdo de uma molécula em seu sitio
biologico, além de propriedades funcionais, como pardmetros farmacocinéticos e
toxicolégicos (CARVALHO et al, 2003).

> Orbitais de Fronteira, HOMO e LUMO

Os orbitais de fronteira sdo importantes por responderem por muitas propriedades
quimicas e espectroscopicas da molécula (CLARE, 1994). O HOMO (Highest occupied
molecular orbital) € o orbital molecular ocupado de maior energia e o LUMO (Lowest
unoccupied molecular orbital) é o orbital desocupado de menor energia. O HOMO pode
indicar a propensdo de uma molécula doar elétrons. Quanto maior a energia do HOMO, mais
facilmente a molécula doa elétrons, ou seja, maior a possibilidade da molécula se oxidar,
caracterizando a molécula como espécie nucleofilica. O LUMO pode indicar a propenséo de
uma molécula receber elétrons. Quanto menor a energia do LUMO, mais facilmente a
molécula recebe elétrons, ou seja, mais facilmente ela pode sofrer redugéo, caracterizando a
molécula como eletrofilica (KOROLKOVAS, 1982).

A andlise das densidades eletronicas nos orbitais de fronteira sobre os atomos é
uma forma de caracterizar de forma detalhada as possiveis interacbes entre doadores e
aceptores de elétrons. De acordo com a teoria dos orbitais de fronteira para a reatividade, na
maioria das reac¢fes quimicas, ocorre na posi¢cao em que o HOMO e o LUMO dos respectivos

reagentes podem ter a maior sobreposicdo de orbitais (CLARE, 1994).
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» Potencial eletrostatico molecular (MPE)

Geralmente, para se calcular o potencial eletrostatico molecular, é usado dois
passos. O primeiro consiste em definir os pontos onde o potencial eletrostatico sera calculado,
enquanto que o segundo consiste em calcular o potencial desses pontos e usar um mapa
colorido para diferenciar a variagdo do potencial (SHUSTERMAN, 2008).

O potencial eletrostatico de um ponto (x,y,z) é dado em termos da energia do
potencial eletrostatico entre uma carga imaginaria (+1) e a molécula. Se essa carga é atraida
pela molécula o potencial é negativo, se a carga é repelida pela molécula o potencial é
positivo. Desta forma, regides ricas em elétrons sdo negativas, enquanto que regides pobres
em elétrons séo positivas. Na figura 11, o potencial negativo é representado pelo vermelho, o
potencial positivo € representado pelo azul e potencias intermediarios sdo representados de
acordo com a cor do espectro (SHUSTERMAN, 2008).

Figura 11. Mapa do potencial eletrostatico da molécula de agua.
Fonte: Shusterman, 2008.

» Coeficiente de Parti¢do octanol/agua (C log P)

O coeficiente de particdo pode ser definido pela razdo entre a concentracdo da
substancia na fase organica (Corg) € sua concentragéo na fase aquosa (Caguo) €M um sistema de
dois compartimentos sob condicdes de equilibrio (Figura 12). Assim, quanto maior o valor de
C log P mais afinidade da molécula pela fase organica, ou seja, mais lipofilica (BARREIRO;
FRAGA, 2001).

P = [Droga] em meio organico

[Droga] em meio aquoso

Figura 12. Esquema do célculo do coeficiente de parti¢do 6leo/agua
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O Octanol/dgua é o sistema mais escolhido para medidas de coeficiente de
particdo em estudos QSAR e SAR, devido sua similaridade aos sistemas bioldgicos. O octanol
pode representar as membranas biologicas devido a sua estrutura possuir cadeias alquil
(hidrofdbicas) e grupos polares (hidrofilicos) que expressam as caracteristicas das membranas
lipoproteicas. O octanol possui, também, algumas vantagens praticas sobre 0s outros
solventes organicos, como o fato de uma grande variedade de compostos ser solivel no
solvente, que ndo ocorre com hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos. Além disso, o octanol
apresenta baixa pressao de vapor a temperatura ambiente. Na literatura, o C log P é utilizado

na caracterizag&o de varias classes de substancias (KUBINYI, 1979).
» Energia de hidratacdo

A energia de hidratagdo é a energia liberada quando moléculas de 4gua se separam
uma das outras e sao atraidas por moléculas ou ions de um soluto, ou seja, é a energia liberada
para que uma substancia se solubilize em agua. A energia de hidratacdo compreende as
interacdes solvente-solvente e solvente-soluto. Experimentalmente, isso se deve, porque ndo
se pode hidratar uma molécula sem antes separar as moléculas de agua para dar lugar a
molécula JAGER; KAST, 2001).

> Polarizabilidade

Quando um campo elétrico é aplicado a um a&tomo ou uma molécula a distribuicdo
eletronica é modificada e a geometria molecular é distorcida. A polarizabilidade representa a
facilidade com que uma nuvem eletronica pode se deformar num campo elétrico, tendo, desta
forma, maior dispersdo de elétrons (maior deslocamento). Quanto mais polarizavel é a

molécula, maior sera sua tendéncia de unir-se a outras moléculas (ATKINS, 1999).
» Volume Molecular

O coeficiente de parti¢do estd correlacionado com o pardmetro estérico e com o
volume molecular. O volume molecular permite avaliar o efeito estérico causado pela troca de
substituintes de uma molécula, pois o volume molecular esté relacionado com o tamanho do
substituinte apenas, enquanto o volume avalia modificagcbes de tamanho ocorridas na
molécula toda, devido a possiveis alteracdes conformacionais que o substituinte pode causar
(MARTIN, 1978).
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3.5. CHALCONAS

A chalcona (Figura 13) é uma cetona aromatica encontrada na natureza como
intermediario da biossintese de flavonodides de plantas rasteiras ou arbéreas (DIXON; STEEL,
1999). Essa classe também se apresenta como intermediario na sintese de Auwers das
flavonas (YARISHKIN et al, 2008). Sinteticamente, as chalconas podem ser preparadas por
uma condensacdo do aldol entre benzaldeido e acetofenona, na presenca do hidroxido de
sodio como catalizador (Figura 13) (TODA et al, 1990).

Essas substincias tém varias atividades, dentre elas: antibacteriana (ALCARAZ et
al, 2000); fungicidas (LOPEZ et al, 2001); leishmanicidas (DOMINGUEZ et al, 2001);
antiinflamatéria (KO et al, 2003; HERENCIA et al, 2002; ROJAS et al, 2002);
anticancerigeno (DEMULLE et al, 2006; YE et al, 2004; SAYDAM et al, 2003) e antiviral
(KIAT et al, 2006; LALL; HUSSEIN; MEYER, 2006; PHRUTIVORAPONGKUL et al,
2003; WU et al, 2003).

(e b -

o @]
Figura 13. Rota sintética de chalconas.

3.5.1. Atividade antimaléarica de chalconas

Muitas chalconas tém sido descritas como tendo atividade antimalarica. A
Licochalcona A (Figura 14), isolada de raiz de Liquorice chinesa, foi testada contra cepas de
P. falciparum sensiveis (3D7) e resistentes (Dd2) a cloroquina, apresentando atividade
altamente inibidora do crescimento parasitario. Essa substancia também demonstrou uma
atividade protetora contra a infeccdo letal por P. yoelii, quando administrada intraperitoneal
ou oralmente por 3-6 dias (CHEN et al, 1994; KHARAZMI et al, 1997).
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Figura 14. Estrutura molecular da Licochalcona A.

As chalconas, 5-Prenilbuteina, licoagrochalcona A e homobuteina (Figura 15),
demonstraram atividade antiplasmodial in vitro contra a cepa de P. falciparum sensivel (D6) e
resistente (W2) a cloroquina com valores de ICsy variando de 10,3 a 16,1 uM,
respectivamente (YENESEW et al, 2004).

OH

Licoagrochacolna A

HO

OH O
OH
HO
O | OCHj
OH O Homobuteina

Figura 15. Estrutura molecular das chalconas: prenilbuteina, licoagrochalcona A e
homobuteina.

A Crotaorixina (Figura 16) isolado de partes aéreas do Crotalaria orixensis exibiu
100% de inibicdo de maturacdo do estdgio de trofozoito jovem para esquizontes de P.
falciparum (NF-54) nas concentracdes de 10 e 50 pg/mL (uM). O composto diprenilado,
Medicagenina (Figura 16), isolado de raizes de Crotalaria medicagenia, inibiu 100% a
mesma cepa, na concentracio de 5 pM, enquanto que Cromenodiidrochalconas

(Crotaramosmina, Crotaramina e Crotina) (Figura 16), da Crotalaria ramosissima,
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apresentaram menor atividade. A diprenilagdo com um sistema 4,4’-diidroxi livre levou ao

aumento da atividade nesse estudo (NARENDER et al, 2005).

OH
. 9
oUae

H3C

Crotaorixina

Medicagenina

OH O
H3C

Crotaramina R;=H; R,=OCHj3

Crotina R;=R,=0OH

OH O Crotaramosmina R;=H; R,=0H

Figura 16. Estruturas moleculares de chalconas naturais.

Frolich e colaboradores (2005) isolaram e testaram a atividade antiplasmodial in
vitro de chalconas prenilados dos frutos de lGpulos (Humulus lupulus) contra cepas de P.
falciparum sensiveis a cloroquina (poW) e o clone (Dd2) multirresistente. O xantohumol
(Figura 17), a principal chalcona do fruto, foi o mais ativo com I1Csq de 8,2+0,3 uM (poW) e
24+0,8 uM (Dd2). Os resultados parecem indicar que esses chalconas tiveram a capacidade de

interferir na degradacdo do heme.

OCHs O

Figura 17. Estrutura molecular do xantohumol.

Liu e colaboradores (2001) e Liu; Wilairat; Go (2003) demonstraram que a

atividade antimalarica in vitro de chalconas contra P. falciparum (K1) resistente a cloroguina
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foi determinada, principalmente, pelas propriedades do anel B. O tamanho e a hidrofobicidade
dos substituintes foram identificados como pardmetros criticos para uma boa atividade. Os
mesmos autores demonstraram que as chalconas hidroxiladas (Figura 19) foram menos ativas
que suas correspondentes alcoxiladas (Figura 18), que tiveram valores de 1Cso abaixo de 6,5
puM. Entre as hidroxiladas, a mais ativa foi a 4-cloro-2’,4’-diidroxichalcona (Figura 19,
molécula 7) com ICsp de 12,3 uM. As demais derivadas (Figura 19, moléculas 8-11) tiveram

valores de 1Cso menores que 20 uM.

CF4 CzHs
H3;0C E 1 @ H3;OC E 4 @
H30C
OCH; O OCH; O
Cl CF3
OUR! (1
H30C
OCH; O OCH; O
OCH3, F

(S T

OCH3 O OCH3 O

(o]

Figura 18. Estrutura molecular de chalconas alcoxiladas.
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Figura 19. Estrutura molecular de chalconas hidroxiladas.

A atividade antimalarica in vitro de chalconas com substitui¢cGes de cloro e flaor
no anel A e com substituinte eletrodoador (metoxi) no anel B, mostrou-se superior quando
comparada a de chalconas em que invertemos os substituintes nos anéis A e B. A a,p-
insaturacdo ligada a cetona prové conjugacao entre grupos aromaticos em ambos fins, o que

parece ser critico para uma boa atividade (LI et al, 1995).

As chalconas alcoxiladas e hidroxiladas inibem significativamente (em torno de
40%) a hemolise dos eritrocitos parasitados induzida por sorbitol na concentragdo de 10uM.
A maioria dos inibidores de hemdlise induzida por sorbitol também é agente antiplasmodial
ativo, mas nem todas as chalconas antiplasmodiais inibem a hemdlise induzida por sorbitol.
Existe uma hipdtese, ainda ndo comprovada, de que os metabolitos e a substancia inalterada

de chalconas com atividade atuem em sinergismo no organismo (GO et al, 2004).

Dominguez e colaboradores (2001) testaram chalconas quinoleinil in vivo, em P.
berghei, in vivo e em ensaio bioquimico com a protease de cisteina de P. falciparum,
denominada falcipaina. Apesar dos bons resultados dos ensaios in vivo, 0s ensaios in vitro néo

renderam bons resultados, pois a maioria das 1Cs, foi superior a 200 uM. Por isso, 0s autores
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concluiram que apesar das substancias inibirem a atividade da falcipaina, o alvo de agéo das

chalconas provavelmente ndo é a inibicéo da enzima.

Dominguez e colaboradores (2005a) observaram em ensaios bioquimicos in vitro
que a maioria das chalconas sulfonamidas, possuindo grupos dimetoxi e trimetoxi-
substituidos no anel aromatico A, demonstrou niveis mensurdveis de inibicdo da formacdo da
B-hematina (hemozoina) com valores de ICsg iguais a: 0,48 uM para 15 ¢ 0,67 uM para 16
(Figura 20). O composto mais ativo (17, com ICso = 0,5 pM) no ensaio bioquimico, também

foi efetivo contra P. falciparum (W2) a 1 uM.
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Figura 20. Estrutura molecular de derivados sulfonamidas de chalconas.

Uma relacdo estrutura-atividade foi observada nestas chalconas sulfonamidas
quando houve apenas uma substitui¢do (Cl, F, CH3 ou OCH3) no anel aromatico, entretanto,
as atividades ndo foram melhores que suas correspondentes di ou trissubstituidas. Outro
achado estd relacionado a basicidade dos compostos. As chalconas testadas ndo sdo
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fortemente bésicas e tiveram uma baixa atividade biologica, comprovando assim, a
importancia desta propriedade para sua acumulacdo no vacuolo alimentar do parasito, 0
suposto local de acdo das moléculas (DOMINGUEZ et al, 2005a).

As chalconas treze e quinze possuem diferentes grupos substituintes no anel A,
2,4-difluoro e 3-piridinil, com excelente atividade de inibigdo da formagdo da B-hematina,
aparentemente devido a propriedade de eletrodoador dos grupos, apresentando-se com nivel
interessante de atividade. Em geral, pode-se especular que os grupos eletroatraentes no anel
aromatico substituido para estas chalconas sulfonamidas poderiam favorecer a adi¢do de
Michael a uma cadeia lateral nucleofilica disponivel na enzima (DOMINGUEZ, 2005a).

Resumindo os resultados das séries de chalconas alcoxiladas e halogenadas, a
relacdo estrutura-atividade pode estar envolvida com o efeito de ressonancia do sistema de
Michael como grupo farmacoforo e o atraves do efeito indutivo dos grupos substituidos.
Porém, é claro que a predominancia do efeito eletronegativo do difluorido pode promover

uma interacdo quimica mais forte no sitio do substrato biolégico (DOMINGUEZ, 2005a).

A 2,4-dimetoxi-4’-butoxichalcona (Figura 21) mostrou excelente atividade
antimalarica contra P. falciparum, in vitro, e P. berghei, in vivo, sem sinais de toxicidade
detectaveis. A molécula exibiu efeito dose-dependente em P. falciparum susceptiveis (cepa
3D7 com ICsy de 8,9 uM) e resistente (cepa Dd2 com ICsy de 14,8 pM) a cloroquina. Essa
chalcona inibiu completamente a parasitemia dos ratos infectados com P. berghei (K173) e 0s
protegeu da infeccdo letal na dose de 50 mg/kg/dia (CHEN et al, 1997).

@ ‘ OCHs

@]
Figura 21. Estrutura molecular da 2,4-dimetoxi-4’-butoxichalcona.

OCHs

Em uma série de chalconas fenilurenil com substituicdo no anel A, Dominguez e
colaboradores (2005b) sugeriram que a atividade na maioria dos casos foi governada por
grupos (difluoro, dicloro, trimetoxi) ligados a este anel. Essas chalconas foram excelentes

inibidores do crescimento de P. falciparum in vitro (ICso entre 1,76 ¢ 10 uM) com boa
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correlagdo em murinos. Na série de derivados 4’-fenilurenil (Figura 22, moléculas 16-18), a
posicdo para no anel urenil tem importante papel na atividade antimalarica, sendo as
chalconas cloradas mais ativas. Porém, as chalconas 3’-fenilurenil (Figura 22, moléculas 19-

22) foram mais ativas, quando comparados as chalconas 4’-fenilurenil correspondentes.

N N
T | 2
o) R,
16 R1R3=C|; R2R4=H )

17 R;Rs=F; R,R,=H

18 R;=H; R,R3R,4=0OCH3;

19 R2R3R4:OCH3; R]_:H
20 R1R3=C|; RoR4=H
21 R1R2R4=H; R3:CH3

22 R1R4=H; R2R3=OCH3

Figura 22. Estrutura molecular da série de chalconas 4’-fenilurenil e 3’-fenilurenil
substituidos no anel A da chalcona.

Soulere e colaboradores (2003) observaram, em ensaios in vitro, que a 4’-terc-
butil-4-bromochalcona inibe a superoxido dismutase de P. falciparum (Pf SOD) recombinante
(83% a 50 uM) e mostra atividade antimalarica significante contra cepas de P. falciparum
sensivel (HB3 com ICsy de 37 uM) e resistente (Dd2 com ICsp de 27 uM) a cloroquina. A
diminuicdo da atividade da SOD induzida por chalcona poderia ser atribuida a modificacdo

covalente que ocorre em residuos carregados positivamente responsaveis pelo controle



54

eletrostatico da difusdo de substrato, situado a entrada do canal conduzindo acerca do ion

metal ativo.

Larsen e colaboradores (2005) resumiram a atividade antiplasmodial de duas
séries de analogos de chalconas restritos conformacionalmente (E e Z) e suas estruturas bases
contra P. falciparum 3D7. Os analogos com dupla ligacdo na conformacdo Z foram mais
ativos, quando comparados aos analogos correspondentes de natureza fixa na conformacéo E,

que foram equipotentes as suas estruturas bases.

A atividade antimalarica in vivo de bischalconas (Figura 23) também foi testada
contra cepas de P. berghei, in vivo, sensiveis e resistentes a cloroquina. O trabalho mostra que
0s substituintes oxigenados do anel fenil tem uma grande influéncia no perfil de atividade
antimalarica. Em geral, chalconas com substituintes 3-metoxi e 3,4-dimetoxi exibiram uma
atividade significante em comparacdo aos substituintes 2,4-dimetoxi e as moléculas que
tinham trés grupos metilenos (em cada cadeia) contribuiram significativamente para atividade

bioldgica que as cadeias com grupos de quatro e seis metilenos (RAM et al, 2000).

O—n(HZC)_O
1=1,3,4,6
R,=H; RsR,=OCHj o

R2R4:H; R3=OCH3
R2R4:OCH3; R3=H

Figura 23. Formula molecular de bischalconas.

Atividade antimalérica de uma série de chalconas de ferrocenil foi avaliada in
vitro contra cepas de P. falciparum, resistentes a cloroquina. As combinagdes mais ativas
foram 1-(3-piridil)-3-ferrocenil-2-propen-1-ona e 1-ferrocenil-3-(4-nitrofenil)-2-propen-1-one
com ICssg de 4,5 e 51 mM, respectivamente. No entanto, ndo foi possivel explicar as
diferentes atividades pelo tamanho e lipofilicidade das moléculas (WU; WILAIRAT; GO,
2002).



55

Ao comparar espécies de protozoarios, Liu e colaboradores (2003) concluiram que
para cada tipo de atividade bioldgica, a eficacia das chalconas exige pardmetros moleculares
distintos. Segundo o autor, as chalconas com maior atividade leishmanicida (amastigotas) sao
pouco lipofilicas, em particular, aquelas 4’-hidroxil-substituintes no anel B e com o anel A
hetero/poliaromatico. Por outro lado, as chalconas com boa atividade contra P. falciparum
(K1) apresentam no anel A, substituintes alcoxilados e eletrodeficiéncia no anel B. Menciona
ainda que os resultados eletrostaticos e estéricos gerados pela analise de campo molecular
comparativo (CoMFA) indicam que o anel A teve uma maior contribuicdo para atividade

leishmanicida e ambos os anéis foram importantes para atividade antimalérica.

A 4-hidroxi-chalcona relacionada (Figura 24), derivada da B-ionona exibiu um
bom e reprodutivel efeito inibitorio em cultura de P. falciparum, com ICs, de 4,93 (K1) e 8,47
pM (Thai). De acordo com Liu e colaboradores (2003) compostos com valores de ICsg
inferiores a 10 uM podem ser considerados com excelente atividade, mesmo se estes valores

forem mais altos que os da cloroquina.

Figura 24. Estrutura molecular da 4-hidroxi-chalcona relacionada.

Os alvos das chalconas no plasmédio ndo foram claramente identificados em
estagios eritrociticos de P. falciparum (Thai e K1). As chalconas séo consideradas inibidores
de falcipaina, protease de cisteina de P. falciparum (DOMINGUEZ et al, 2001; LI et al,
1995). Em contraste com o potente efeito inibitdrio das chalconas sobre a fungdo mitocondrial
da Leishmania donovani (LIU et al, 2003), o mecanismo de acdo no plasmodio permanece a
ser esclarecido, pois a mitocondria do parasito em estagio eritrocitico € considerada
funcionalmente quiescente. Entretanto, recentes experimentos bioenergéticos (DESJARDINS
et al, 1979; UYEMURA et al, 2000) e dados do projeto genoma sugerem que as mitocondrias
dos estdgios sanguineos do parasito podem realizar a fosforilacdo oxidativa e apresentar

varias enzimas do ciclo do acido tricarboxilico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. SUBSTANCIAS EM ESTUDO.

Quatro derivados de chalconas e duas chalconas (Figura 25) foram sintetizados
por Bitencourt (2008), no Laboratorio de Sintese Organica da Faculdade de Quimica,

Universidade Federal do Para, Belém-PA. As moléculas foram testadas em cultivo in vitro de

P. falciparum, no Laboratério de Pesquisas em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Rio de Janeiro-RJ.

OCHjs (0] OCH3 OCHjs (0] OCHg3
(2E,6E)-2,6-bis(2,3,4-trimethoxybenzylidene)cyclohexanone (2E,6E)-2,6-bis(2-methoxybenzylidene)cyclohexanone
HRB1 LH2 OCH;
H3C O ‘ O O OCH3s
N ~ OCH;
(0] (0]
(E)-3-phenyl-1-p-tolylprop-2-en-1-one (E)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1-phenylprop-2-en-1-one

OCHjs o]
(1E,4E)-1,5-bis(3,4,5-trimethoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one  (1E,4E)-1,5-bis(2,3,4-trimethoxyphenyl)penta-1,4-dien-3-one

Figura 25. Estruturas moleculares em duas dimensdes das substancias em estudo.

Quatro derivados de chalconas sdo estruturalmente simétricas (GH3, 1V4, LCH1,
LCH3), sendo que duas delas apresentam um anel alifatico entre os dois sistemas de Michael
(GH3 e IV4). As duas restantes possuem a estrutura base de chalcona. A exce¢do da HRBI,
que possui uma metila, todas as moléculas possuem metoxilas como substituintes nos anéis
benzénicos. Para facilitar a analise e discussdo dos resultados, as substancias ganharam um

cddigo identificador (ver Figura 25).
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As chalconas tiveram sua atividade antimal&rica comprovada em muitos estudos
(CHEN et al, 1994; KHARAZMI et al, 1997; YENESEW, 2004; NARENDER et al, 2005;
FROLICH et al, 2005; LIU et al, 2001; LIU et al, 2003; DESJARDINS et al, 1979;
UYEMURA et al, 2002; WU; WILAIRAT; GO, 2002; RAM et al, 2000; XUE et al, 2004;
LARSEN et al, 2005; SOULERE et al, 2003; DOMINGUEZ et al, 2005b; DOMINGUEZ,
2005a; CHEN et al, 1997; GO et al, 2004; DOMINGUEZ et al, 2001; LI et al, 1995).
Entretanto, selecionamos chalconas metoxiladas ainda ndo testadas, e, com base na literatura
disponivel, realizamos a analise comparativa entre parametros moleculares e a atividade
biolégica com o objetivo de identificar um grupamento quimico importante para a atividade
biol6gica em questao.

4.2. DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE in vitro DO P. falciparum AS DROGAS
4.2.1. Cultivo in vitro de P. falciparum

Para a determinacgdo da sensibilidade in vitro de P. falciparum as drogas, a cepa
brasileira PSS1 (sensivel a cloroquina) foi cultivada de acordo com o método descrito por
Trager & Jensen (1976).

Os parasitos foram cultivados em hemécias do tipo O, fator Rh+ (obtidas no IBEX
- Instituto de Biologia do Exército — Rio de Janeiro-RJ), com hematdcrito a 5% em meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma), tamponado com 35 mM de HEPES (Sigma), 24 mM bicarbonato
de sédio (Sigma), 1mg/L de hipoxantina (Sigma) e 5 ug/mL de gentamicina (Sigma). O meio
para cultivo foi enriquecido com 10% de soro humano, de mesma tipagem sanguinea, e
inativado a 56 °C durante 30 min. O meio completo continha pH final em torno de 7,0. Os
parasitos foram cultivados a 37 °C em garrafas de cultura (Nunc, Nova lorque, EUA),
contendo uma mistura de gases com: 5 % de O, 5 % de CO; e 90 % de N, (White Martins,

Rio de Janeiro, Brasil).

As trocas do meio de cultura e contagem da parasitemia foram realizadas
diariamente (Figura 26). Quando a concentracdo parasitaria atingia um valor maior que 1%,

acrescentavam-se hemacias para diluir o cultivo, preservando o hematdcrito em torno de 5%.
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Parasitemia (%) = (Hemacias parasitadas x 100)

Hemacias totais

Figura 26. Equacdo para céalculo de concentracéo parasitaria em porcentagem.

A fim de se evitar interferéncias diversas na avaliacdo da concentracdo da
desidrogenase latica do P. falciparum (PfLDH) o soro foi substituido por Albumax a 0,5%,
como forma de padronizacdo do método. A cultura também foi suplementada com 1,5% de

hipoxantina e mantida por uma semana até o parasito se adequar ao novo meio.
4.2.2. Sincronizacéo das formas evolutivas jovens de P. falciparum

A cultura foi mantida até a obtencdo de uma parasitemia de pelo menos 4% e
predominio de trofozoitos jovens. Esse cenario foi necessario para uma boa sincronizacao das
formas evolutivas do plasmadio, j& que todas as formas maduras sdo mortas no procedimento.
O cultivo foi sincronizado duas vezes em cada experimento através do tratamento com
sorbitol (Merck), com um intervalo de, pelo menos, 26h entre as sincronizagdes, para uma
melhor sincronia das formas jovens, de acordo com a técnica descrita por Lambros &
Vanderberg (1979).

A cultura foi transferida para tubos de 15 mL (Falcon, BD) e centrifugada a 350 g
por 5 min a temperatura ambiente. Ao sedimento foi adicionada uma solucdo de sorbitol a 15
% e glicose (Sigma) a 0,1 %, 3,3 vezes o volume do precipitado de eritrocitos. Logo apos
incubacdo da suspensdo de hemacias (5 min a 37 °C), foi adicionada uma solucdo de glicose a
0,1 % na proporcao de 6,67 vezes o volume inicial do sedimento. A suspensdo foi novamente
incubada, durante 5 min, a 37 °C, seguindo-se centrifugacdo por 5 min a temperatura

ambiente.

Quando a cultura atingiu a proporc¢éo ideal para realizagdo do ensaio (predominio
de pelo menos 90% de formas trofozoitos jovens), a suspensdo de hemécias parasitadas foi

ajustada para 6% de hematdcrito e 0,5% de parasitemia.



59

4.2.3. Diluigéo das drogas
» Solucdes de estoque

As substancias avaliadas foram pesadas e diluidas em dimetilsuféxido (DMSO,
Sigma) previamente a realizacdo dos ensaios, como forma de manter sua estabilidade quimica,

para uma concentracao de 64 mM.
» Solucdes de trabalho

Para o ensaio farmacologico, as solucdes foram diluidas em meio RPMI com
Albumax a partir das solucbes concentradas de cada droga. As substancias em analise foram
utilizadas na diluicdo de 1:1000, e concentracdo final de 64 pM. Essa concentragdo ¢
importante para a obtencdo de uma diluicdo com fracdo insignificante de dimetilsulféxido
(DMSO), para evitar a toxicidade ao parasito. Todas as moléculas em estudo foram diluidas
para essa concentracdo, a fim de ser comparar os resultados, além da base tedrica de 1Csy
encontradas na literatura (LIU et al, 1995).

» Solucdes das drogas-controle

Os sais de cloroquina e de mefloquina foram utilizados como controle de inibi¢éo
de crescimento/maturacao do parasito. A cloroquina foi diluida em metanol absoluto e meio
RPMI (na proporcao de 3:7) para uma concentragdo final de 4,6 uM. A mefloquina foi diluida
em metanol absoluto para uma concentracao final de 0,36 uM.

4.2.4. Ensaio farmacologico

A partir das solugdes diluidas, preparou-se a placa com as dilui¢cdes seriadas de
cada droga em quadriplicata (Figura 27). Partindo-se das solugdes diluidas (64 pM), foram
feitas 10 diluicGes de 1:2, tendo o primeiro pogo, uma concentracdo de 12,8 pM. Nos pocos
das colunas 2-10 da placa de 96 pocos, foram colocados 50 puL do meio de cultura completo
com albumax. Nos pogos da coluna 1 foram adicionados 100 pL da solucdo diluida de cada
droga. Entéo, foram retirados 50 pL da primeira coluna e homogeneizados na segunda coluna.
Assim, 0s pogos da coluna 2 ficaram com 100uL da droga em uma concentracéo final de 32
uM (50 pL de meio e 50 puL de droga a 64 uM). A solugdo da coluna 2 foi homogeneizada e

50 pL foram transferidos para a coluna 3, que ficou com uma concentragdo final de 16 pM.
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Esse procedimento foi repetido sucessivamente até coluna 10, sendo homogeneizados e
descartados 50pLL.

Posteriormente, 200 pL da suspensao de hemacias parasitadas com predominio de
trofozoitos jovens, parasitemia de 0,5% e hematdcrito de 1,5 % foram depositados em cada
poco da placa de cultura. As placas foram mantidas em estufa de CO, a 37°C por 48 h. Desse
modo, foram obtidas 10 dilui¢Ges seriadas das substancias em estudo, partindo do primeiro
poco a 12,8 uM (12,8uM, 6,4uM, 3,2uM, 1,6uM, 0,8uM, 0,4uM, 0,2uM, 0,1uM, 0,05uM e
0,025uM). Nos pogos da coluna 11 ndo foi adicionada droga, servindo de controle de

crescimento do parasito. Os pogos da Ultima coluna (12) ndo foram utilizados para o teste.

100pl < N

AT ra T

DROGA Y (| DROGA X
-

Droga

Droga + Meio

Meio

Figura 27. Placa de ELISA para teste de quimiossensibilidade de P. falciparum em cultura.

Ao fim desse periodo, o sobrenadante de um dos pog¢os da coluna 11 (sem drogas)
foi descartado e, com o precipitado de hemécias, foi confeccionada uma lamina de distensdo
sangUinea que foi corada pelo método panotico rapido (Merck) para avaliagdo do crescimento e
maturagdo do parasito. A placa foi envolvida em filme plastico tipo PVC e em papel aluminio
e, posteriormente, congelada a -20°C ateé a realizacdo do DELI-teste.
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4.2 5. Deli-teste

Para a realizacdo do Deli-teste, ap0s as 48h de cultivo exposto as drogas, as placas
foram congeladas e descongeladas trés vezes seguidas para romper totalmente as membranas

e liberar a PfLDH contida nos parasitos viveis.

Os anticorpos monoclonais utilizados (Dr Michael Makler, Flow Inc., Portland,
EUA) foram:

» 0 MADb 17E4 monoclonal especifico para lactato desidrogenase de P.
falciparum (PfLDH) (detecc¢éo);
» 0 MAb 19G7 anti-LDH género-especifico marcado com biotina

(revelacdo).

Placas de ELISA (Nunc/ Maxisorp) foram sensibilizadas overnight a 4°C com 100
pL de uma solucdo do anticorpo de captura MAb 17E4 a 1 pg/mL diluidos em solucéo salina
tamponado com PBS (Sigma - Phosphate Buffered Saline) (0,1 M de NaCl, 10 mM de
Na;HPO,4, 3 mM de KH,PO,4) em pH 7,4. As placas foram lavadas com PBS acrescido de
0,5% de Albumina de Soro Bovino (PBS-BSA) e saturadas durante quatro horas com uma
solucdo de PBS suplementada com 1% de BSA, a temperatura ambiente. O lisado de cada
poco da placa de cultura previamente congelada e descongelada foi transferido (puro ou
diluido em PBS-DELLI) para as placas de ELISA. As placas foram incubadas durante 1 hora a
37°C e, em seguida, lavadas cinco vezes com PBS-BSA. Apos a lavagem foram adicionados
100 pL de solucdo de anticorpos monoclonais biotinilados 19G7 diluida de 1/4000 em PBS-
BSA e, entdo, as placas foram incubadas durante 1 hora a 37°C. Apos a segunda incubacao, as
placas foram novamente lavadas cinco vezes com PBS-BSA e, finalmente, incubadas com
estreptavidina-peroxidase (Sigma) diluida 1:10.000 em PBS-1% de BSA, a temperatura
ambiente durante 30 min. As placas foram novamente lavadas cinco vezes com PBS-BSA.
Posteriormente foram adicionados 100 pL do substrato TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina) e
as placas foram mantidas por 5 min ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de
100 pL de acido fosférico (H3PO,) 1M, e a leitura da intensidade Optica foi realizada em um

espectrofotdmetro (TP-Reader Thermoplate) a 450nm.
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4.2.6. Calculo da concentracao inibitéria em 50% do crescimento parasitario (1Cs)

As concentragdes inibitérias das drogas em 50% do crescimento do parasito
(ICssp) foram calculadas a partir de curvas tragadas em graficos de concentra¢fes de drogas e
suas respectivas densidades opticas (DOs). No grafico, as curvas ideais devem ser do tipo
sigmoidal onde se discrimina uma reta de inibig&o, que caracteriza a inibi¢cdo dose-dependente
do parasito pela droga. Desta reta deduz-se uma equacao que vai servir para o calculo das
I1Csxgp.

A ICs € calculada a partir da densidade ética média (DO,cso) que é obtida pelo
somatorio da metade da diferenca entre as densidades maximas e minimas e a densidade
minima (Figura 28). Entdo, projeta o dado (DO\csp) na equacdo da reta obtida por regresséo
simples ndo linear, determinando-se a concentracdo de droga inibitdria em 50% de
crescimento/maturacdo do parasito. As estatisticas foram calculadas no programa NONLIN,

com nivel de significancia (p) de 0,01.

DOcs0 = (DO méaxima — DO minima) + DO minima
| 2 I

Figura 28. Equacéo para célculo da densidade 6tica na concentragéo inibitoria em 50%.

4.3. MODELAGEM MOLECULAR DAS SUBSTANCIAS EM ESTUDO.

Os célculos tedricos empregados para determinacdo da estrutura geométrica e
obtencéo de parametros moleculares das substancias a serem testadas foram realizados com o
emprego dos métodos PM3 (Terceira Parametrizacdo Molecular) semi-empirico e Densidade

Funcional (DFT - Theory of Functional Density).

Propriedades fisico-quimicas foram calculadas para avaliar as possiveis
correlagbes entre a estrutura das moléculas e atividade antiplasmodial (STEWART, 1989).
Pardmetros quimicos, como: energia de hidratacdo, polarizabilidade e volume foram obtidos a
partir do método PM3 no programa HYPERCHEM 7.5 (2002). O método da teoria do
funcional de densidade foi usado para calcular o mapa de potencial eletrostatico (MEP), o
HOMO e o LUMO, utilizando-se o programa GAUSSIAN 03 (2003), com notagdo B3LYP
(funcional com trés parametros). Esse célculo € realizado a partir do funcional de troca de

Becke (1996) combinado com o funcional de correlacédo de Lee, Yang e Parr (1988) e com 0s
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orbitais de Kohn e Sham (1965), obtidos pela equacéo de Schrodinger com o conjunto de base
6-31G* (PARR; YANG, 1989). O programa CHEM 3D 9.0 (2004) foi utilizado para os

calculos do logaritmo de coeficiente de parti¢cdo octanol/agua (CLog P).

Todos os calculos foram operados em ambiente Windows XP (Microsoft®), em
computadores Pentium IV com processador Intel 2.4 MHz, HD com capacidade de 80
Gigabytes e memoria RAM de 1 Gigabyte, disponiveis nos Laboratérios: de “Planejamento e
Desenvolvimento de Farmacos”, da Faculdade de Quimica, ¢ de “Quimica Farmacéutica”, da

Faculdade de Farmécia, ambos da Universidade Federal do Para.

Os parametros moleculares calculados foram correlacionados com as
concentracdes inibitorias (ICsp), através da correlacdo de Spearman, para se avaliar uma

possivel relacdo estrutura-atividade.
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5. RESULTADOS
5.1. ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL (in vitro) DAS SUBSTANCIAS EM ESTUDO.

As substancias (GH3, 1V4, HRB1, LH2, LCH3 e LCH1) (Figura 25)
demonstraram atividade contra o P. falciparum (PSS1) estatisticamente significativa
(ANOVA, p < 0,01), quando as densidades Oticas dos pocos, com diferentes concentracGes das
substancias ativas, foram comparadas com as densidades Oticas dos pogos de controle
negativo de inibicdo do crescimento do parasito (pocos sem drogas). As substancias ativas
mostraram uma tendéncia de curva de inibicdo do tipo sigmoidal, como representado na
tabela 3.

Tabela 3. Gréaficos de inibicdo, e respectivas concentragdes inibitorias em 50%
(ICssp) do crescimento do P. falciparum expressos em densidade ética (DO) da PfLDH
obtidas com diferentes concentracGes das substancias ativas e controles (cloroguina e
mefloquina) nos dois experimentos realizados.
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expressos em micromolar (uM), sd0 mostrados na tabela 4. As curvas foram reprodutiveis,

excetuando-se aquelas obtidas para LCH1 e LCH3, pois suas densidades Oticas foram

semelhantes em todos 0s pog¢os com drogas.

As substancias ativas também foram comparadas com dois controles positivos de

inibicéo, a cloroquina e a mefloquina (Tabela 4). A 1Cs, da cloroquina foi de 0,54+0,38 uM e

a da mefloquina foi de 0,1+0,0 uM.
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Tabela 4. ConcentracGes inibitorias mininas em 50% do crescimento do P. falciparum (ICs)
das substancias ativas, cloroquina e mefloquina, expressos em micromolar (UM).

Drogas 1Cs0 (UM)
GH-3 0,20+0,00
1V-4 0,20+0,00
HRB-1 0,20+0,00
LH-2 0,21+0,007
LCH-1 0,24
LCH-3 1,70
Cloroquina 0,54+0,038
Mefloquina 0,10+0,00

As substancias GH3 e 1VV4 obtiveram curvas de inibicdo semelhantes com plat6 de
concentracdo de PfLDH definidos a partir da concentragdo de 0,8 uM de substancias. O
grafico delineado em HRB1 apresentou dois platés de concentragdo de PfLDH, o primeiro,
nas duas concentragdes mais baixas (0,025 e 0,05 uM), e o segundo, a partir de 0,8 uM. Ja a
curva da LH2 ndo apresentou uma curva tipo sigmoidal bem delineada, mas foi possivel
calcular sua concentracéo inibitoria em 50% de crescimento de parasitos através do programa
estatistico. As duas substancias (LCH1 e LCH3) que ndo tiveram reprodutibilidade

apresentaram curvas semelhantes, com um decaimento pronunciado a partir de 3,2 uM.

5.2. PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS TEORICAS DAS SUBSTANCIAS EM
ESTUDO.

Através de programas de modelagem molecular é possivel calcular propriedades
fisico-quimicas de substancias de interesse terapéutico. Novos agentes terapéuticos podem ser
desenvolvidos com base na avaliacdo da relacdo estrutura-atividade, onde os dados estruturais
podem ser obtidos por técnicas de modelagem molecular. As caracteristicas estruturais das
substancias calculadas teoricamente podem resultar em pardmetros potencialmente
indicadores de atividade biologica. No trabalho, foram estudados parametros eletronicos,

como os orbitais moleculares de fronteira e o potencial eletrostatico, e parametros estéricos,
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como o coeficiente de particdo, a energia de hidratagdo, a polarizabilidade e o volume

molecular.
5.2.1. Parametros eletronicos
» HOMO e LUMO

O HOMO pode indicar a propensdao de uma molécula em doar elétrons,
caracterizando a nucleofilicidade, e 0 LUMO pode indicar a propensdo de uma molécula em
receber elétrons, caracterizando a eletrofilicidade. A importancia dessa propriedade esta
diretamente relacionada com o tipo de interacdo da substancia com o seu receptor, assim, se a
atividade tiver uma correlacdo com o LUMO entdo, para a substancia ser ativa, a substancia
tem que receber elétrons do receptor.

A chalcona GH3 foi a substancia com maior valor para HOMO, sendo a
substancia ativa mais nucleolilica (Tabela 5). O menor valor de LUMO foi o de LCH3, sendo
a substancia ativa eletrofilica. Os valores dos orbitais foram correlacionados com as I1Cssg €
obtida uma correlacdo inversa entre 0 LUMO e a ICsy (rs = 0,88) e relacdo direta com a
atividade biolégica. Por outro lado, ndo houve correlacdo entre os valores de HOMO e a

atividade bioldgica, expressa pelas 1Cs (rs = 0,34) das drogas.

Tabela 5. Correlagdo entre os valores dos orbitais de fronteira (HOMO e LUMO) das
substancias ativas e suas respectivas I1Csg.

Drogas HOMO - Correlagdode LUMO + Correlagdo de  1Cso (M)
eV) Spearman (rs)* (eV) Spearman (rs)**
GH3 -8.822456 -0.8085309 0,20
IV4 -9.115972 -0.8274031 0,20
HRB1 -9.184976 -0.8284381 0,20
LH2 -9.063787 0,33 -0.9426855 0,88 0,21
LCH1 -8.90621 -0.9026766 0,24
LCH3 -9.042512 -1.078319 1,70
*n=0,5

**p=0,02
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Os valores de energia dos orbitais moleculares podem ser utilizados em um estudo
de reatividade entre o ligante e seu receptor. Entretanto, a analise dos coeficientes dos orbitais
pode dar indicios das possiveis regides para o ataque nucleofilico (demosntrados nos graficos
de HOMO) ou eletrofilico (demosntrados nos graficos de LUMQO). Na figura 29 estdo
demonstradas as densidades eletronicas dos orbitais de fronteira. Quanto maior a nuvem
eletronica, maior a probabilidade de reatividade nucleofilica (HOMO) ou eletrofilica
(LUMO). As maiores regides doadoras de elétrons demonstradas nos graficos de HOMO
encontram-se na posicdo a-carbonila. Enquanto que, as maiores regides receptoras de elétrons
demonstradas nos gréaficos de LUMO mostram a posi¢do [3-carbonila como principal sitio de

interacdo com um grupo rico em elétrons.



HOMO LUMO

Figura 29. Orbitais de fronteira (HOMO e LUMO) das substancias ativas em estudo.
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» Potencial Eletrostatico

Outro gréafico importante que descreve as regides ricas e deficientes de elétrons,
que podem indicar um possivel ataque localizado de um nucleofilico ou eletrofilico,
respectivamente, € o mapa do potencial eletrostatico (MEP). O MEP mostra que as regides
mais ricas em elétrons ou nucleofilicas (destacadas em vermelho) estdo localizadas no
oxigénio das metoxilas e das carbonilas das moléculas (Figura 30). As regides deficientes em

elétrons ou eletrofilicas (representadas em azul) ndo sdo nitidas (Figura 30).

Estruturas moleculares das chalconas Mapa de Potencial Eletrostatico
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Figura 30. Estrutura molecular em trés dimens@es e mapa de potencial eletrostatico
das substancias ativas em estudo.
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5.2.2. Parametros estéricos

Os valores de coeficiente de particdo octanol/agua (C log P) e a energia de
hidratacdo foram utilizados como parédmetros de lipossolubilidade e solubilidade em agua,
respectivamente, enquanto que a polarizibilidade e o volume foram calculados para analise da

importancia do ajuste estérico ou conformacional da molécula em seu receptor.

» Coeficiente de particdo octanol/agua (C log P)

O coeficiente de participacdo P estudado para o sistema octanol/agua (C log P) foi
adotado como um dos principais parametros capaz de descrever o carater hidrofébico, sendo
um modelo otimizado para o processo de transferéncia da substancia entre a fase aquosa e néo
aquosa (LEO; HANSCH; ELKINS, 1971). Em nosso resultados, a molécula 14 apresentou o
maior valor para o C log P, seguidas pelas GH3 e HRB1. A correlacdo direta entre atividade

antiplasmodial e a lipofilicidade foi de 0,92 (Tabela 6).

Tabela 6. Correlacdo entre os valores do coeficiente de particdo octanol/dgua das substancias

ativas e suas respectivas ICx.

- Drogas  ClogP  ICs(uM) Correlagdo de Spearman (rs)*
GH3 3.9312 0,20

V4 5.169 0,20

HRB1 4.123 0,20

LH2 2.9241 0,21 0,92

LCH1 2.8782 0,24

LCH3 2.8782 1,70

*p=0,01

» Energia de Hidratagéo

A energia de hidratacdo de uma substancia farmacologicamente ativa quantifica a
energia necessaria para que as moléculas de dgua deixem de interagir entre si e passem a
interagir com a substancia. Assim, quanto maior o valor da energia de hidratacdo, em maodulo,
uma substancia precisa, menor sua solubilidade em agua ou solventes polares. O sinal do
valor da energia de hidratacdo indica se a substancia precisa perder (sinal negativo) ou

absorver (sinal positivo) energia para que ela interaja com as moléculas de dgua. Em nosso
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estudo, os compostos LCH3 e LCH1 apresentaram o0s maiores valores para a propriedade
(Tabela 7). A atividade biolégica demonstrou uma associa¢do inversa com a energia de
hidratacdo (rs = 0,82).

Tabela 7. Correlacédo entre os valores de energia de hidratacdo das substancias ativas e suas
respectivas 1Cs.

‘Drogas  Energia de Hidratagfio (kcal/mol) ~ |Cs,  Correlagao de Spearman (rs)*

(M)

GH3 -7.51 0,20

V4 -5.13 0,20

HRB1 -2.22 0,20

LH2 -5.87 0,21 0,82

LCH1 -8.41 0,24

LCH3 -8.56 1,70

*p=0,05

> Polarizabilidade

A polarizabilidade traduz o grau de deformacdo conformacional que uma
molécula pode sofrer. Assim, se a mudanc¢a conformacional da molécula dentro do alvo for
importante para a atividade farmacoldgica entdo essa propriedade é fundamental para a
substancia ser ativa. Nos dados obtidos para as substancias estudadas, o0 composto GH3 possui
o maior valor de polarizabilidade (48,53 A%) e a molécula HRB1 apresentou o menor valor,
para essa propriedade, 27,33 A® (Tabela 8). N&o foi observado correlagdo entre a

polarizibilidade e a atividade bioldgica (rs = 0,25).
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Tabela 8. Correlacdo entre os valores da polarizabilidade das substancias ativas e suas

respectivas 1Cs.

 Drogas  Polarizabilidade (A%~ |Cgo(uM)  Correlagéo de Spearman (rs)*
GH3 4853 0,20

V4 368.65 0,20

HRB1 27.33 0,20

LH2 32.91 021 0.25

LCH1 43.80 0,24

LCH3 43.80 1,70
~p-06

> Volume Molecular

Essa propriedade avalia as modificagcbes de tamanho ocorridas na molécula toda
como resultado de possiveis alteragdes conformacionais que 0s substituintes podem causar.
Verificou-se que o maior valor obtido para o volume molecular (1305,93 A®) foi da molécula
GH3, e 0 menor volume, a HRB1 (737,85 A%. O volume molecular ndo apresentou uma

correlagdo com a atividade antiplasmodial de 0,27 (Tabela 9).

Tabela 9. Correlacdo dos valores de volume molecular e ICsq das substancias ativas.

~ Drogas  Volume (R%)  |Cg(uM)  Correlagho de Spearman (rs)
GH3 1305.93 0,20
V4 1006.88 0,20
HRB1 737.85 0,20
LH2 910.96 0,21 0.27
LCH1 1223.01 0,24

LCH3 1234.22 1,70

p=0,6
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6. DISCUSSAO
6.1. ATIVIDADE ANTPLASMODIAL (in vitro) DAS SUBSTANCIAS EM ESTUDO.

As chalconas s&0 moléculas com ampla acgdo bioldgica (ALCARAZ et al, 2000;
LOPEZ et al, 2001; DOMINGUEZ et al, 2001; KO et al, 2003; HERENCIA et al, 2002;
ROJAS et al, 2002; DEMULLE et al, 2006; YE et al, 2004; SAYDAM et al, 2003; KIAT et
al, 2006; LALL et al, 2006; PHRUTIVORAPONGKUL et al, 2003; WU et al, 2003) e vém
sendo utilizadas como prot6tipo na sintese de novas substancias mais eficientes em diversas
atividades farmacologicas. Apesar de terem atividade antimalédrica descrita, nenhuma
chalcona alcancou as caracteristicas necessarias para ser um farmaco. Uma dessas

propriedades € a especificidade da substancia pelo seu alvo.

As chalconas metoxiladas foram selecionadas como alvo deste estudo com base
em dados da literatura sobre sua atividade antimalarica. Nesse sentido, o trabalho mais
informativo para 0 nosso estudo foi o de Li e colaboradores (1995), que descreve, dentre
diversos substituintes, as metoxilas e os halogenados como os melhores inibidores em
cultivos de P. falciparum. No presente estudo, foram avaliadas chalconas metoxiladas ainda

ndo testadas contra o plasmadio.

Em nossos resultados, a excecdo da LCH3 (1,7 uM), as substancias em estudo
foram, em torno de, duas vezes mais ativas do que a cloroquina, no entanto, nenhuma foi mais
ativa do que a mefloquina (Tabela 4). Diante disso, € importante que outras concentracdes
sejam testadas para uma melhor visualizacdo dos pontos maximos e minimos de inibicéo,

principalmente, em relacdo a LCH1 e LCH3.

As seis substancias (GH3, V4, HRB1, LH2, LCH3 e LCH1) inibiram o
crescimento do P. falciparum in vitro, em concentra¢@es inibitorias menores do que as
encontradas na literatura, a excecdo da LCH3 (YENESEW, 2004; FROLICH et al, 2005; LI et
al, 2001; DOMINGUEZ et al, 2001; CHEN et al, 1997; SOULERE et al, 2003; WU;
WILAIRAT; GO, 2002). Comparando nossos resultados com os obtidos com as chalconas
metoxiladas por Li e colaboradores (1995), nossas substancias se mostraram mais ativas. As
ICss0 das chalconas metoxiladas encontradas por esse autor foram superiores a 0,43+0,34 uM
(em cepas D6 sensiveis a cloroquina), maiores, portanto, do que os encontrados em nosso
estudo, 0,2 a 0,24 uM, exceto a ICso de 1,7 uM da LCH3.
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Dominguez e colaboradores (2005b) testaram chalconas metoxiladas semelhantes
com as que estudamos. Entretanto, as 1Csso encontradas pelos autores, que variaram de 1,76 a
10uM para as chalconas metoxiladas tri-substituidos no anel A, foram maiores que os valores

encontrados no presente estudo.

Assim, as substancias ativas em estudo apresentaram atividade antiplasmodial
excelente, de acordo com Liu e colaboradores (2003), pois 0s autores assim as categorizam
quando as concentragBes inibitorias em 50% sd0 menores que 10 puM para atividade

antiplasmodial, mesmo se os valores forem superiores aos da ICsq da cloroquina.

A reprodutibilidade dos dados obtidos com os derivados LCH1 e LCH3 pode ter
sido comprometida pela saturacdo do meio quando altas concentracdes das moléculas foram
diluidas em dimetilsuféxido (DMSO). Além disso, as ICssy das substancias GH3, 1V4 e
HRB1, que foram semelhantes entre si (ICso = 0,20 uM), também, podem ter sido afetadas
pela dificuldade de solubilizacdo das moléculas em DMSO. Apesar de, as chalconas serem
soluveis em DMSO, o uso de uma solugdo saturada (64 pM) foi necessario para se ter uma
solucdo de trabalho com pequena quantidade de solvente, pois o dimetilsuféxido €é tdxico ao

parasito.

6.2. CORRELACAO ENTRE PROPRIEDADES QUIMICAS TEORICAS E ATIVIDADE
ANTIPLASMODIAL DAS SUBSTANCIAS EM ESTUDO.

6.2.1. Propriedades eletrbnicas
» HOMO e LUMO

O composto GH3 possui 0 valor maximo (-8.822 eV) de HOMO, tendo, entéo,
uma maior propensdo de doar elétrons em relacdo as outras substancias ativas propostas. O
mais interessante é que a GH3, junto com HRBL1 e IV4, tem uma das menores ICsp (0,2 uM)
encontradas nos ensaios bioldgicos contra P. falciparum. N&o houve correlagdo entre 0s

valores de HOMO e a atividade bioldgica, expressa pelas ICsq (rs = 0,34) das drogas.

Por outro lado, o composto LCH3 apresenta o menor valor para LUMO,
traduzindo a maior facilidade em receber elétrons quando em reacdo. A atividade bioldgica,

traduzida pela 1Cso, e 0s valores de LUMO tiveram uma boa correlacdo (rs = 0,88). A



77

associagdo entre esses valores foi inversa, demonstrando a importancia da baixa

eletrofilicidade molecular para a atividade bioldgica.

De acordo com 0s nossos resultados, os valores de LUMO (rs = 0,88) foram mais
importantes para a atividade bioldgica do que os valores de HOMO (rs = 0,34). Somando-se a
isso, os graficos dos orbitais moleculares sugerem que a interacdo molécula-receptor seria

mais efetiva para os orbitais desocupados (LUMO) nas moléculas de menores ICssp.

As regiGes de maior densidade eletrofilica, demonstrada nos graficos de LUMO,
mostram que a posi¢do P-carbonila é o principal sitio de interagdo com um grupo rico em
elétrons do receptor bioldgico. Portanto, as regiGes observadas nos graficos de LUMO estéo
mais propensas ao ataque por grupos eletrofilicos, como as hidroxilas, aminas ou tiois, no

carbano-p do sistema Michael.

Os resultados também foram semelhantes aos de Dominguez e colaboradores
(2005a) que avaliaram uma série de chalconas alcooxiladas e halogenadas, no anel A, e
sulfonamidas, no anel B. Esses autores concluiram que a atividade bioldgica esta envolvida
com o efeito indutivo dos grupos doadores no anel A e retiradores no anel B e, também da
ressonancia envolvendo o grupo cetona e 0s anéis. Isso se deve ao fato de que tais
substituintes sdo grupos eletrodoadores para a ressonancia entre os dois anéis aromaticos e o
sistema de Michael, caracteristico da classe de moléculas (Figura 31). Esses grupos doam
elétrons para o sistema de ressonancia fazendo com que a carga chegue ao sistema de Michael
e carregue o oxigénio da carbonila, deslocando a nuvem eletrénica do carbono- que
,supostamente, é o principal ligante no receptor. Nossos achados corroboram os resultados de
Liu e colaboradores (1995) que demonstraram que a boa atividade bioldgica dependia a a,[3-
insaturacdo ligada a cetona. Aquele autor sugere que os grupos eletrodoadores no anel A

demonstram melhor atividade antimalarica.

Sistema R

Michael 4 4
RIS
TR

(R
R A RGN A 3
oA R Sl
(0 Q) R,

Figura 31. Esquema do sistema de Michael.
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Nossos resultados mostram também que substituicdes nas posi¢des orto e/ou para
aumentam os valores de LUMO. Tal conclusdo decorre da observacdo de que o GH3
apresenta o maior valor de LUMO (-0,808 eV) e foi um dos compostos mais ativos dentre as
substancias ativas estudadas. A importancia das posicdes orto e/ou para na atividade
bioldgica pode ser observada quando se compara LCH1 (0,24) com LCH3 (ICs = 1,7)
(Figura 32). Diante disso, a atividade antiplasmodial é melhorada com a presenca de
substituintes eletrodoadores nas posi¢fes orto e para do que quando se tem a posi¢do meta.
Esses resultados foram semelhantes aos de Ram e colaboradores (2000) e Xue e
colaboradores (2004), que mencionam que moléculas com até trés grupos metoxilas

substituidos sdo mais ativas.

LCH1

OCHs o) OCHs

Figura 32. Estrutura molecular dos derivados de chalconas, LCH1 e LCHS3.

» Potencial Eletrostatico

O mapa de potencial eletrostatico (MEP) pode indicar as possiveis regides de
ataque nucleofilico ou eletrofilico e os possiveis pontos de intera¢do entre farmaco e receptor,
principalmente, quando se conhece os sitios do receptor. O MEP mostra que as regides mais
ricas em elétrons ou nucleofilicas podem estar interagindo com os pontos deficientes em

elétrons do receptor bioldgico.

As substancias ativas testadas que possuem regides continuas ricas em elétrons
(posicdes orto e carbonila) apresentaram maior atividade que aquelas com regides eletronicas
mais dispersas (posi¢des meta e carbonila). Diante disso, dois fatores podem estar sendo
importantes para a atividade biolégica. Em primeiro lugar, duas das substancias ativas de
menor 1Cso possuem metoxilas nos dois anéis B, que podem estar influenciando para uma
menor protecéo do carbono-pB do sistema de Michael. E em segundo lugar, quando se compara
as substancias ativas que possuem o anel alifatico na carbonila, GH3 e V4, com as

substancias ativas que nao possuem anel alifatico, LCH1 e LCH3, observa-se que este
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substituinte pode estar influenciando ou na menor protecdo do carbono-f do sistema de
Michael ou de outra forma ainda néo esclarecida.

Dominguez e colaboradores (2005b) sugeriram que a atividade antimalarica, na
maioria dos casos das chalconas fenilurenil com substituintes no anel A, foram governadas
por grupos (difluoro, dicloro, trimetoxi) ligados a este anel. Esses substituintes sdo grupos
doadores de elétrons que podem estar influenciando na ressonancia do sistema de Michael
(a,B-insaturacédo ligada a cetona). Assim, provavelmente, as regides do alvo ricas em elétrons
devem estar interagindo com regides eletrofilicas (pobre em elétrons) das moléculas, que
estaria localizada no sistema de Michael, como sugerido pelo autor.

Na mesma linha de raciocinio, Li e colaboradores (1995) observaram que a
atividade antiplasmodial aumenta com a presenca de substituicbes como, cloro e fltor, no anel
A, e com substituintes eletrodoadores como, metoxi, no anel B. O autor também comparou as
atividades dessas mesmas moléculas, mas com os substituintes invertidos entre os dois anéis,
e demonstrou que realmente os grupos eletrodoadores sdo importantes no anel B. Os autores
mostram, no estudo de DOCK, uma grande aproximacao do carbono-f do sistema de Michael
com um ligante do receptor, sendo uma das principais interagcdes entre a chalcona e a protease
(Figura 33).

o
Figura 33. Duas potenciais orientaces de ligacGes da chalcona no sitio de interagdo da
protease de cisteina de Plasmodium falciparum, baseada em estudos de DOCK.
Fonte: LI et al, 1995.
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Como comprovado pela correlacdo da atividade bioldgica com o LUMO, quanto
maior a nuvem eletrénica do orbital desocupado no carbono-f do sistema de Michael, maior a

possibilidade de interacdo farmaco-receptor, ou seja, maior a acao antiplasmodial.

Por outro lado, as regides eletrofilicas s&o pouco nitidas quando se compara com a

regido nucleofilica, reafirmando a importante participacdo desta para a atividade em questao.

Assim, 0 mapa de potencial eletrostatico (MEP) representa um pardmetro quimico
tedrico que pode ser de grande contribuicdo na selecdo de moléculas mais promissoras com

atividade antiplasmodial.
6.2.2. Propriedades estéricas
» Coeficiente de particdo octanol/agua (C log P)

O C log P representa a lipofilicidade (hidrofobicidade) tedrica de uma droga. Essa
caracteristica pode ser importante na interacdo da substancia com os lipideos das membranas
celulares lipoprotéicas, ou, ainda, pode aumentar a interacdo com o sitio de acdo
farmacoldgica, através de ligacdes hidrofobicas com estes. A hidrofilia, na maioria das vezes,
facilita o transporte de um farmaco até a célula alvo e sua concentra¢do no citosol, onde ira
efetuar sua acdo farmacoldgica. Apesar disso, o valor do C log P ideal ndo deve ser elevado,

pois deve possibilitar a interacdo com as membranas e a perfusdo do composto no citosol.

Em nossos resultados, a chalcona V4 apresentou o maior valor para essa
propriedade seguida pelas HRB1 e GH3. Essas moléculas também apresentaram a maior
atividade biologica (IC5,=0,20uM). Por outro lado, a molécula LCH3, que apresentou o
menor valor de C log P, mostrou a segunda menor atividade bioldgica (ICsq = 0,24uM).
Curiosamente, molécula LCH3 teve um C log P igual a LCH1, mas tem sua estrutura
molecular diferente apenas pela mudanca de posicao das metoxilas, onde LCH3 tem presenca
de metoxilas na posi¢do meta em ambos os anéis e LCH1 possui metoxilas na posic¢éo orto.
Fato esse, que pode ser justificado pela maior desprotecdo do carbono-f do sistema de

Michael pela metoxila (eletrodoador) quando esta se encontra na posi¢éo orto.

De fato, a correlacdo entre a atividade antiplasmodial e os valores de C log P das
substancias ativas testadas foi significativa (rs = 0,92), sendo entdo, um pardmetro

determinante para sua acdo farmacoldgica. Esses dados sdo semelhantes aos de Liu e
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colaboradores (2001) e Go e colaboradores (2004) que, avaliando uma serie de chalconas
metoxiladas, também observaram que a hidrofobicidade € um parametro critico para uma boa

atividade antiplasmodial.

A alta lipofilicidade das HRB1, em relacdo as outras substancias testadas, pode
estar contribuindo, particularmente, para uma maior concentracdo da substancia em seu sitio
de acdo, podendo ser a lipofilia, a justificativa de esta chalcona ter, juntamente com GH3 e
IV4, a menor concentracao inibitoria em 50% de crescimento de parasitos (ICs = 0,20), ja
que existe uma falta de correlacdo estrutural de HRB1 com GH3 e 14 (Figura 34). Além
disso, essa substancia foi a unica que apresentou a melhor curva de inibigdo, sendo possivel
que a lipofilicidade de HRB1 seja responsavel por a molécula atravessar as membranas em

maior concentracdo e mais homogeneamente que as demais moléculas.

V4
O /\ O
(@]

OCHs (@] OCHj3 OCHj3 OCH;
(2E,6E)-2,6-bis(2,3,4-trimethoxybenzylidene)cyclohexanone (2E,6E)-2,6-bis(2-methoxybenzylidene)cyclohexanone
HRB1
H3C
[
0]

(E)-3-phenyl-1-p-tolylprop-2-en-1-one

Figura 34. Estruturas moleculares das substancias ativas com menor
concentragéo inibitoria (1Cso = 0,20).

De fato, a lipofilicidade tem fundamental papel na atividade biologica de uma
substancia, pois, no caso do plasmddio, a substancia precisa passar por pelo menos trés
membranas (membranas: da hemacia, do parasito e do vacuolo alimentar) para poder chegar
ao seu sitio de acdo, visto que, as moléculas lipossoluveis atravessam as membranas celulares

com maior facilidade e, supostamente, alcangam seu sitio em maior concentragéo.

Diante disso, a avaliacdo do coeficiente de particdo octanol/agua se torna muito
importante na avaliacdo bioldgica, por proporcionar um pardmetro determinante na cinética

da molécula.
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» Energia de Hidratagéo

Como ja mencionado, a energia de hidratacdo de uma molécula é o valor, em
quilocalorias, liberado para dissociar moléculas de agua entre si e interagir com outras
substancias. Se uma molécula precisa liberar muita energia para se hidratar, ela tera,
conseqlientemente, mais dificuldade de se solubilizar em agua, e mais afinidade pela fase
organica (lipofilia). Assim, os valores da energia de hidratacdo tém relacdo inversa com 0s
valores de C log P. Se a energia de hidratacdo se correlacionar diretamente com a atividade
bioldgica, provavelmente, a substancia ativa deverd atravessar barreiras lipidicas (como, as

membranas).

Os valores de energia de hidratacdo demonstraram uma associacdo inversa com a
presenca de grupos trimetoxi das substancias ativas, LCH3, LCH1 e GH3. A correlacdo
inversa da energia de hidratacdo e a atividade bioldgica das substéancias ativas (rs = 0,82)
reafirmam a importancia da lipofilicidade para acdo antiplasmodial, pois quanto maior a
energia requerida para uma molécula se solubilizar em &gua, maior sera sua solubilidade em

meio organico.
> Polarizabilidade

A polarizabilidade ndo foi um parametro determinante (rs = 0,25) para atividade
in vitro contra P. falciparum, ou, em outras palavras, a facilidade com a qual uma nuvem
eletronica se deforma em um campo elétrico ndo é importante para a atividade bioldgica das
substancias ativas estudadas e, provavelmente, a interagdo do receptor com as chalconas néo é

dependente de uma redistribuicéao eletronica dentro da substancia.
» Volume Molecular

Essa propriedade avalia as modificagbes de tamanho ocorridas na molécula toda
como resultado de possiveis alteragdes conformacionais que os substituintes podem causar.
Assim, se de um substituinte para o outro, o volume molecular se diferenciar e isso resultar
em uma maior ou menor atividade da substancia em seu sitio, entdo essa propriedade tera
correlagdo com a atividade farmacologica. O maior valor da propriedade foi o de GH3, o que
pode ser justificado pelos trés grupos metoxilas de cada anel e pela cadeia alifatica presentes
em sua estrutura molecular. No entanto, o volume molecular ndo se revelou importante para a

eficacia da atividade antiplasmodial (rs = 0,27).
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7. CONCLUSOES

» As chalconas podem representar uma alternativa terapéutica para a malaria
pelo baixo custo de producdo da substancia. A alternativa de um protétipo de
molécula que ja se tenha uma enzima alvo conhecida € uma vantagem que as
chalconas possuem em relacdo a moléculas de mecanismo de acéo
desconhecido, pois isso possibilitaria 0 planejamento e o desenvolvimento de
moléculas mais especificas e mais potentes.

» A atividade antiplasmodial detectada nas substancias ativas estudadas pode ser
considerada excelente, pois foi maior do que a da cloroquina. Por outro lado,
as substancias ativas estudadas ndo foram mais ativas que a mefloquina. Diante
disso, estudos quimicos mais numerosos e detalhados para melhorar a
atividade e a solubilidade da classe sdo necessarios.

» As substancias ativas metoxiladas estudadas mostraram concentragdes
inibitorias muito inferiores as da maioria dos estudos disponiveis na literatura,
0 que corresponde a resultados encorajadores para o desenvolvimento de novas
chalconas.

» Os resultados obtidos mostraram que os parametros: HOMO, polarizabilidade e
volume molecular, ndo foram capazes de selecionarem compostos mais ativos
contra o P. falciparum. Por outro lado, o LUMO, o C log P, a energia de
hidratacdo e o potencial eletrostatico podem ser utilizados como parametros
indicativos na sele¢cdo de compostos mais ativos contra o P. falciparum.

» Os possiveis sitios de ligacdo das chalconas com o receptor (LI et al, 1995)
demonstrado nos graficos de LUMO e potencial eletrostatico corroboram os
estudos disponiveis na literatura.

» De acordo com os dados obtidos neste trabalho, as chalconas podem ser
utilizadas como molécula protétipo no planejamento racional de novas
chalconas com atividade antimalarica, auxiliando a selecdo de moléculas mais

ativas contra o P. falciparum.
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