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RESUMO

Explorando compostos bio organometalicos com uma porcdo de ruténio como
antimalaricos.

Beatriz Rodrigues Duarte

A malaria é uma das doengas parasitarias mais importantes no mundo, causada por cinco
espeécies de parasitas do género Plasmodium. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estima que, em 2019, ocorreram 229 milhdes de casos de malaria no mundo e cerca de
409 000 mortes. Atualmente, a OMS recomenda a utilizagcdo de uma terapia combinada
a base de artemisinina (ART) e derivados (ACTSs), que conjuga um derivado de semivida
curta com um derivado de longa semivida. Contudo, o maior desafio nestas terapéuticas
é o facto do parasita Plasmodium desenvolver resisténcias aos antimalaricos mais
rapidamente do que sdo introduzidos novos compostos. Ja estdo descritas resisténcias a
grande maioria dos farmacos, incluindo aos derivados de artemisinina que fazem parte da
terapéutica atualmente recomendada. O desenvolvimento de complexos organometéalicos
no campo da medicina tem progredido rapidamente na ultima década, sendo explorado o
seu potencial como agentes antimalaricos. A ferroquina, um anélogo ferroceno da
cloroquina, tem sido um agente organometalico antimalédrico particularmente
bem-sucedido, uma vez que apresenta uma atividade elevada e grande seletividade contra
estirpes resistentes de P. falciparum. Apesar do sucesso da ferroguina, com o constante
aparecimento de resisténcias, continua a ser necessario procurar novas alternativas. Desta
forma, foram realizados testes in vitro com dois objetivos: otimizar as condi¢des do teste
de suscetibilidade com SYBR™ Green | e avaliar a atividade antimalarica de cinco
compostos organometélicos (RuGlyl, RuGly2, TM34, PF1 e PF2) em culturas de trés
estirpes de P. falciparum (3D7, IPC5202 (1240) e Dd2). Os resultados obtidos permitiram
concluir que foram otimizadas as condic¢des do teste de suscetibilidade e que todos os
compostos testados apresentavam atividade antimalarica em pelo menos uma das estirpes
resistentes, corroborando o potencial antimalarico dos complexos organometalicos. Os
compostos TM34 e PF1 foram os compostos mais promissores, apresentando valores de
ICso inferiores a 100 nM.

Palavras-chave: malaria, compostos organometalicos, Plasmodium falciparum,
resisténcia, antimalaricos, cloroquina, SYBR Green I, ICsqo.



ABSTRACT

Exploring bioorganometallic compounds with ruthenium moietis as antimalarials

Beatriz Rodrigues Duarte

Malaria is one of the most important parasitic diseases in the world, caused by five species
of parasites of the genus Plasmodium. The World Health Organization (WHO) estimates
that, in 2019, there were 229 million new cases and around 409 000 deaths. Currently,
the WHO recommends the use of artemisinin-based combination therapy (ACTS),
combining a short half-life drug with a long half-life drug. The Plasmodium parasite
develops resistance to antimalarials faster than new compounds are developed and
approved, and there is already resistance to most available therapies, including
artemisinin derivatives that are part of the currently recommended therapy. The
development of organometallic complexes in the medical field has progressed rapidly
over the past decade. Ferroquine, a ferrocene analog of chloroquine, has been a
particularly successful antimalarial organometallic agent since it has high activity and
high selectivity against resistant strains of P. falciparum. Despite the success of
ferroquine, with the constant appearance of new resistances, it is still necessary to look
for new alternatives. Thus, in vitro tests were carried out with two objectives: to optimize
the conditions of the susceptibility test with SYBR ™ Green I and to evaluate the
antimalarial activity of five organometallic compounds (RuGlyl, RuGly2, TM34, PF1
and PF2) in cultures of three different strains of P. falciparum (3D7, IPC5202 (1240) and
Dd2). The results obtained allowed to conclude that the conditions of the susceptibility
test were optimized and that all tested compounds had antimalarial activity in at least one
of the resistant strains. Compounds TM34 and PF1 were the most promising, with 1Cso
values below 100 nM.

Key words: malaria, organometallic compounds, Plasmodium falciparum, resistance,
antimalarials, chloroquine, SYBR Green I, ICsqo.
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ABREVIATURAS
ABC - ATP — Binding Cassette

ACT — Terapia combinada de derivados de artemisinina
ARDS - Sindrome de dificuldade respiratoria aguda
ART — Artemisinina

ATM — Artemeter

ATN — Artesunato

ATP — Adenosina trifosfato

CQ - Cloroquina

CS - Proteinas circunsesporozoiticas

CSP — Proteina circunsporozoita principal

DHA — Dihidroartemisinina

dhfr — Dihidrofolato redutase

dhps — Dihidropteroato sintetase

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

Fe — Ferro

Fe (I1) — Ferro 11

FQ — Ferroquina

FPXI — Ferriprotoporfirina IX

HTC — Hematocrito

ICso — Concentracdo inibitéria de um farmaco, necessaria para matar 50% dos

parasitas

IHMT — Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Vil



IRBCs — Eritrdcitos infetados

IR — Indice de resisténcia

IRS — Pulverizagdes residuais no interior

ITNs — Redes mosquiteiras tratadas com inseticidas
K13 - Proteina Kelch 13

LMF — Lumefantrina

MEF — Mefloquina

OMS — Organiza¢do Mundial de Saude

PBS — Tampéo de fosfato e salina

P. falciparum — Plasmodium falciparum

PfCytB —Citocromo b de P. falciparum

pfmdrl — Gene MDR1 de P. falciparum

Pghl — Homologo 1B P-glicoproteina

PQP — Piperaquina

PtdIns3P — Fosfatidilinositol-3-fosfato

QN — Quinino alcal6ide

RBCs — Eritrécitos

RPMI — Meio de cultura (“Roswell Park Memorial Institute”)
Ru — Ruténio

Ru (I1) — Ruténio I

SP — Sulfadoxina-pirimetamina

TRAP — Proteinas adesivas relacionadas com a trombospondina

ts — Timidilato sintetase



URBCs — Eritrécitos ndo infetados
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1.1. MALARIA

A maléria é uma doenca parasitaria causada por um protozoario do género Plasmodium,
um grupo taxonémico amplo e diverso que inclui parasitas de passaros, répteis, roedores,
macacos e humanos (Meibalan and Marti, 2017). Existem cinco espécies que podem
infetar o ser humano. P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi, sendo
o P. falciparum responsavel pela maioria dos casos graves ou fatais (WHO, 2020;
Despommier et al., 1995). Em 2017, foi demonstrada a capacidade do parasita P. simium
infetar seres humano, além de macacos, correspondendo a uma zoonose (Brasil et al.,
2017). A maléaria humana é transmitida pela picada de um mosquito fémea do género

Anopheles, que injeta o parasita na corrente sanguinea do hospedeiro (Gomes et al., 2011).

A doenca maléria pode ser classificada em malaria ndo complicada ou malaria severa
(Silvie et al., 2008; Wiley, 2014). Os sinais e sintomas de malaria ndo complicada sao
muito similares a outras doencas febris. Estes compreendem dores de cabeca, fadiga,
desconforto abdominal, muscular e dores nas articulagdes, normalmente acompanhados
por febre, arrepios, suores e vomitos (Silvie et al., 2008). Em criangas, € comum surgirem
outros sintomas, tais como letargia, falta de apetite e tosse. Caso ndo exista tratamento, e
a infecdo tenha ocorrido por P. falciparum, a doenca pode progredir para malaria severa.
Esta, geralmente, manifesta-se de diversas formas: coma (malaria cerebral), acidose
metabolica, anemia severa, hipoglicemia, faléncia renal ou edema pulmonar (Guerrant,

2006). Se nao for tratada, a malaria grave é fatal na maioria dos casos (WHO, 2015).

O diagndstico passa pela observacdo ao microscépio da presenca de parasitas no sangue,
ou a realizacdo de um teste rapido ao sangue (WHO, 2019). O diagndstico por
microscopia Otica tem duas vertentes consoante o objetivo do diagnéstico: a gota espessa

(para detetar a presenca do parasita) e o esfregaco (para a identificacdo da espécie).

A maléria é a segunda doenca infeciosa com maior impacto na historia mundial, pois, a
seguir a tuberculose, é a patologia que mais mata dentro das varias doencas transmissiveis
no mundo (WHO, 2019).



1.1.1. Distribuicao geografica da malaria

MilhGes de pessoas sao afetadas anualmente ao longo das regides tropicais e subtropicais,
principalmente na Africa, América do Sul e Central, India, Oceénia e Sudoeste Asiatico
(Suetal., 2019). A OMS estima que, em 2019, ocorreram 229 milhdes de casos no mundo
e cerca de 409 000 mortes. Cerca de 85% dos casos de malaria a nivel mundial,
concentravam-se em 19 paises: india e 18 paises africanos. Mais de 50% dos mesmos
ocorreram na Nigéria (25%), Republica Democratica do Congo (12%), Uganda (5%) e
Costa do Marfim, Mocambique e Niger (4%, cada). Criancas com idades inferiores a 5
anos representam o grupo mais afetado, com 67% das mortes por maléria, em 2019
(WHO, 2020).

A taxa de incidéncia de maléria, a nivel global, diminuiu entre 2010 e 2019. Na Figura 1

é possivel observar a distribuicdo geografica, por pais, em 2019 (WHO, 2020).
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Figura 1 - Representacédo da distribuicdo geogréafica de casos de maldria, por pais, em 2019. Adaptada de
(WHO,2020).



1.1.2. Ciclo de vida do Plasmodium spp.

Todas as espécies de Plasmodium capazes de infetar humanos partilham um ciclo de vida
semelhante (Gaur et al., 2016). Para este ser completo, sdo necessarios dois hospedeiros:
um vertebrado, o Homo Sapiens, e um invertebrado, um mosquito Anopheles spp
(Cowman and Crabb, 2006). O ciclo bioldgico de P. falciparum (Figura 2) pode ser
dividido em duas fases: a fase assexuada ou esquizogonica e a fase sexuada ou
esporogdnica. A fase assexuada ocorre no humano, primeiro no figado (fase pré-
eritrocitaria) e depois nos eritrocitos (fase eritrocitaria). A fase sexuada ocorre no

mosquito (Cowman and Crabb, 2006).

_ﬁ Fase infeciosa
A\ Fase de diagnéstico

Fase no figado humano

Fase no mosquito

Rutura do

1% 2. ® oocisto LN
: -—n..\ Refeicio sanguinea
"X Lil (injeta esporozoitos)
e
esporozoitos
- rT
‘“‘“lk
.
Ciclo Esporogonico 1 ; " Fase sanguinea  Trpfozoita
5 — imaturo
(5] ‘ (forma de anel)
Eefeigdo sanguinea '
ngere gametocitos)

P wiva
Fovale %
P malariae

Figura 2 - Ciclo de vida do Plasmodium falciparum. Adaptado de (CDC, 2020).

O ciclo de vida do P. falciparum inicia-se ap0s a picada e consequente alimentagdo
sanguinea da fémea do mosquito do género Anopheles, num hospedeiro vertebrado. O
mosquito inocula os esporozoitos infetantes, que entram na corrente sanguinea e migram
até ao figado (Mota and Rodriguez, 2002). Uma vez dentro das células do figado, ocorre
a divisdo assexuada do parasita do tipo esquizogdnica, originando-se assim esquizontes

tecidulares e, posteriormente, um elevado ndmero de merozoitos (Cox, 2002;



Despommier et al., 1995). O ciclo assexuado é caracteristico pela sua sincronizagdo e
periodicidade, completando um ciclo de invasdo em 48 horas. Nos hepatdcitos, ocorre a
maturacdo, que requer 5 a 7 dias, sendo que cada esporozoito produz cerca de 40 000
merozoitos(Liehl et al., 2015; Mota, 2001).

Quando os merozoitos sdo libertados do figado, entram na corrente sanguinea, invadem
0s eritrocitos e iniciam a fase eritrocitaria da infecdo (Mota, 2001). Uma vez dentro da
célula, o parasita comeca a diferenciar-se em trofozoitos em forma de anel (trofozoitos
jovens) e, depois em trofozoitos maduros. Estes estabilizam os grupo heme da
hemoglobina (Moore et al., 2006). Sendo este grupo altamente toxico para o parasita, é
sequestrado dentro da célula, através da sua conversdo para uma forma insoltvel, a
hemozoina. Esta acumula-se no vacuolo digestivo do parasita, na forma de cristais. A
quantidade e o tamanho dos cristais de hemozoina depende do estadio de
desenvolvimento do parasita, sendo que é detetada em menor quantidade no estadio de
trofozoitos, na fase de anel, e em maior quantidade no estadio de esquizonte (Moore et
al., 2006). Os trofozoitos maduros sofrem divisdo assexuada, esquizogonia, e tornam-se
esquizontes compostos por merozoitos. Este estadio utiliza a hemoglobina como fonte de
aminoacidos (Milani et al., 2015), de forma a garantir o crescimento do parasita. Com a
consequente destruicdo da hemacia, ocorre a libertacdo dos merozoitos na corrente
sanguinea e a invasdo de novos eritrdcitos. E importante realcar que nem todos 0s
merozoitos se desenvolvem de forma assexuada. Alguns diferenciam-se em gametdcitos,

formas sexuadas do ciclo.

Durante a refeicdo sanguinea pelo mosquito fémea Anopheles, esta ingere as formas
sanguineas do parasita, mas apenas 0s gametocitos se desenvolvem e iniciam a fase
esporogodnica do ciclo. A gametogénese inicia-se no intestino médio do mosquito,
resultando em dois tipos de gametas: o macrogameta, originado pelo gametdcito
feminino, e oito microgametas, originado pelo gametécito masculino através de
exflagelacdo. Cada um destes microgametas pode fertilizar um macrogameta, formando
um ovo ou zigoto (diploide) (Despommier et al., 1995). O resultado da fertilizacéo origina
oocinetos (Unica forma diploide no ciclo), que penetram a parede do intestino, alojando-
se no epitélio do intestino médio, denominando-se, neste momento, oocisto. Esta
transformacédo ocorre no periodo de 24 horas apos a refeicdo sanguinea. De seguida,

inicia-se 0 processo de multiplicacdo esporogonica, que consiste em sucessivas divisdes



meidticas e mitdticas, gerando elevados numeros de esporozoitos (cerca de 1000
esporozoitos por cada oocisto) nas glandulas salivares (Despommier et al., 1995). Quando
ocorre uma nova refeicdo sanguinea pelo mosquito fémea, 0s novos esporozoitos sdo

injetados na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, reiniciando um novo ciclo.

1.1.3. Biologia do Plasmodium spp.

O Plasmodium é um protozoario que pertence ao filo Apicomplexa, um grupo onde se
inserem diversos eucariotas que apresentam um complexo apical especializado, que
permite o parasita invadir e estabelecer-se em células hospedeiras (Lim and McFadden,
2010; Marchiafava, 1885). Este insere-se na ordem Haemosporida (parasitas

intraeritrocitarios) e na familia Plasmodiidae (Adl et al., 2012).

Os estadios sanguineos do P. falciparum podem tomar diferentes formas, consoante a
fase do ciclo de vida, tal como observado na Figura 3 (Hopkins et al., 1999).
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Na fase assexuada do ciclo eritrocitario, durante a invasdo do eritrocito pelo merozoito,
ocorre a inclusdo do parasita numa invaginacdo da membrana, chamado vactolo
parasitéforo, separado do citoplasma do eritrocito (Bakar et al., 2010). Para suportar o
seu crescimento e replicacdo, o parasita consome o citosol do eritrcito e digere o seu
constituinte principal, a hemoglobina, num organelo acidico especializado, chamado de
vacuolo digestivo (Bakar et al., 2010; Nyboer et al., 2018). A degradacéo proteolitica da

hemoglobina resulta na libertacdo do grupo heme, sendo este toxico para o parasita.



Assim, a destoxificacdo do grupo heme e formacdo da hemozoina ou pigmento malarico,
é essencial para a sobrevivéncia do parasita no eritrocito (Wunderlich et al., 2012).

1.1.4. Estratégias de prevencao e tratamento

A perspetiva de um mundo livre de malaria ainda esta longe, e um dos grandes obstaculos
para a sua eliminacéo é o complexo ciclo de vida do parasita. Ao longo dos anos tém sido

desenvolvidas varias estratégias com esse fim.

1.1.4.1. Controlo vetorial

O controlo vetorial é eficaz na prevencdo da infecdo e na reducdo da transmissdao da
doenca (Benelli et al., 2016). As medidas de controlo passam pela utilizacdo de redes
mosquiteiras tratadas com inseticidas (ITNs) e pulverizacfes residuais no interior das
habitacdes (IRS). Alem destes dois métodos principais, existem outros métodos como a
modificagdo/manipulacdo do habitat, medidas de protecdo pessoal (WHO, 2019) e
manipulacdo genética dos mosquitos (Benelli et al., 2016). As desvantagens do controlo
vetorial sdo dependerem do utilizador, das condi¢cbes ambientais e geograficas e do
préprio mosquito (Benelli et al., 2016).

1.1.4.2. Vacinacao

Atualmente, existem diversas vacinas em desenvolvimento, que procuram atuar em
diferentes fases do ciclo de vida do Plasmodium. A vacina mais avangada contra o P.
falciparum, chamada RTS,S, encontra-se na fase IV dos ensaios clinicos, j estando a ser
aplicada em alguns paises africanos (Draper et al., 2018; Gosling and Seidlein, 2016).
Visto que ainda ndo existe nenhuma vacina eficaz a longo prazo, é necessario continuar
paralelamente, o desenvolvimento de novas estratégias, tais como novos antimalaricos
(Kennedy and Read, 2018).

1.2. ANTIMALARICOS



Existem diversos antimaléricos, que diferem no seu modo de acdo, consoante as

diferencas regionais das resisténcias do parasita e do acesso das populacdes ao

medicamento (Hooft van Huijsduijnen and Wells, 2018).

O desenvolvimento de novos medicamentos € crucial, uma vez que atualmente, o P.

falciparum ja desenvolveu resisténcia a maioria dos farmacos disponiveis (Tabela 1).

Estes novos antimalaricos podem derivar de medicamentos ja existentes ou serem

sintetizados através de novos compostos que tenham diferentes alvos no parasita (Cui et

al., 2015).

Tabela 1 - Farmacos utilizados como antimalaricos na infe¢do por P. falciparum.

Grupo do . Utilizacao Mecanismo de Mecanismo de
] Antimalarico . A
farmaco (WHO, 2019) acao resisténcia
o ) Inibicdo da via
Pirimetamina ACT’s . MutacGes nos genes
] . . metabdlica dos
Antifolatos Proguanil Prevencdo em criancgas PfDHPS e PIDHFR
) 3 ) folatos (Gregson and .
Sulfadoxina Prevencdo na gravide (Sibley et al., 2001)
Plowe, 2005)
Cloroquina
Quinino ACT’s )
o » Impedimento da .
o ) ) Amodiaquina Tratamento de malaria o MutagBes nos genes
Quinolinas e alcoois . destoxificagdo do
o Mefloquina severa PfMDR e PfCRT.
arilaminas . . . grupo heme
Primaquina Tratamento na gravidez ) (Haldar et al., 2018)
) ) o (Ferreira, 2004)
Piperaquina Profilaxia
Lumefantrina
Artemisinina ACT’s

Dihidroartemisina

Tratamento de malaria

Inducéo stress

MutacGes no gene

Endoperoxidos ) oxidativo PfK13
Arteméter severa .
. . (Gomes etal., 2011) | (Ariey etal., 2014)
Artesunato Reducdo da transmissao
Profilaxia o MutagBes no gene
» Inibigéo do
) ) ) Tratamento de malaria Pfcyth
Hidroxinaftoquinona Atovaquona B ) complexo bcl )
ndo complicada em ) (\Vaidya and Mather,
] y o (Nixon et al., 2013)
areas ndo endémicas 2000)
Inibigdo da sintese MutacGes no rRNA
o Clindamicina Profilaxia proteica do apicoplasto
Antibioticos . . .
Tetraciclina Tratamento na gravidez | (Dhariaetal., 2010) | (Dahl and Rosenthal,

2007)




A utilizagdo da artemisinina (ART) disseminou-se no final da década de 90, e atualmente,
continua a ser recomendada pela OMS em combinagdo com outros farmacos, como
tratamento de primeira linha contra o P. falciparum (WHO, 2020). Esta atua contra todas
as fases sanguineas do parasita, e apds administracdo permanece na corrente sanguinea
do paciente, convertendo-se em dihidroartemisinina (DHA), metabdlito ativo (Tekete et
al., 2009). Porém, apresenta uma semivida muito curta, de 2 a 5 horas, 0 que levou ao
desenvolvimento de novos compostos derivados da ART, que apresentam uma semivida

mais longa (Greenwood, 2010).

Atualmente, a OMS recomenda a utilizacdo de uma terapia combinada a base de ART ou
um derivado, de semivida curta com um farmaco de semivida mais longa (ACTSs). Assim,
é possivel obter um tratamento mais eficaz com uma curta duracdo, nomeadamente até 3
dias (Qiguin and R. Hickman, 2015; WHO, 2020).

Consoante a distribuicdo geografica das zonas endémicas e as suas respetivas resisténcias,
podem ser tomadas diferentes combinag6es de ACTs. As mais recomendadas sdo (WHO,
2020):

e ATM + Lumefantrina

e ATN + Amodiaquina

e ATN + Mefloquina

e DHA + Piperaquina

e ATN + Sulfadoxina-pirimetamina
e ATN + Pironaridina

1.2.1. Resisténcia aos antimalaricos

Em 1987, a OMS definiu a resisténcia a antimalaricos como “a habilidade de uma estirpe
de parasita sobreviver e/ou multiplicar-se apesar da administragédo e absorcdo de um
farmaco em doses iguais ou superiores as habitualmente recomendadas, respeitando os

limites de tolerancia do paciente” (WHO, 2010).

A Figura 4 apresenta a distribuicdo de algumas resisténcias descritas para P. falciparum,
em 2019.
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Figura 3 - Mapa detalhado da distribuic&o de resisténcias de P. falciparum & CQ, SP e ART em Africa e
Sudoeste Asiatico. Cada ponto representa uma regido de emergéncia de uma resisténcia a um farmaco
(WHO, 2019).

A resisténcia a farmacos pode ser identificada por um mecanismo catalitico direto,
ocorrendo devido a uma amplificacdo do gene codificante da enzima ou do transportador
alvo que bombeia o farmaco para fora do parasita. Adicionalmente, a resisténcia pode ser
mediada por processos que mitigam a toxicidade induzida pelo medicamento (Haldar et
al., 2018).

Tal como indicado na Tabela 1, a resisténcia aos antifolatos é originada por mutacdes
pontuais nas regides codificantes do centro ativo da enzima bifuncional dihidrofolato
redutase (dhfr) — timidilato sintetase (ts) e da enzima dihidropteroato sintetase (dhps)
(Fernandes et al., 2007). Estas mutacOes pontuais parecem ser suficientes para conferir
elevados niveis de resisténcias, explicando assim a répida falha terapéutica deste

medicamento (Sibley et al., 2001).

A atovaquona associada ao proguanil origina o medicamento produzido pela
GlaxoSmithKline, chamado Malarone (Haldar et al., 2018). Devido ao seu custo elevado
e ao surgimento de resisténcias, este farmaco é utilizado geralmente por viajantes e ndo
por populacBes residentes em paises endémicos. A atovaquona tem como alvo o
citocromo b do P. falciarum (PfCytB), que é um doador de eletrdes mitocondrial.

Mutacdes no Pfcytb, levam a alteracbes na atividade catalitica, conferindo assim
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resisténcia a atovaquona (Vaidya and Mather, 2000). Notavelmente, parasitas que
apresentam mutagGes no pfcytb, demonstram uma diminuicdo na transmisséo para
mosquitos. Assim, apesar do parasita desenvolver resisténcia a atovaquona, esta ndo se
dissemina facilmente, pelo que o farmaco Malarone é Util como profilaxia em estratégias
de eliminagdo, onde € importante bloquear a transmissdo para vetores (Vaidya and
Mather, 2000).

Em relacdo a artemisinina e seus derivados, estudos demonstraram a ligacdo entre a
resisténcia do parasita e mutacGes no gene codificante para a proteina Kelch 13 (K13)
(Almeida et al.,, 2016), que esta envolvida no crescimento celular, proliferacéo,
diferenciacéo e sobrevivéncia do Plasmodium (Gomes et al., 2011; Haldar et al., 2018).

1.2.2. Resisténcia a cloroquina

A cloroquina (CQ) é um farmaco que atua por acumulacdo de concentracdes muito
elevadas no vacuolo digestivo do parasita (Tekete et al., 2009). No vacuolo, interfere com
a destoxificacdo dos grupos heme e a polimerizacao da hemozoina. A polimerizacéo dos
grupos heme libertados na digestdo da hemoglobina é bloqueada, o que impede a
formacdo da hemozoina (Haldar et al., 2018), e consequentemente, a destoxificacdo da
ferriprotoporfirina IX (FP1X). Desta forma, ocorre a acumulacdo deste composto a niveis
letais, quer a nivel do vacuolo digestivo do parasita, quer a nivel do citoplasma (Ferreira,
2004; Sharma, 2005).

A resisténcia do P. falciparum a cloroquina parece estar associada ao aumento da
capacidade do parasita em expelir o farmaco a uma taxa muito mais elevada, cerca de 40
a 50 vezes mais. Desta forma, sdo mantidos niveis de concentracdo intracelular de
cloroguina abaixo da concentragao necessaria para inibir metabolicamente a formacéo da
hemozoina (Ferreira, 2004; Haldar et al., 2018). Esta expulséo rapida deve-se a mutacoes
nos genes PfMDR e PfCRT, que estdo envolvidos na acumulagdo da cloroquina no

vacuolo digestivo do parasita (Haldar et al., 2018).
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1.3. COMPOSTOS ORGANOMETALICOS

Compostos organometalicos sdo complexos onde existe uma ligacao entre um metal e um
carbono, fazendo este Gltimo parte de um grupo organico (Chavain and Biot, 2010). Os
compostos organometalicos constituem um grande grupo de substancias importantes no

desenvolvimento quimico e farmacéutico (Chavain and Biot, 2010).

O desenvolvimento de complexos organometalicos no campo da medicina tem
progredido rapidamente na ultima década (Biot and Dive, 2010). Os complexos metalicos
sdo especialmente atrativos para o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que
estes oferecem possibilidades estruturais ou fisico-quimicas que um composto organico
ndo oferece (Dive and Biot, 2008). Assim, apds se observar o sucesso clinico de
complexos metalicos como agentes anti cancerigenos e anti reumaticos, surgiu o interesse
de estudar compostos organometalicos como potenciais agentes antimalaricos (Biot and
Dive, 2010; Salas et al., 2013).

1.3.1. Compostos organometalicos utilizados como
antimaléricos

As propriedades fisico-quimicas inerentes aos complexos organometalicos podem
oferecer diferentes modos de acéo e atingir diferentes alvos nos parasitas (Mbaba et al.,
2020). Varios grupos metalicos foram testados até a data, sendo que apenas dois
obtiveram atividade anti-malarica assinalavel: o grupo do ferroceno (organometalicos
com centro metélico de ferro (Fe)) e os metais do grupo da platina, nomeadamente o
ruténio (Ru) (Mbaba et al., 2020).

O ferroceno é um composto metéalico que pode ser complexado com diferentes
antimalaricos. Este apresenta atividade antimaldrica quando complexado com a
artemisinina e derivados da quinolina (quinino, cloroquina, amodiaquina e mefloquina)
(Xiao et al., 2020).

Os organometalicos complexados com metais do grupo da platina, nomeadamente com
Ru apresentam um comportamento andlogo ao da ferroquina, chamado de rutenoquina
(Martinez et al., 2017).
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De um ponto de vista farmacéutico, o ruténio é considerado o metal de transigdo mais
promissor para o desenvolvimento de novas drogas devido a sua seletividade e baixa
citotoxicidade (Macedo et al., 2016).

O complexo organometalico de Ru associado a CQ tem sido estudado como potencial
antimalarico. No parasita, este complexo demonstra atuar em diferentes fases do ciclo de
vida do Plasmodium. A semelhanca da CQ, a rutenoquina apresenta atividade
antimalarica em todas as formas sanguineas assexuadas do parasita (anéis, trofozoitos e
esquizontes) e ainda, os autores observaram forte atividade contra as formas sanguineas

sexuadas (gametocitos) (Macedo et al., 2016; Salas et al., 2013).

Estudos comparando a atividade do complexo de Ru com a atividade da CQ isolada,
mostraram que a utilizacdo de um complexo de Ru induziu a morte dos parasitas mais
rapidamente e mostrou uma atividade mais prolongada, observando-se reducdo de
parasitémia apds 18 horas de contacto com o complexo. Esta atividade antimalarica é
atrativa, uma vez que se torna possivel encurtar o tratamento e prevenir a infecdo de novos
hospedeiros (Macedo et al., 2016; Martinez et al., 2017).

1.3.2. Alvos parasitarios dos compostos organometalicos

A complexacdo da CQ com o ferroceno, origina a ferroquina, que influencia a oxidacéo
do Fe (Il) e a atividade antiparasitaria (Chavain and Biot, 2010). Estudos in vivo
mostraram que, nas mesmas quantidades, a ferroquina acumula-se 50x mais no vacuolo
digestivo do que a CQ livre (Salas et al., 2013).

A atividade da rutenoquina pode ter mais do que um alvo no parasita. Por um lado, o seu
mecanismo de acdo é em parte semelhante ao da CQ, baseado na inibicdo da formacdo da
hemozoina no vacuolo digestivo do parasita (Biot and Dive, 2010; Dive and Biot, 2008),
resultando de uma modificagdo estrutural da molécula que dificulta a acdo da proteina
PfCRT que é responsavel por secretar a CQ do vacuolo digestivo (de Souza et al., 2015).
Por outro lado, esta aumenta os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) na fase de
trofozoitos (Macedo et al., 2016).
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Para além disso, a complexa¢do com um metal resulta na modificacdo da molecula de
CQ, de forma que o centro metélico altera a forma, o volume, a lipofilicidade e a
basicidade da molécula organica, e consequentemente, 0 seu comportamento
farmacodinamico, levando a uma elevada atividade antimalarica da rutenoquina em
isolados resistentes a CQ (Dive and Biot, 2008).

1.3.3. Desenvolvimento de NovVos compostos
organometalicos

O sucesso da ferroquina e da rutenoquina (de Souza et al., 2015) desencadeou uma busca
por novos farmacos organometélicos antimalaricos, focando-se principalmente em
hibridos metalicos associados a cloroquina ou a derivados da artemisinina (Xiao et al.,
2020).

A ferroquina tem sido particularmente bem-sucedida, tendo terminado em outubro de

2019 a fase Il dos ensaios clinicos com uma eficacia de cerca de 81% (Sanofi, 2020).

Apesar do potencial deste agente antimalarico, o desenvolvimento de novos
organometalicos é importante, uma vez que a imergéncia de novas resisténcias a
ferroquina continua a ser uma preocupacao (de Souza et al., 2015). Assim, com este
trabalho, estudou-se o efeito antimalérico de diferentes compostos organometalicos com

ruténio no parasita.

14
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimaldrica in vitro de novos compostos organometalicos em estirpes

sensiveis e resistentes de Plasmodium falciparum.

2.2. Objetivos Especificos

1. Otimizar as condic¢des de gating do teste de suscetibilidade com SYBR™ Green
I usando citometria de fluxo.

2. Avaliar a atividade antimalérica in vitro de novos compostos RuGly1, RuGly2,
TM34, PF1 e PF2 em trés estirpes de P. falciparum sensiveis e resistentes a

diferentes farmacos
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Compostos organometalicos

Os cinco compostos testados no decorrer deste trabalho, foram sintetizados na Faculdade
de farmécia da Universidade de Lisboa e foram gentilmente cedidos pelo Prof.2 Dr. Pedro
Florindo, para que fossem testadas suas atividades antimalaricas in vitro.

3.1.2. Estirpes de Plasmodium falciparum

3D7 (Rosario, 1981): Estirpe criopreservada da colecdo do laboratério de malaria do

Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT). A estirpe 3D7 foi originada a partir do
isolado NF54 obtido inicialmente a partir de um doente em Luanda, e apds dilui¢bes

limitadas, sendo caracterizada pela sua sensibilidade a cloroquina.

IPC5202 (MRA-1240, MR4, ATCC Manassas Virginia®): A estirpe 1240 foi isolada

em 2011, a partir de um doente no Camboja, demonstrando resisténcia a artemisinina (a

estirpe foi disponibilizada por BEI Resources, NIAID, NIH: Plasmodium falciparum,

estirpe disponibilizada por Didier Ménard).

Dd2 (Odulola et al., 1988): Estirpe criopreservada da colecdo do laboratério de malaria

do IHMT. Apds pressdo in vitro com mefloguina em culturas de W2 originou-se a Dd2,

resistente quer a mefloquina como a cloroquina.

3.1.3. Eritrocitos humanos ndo parasitados a 50%

Culturas in vitro de P. falciparum necessitam de eritrdcitos ndo infetados (URBCSs) frescos
para que ocorram novos ciclos de invasdo. A colheita de sangue total venoso foi feita por
um Técnico de Andlises Clinicas do IHMT a dadores voluntérios saudaveis portadores
do grupo sanguineo do tipo O, sem historia de contacto prévio com Plasmodium spp.,
através de puncao venosa e recorrendo ao sistema SARSTEDT Monovette® com tubos
suplementados com EDTA KE/9 mL. O consentimento informado foi assinado pelos

dadores de sangue (Apéndice I).

O sangue total foi centrifugado a 2500 rota¢des por minuto (rpm) durante 3 minutos e o
plasma foi aspirado. Com o objetivo de a solucdo ficar reduzida a eritrocitos, o pellet

resultante da aspiracdo foi lavado com PBS estéril (aproximadamente 10 mL) com
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recurso a centrifugacdo. Estes ultimos passos foram repetidos 5 vezes. ApoOs cada
centrifugacdo, o sobrenadante foi removido por aspiracdo. Ao volume final de eritrocitos
resultantes adicionou-se igual volume de meio RPMlIc ficando a solugédo final com um

hematdcrito de 50%. A mistura foi armazenada a 4 °C, ndo excedendo 15 dias.
3.2. REAGENTES E SOLUCOES

3.2.1. Meio de cultura RPMI completo (RPMIc)

Foi preparado um meio de cultura de Plasmodium falciparum com um volume final de 1
L. Foi dissolvido 10,44 g de meio RPMI 1640 (biowest®), 5 g de AIbuMAXT Il (Gibco®,
Life Technologies™, 11021-037), 0,1 g de Hipoxantina (Sigma-Aldrich), 5,94 g de
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid) (VWR®) e 2 g de
bicarbonato de sddio num litro de 4gua ultrapura Milli-Q. A solucdo final foi esterilizada
através da sua passagem por um filtro com poro de 0.22 um e armazenada a 4 °C, sendo

0 seu pH de 7,8.

3.2.2. Solucdo PBS (Phosphate Buffered Saline) esteril

Adicionou-se uma pastilha de PBS (VWR®) a 200 mL de agua ultrapura Milli-Q. Apos

a mistura ter sido autoclavada, esta foi mantida a 4 °C.

3.2.3. Solucdo Corante Giemsa a 20% (v/v)

A preparacdo da coloracao de Giemsa a 20% (v/v) foi realizada ao adicionar-se 20 mL de
uma solucdo de Giemsa puro a 80 mL de adgua tamponada (pH = 7,2) (VWR®), para
perfazer os 100 mL de Giemsa a 20%. Apos ter sido filtrada com papel de filtro, a mistura

foi posteriormente armazenada a 4 °C.

O Giemsa é uma coloracdo de acido nucleico usada para distinguir visualmente os

parasitas de Plasmodium spp. das células circundantes.

3.2.4. Aguatamponada (pH = 7,2)

Adicionou-se uma pastilha (VWR®) a 1 L de agua ultrapura Milli-Q.

3.2.5. Solucédo A (descongelacéo)

Adicionou-se 12% de NaCl em agua destilada e esterilizou-se por filtracao.
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3.2.6. Solucédo B (descongelacéo)

Adicionou-se 1,6% de NaCl em agua destilada e esterilizou-se por filtracao.

3.2.7. Solucédo C (descongelacao)

Juntou-se 0,2% de dextrose a 0,9% de NaCl em &gua destilada e esterilizou-se por

filtrac&o.

3.2.8. Solugéo de limpeza do citometro de fluxo

Adicionou-se 100 mL de agua Milli-Q autoclavada a 50 g de Azida de Sddio,

homogeneizou-se e foi conservada a 4 °C.

Adicionou-se 5 mL da solucédo previamente preparada a 1 L de agua Milli-Q autoclavada.

3.2.9. Soluc¢iao de SYBR™® Green I

Pipetaram-se 2 pL da solugdo pura de SYBR™ Green | (Invitrogen™) a 1 mL de PBS.
A mistura foi congelada para armazenamento. Foram utilizadas aliquotas stock a 20 X e
diluicdo de 0,5 X.

3.3. DESCRICAO DE TECNICAS

3.3.1. Descongelacdo de amostras criopreservadas de P.
falciparum

Retirou-se um criotubo, da colecdo de amostras criopreservadas do Laboratério de
Maléaria UEI/ IHMT, do azoto liquido e colocou-se a 37 °C, até completa descongelacao.
Mediu-se o volume e transferiu-se o contetdo da ampola para um tubo de centrifuga de
15 mL. Adicionou-se a solucéo A, gota a gota, homogeneizando-se constantemente (para
cada 1 mL de sangue, adicionou-se 0,2 mL da solugéo A). Deixou-se repousar durante 3
minutos. De seguida, adicionou-se a solucdo B, gota a gota, homogeneizando-se
constantemente (para cada 1 mL de sangue, adicionou-se 10 mL da solucdo B).
Centrifugou-se a 2000 rpm durante 5 minutos e rejeitou-se o sobrenadante.
Posteriormente, adicionou-se a solu¢cdo C, gota a gota, homogeneizando-se
constantemente (para cada 1 mL de sangue, adicionou-se 10 mL da solucdo C).
Centrifugou-se novamente a 2000 rpm durante 5 minutos e rejeitou-se o sobrenadante.

Ressuspendeu-se o pellet de eritrocitos em RPMI completo e os parasitas foram mantidos
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nas condigdes de cultura. No caso de haver hemolise, fez-se primeiro uma lavagem com

RPMI incompleto e s6 depois se prosseguiu para a cultura.

3.3.2. Cultura in vitro de Plasmodium falciparum e
manutencao

As culturas de P. falciparum foram mantidas em eritrocitos humanos do tipo O+ em
frascos de stock com um hematocrito de 3% (150 pL eritrocitos/ 3 mL meio RPMIc para
frascos de cultura pequena, sem exceder 0s 5% de parasitémia. Os frascos de cultura
foram mantidos na estufa a 37 °C, a uma atmosfera de 5% de CO2 (v/v). O meio de cultura
RPMIc foi substituido diariamente e adicionado uRBCs a cada 3-4 dias. A parasitémia

foi avaliada diariamente através da coloracdo de Giemsa em esfregaco.

3.3.3. Coloracao de Giemsa em esfregaco

Foram retiradas por capilaridade pequenas amostras dos RBCs depositados no fundo do
frasco da cultura e depositados no centro de uma lamina de vidro de microscépio,
realizando de seguida um esfregaco. Posteriormente, foi fixado com metanol a 100% e

corado com Giemsa a 20% durante 20 minutos.

3.3.4. Determinacédo da parasitémia

A analise das laminas, a verificacdo do estadio de desenvolvimento do parasita e a
contagem de parasitémia foi determinada através de microscopia 6tica numa ampliacdo
de 100x, com imerséo de 6leo. O numero de iIRBCs (eritrocitos infetados) foi determinado

a partir da contagem de 10 campos do microscopio.

A parasitémia é uma medida quantitativa da percentagem de eritrocitos parasitados a
dividir pelos eritrocitos ndo parasitados, sendo:

L n? eritrécitos parasitados
% parasitémia = —— X 100
n? total de eritrocitos
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3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Ensaio de suscetibilidade in vitro de P. falciparum
(citometria de fluxo)

O principio do ensaio de suscetibilidade in vitro a antimalaricos é avaliar o grau de
desenvolvimento dos parasitas P. falciparum na presenca de diferentes concentragdes

(diluigdo seriada) dos compostos.

Neste ensaio, foram utilizadas culturas 3D7, IPC5202 (1240) e Dd2 de P. falciparum para
avaliar a atividade antimaldrica in vitro dos 5 compostos organometalicos com ruténio
derivados da CQ.

Inicialmente, acertou-se o hematocrito (HTC) de 3% com eritrocitos parasitados para
0,3% e a parasitémia para 0,8% com meio de cultura e eritrocitos ndo parasitados.
Adicionou-se 225 pL da mistura de eritrécitos parasitados (HTC 0,3% e parasitémia
0,8%) nos pocos de fundo plano Al e A2 e pipetou-se 200 pL desta mistura de eritrocitos
parasitados nos restantes pocos da placa, conforme ilustrado na Figura 5. Adicionou-se
25 pL do composto a testar nos pocos Al e A2. Ressuspendeu-se o contetdo dos pogos
Al, A2 e transferiu-se 50 uL dessa mistura para os pocos B1 e B2 e assim sucessivamente
até aos pocos G1 e G2, originando uma diluicdo de 1:4, num intervalo de concentragdes
testadas (10000 nM — 0,64 nM). Nao se adicionou composto nos pogos H1 e H2,
constituindo o controlo sem composto (K). Incubou-se durante 72 horas a 37 °C, com 5%

de COz. Foram realizados no minimo trés ensaios em duplicado.

Apos esse periodo, adicionou-se 50 pL de solugdo de SYBR™ Green | (Machado et al.,
2016) em PBS nédo estéril (0,5 X) a cada pogo. Posteriormente, incubou-se durante 60
minutos a 37 °C, com 5% de CO, de modo a permitir a ligagdo do SYBR™ Green | a0
ADN do parasita.

Neste ensaio, foram utilizados trés controlos positivos, a cloroquina (CQ) e a
dihidroartemisinina (DHA) num intervalo de concentragfes testadas (1000 nM — 0,24
nM) e a primaquina (PQ) num intervalo de concentragdes testadas (10000 nM — 0,64 nM),
um controlo negativo (K) sem composto (pocos H da placa). Estes controlos foram usados

para avaliar a qualidade do ensaio.
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Os pocgos na coluna 12 (URBCs) foram utilizados como controlo interno, de forma a

contruir as “gates” apresentadas na Figura 5.
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225 pL de HTC 0,3%, parasitémia 0,8% + 25 uL de composto PF1
([PF1]stock = 100 pM)

225 pL de HTC 0,3%, parasitémia 0,8% + 25 uL de composto PF2
([PF2]stock = 100 pM)

225 pL de HTC 0,3%, parasitémia 0,8% + 25 uL de composto TM34
([TM34]stock = 100 uM)

225 pL de HTC 0,3%, parasitémia 0,8% + 25 pL de composto RuGly1
([RuGly1]stock = 100 pM)
225 yL de HTC 0,3%, parasitémia 0,8% + 25 pL de composto RuGly2
([RuGly2]stock = 100 pM)

Controlo negativo - 200 pL de HTC 0,3%, parasitémia 0,8%, néo
tratado

' Controlo interno - 200 pL de HTC 0,3%, nao parasitado
Figura 4 - Esquema da placa de 96 pocos de fundo plano do ensaio de suscetibilidade in vitro de P.

falciparum usando SyBR Green I.

As amostras foram analisadas através de citometria de fluxo (Beckman Coulter CytoFlex,
modelo: A00-1-1102) obtendo dados com o software CytExpert. Foram gravados 10 000
eventos por amostra.
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Foi necessario configurar o laser do equipamento CytExpert para obter os dados

necessarios e leituras de FITC, de acordo com a Figura 6.

Gain | Threshold | Width

F5C a0
55C 10
FITC Vi
PE 1320
PC5.5 120
pPC7 270
APC 436
APC-ATS0 407

Figura 5 - Configuracdes do laser para obtengéo de

(1~3000)
(1~3000)
(1~3000)
(1~3000)
(1~3000)
(1~3000)
(1~3000)

(1~3000)

dados, através de citometria de fluxo.

3.4.2. Determinacao do valor de ICsx

O ICsp € definido como a concentragdo de composto que inibe o crescimento de 50% dos

parasitas presentes e foi calculado a partir de uma regressao nao-linear de curvas de dose-

resposta resultantes da representacédo grafica do logaritmo da concentracdo individual de

cada dose de composto comparadas com o controlo ndo tratado. Foram calculados através

do software Graphpad Prism v. 8.0.1.

3.4.3. Determinaco do Indice de Resisténcia

O indice de resisténcia (IR) de um composto ou farmaco é definido como a razéo entre o

ICso de uma estirpe resistente e o ICso de uma estirpe sensivel. Um IR superior a 100

corresponde a um nivel alto de resisténcia. Um IR inferior a 10 indica um nivel intermédio

de resisténcia, enquanto que um IR perto de 1 sugere a auséncia de resisténcia (Hastings
et al., 2002; Nzila and Mwai, 2010; White and Pongtavornpinyo, 2003; Wilson et al.,

1989).
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IV - RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4.1. Otimizagao das condigdes do teste de suscetibilidade na estirpe
3D7

Ao longo do trabalho pratico, a parasitémia foi controlada de duas formas: por contagem

por microscopia 6tica, com coloracdo de Giemsa, ou por citometria de fluxo.

Assim, de forma a confirmar a otimizacao das condi¢6es do teste de suscetibilidade com
SYBR™ Green I, usando citometria de fluxo, foram realizadas contagens de parasitémia

da estirpe pelos dois métodos e comparadas.

Este método baseia-se no facto de os RBCs ndo possuirem ADN, visto que ndo
apresentam nucleo nem mitocondrias. As moléculas de SYBR™ Green | formam uma
ligacdo especifica as moléculas de ADN, emitindo assim fluorescéncia, permitindo a sua
detecdo. Visto que os parasitas possuem ADN e 0os RBCs ndo, as moléculas de SYBR™

Green | ligam-se exclusivamente ao ADN dos parasitas, detetando-os.

Sabendo que a parasitémia duplica (aproximadamente) a cada 24 horas, apds um ensaio

com incubacéo de 72 horas, esta tera de ser cerca de 8x maior que no primeiro dia.

Os dados obtidos através da citometria de fluxo foram analisados com o software FlowJo
v. 10, permitindo obter o valor de parasitémia, medindo a percentagem de eventos
SYBER™ Green I positivos. Para 0s pogos com uRBCs, hematdcrito de 0,3%, a
populacdo total de RBC foi definida pela ferramenta Auto Gate num grafico SSC-H vs.
FSC-H (Figura 7 — A e B). Com a populacdo RBC total definida, foi utilizada uma
estratégia de gating (Kulkeaw et al., 2020) para separar a populacdo iRBCs (eritrocitos
infetados — detetados pelo sensor FITC), num grafico PE-H vs. FITC-H (Figura 7 — C).
Estas duas configuragOes foram entdo aplicadas a todas as amostras e a percentagem de
eventos SYBER™ Green I + foi registada (Figura 7 — D). Na Figura 7B, o eixo FITC-H
representa a cor verde, detetando os parasitas marcados com SYBR™ GREEN 1. O eixo
PE-H representa a cor amarela. Esta cor foi escolhida, uma vez que o parasita ndo emite

a cor amarela e assim € possivel existir uma distingdo clara (Schuck et al., 2011).
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Figura 6 - Estratégia de gating usada para detetar e registar a parasitémia das amostras testadas através da defini¢do de populagdes
de eventos que detetam o SYBR Green I. A — Eritrécitos ndo infetados, uRBCs; B - Defini¢do da populagdo uRBCs; C — Definicéo
da populacéo de RBCs para uma das amostras contendo cultura de P. falciparum em meio RPMI e RBCs, apds 72h de incubagdo. D
— Representacéo de eventos positivos, apos as 72h de incubac&o. E — Eritocitos infetados néo tratados.

Durante o processo de otimizacdo da estratégia de gating, foram escolhidos os eixos. Na

Figura 7 - A, o0 eixo SSC-H representa complexidade, a granulosidade. Valores mais

elevados indicam a presenca de formas do parasita mais complexas, como o esquizonte,

enquanto valores mais baixos, indicam formas do parasita menos complexas (forma em

anel). O eixo FSC-H representa tamanho. Valores mais elevados indicam formas do

parasita de maiores dimens@es, como o0 esquizonte, e valores menores, indicam formas

do parasita de menores dimensdes, como a forma em anel (Grimberg, 2011).

Além das contagens diarias de parasitémia, foram feitas 3 contagens em ensaios distintos
para avaliar a otimizacdo. Cada contagem foi realizada numa cultura de P.falciparum

3D7, para os valores de microscopia ética e num controlo sem farmaco para os valores
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da citometria de fluxo. Estas contagens estdo presentes na Tabela 2, sendo que cada linha
da tabela corresponde a um ensaio independente.

Tabela 2 - Parasitémia (%) de P. falciparum 3D7, calculada por citometria de fluxo (controlo néo
tratado) e microscopia 6tica, apés incubacao de 72 horas.

CITOMETRIA DE FLUXO (%) MICROSCOPIA OTICA (%)

9,31 ‘ 9,6
5,29 ‘ 6,4

4,61 ‘ 5,6

Os valores de parasitémia calculados por citometria de fluxo foram obtidos através do
software GraphPad. Os valores de parasitémia calculados por microscopia 6tica, foram
obtidos ap6s coloragdo de Giemsa e calculados a partir da equacdo em 3.2.5.

Na Tabela 2 constam os valores observados por microcopia 6tica e os obtidos por
citometria de fluxo que sdo proximos, confirmando assim a otimizacdo do teste de

suscetibilidade com SYBR™ Green 1.

Ao combinar a citometria de fluxo com o SYBR™ Green |, obteve-se uma boa resolugéo
na separacéo de eritrdcitos infetados e ndo infetados, tal como descrito por outros autores
(Grimberg, 2011).

4.2. Atividade antimalarica in vitro

De forma a testar a atividade antimalarica in vitro de 5 compostos (PF1, PF2, TM34,
RuGlyl, RuGly?2), foram realizados ensaios com SYBR™ Green |. Neste ensaio, de
forma a testar a atividade antimalarica dos compostos em estudo, foram usadas trés

estirpes diferentes de P. falciparum: Dd2 e 1240 e a 3D7.

Como controlos positivos, foram utilizados trés farmacos conhecidos: a CQ, a PQ e a
DHA.

Inicialmente, realizou-se um ensaio nas mesmas condi¢fes apenas com URBCs,
obtendo-se um valor de parasitémia de aproximadamente zero (tal como observado na

Figura 7 — B). Na Figura 7, representa-se a estratégia de gating para a estirpe 3D7, que
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foi aplicada as restantes estirpes e para todos 0s ensaios, como se pode observar na Figura
9.

4.2.1. Ensaio de suscetibilidade

Foram testados os trés controlos (CQ, PQ, DHA) nas trés estirpes (3D7, Dd2 e 1240),
obtendo as curvas de dose-resposta apresentadas na Figura 8. Os resultados apresentados
foram realizados em comparagdo com o controlo néo tratado (Figura 7 — E). Os testes
foram realizados em duplicado e repetidos trés vezes. Foram testados trés farmacos
controlo, pois apresentam perfis de resisténcia diferentes. Ao comparar com a literatura

as curvas e respetivos ICsg, podemos também aferir a validade do trabalho realizado.

Controlo CQ A Controlo PQ B Controlo DHA C
1504 150 1509

=
=3
1

=
=3
1

% sobrevivéncia
% sobrevivéncia
% sobrevivéncia

73
S
1
n
=3
1

Log [nM] Log [nM| Log [nM]

Figura 7 - Curvas de dose-resposta para P. falciparum, para os trés controlos testados: A — cloroquina, CQ; B — primaquina, PQ e
C - DHA. A curva azul representa 0 comportamento do farmaco na estirpe 1240, a curva vermelha para a estirpe Dd2 e a curva
verde, para a estirpe 3D7As curvas sdo representativas de trés ensaios independentes. A normalizacdo da % de eventos SYBR
GREEN | + foi ajustada através de uma regressdo ndo-linear.

Observando os gréaficos correspondentes aos controlos, independentemente da estirpe
testada, é possivel verificar que quer a CQ, a PQ e a DHA apresentam tipicas curvas
dose-resposta sigmoides (Yang et al., 2016), ou seja, concentracdes elevadas do composto

correspondem a baixas percentagens de sobrevivéncia do parasita (Figura 8).

A Figura 9 mostra as curvas dose-resposta de cada composto em estudo (PF1, PF2, TM34,
RuGlyl e RuGly2), para as diferentes estirpes 3D7, Dd2 e 1240 a partir das quais foram

calculados os respetivos valores de 1Csp.
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Figura 8 - Curvas de dose-resposta para P. falciparum, para os cinco compostos testados: A - RuGly1; B - RuGly2; C - TM34;
D - PFl e E - PF2. A curva azul representa o comportamento do farmaco na estirpe 1240, a curva vermelha para a estirpe Dd2 e

a curva verde, para a estirpe 3D7. As curvas sao representativas de trés ensaios independentes.

No processo de desenvolvimento de antimalaricos, é tomado como referéncia um valor

de ICso inferior a 1 uM contra estadios sanguineos, quer para estirpes sensiveis como

resistentes de P. falciparum (Katsuno et al., 2015).

Os valores de ICso calculados dos controlos e dos compostos estdo apresentados na Tabela

3, juntamente com os valores do indice de resisténcia tanto para os farmacos controlo,

como para 0s compostos em estudo.
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Tabela 3 - Valores de ICsp para P. falciparum, calculados por citometria de fluxo com SYBR Green I,
para 0s novos compostos testados e controlos apds 72 horas de incubacao.

I1Cs0 £ dp (nM)
Composto 3D7 1240 IR Dd2 IR
CQ 9,7x0,1 1404+£79,9 145 2726694 281

PQ 2445+ 147 880,3+116,3 3,6 584,6%+421 24
DHA 144+0,01 46,5+1210 3,2 28,7 +8,5 1,9
RUGLY1 219,2+616 939,8+2994 43 3258+1157 15
RUGLY2 139,1+545 2089+638 15 1744+34,7 13
TM34 96+29 988+274 103 53,1+252 55

PF1 8,4+0,9 742+297 88 605+296 7,2

PF2 119+6,5 785+45 6,6 710x155 59
CQ, cloroquina; PQ, primaquina; DHA, dihidroartemisinina; dp, desvio padrdo. IR, indice de
resisténcia;

Os trés ensaios independentes foram realizados em triplicado. O indice de resisténcia (IR)
foi calculado para os trés farmacos controlo e os cinco compostos testados, para as duas

estirpes resistentes (Dd2 e 1240), em relacdo a estirpe sensivel (3D7).

Os valores de I1Cso calculados dos compostos testados neste trabalho sdo concordantes
com um estudo anterior em que foram avaliados diversos compostos organometalicos,

incluindo os de ruténio (Martinez et al., 2017).

Na Tabela 3, ao analisar a resposta de cada estirpe para os diferentes compostos,
observa-se que para a estirpe 3D7, o valor de 1Cso do composto TM34 é semelhante ao
da CQ (8,4 £ 0,9 nM). O composto PF2 apresenta um valor de 1Csp um pouco superior ao
ICs0 da CQ (11,9 = 6,5 nM) e 0 ICso do composto PF1 é inferior ao valor da CQ,
nomeadamente 8,4 + 0,9 nM. Estes valores sdo concordantes com o 1Csg da CQ, a qual a
estirpe 3D7 € sensivel. Para os compostos RuGlyl e RuGly2 observaram-se valores de
ICso superiores a 100 nM, ainda assim estando abaixo do valor de referéncia para a CQ
(1000 nM) (Katsuno et al., 2015).
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Para a estirpe 1240, verifica-se que os valores de 1Csp dos compostos TM34, PF1 e PF2
estdo todos abaixo do valor de 1Cso observado para a CQ. Os valores de ICso dos
compostos RuGlyl e RuGly2 sdo superiores ao valor de ICso da CQ, sendo que o
composto RuGlyl (com um ICso de 939,8 £ 299,4 nM), aproxima-se do valor de
referéncia de 1 uM. Como € possivel observar na Tabela 3, o IR é proximo de 1 no
composto RuGly2, indicando auséncia de resisténcia cruzada entre compostos. O
composto TM34 apresenta um IR proximo de 10, ou seja, a estirpe 1240 é resistente a
este composto. Para 0s restantes compostos, a estirpe 1240 apresenta uma resisténcia

intermédia.

Para a estirpe Dd2, verifica-se que os valores de 1Cso dos compostos RuGly2, TM34, PF1
e PF2 s&o todos inferiores ao I1Cso da CQ. O 1Cso do composto RuGly1 é superior ao 1Csg
da CQ, estando ainda abaixo do valor de referéncia. De acordo com os IR, a estirpe Dd2
é sensivel aos compostos RuGlyl e RuGly2 e apresenta resisténcia intermédia aos

restantes compostos.

Sabe-se que a estirpe 3D7 é sensivel a todos os farmacos, principalmente a CQ, a estirpe
1240 é resistente a ART e a estirpe Dd2 é resistente a CQ e a mefloquina. Desta forma,

os valores de 1Cso foram analisados para cada composto.

No composto RuGly1 observa-se que os valores de 1Csg sdo bastante elevados na estirpe
1240 (939,8 £ 299,4 nM) e toma os valores de 219,2 + 61,6 nM na estirpe 3D7 e 325,8 =
115,7 nM na estirpe Dd2. Em relacdo ao IR, este é cerca de 4x mais elevado na estirpe
1240 do que na Dd2. Sugere-se entdo que este composto atua mais eficazmente na

diminuicdo da parasitémia na estirpe sensivel (3D7) e na resistente a cloroquina (Dd2).

No composto RuGly2 observa-se que os valores de ICso ndo apresentam variacdo
significativa entre estirpes, tomando os valores 139,1 + 54,5 nM, 208,9 + 63,8 nM, 174,4
* 34,7 nM para as estirpes 3D7, 1240 e Dd2, respetivamente. Em relagéo ao IR, este é
semelhante em ambas as estirpes resistentes. Desta forma sugere-se que este composto

atua de maneira idéntica na diminuigdo da parasitémia nas 3 estirpes testadas.

No composto PF2 observa-se que todos os valores de ICso se encontram abaixo do 1Csg
da CQ. O valor mais baixo de 1Csg surge na estirpe 3D7 (11,9 + 6,5 nM) e nas restantes

0 comportamento é semelhante (78,5 + 4,5 nM para a estirpe 1240 e 71,0 + 15,5 nM para
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aestirpe Dd2). O IR em ambas as estirpes resistentes nédo varia significativamente. Assim,
sugere-se que este composto diminuird a parasitémia quer na estirpe sensivel, quer nas
resistentes a CQ e a ART.

Nos compostos TM34 e PF1 podemos observar que todos os valores de 1Cso se encontram
abaixo do 1Cso da CQ. Os menores valores de 1Cso ocorrem para a estirpe 3D7 (9,6 £ 2,9
nM e 8,40 £ 0,9 nM, respetivamente) enquanto os mais elevados ocorrem na estirpe 1240
(98,8 £ 27,4 nM e 74,2 + 29,7 nM, respetivamente). Em relacdo ao IR, no composto PF1
n&o se observa uma diferenca significativa entre as duas estirpes resistentes, enquanto no
composto TM34, o valor de IR na estirpe 1240 é 2x o valor na estirpe Dd2. Assim, sugere-
se que estes compostos, segundo o seu valor de ICso, diminuem mais eficazmente a
parasitémia na estirpe sensivel (3D7) e nas estirpes resistentes a CQ (Dd2). Estes
compostos poderdo também ter efeito na estirpe resistente a ART (1240), ainda que
menos notavel. Desta forma os compostos TM34 e PF1 mostram os resultados mais

promissores entre 0s compostos testados neste trabalho.

Em suma, dos compostos testados, 0 composto TM34 e o composto PF1 apresentam uma
maior atividade antimalérica (valores de ICsop e IR baixos para ambas as estirpes
resistentes — 1240 e Dd2). Sabe-se que 0s compostos organometalicos com ruténio
(Ekengard et al., 2015), associados a cloroquina atuam sobre o vactolo digestivo
(Macedo et al., 2016). Deste modo, os compostos TM34 e PF1 selecionados com melhor
atividade antimalérica possivelmente impedem a destoxificacdo do grupo heme no

vacuolo digestivo, originando assim espécies reativas de oxigénio (Macedo et al., 2016).

Em dltima instancia, estes resultados enfatizam o uso de compostos organometalicos com
ruténio como uma terapéutica antimalarica promissora e impulsiona o investimento em
novas estratégias com base em compostos organometalicos. No futuro, é importante
estudar onde estes compostos atuam no parasita, 0 seu mecanismo de acdo, a sua
citotoxicidade in vitro e realizar estudos in vivo, em modelos murinos, para observar se

apresentam a mesma atividade antimalérica.

33



V - CONCLUSOES
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1. As condigdes do teste de suscetibilidade com SYBR™ Green I usando citometria
de fluxo foram otimizadas, tendo essa otimizagdo sido comprovada através da
comparacdo dos valores de parasitémia obtidos por citometria de fluxo, com os
valores de parasitémia observados por microscopia Otica, com coloracdo de
Giemsa.

2. Apos andlise dos cinco compostos testados, 0s compostos com maior atividade
antimalarica foram 0 TM34 e o PF1, que apresentaram valores de 1Cso mais baixos
do que os valores de ICso da CQ.

3. Em relacdo ao IR, o composto com IR mais préximo de 1, apresentando assim
uma auséncia de resisténcia, foi 0 RuGly2. Os compostos TM34 e PF1 apresentam

IR inferiores a 10, demonstrando um nivel intermédio de resisténcia.
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4.3. APENDICE I

Private consent for voluntary blood donation to be used as an additive in

Plasmodium falciparum cell cultures

DDAI:;ED DE ERITROCITOS HUMANOS PARA SEREM USADODS COMO ADITIVO
EM MEID DE CULTURA IN VITRO DE Plasmodium falciparum

DESDE 1902

Por favor, leia com atengiio a seguinte informagiio. Se achar que algo estd

incorreto ou que nido estd claro, nio hesite em solicitar mais informagdes

METITUTC DE HIGIENE E

MEDICINA junto do investigador que Ihe entregou este formuldrio. Se concordar com a

TROPICAL
wsaeee once e proposta que the foi feita, queira assinar este documento.

Instituicio Promotora| Instituto de Higiene e Medicina Tropical IHMT, Universidade Nova de
Lisboa

Investigadores para contacto| Fitima Mogueira, Investigadora Auxiliar (fnogusira@ihmt.unl.pt;
telefone +351 21365262 6; ext 361).

Parte dos trabalhos de investigacdo em malaria que realizamos no nosso laboratdrio exige cultivar
0s parasitas (Plasmodium falciparum) in vitro. Um dos exemplos de aplicagdo das culturas in vitro
de parasitas da malaria & a pesquisa de novos medicamentos, sendo o primeiro passo testar a
atividade das moléculas in vitro, em cultura, de forma a selecionar aquelas mais eficazes contra o
parasita, para depois prosseguir os estudos em animais e finalmente no homem. A realizacgo de
outros estudos mais abrangentes, como conhecer melhor a biologia do parasita também estio
baseados em culturas in vitro de Plasmodium falciparum.

A cultura apenas € possivel com a adigdo de eritrocitos humanos ao meio de cultura, ndo

existindo substituto.

0O objetivo desta dadiva é obter eritrocitos humanos para adicionar a cultura de parasitas.
0 sangue que consentir doar para este fim serd processado da seguinte forma:

1. odador acompanhado do Investigador dirige-se ao laboratdrio do IHMT;

43



2. apas ler e assinar este consentimento, um técnico de diagndstico e terapéutica do
laboratario efetua a colheita de 10 a 15 mL de sangue venoso;

3. o tubo de colheita apenas ¢ rotulado com a data de colheita & 0 seu nome nunca
aparece associado a este tubo;

4. o seu sangue & centrifugado e os globulos brancos {leucocitos), plasma e eritrocitos
(ou glabulos vermelhos) sdo separados por centrifugacdo;

5. o plasma e os globulos brancos sdo descartados e destruidos. O tubo com os seus
glabulas vermelhos (que s& mantém rotulado apenas com a data da colheita & onde
ndo aparece o seu nome), sdo conservados no frigorifico;

6. o5 seus gldbulos vermelhos 580 usados para adicionar as culturas de parasitas nos 15

dias seguintes a colheita.

A partir dos seus globulos vermelhos, ndo sera extraido, armazenado ou analisado o seu material
ou informacdo genética (os globulos vermelhos ndo t&m nacleo). Também ndo serdo
armazenados, analisados ou usados, suceddneos (derivados ou partes) do seu sangue para além
dos globulos vermelhos e estes apenas s3o usados para cultivar parasitas da malaria (como

referido) e em nenhuma circunstdncia serdo usados com fins comerciais.

A sua participacdo & voluntdria ¢ ndo envolve gualquer tipo de compensacdo monetdria. Nao
existem riscos ou desconfortos previsiveis para além daqueles associados & extracdo de 10 ou 15
mlL de sangue venoso por profissional de sadde autorizade e em condigdes controladas do

laboratdrio do IHMT.

Deste procedimento foi dado conhecimento ao Conselhe de Etica do IHMT.

AGRADECEMOS A SUA COLABORACAO

Assinatura do(a) Investigador(a)

Declara ter lido e compreendido este documento, bem comao as informacdes verbais que me
foram fornecidas pela pessoa que acima assina. Desta forma, aceito doar sangue e a sua utilizacdo
para este fim, confiando nas garantias de confidencialidade & anonimato que me s8o dadas pelo

investigador.
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MNome:

Assinatura:

Data: ... [...... F
ESTE DOCUMENTO E COMPOSTO DE 1 PAGINA E FEITO EM DUPLICADO:

UMA VIA PARA A INVESTIGADOR, OUTRA PARA O DOADOR.
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