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RESUMO 

A malária é a doença parasitária que mais mortes provoca mundialmente. Causada por 

cinco espécies distintas do género Plasmodium (falciparum, ovale, vivax, malariae e 

knowlesi) é transmitida ao ser humano pela picada do mosquito fêmea Anopheles spp. 

Pode ser classificada em duas categorias: malária grave e não grave, sendo o P. 

falciparum a espécie mais letal. Todos os anos, biliões de pessoas encontram-se em risco 

de contrair a doença, sendo na região subsaariana do continente africano que sobressai 

anualmente o número de casos e mortes, principalmente em crianças com idade inferior 

a cinco anos. As resistências aos fármacos anti maláricos em uso bem como a inexistência 

de uma vacina eficaz são o principal obstáculo no combate à doença. A rápida 

disseminação das resistências torna crucial a pesquisa e síntese de novos compostos com 

ação anti malárica, capazes de atuar nos diversos estádios do desenvolvimento do 

parasita.  

Neste trabalho, procedeu-se à avaliação da suscetibilidade in vitro de uma biblioteca de  

compostos sintetizados, com estrutura pirroloquinolona, que têm como alvo terapêutico 

as fosfodiesterases parasitárias, importantes biologicamente para o Plasmodium 

falciparum em diferentes etapas do seu desenvolvimento.  

Para a análise da sua atividade anti malárica, calculou-se o valor de IC50 em culturas de 

P. falciparum e avaliou-se o risco de possível existência de resistência pelo método do 

inóculo mínimo para resistência – MIR. 

Os compostos de pirroloquinolonas demonstram eficácia na inibição do crescimento do 

parasita in vitro, com resultados mais promissores que alguns dos fármacos anti maláricos 

atualmente em uso. O risco de existência de resistência para este grupo de compostos é 

baixo, o que torna essencial a realização de estudos posteriores.  

Palavras-chave: malária, Plasmodium falciparum, resistências, anti maláricos, 

suscetibilidade in vitro, pirroloquinolonas, fosfodiesterases, IC50, MIR. 
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ABSTRACT 

Malaria is the parasitic disease that more deaths causes globally. Caused by five different 

species from the Plasmodium genus (falciparum, ovale, vivax, malariae ans knowlesi) is 

transmitted to humans by the bite of the female mosquito Anopheles spp. It can be 

classified in two categories: severe malaria and non-severe, being Plasmodium 

falciparum the more lethal specie. Every year, billions of people find themselves at risk 

of contract the disease, being the sub-Saharan region of the African continent that stands 

out annually in number of cases and deaths, mainly in children under the age of five. The 

resistance to antimalarial drugs at current use as well as the inexistence of an effective 

vaccine are the main obstacle fighting the disease. The quick spread of resistances makes 

crucial the research and synthesis of new antimalarial compounds, capable to act at every 

stages of parasite development.  

At this work, proceeded the evaluation of in vitro susceptibility of a synthetized 

compound library, pyrroloquinolones scaffolds, with parasitic phosphodiesterases as 

therapeutic targets, biologically important in different stages of Plasmodium falciparum 

development.  

To analyze their antimalarial activity, IC50 was calculated at P. falciparum cultures and 

the risk of resistance was evaluated using the minimum inoculum for resistance method 

– MIR.     

Pyrroloquinolone scaffolds are effective inhibiting parasite growth in vitro, with 

promising results, better than some of the current antimalarial drugs at use. The risk of 

resistance is low for this group of compounds, becoming essential further studies.   

Key-words: malaria, Plasmodium falciparum, resistances, antimalarial, in vitro 

susceptibility, pyrroloquinolone scaffolds, phosphodiesterases, IC50, MIR  
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1. Malária 

No ser humano, a malária é causada por cinco espécies do parasita do género 

Plasmodium, P. falciparum, P. ovale, P. vivax, P. malariae e P. knwolesi. A transmissão 

do parasita é feita pela picada do mosquito fêmea Anopheles spp.(1). O Plasmodium é um 

parasita eucariota unicelular pertencente à Família Plasmodiidae, Ordem Haemosporida, 

Classe Haematozoae e Filo Apicomplexa (2,3). 

O conjunto de sinais e sintomas num quadro clínico de malária estão presentes na fase 

eritrocitária do desenvolvimento parasitário (os sintomas surgem entre sete a cerca de 30 

dias após a picada). A doença pode ser divida em duas categorias: malária severa e não 

severa (4). A última apresenta sintomas idênticos a uma gripe incluindo febre, vómitos 

dores musculares, diarreia podendo causar também anemia. Na malária severa observa-

se o comprometimento de órgãos vitais e/ou a disfunção metabólica bem como anomalias 

a nível sanguíneo (hemólise intravascular, anemia grave), acidose metabólica, falência 

renal aguda, hepatomegalia, esplenomegalia, comprometimento do sistema nervoso 

central com alteração do estado de consciência e coma. (5). A espécie de parasita 

responsável pela malária grave é o P. falciparum nomeadamente a forma mais grave, a 

malaria cerebral. Os grupos de maior risco são as crianças e as grávidas, que pela presença 

de um sistema imunitário mais debilitado, apresentam consequências mais graves após 

infeção (6,7). 

Anualmente tem vindo a observar-se uma redução significativa do número de casos de 

malária bem como do número de mortes devidas a malária. Desde o ano de 2010 o número 

estimado de casos baixou de 245 milhões para 212 milhões (14%) em 2015 e o número 

de mortes estimadas em 2010 sofreu uma redução de 22% de 554 000 para 429 000, no 

ano de 2015. O continente africano é a região onde ocorre maior número de casos e mortes 

apresentando 191 milhões de casos e 394 000 mortes  no ano de 2015 (valores estimados) 

(8). 
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1.1. Ciclo biológico do parasita 

O Plasmodium spp. é um organismo eucariota que mantém o seu ciclo de vida entre dois 

hospedeiros: um organismo vertebrado (hospedeiro intermediário) e o mosquito 

Anopheles spp. fêmea (hospedeiro definitivo). Após a picada do mosquito, os 

esporozoítos presentes nas suas glândulas salivares, entram na circulação sanguínea do 

hospedeiro intermediário (fase assexuada) e vão alojar-se no fígado. Esta fase é conhecida 

como exo-eritrocitária e é crucial para a replicação parasitária (1).  

No período em que os esporozoítos estão no fígado estes invadem os hepatócitos e 

multiplicam-se assexuadamente (esquizogonia hepática) originando merozoítos até 

alcançarem de novo a corrente sanguínea. Alguns merozoítos têm a capacidade de 

permanecer no fígado em fase latente (hipnozoítos), sendo os responsáveis por 

fenómenos de recrudescência, característicos apenas de infeções por Plasmodium vivax e 

ovale. Na corrente sanguínea, os merozoítos infetam os glóbulos vermelhos (fase 

eritrocitária) e dentro destes assumem a forma jovem de anel, trofozoíto e evoluem para 

esquizontes (contêm merozoitos) que ao rebentarem o glóbulo vermelho vão permitir a 

infeção de outros eritrócitos (Figura I) (5,9). 

Em apenas poucos dias, a parasitémia aumenta exponencialmente, comprometendo o 

estado de saúde e é nesta fase eritrocitária que se manifestam os sintomas da doença. 

Numa infeção por Plasmodium spp., os sintomas surgem sete ou mais dias após a picada 

infetante. Alguns merozoítos podem desenvolver-se em gametócitos (forma infetante 

para o mosquito). Deste modo, o ser humano infetado ao ser picado, torna-se infetante 

para o mosquito permitindo a evolução para a fase sexuada do parasita, na qual os 

gametócitos (masculinos e femininos) ao alcançar o intestino médio formam o zigoto (em 

que ocorre meiose) que posteriormente se aloja na parede intestinal, formando o oocisto 

(9). O desenvolvimento em esporozoítos ocorre por multiplicação esporogónica. Os 

esporozoítos são libertados na hemolinfa e migram para as glândulas salivares, iniciando 

de novo o ciclo (10). 
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Figura I-1: Ciclo de vida do parasita da malária. 1-Transmissão ao ser humano (esporozoítos 

injetados via picada). 2- Entrada dos esporozoítos no fígado e infeção dos hepatócitos (replicação 

mitótica). 3- Rutura das células do fígado e libertação de merozoítos. 4- Ciclo intra-eritrocitário 

(assexuado/ciclo sintomárico) 5- Ciclo sexuado (os merozoítos produzem gametócitos. 6- 

Transmissão ao mosquito (ingestão de gametócitos via picada). 7- Gametócitos passam pelo 

processo meiótico. 8- Gametócitos migram para a parede do intestino médio e formam oocistos. 

9- Desenvolvimento em esporozoítos (adaptado de (11)).  
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1.2. Diagnóstico Clínico e Laboratorial 

O diagnóstico laboratorial deve ser sempre realizado quando há suspeita de doença por 

malária. Este pode ser efetuado com recurso a microscopia ou a testes rápidos de 

diagnóstico. Como boa prática, o tratamento deve ser iniciado só após a confirmação do 

diagnóstico laboratorial, o que traz vantagens ao simples diagnóstico presuntivo, 

permitindo uma terapêutica mais fiável, mais dirigida e adequada com a possível 

monitorização da mesma (11). 

Aquando a presença de febre e restante sintomatologia já referida num paciente em zona 

endémica, ou com história de recente estadia na mesma, o diagnóstico laboratorial surge 

com a finalidade da pesquisa do parasita direta ou indiretamente. A utilização de testes 

rápidos de diagnóstico (método indireto) permite rastreios à população residente em zona 

endémica, geralmente países de baixa renda, com tempo útil de resposta favorável (12). 

Sempre que possível, a microscopia ótica deve ser realizada com o objetivo de identificar 

a presença do parasita em gota espessa (método direto) e identificação da espécie 

infetante pela realização de esfregaço. Contudo, pode apresentar desvantagens uma vez 

que a distinção morfológica exige disponibilidade de pessoal treinado e em parasitémias 

baixas (< 10 parasitas/µL) a deteção é quase nula, o que se traduz muitas vezes em 

diagnósticos errados e muitas vezes inconclusivos aquando a monitorização da 

terapêutica (13).  

A PCR (polymerase chain reaction) pode contribuir para estudos epidemiológicos e para 

o combate ao desafio de diagnóstico em parasitémias baixas (14). É o método mais 

específico e sensível uma vez que permite a amplificação do ADN parasitário mas de 

difícil implementação em países de baixa renda pelos custos de aquisição, manutenção e 

especialização dos profissionais (15). O tempo útil de resposta alargado é muitas vezes o 

entrave para a sua utilização, principalmente nos casos mais graves (16).  

1.3. Estratégias de Prevenção e Controlo 

O controlo do número de casos e mortes por malária tem assentado no controlo do vector, 

na quimio-prevenção e na possível utilização de vacinação.  

Para o controlo do vector, têm sido implementadas diferentes estratégias como a 

utilização de sprays inseticidas no interior das habitações e a distribuição em massa de 

redes mosquiteiras. Contudo, têm sido reportadas resistências aos inseticidas, o que põe 

em causa a estratégia de combate atualmente empregue (8). 
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A utilização de terapêutica preventiva intermitente nas grávidas (IPTp) tem diminuído a 

mortalidade perinatal, a anemia materna e o baixo peso dos recém-nascidos, 

principalmente na região subsaariana. Estudos realizados com a mesma metodologia em 

crianças (IPTi) referem a prevenção contra a malária clínica e a anemia contudo, até à 

data, nenhum país refere a implementação desta política (17). 

Atualmente a vacinação ainda não é por si só eficaz para a prevenção desta doença. Só 

uma vacina completou os testes de Fase 3 e alguns projetos mantêm-se em estudo (18). 

Não obstante todos os esforços realizados, os estudos epidemiológicos não têm sido 

suficientes para a avaliação da eficácia das medidas empregues no controlo da Malária, 

sendo notável a necessidade de investimento nesta área (19). 
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1.4. Anti maláricos disponíveis  

Os fármacos anti maláricos têm como objetivo principal a diminuição da morbilidade e 

mortalidade devido à malária através da eliminação do parasita. Em termos de saúde 

pública, pretende-se ainda diminuir a sua transmissibilidade, limitar os reservatórios 

humanos dos parasitas e prevenir o aparecimento e dispersão de resistência aos anti 

maláricos (20). Atualmente existem várias terapias farmacológicas eficazes, a maioria 

das quais visam o parasita da malária durante seu ciclo replicativo dentro dos eritrócitos 

humanos, o estadio do ciclo de vida que está associado com as manifestações clínicas da 

malária (21). Na profilaxia e tratamento da malária, os grupos de compostos com maior 

expressão são os fármacos antagonistas da síntese do ácido fólico (ex. pirimetamina e 

sulfadoxina), os derivados do Quinghaosu (ex. artemisinina) e os fármacos antimaláricos 

da classe das quinolinas (ex. quinino, mefloquina, cloroquina e primaquina) (22,23). As 

opções terapêuticas contra a malária com maior relevância resumem-se a nove famílias 

de fármacos apresentadas na Tabela I. 

Tabela I - Principais fármacos anti maláricos disponíveis (adaptado de (20)). 

 

Família Química Fármacos 

4-aminoquinolinas cloroquina, amodiaquina, piperaquina 

Aminoálcoois quinino, quinidina, mefloquina, halofantrina, 

lumefantrina 

Sulfonamidas e sulfonas sulfadoxina, sulfaleno, dapsona 

Biguanidas proguanil, cloroproguanil 

Diaminopirimidina pirimetamina 

8-aminoquinolinas primaquina 

Lactonas 

sesquiterpênicas 

artemisinina, arteeter, artemeter, artesunato, 

dihidroartemisinina 

Antibióticos azitromicina, clindamicina, doxiciclina, tetraciclina 

Naftoquinonas atovaquona 

 

Para tratamento preventivo intermitente em crianças e grávidas (a partir do primeiro 

trimestre), a OMS recomenda a utilização de sulfadoxina-pirimetamina em zonas de 

transmissão moderada e elevada (11). Para o tratamento de casos de malaria não 
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complicada, e a partir de 2006 a OMS passou a recomendar a utilização de terapia 

combinada com um derivado da artemisinina (ACT). Atualmente é a classe terapêutica 

mais comumente utilizada em todo o mundo, tendo sido adotados como tratamento de 

primeira linha em quase todos os países onde P. falciparum é endémico (11). 

Nas últimas décadas, o controlo e tratamento da malária têm sido bastante dificultados 

pelo surgimento e disseminação da resistência nomeadamente de P. falciparum aos anti 

maláricos que sucessivamente têm sido introduzidos no mercado (cloroquina, sulfadoxina 

e pirimetamina, mefloquina) incluindo a última linha terapêutica disponível, os ACTs 

(24). 

O primeiro fármaco para o qual foram confirmados casos de falência terapêutica devida 

a resistência foi a cloroquina no final da década de 1950. Tendo-se verificado 

simultaneamente na fronteira entre Tailândia e Cambodja, e na Colômbia, determinada 

por uma emergência independente de mutantes nestas duas regiões. Posteriormente, a 

dispersão destes mutantes resistentes foi rápida, as estirpes asiáticas chegaram a África 

Oriental em 1978, e em 1989 a resistência à cloroquina já estava presente em todo o 

continente (25). Atualmente, estudos da eficácia da cloroquina revelam que este fármaco 

é apenas eficaz na América central, apresentando taxas de falência terapêutica entre os 

10 e 100% no continente africano.  

O mecanismo de resistência à cloroquina está relacionado com mutações nos genes 

Pfmdr1 (Plasmodium falciparum multidrug resistance-1) e Pfcrt (Plasmodium 

falciparum chloroquine resistance transporter) (26). A cloroquina atua no vacúolo 

digestivo do parasita, impedindo a polimerização dos grupos heme resultantes da 

degradação da hemoglobina. A alteração das proteínas codificadas pelos genes pfcrt e 

pfmdr1 reflete-se nos níveis de acumulação da cloroquina no vacúolo digestivo. Desta 

forma, permite ao parasita sobreviver na presença do fármaco. Nos anos 60 e 70 as 

estirpes resistentes à cloroquina rapidamente se espalharam pela América do Sul, Índia, 

sudeste asiático e continente africano (25,27). A Amodiaquina mostrou-se um potente 

substituto do SP e da Cloroquina. A sua eficácia é superior à SP, reduzida, no entanto, 

em locais onde a resistência à Cloroquina se mantém elevada (28). 

A resistência à sulfadoxina-pirimetamina foi inicialmente reportada na fronteira entre a 

Tailândia e o Cambodja em meados da década de 1960, tendo-se estendido até ao 

continente africano (com inicio na África Oriental e posterior dispersão para o resto do 
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continente) em finais dos anos 80 (29). Esta combinação é considerada atualmente uma 

monoterapia devido ao mecanismo de ação na mesma via metabólica dos dois fármacos 

(antifolatos). As taxas de falência reportadas para este tratamento são elevadas no 

continente africano (18.7-52.8%), onde o fármaco foi extensivamente utilizado para o 

tratamento da malária resistente à cloroquina e onde se verificou uma rápida emergência 

de resistências em 1-2 anos. A eficácia da combinação com artesunato (AS-SP) 

correlaciona-se com a eficácia de SP. Apesar de existir uma ligeira redução na resistência 

reportada aos antifolatos, a resistência cruzada com o cotrimoxazol e o facto de existir 

circulação extraoficial de SP em monoterapia em muitos países tem mantido a pressão 

seletiva do fármaco. Atualmente, a SP é utilizada, em muitos países, no tratamento 

preventivo intermitente da grávida e, também por vezes, em crianças, sendo aceite que 

continua a ser efetivo em casos de resistência moderada (17,20).  

A mefloquina surge como fármaco profilático e alternativa terapêutica em regiões onde a 

malária resistente a CQ e SP estava disseminada. Os primeiros casos de resistência a este 

fármaco foram registados no final da década de 80 mais uma vez na fronteira do Camboja 

e Tailândia (30) disseminou-se para o Vietnam e posteriormente para o continente 

africano. No Sudeste Asiático, a existência de parasitas resistentes foi demonstrada 

mediante estudos com recurso a marcadores moleculares (amplificação do gene pfmdr1), 

o que estaria associado à falência terapêutica (31). Na área do Sudeste Asiático, onde 

ASMQ é usada ainda como tratamento em algumas regiões, a resistência à mefloquina 

encontra-se disseminada (32). 

A utilização de atovaquona-proguanil é atualmente principalmente limitada à profilaxia 

em viajantes devido ao seu elevado preço. Mutações únicas no citocromo b (pfcytb) estão 

associadas a uma menor eficácia do fármaco e têm sido descritas em casos de falência 

terapêutica em numerosos países africanos (33,34). 

A artemisinina (produto natural extraído da planta Artemisia annua) e seus derivados 

atuam de forma rápida na depuração dos parasitas no entanto, sofrem também rápida 

metabolização e eliminação (semivida ±3h). Atuam contra todos os estadios no ciclo da 

malária, incluindo os trofozoítos, anéis e gametócitos (menos eficaz contra estes últimos) 

(35). 

Os ACTs associam um fármaco potente e de ação rápida (derivado da artemisinina) com 

um fármaco de ação mais lenta mas com semivida mais prolongada (ex: lumefantrina, 
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amodiaquina, piperaquina). O primeiro é responsável pela eliminação da maior parte dos 

parasitas em circulação e o segundo elimina os parasitas residuais, atuando por 

mecanismos de ação diferentes, de modo a evitar o aparecimento de resistências (36). A 

resistência aos componentes dos ACTs observada atualmente no Sudeste Asiático, 

caracteriza-se pela depuração mais lenta dos parasitas e algumas recrudescências (37,38). 

A identificação de polimorfismos no gene pfK13 que codifica a proteína kelch K13 

permitiu estabelecer a associação entre mutações e a resistência às artemisininas por parte 

de P. falciparum (39). 

A frequência de alelos mutantes no pfK13 e a ocorrência de resistência às artemisininas 

é coincidente, permitindo estabelecer um marcador molecular de resistência aos 

derivados da artemisinina (39).  Atualmente não existem alternativas viáveis aos ACTs. 

Os antibióticos mais utilizados para o tratamento de malária, são a doxiciclina, 

azitromicina e clindamicina. Estes têm como alvo o apicoplasto (40,41), um organelo 

derivado de um plastídio, com provável origem num evento endossimbiótico secundário, 

possui importantes funções metabólicas e de homeostasia, incluindo a biossíntese de 

ácidos gordos e heme (42,43). Devido à sua indispensabilidade para a sobrevivência do 

parasita, representa um alvo promissor para o uso de antibióticos como anti maláricos. 

 

O designado delayed death effect ou efeito de morte retardada, é típico em antibióticos 

que inibem a tradução procariótica, como o caso da azitromicina, clindamicina, 

tetraciclina ou doxiciclina (40,44,45,46). Os antibióticos inibem a tradução no 

apicoplasto durante o 1º ciclo de replicação, resultando na destruição do apicoplasto dos 

merozoitos filhos no 2º ciclo de replicação. Desta forma impedem o desenvolvimento até 

esquizonte (47). 

Os macrólidos e tetraciclinas têm sido amplamente estudados nos últimos anos, no 

entanto outros antibióticos demonstram-se eficazes contra infeções por Plasmodium spp. 

como por exemplo as quinolonas (48). A primeira quinolona descoberta (ácido 

nalidíxico) surgiu como co-produto na síntese de cloroquina (49). A maior classe de 

quinolonas empregues como anti bacterianos são as fluoroquinolonas, que in vitro não 

sugerem ser uma classe promissora contra o género Plasmodium spp.  
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2. Resistências aos anti maláricos 

A seleção de parasitas resistentes aos anti maláricos desenvolve-se em duas fases: na 

primeira fase, um evento espontâneo e ao acaso provoca uma mutação que confere 

resistência a um fármaco, oferecendo ao parasita uma vantagem de sobrevivência; numa 

segunda fase, os parasitas resistentes são selecionados pela pressão farmacológica e 

multiplicam-se, resultando numa população que já não é sensível ao fármaco (20). Este 

mecanismo mutacional acontece independentemente do fármaco, sendo necessário em 

alguns casos apenas uma mutação pontual, múltiplos eventos de forma independente, ou 

aumento do número de cópias de um determinado gene ligado à resistência. A exposição 

do parasita a uma dose subterapêutica do fármaco promove e acelera a seleção destes 

mutantes, principalmente em doentes não imunes e de zonas de baixa endemicidade 

(20,50). 

A designação de multirresistência a anti maláricos refere-se ao fenótipo de resistência a 

dois ou mais fármacos, fenómeno este que tem sido observado em P. falciparum. A 

resistência cruzada entre anti maláricos está relacionada com os aspetos comuns dos seus 

mecanismos de ação, bem como dos mecanismos de resistência que lhes estão associados 

(51). Estirpes resistentes à cloroquina, SP, mefloquina e com suscetibilidade diminuída 

ao quinino foram já descritas (52,53,54). Atualmente, a região do globo mais afetada por 

este fenómeno de multirresistência é o sudeste asiático. 

Múltiplos fatores contribuem para o aparecimento de resistências, entre os quais: 

características do fármaco, padrão de utilização do tratamento, fatores ligados ao 

hospedeiro humano, características do parasita e do vetor, e determinantes ambientais 

(55). 

A eliminação lenta dos parasitas e o atraso na sua depuração é o principal fator que leva 

ao aparecimento de resistências (56). Esta condição surge principalmente aquando um 

tratamento inadequado, isto é, tratamento em monoterapia que favorece o 

desenvolvimento de estirpes resistentes ao fármaco em uso e doses subterapêuticas que 

possibilitam a recrudescência e falham ao nível da depuração (57). 
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Figura I-2: Áreas de transmissão da Malária e resistências reportadas do Plasmodium 

falciparum. A azul pode observar-se as zonas de transmissão malárica (a azul mais claro áreas de 

menor transmissão e a mais escuro as mais elevadas). Com▲ estão representadas as localidades 

onde foram reportadas resistências à Cloroquina; a ● simboliza regiões com existência de 

resistência à associação terapêutica Sulfadoxina-Pirimetamina e com  as áreas onde o tratamento 

com Mefloquina apresenta falhas (adaptado de (58)).  

 

 

Em 2015, cinco países no sudeste asiático reportaram resistências às artemisininas 

(Camboja, Tailândia, Vietname, República Democrática de Laos e Myanmar). A fronteira 

Camboja-Tailândia tem sido a região onde surge a maior parte das resistências e daqui 

espalham-se para as restantes regiões do Mundo (59). 
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Figura I-3: Prevalência de mutações no K13 no sudeste asiático. A resistência à artemisinina 

e aos seus derivados tem sido associada a mutações no gene K13. O mapa mostra com os 

quadrados a vermelho as localidades onde a prevalência desta mutação é superior a 10% e a azul 

prevalências inferiores a 5% (adaptado de (60)). 
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3. Avaliação do potencial anti malárico de novos compostos in vitro 

Um aspeto importante no processo de desenvolvimento de novos fármacos é a 

determinação da probabilidade de esses compostos permitirem a seleção de parasitas 

resistentes. A organização Medicines for Malaria Venture tem por missão a descoberta, 

produção e difusão de novos anti maláricos de modo sustentável (61). Esta desenvolveu 

recentemente uma estratégia padronizada para a avaliação do potencial anti malárico de 

novos compostos, incluindo a avaliação in vitro do risco de seleção de parasitas 

resistentes (62). Esta estratégia assenta em três objetivos: 

 

a) Identificação de resistência cruzada; 

Para alcançar este objetivo um dos métodos de se conhecer a possível existência de 

suscetibilidade a um determinado composto é a determinação do IC50 (inibição do 

crescimento de 50% de parasitas) numa estirpe conhecida resistente a múltiplos fármacos 

e verificar a relação comparativamente ao IC50 de uma estirpe sensível. O cálculo do 

índice de resistência (IR) (obtido pela razão entre o valor de IC50 para a estirpe Dd2 e a estirpe 

3D7) permite qualificar esta mudança e classificar um composto de acordo com o risco 

de existência de resistência (63,64). A estirpe 3D7 de Plasmodium falciparum é sensível 

às quinolinas (quinino, cloroquina, mefloquina) e a Dd2 é resistente à cloroquina e 

mefloquina.  

 

b) Seleção de parasitas resistentes; 

As estratégias para selecionar parasitas resistentes incluem a aplicação contínua de 

pressão com o composto em análise. Numa cultura celular parasitada, a pressão contínua 

com o composto, aumenta a possibilidade de deteção da existência de parasitas resistentes 

(65,66). 

Um dos métodos utilizados é o Minimal inoculum for resistance (MIR). Mede 

indiretamente a possibilidade de ocorrência de um genótipo resistente. A determinação 

do MIR permite avaliar o risco de selecionar parasitas resistentes aos compostos em 

estudo. Uma vez que a estirpe Dd2 tem uma predisposição maior para aquisição de 

resistência (possivelmente devido a mecanismos deficientes de reparação de ADN) (67), 

esta estirpe é proposta para realizar o ensaio MIR (68). 
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c) Caracterização do modo de ação e mecanismo de resistência. 

Na presença de parasitas recrudescentes, o último passo é a sua caracterização genética a 

fim de se compreender quais os mecanismos inerentes à resistência. Deste modo estudam-

se as mutações pontuais que permitem ao parasita sobreviver à presença do composto a 

si dirigido, com recurso a técnicas de biologia molecular (13,62). 
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4. Fosfodiesterases 

Alguns autores defendem que a evolução e conservação genética entre as duas espécies 

não é um entrave mas sim uma oportunidade de investigação de novos compostos, sendo 

disto exemplo o mecanismo de ação das fosfodiesterases de parasitas e humanos, 

biologicamente semelhantes (69). 

No ser humano, as fosfodiesterases (PDEs) foram categorizadas de acordo com a 

semelhança entre a sequência de aminoácidos, as propriedades bioquímicas e a sua 

sensibilidade a possíveis inibidores. Foram, deste modo, agrupadas em 11 famílias, tendo 

como nomenclatura PDE1 a PDE11. O recurso a inibidores destas enzimas tem sido 

eficaz em tratamentos para a asma, disfunção erétil, trombose e doença pulmonar 

obstrutiva crónica (70).  

As fosfodiesterases são um grupo de enzimas que têm como principal função a hidrólise 

da ligação 3’-fosfoester dos nucleótidos cíclicos monofosfatos cAMP e cGMP, 

convertendo-os em AMP e GMP, bloqueando a transmissão dos seus sinais celulares.  

Níveis citoplasmáticos elevados de mensageiros secundários (cAMP, cGMP) permitem a 

ativação de proteínas essenciais para a sobrevivência do P. falciparum (proteínas kinase 

A e G responsáveis pela tradução dos sinais celulares dos monofosfatos) nomeadamente 

na gametogénese e invasão celulares (71). As fosfodiesterases controlam a produção 

destes mensageiros, reduzindo a sua acumulação celular.  

Recorrendo a inibidores de fosfodiesterases, o aumento exponencial destes nucleótidos 

cíclicos leva a uma cascata de eventos que impossibilita a ocorrência de um ciclo de 

desenvolvimento normal pelo Plasmodium falciparum principalmente nas fases de 

invasão eritrocitária e gametogénese (71,72). 

Um momento chave no desenvolvimento do Plasmodium spp. é a rutura da membrana 

eritrocitária com a libertação de merozoítos e a reinvasão destes para eritrócitos não 

parasitados. Com recurso a um inibidor conhecido de uma PDE humana (zaprinast), 

estudou-se o seu efeito em culturas de Plasmodium falciparum (72). Concluiu-se que 

estes inibidores ao impedirem a hidrólise de cGMP conduzem a uma drástica 

reorganização celular com a descarga de exonemas e micronemas e consequente 

libertação de merozoítos prematuros, incapazes de realizar o seu mecanismo de reinvasão 

(73).  
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Estudos anteriores desenvolvidos com pirroloquinolonas demonstraram a eficácia destes 

compostos na inibição de fosfodiesterases humanas (74).  

 

Uma vez que a função destas enzimas é crucial ao desenvolvimento do Plasmodium 

falciparum e que o recurso a inibidores destas leva à inibição do seu crescimento (72,73) 

procedeu-se à criação de uma biblioteca de pirroloquinolonas (compostos sintetizados no 

Departamento de Química, da Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa pelo 

grupo do Professor Rui Moreira (http://imed.ulisboa.pt/cv/rui-moreira/)) e esta tese visa 

testar a sua susceptibilidade in vitro em culturas de P.falciparum.  
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Na ausência de uma vacina eficaz, o controlo da malária está atualmente, em grande 

medida, dependente do uso de fármacos anti maláricos. Não existem alternativas viáveis 

aos ACTs, pelo que é urgente a rápida identificação e/ou síntese de novas moléculas 

candidatas a fármacos anti maláricos; idealmente quimicamente distintas das existentes. 

No contexto deste trabalho foi analisada a atividade anti malárica de 40 compostos 

derivados de inibidores de fosfodiesterases sintetizados no Departamento de Química, da 

Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa pelo grupo do Professor Rui Moreira 

(http://imed.ulisboa.pt/cv/rui-moreira/). 

 

1. Objetivo Geral 

Caracterizar a atividade anti malárica de compostos inibidores de fosfodiesterases in vitro 

usando estirpes sensíveis e resistentes de Plasmodium falciparum. 

2. Objetivos Específicos 

2.1. – Determinar o valor de IC50 dos compostos nas estirpes 3D7 e Dd2 de Plasmodium 

falciparum. 

2.2. - Determinação do inóculo mínimo para resistência (MIR) na estirpe Dd2 de 

Plasmodium falciparum. 
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1. Soluções e Meios de Cultura 

1.1. Meio de cultura RPMIc  

Para o meio de cultura de Plasmodium falciparum dissolveram-se 10,44g/L de meio 

RPMI 1640, num Litro de água MiliQ, suplementado com 5 g de Albumax, 0,1g de 

Hipoxantina, 5,94 g de HEPES (4- (hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid) e 

com 3,8% (v/v) de bicarbonato de sódio a 5% (w/v). A solução final foi esterilizada 

através da sua passagem por um filtro com poro de 0.22µm e armazenada a 4ºC, sendo o 

seu pH de 7,4. 

1.2. Solução PBS (Phosphate Buffered Saline) 

A 200 mL de água destilada adicionou-se uma pastilha de PBS. A mistura foi mantida a 

4ºC após ser autoclavada. 

1.3. Solução de Sorbitol a 5% 

Diluíram-se 50g de D-Sorbitol em água destilada no volume final de 1L. A solução foi 

armazenada a 4ºC após filtragem com filtro com poro de 0.22µm.  

1.4. Solução Corante Giemsa a 20% 

Foram adicionados 10 mL de uma solução de Giemsa puro a 40 mL de água destilada. A 

mistura foi posteriormente armazenada a 4ºC após ter sido filtrada com filtro de papel.  

1.5. Compostos MS  

A cada um dos 40 compostos MS individualmente numerados e liofilizados juntou-se 

DMSO de modo a ser obtida uma concentração final de 5mM para cada um (propriedades 

dos compostos e volumes a adicionar discriminados no Anexo I) ficando os compostos 

dissolvidos a 100%. Fizeram-se algumas diluições intermédias de modo a se atingir a 

concentração final de 0.2%. As soluções foram armazenadas por congelação.  

1.6. Cloroquina 

Pesou-se a CQ e adicionou-se DMSO de modo a se obter uma concentração final de 

10µM. 

1.7. Solução de eritrócitos humanos não parasitados a 50% 

Com recurso ao sistema Vacutainer® (tubos suplementados com EDTA (ethylenediamine 

tetraacetic acid), colheu-se sangue total venoso a dadores voluntários do IHMT, 

saudáveis, sem história de contacto prévio com Plasmodium spp, através de punção 

venosa. O sangue total foi centrifugado a 2500 rpm durante 3 minutos e o plasma foi 
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aspirado. De modo à solução ficar reduzida a eritrócitos, o pellet resultante da aspiração 

foi lavado com PBS recorrendo-se à centrifugação. Este último passo foi repetido 3 vezes. 

Após cada centrifugação, o sobrenadante foi removido por aspiração. À quantidade final 

de eritrócitos juntou-se igual quantidade de meio RPMIc ficando a solução final com um 

hematócrito de 50%. A mistura foi armazenada a 4ºC. 

1.8. Solução de SYBRGreen I 

Juntaram-se 2µL da solução pura de SYBRGreen a 1mL de PBS. A mistura foi congelada 

para armazenamento. 

 

2. Culturas de Plasmodium falciparum 

2.1. Estirpes de P. falciparum  

Estirpe 3D7. Esta foi originada a partir da NF54 após diluições limitadas e é caracterizada 

pela sua sensibilidade à Cloroquina (75).  

Estirpe Dd2. Após pressão in vitro com mefloquina em culturas de W2 (76) originou-se 

a Dd2, resistente quer à mefloquina como à cloroquina (77). 

2.2. Manutenção das culturas 

As culturas de P. falciparum foram mantidas em frascos de stock a um hematócrito de 

5% (300 µL RBCs/ 3 mL RPMIc), e sem exceder os 5% de parasitémia. Os frascos de  

cultura foram mantidos a 37ºC, em atmosfera de 5% CO2 (78). O meio de cultura RPMIc 

foi substituído diariamente. 

2.3. Monitorização das culturas 

De modo a verificar o desenvolvimento das culturas de P.falciparum, foram realizados 

diariamente esfregaços em lâmina. De seguida foram fixados com metanol a 100% e 

corados com Giemsa a 20%. A examinação das lâminas e contagem de parasitémia foi 

feita através de microscopia ótica numa ampliação de 1000x. 

2.4. Sincronização das culturas 

Procedeu-se à sincronização das culturas de modo a obter as formas mais jovens do 

parasita, anéis.  

Após centrifugação das culturas a 2500 rpm durante 5 minutos e aspiração do 

sobrenadante, adicionam-se 9mL de sorbitol a 5%. Procedeu-se a uma agitação manual 
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vigorosa e incubou-se a 37ºC durante 5 minutos. O último passo é repetido uma vez. De 

seguida centrifugou-se novamente a 2500 rpm durante 5 min e o sobrenadante foi 

aspirado. Juntou-se PBS (9mL), ressuspendeu-se o pellet e centrifugou-se para lavagem. 

Este passo é repetido novamente. Após última aspiração, o pellet foi reconstituído com 

RBCs não parasitados e finalmente adicionou-se meio RPMIc num total de 10mL com 

um hematócrito de 5% (79). 

 

3. Avaliação do potencial anti malárico dos novos compostos in vitro 

 

3.1. Determinação do IC50  

Para a determinação dos valores de IC50  utilizaram-se culturas das estirpes 3D7 e Dd2 de 

Plasmodium falciparum sincronizadas em anéis. O método utilizado para esta 

determinação foi o SYBR Green I baseado em Bennet et al (ver figura III-1) (80). 

Para a leitura da intensidade de fluorescência, recorreu-se a um fluorímetro que realiza a 

leitura de placas a 485 nm de excitação e 528 nm de emissão.  

De modo a calcular-se a percentagem de sobrevivência de parasitas, calculou-se 

(relativamente ao poço sem composto - controlo) os valores de fluorescência para cada 

poço. Os valores são expressos em RFUs (relative fluorescence units). 

Para a determinação do valor de IC50 utilizou-se o Software GraphPad Prism version 6.0 

(Trial) 2015, que efetua este cálculo com recurso a uma regressão não-linear com base 

numa curva de dose-resposta.   
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Figura III-1: Ensaio para determinação de IC50 pelo método de SYBR Green I. 

100 µL 
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3.2. Avaliação do risco de seleção de parasitas resistentes usando o MIR. 

As culturas da estirpe Dd2 foram inicialmente sincronizadas (ver 2.3) e mantidas com 

meio RPMIc com gentamicina (200µL/L) e o composto numa concentração 10 vezes 

superior à do valor do respetivo IC50. Foram realizados inóculos de 2x106, 2x107 e 2x108 

de parasitas em culturas individuais com 10mL e hematócrito de 3%. Cada inóculo foi 

realizado em triplicado. As culturas foram mantidas em atmosfera de 5% CO2, com 

mudança, de meio e composto, diária pelo período de 60 dias. A viabilidade e presença 

ou ausência de recrudescência foi visualizada diariamente com recurso a lâmina corada 

com Giemsa a 20%. 

 

 

Figura III-2: Determinação do risco de frequência de resistência pelo método MIR. 
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1.Atividade anti malárica in vitro dos compostos nas estirpes 3D7 e 

Dd2 de Plasmodium falciparum  

A síntese de novas moléculas para o desenvolvimento de novos fármacos é um método 

moroso e dispendioso. Assim, a modificação estrutural de moléculas já conhecidas com 

efeito anti malárico, é uma alternativa. 

A utilização da estrutura pirroloquinolona para a criação de novos possíveis fármacos, 

pode diminuir o tempo de produção e os custos associados.  

Neste trabalho procedeu-se à avaliação de 40  compostos (derivados de 

pirroloquinolonas) que apresentam como alvo terapêutico as fosfodiesterases parasitárias. 

A inibição destas fosfodiesterases tem implicações ao nível do crescimento, 

desenvolvimento e gametogénese do parasita, levando à sua depuração e eliminação. 

Como controlo utilizou-se a cloroquina.  

 

1.1. Determinação do IC50 dos compostos  

 

Através do cálculo do IC50 é possível determinar a eficácia de um composto in vitro e 

avaliar a existência de resistência cruzada com outros fármacos (62). Um dos marcos que 

define a resistência a um fármaco é a existência de um shift do IC50 comparativamente ao 

de uma cultura com uma estirpe sensível.  

Com recurso às estirpes 3D7 (sensível) e Dd2 (resistente à CQ e MQ) calculámos os 

valores de IC50 e o índice de resistência. Como descrito na literatura (81) os valores de 

IC50 de um composto aceitável devem estar na ordem dos nanomolar. Os valores máximos 

aceitáveis variam, podendo ser por volta dos 20nM (CQ) ou dos 800nM (quinino) para 

uma estirpe sensível.  

O IR permite avaliar o nível de resistência, isto é, quanto maior o valor do índice maior a 

probabilidade de uma estirpe ser resistente ao composto em análise e de apresentar 

resistência cruzada uma vez que não é efetivo ao inibir uma estirpe resistente a um 

determinado grupo de fármacos. Valores acima de 100 são indicativos de grande nível de 

resistência e abaixo de 10 de nível de resistência intermédio (82). 
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Todos os 40 compostos MS foram avaliados in vitro em cultura de Plasmodium 

falciparum 3D7 em triplicados e com o mínimo de duas repetições por composto, tendo 

sido determinados os seus valores de IC50. Na Figura IV apresentamos gráficos 

(representativos) correspondentes aos 28 compostos em que foi possível obter uma curva 

dose-resposta consistente para o intervalo de concentrações testadas (10.000 – 0.1693 

nM).  

Os compostos com resultados mais promissores, isto é, menor valor de IC50 e curvas dose-

resposta coerentes foram testados de igual modo mas numa cultura resistente (Dd2). Na 

Tabela II estão discriminados os valores das determinações e na Figura IV as respetivas 

representações gráficas. 

Pela sensibilidade da estirpe 3D7 e a resistência da estirpe Dd2, a cloroquina foi o fármaco 

utilizado como controlo dos ensaios realizados para os compostos MS.  
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Tabela II - Atividade anti malárica in vitro dos compostos em estudo contra estirpes sensível 

e resistente de P. falciparum. O valor da média do IC50 apresentado, resulta de pelo menos três 

determinações independentes, em duplicado. Dp, desvio padrão; CQ, cloroquina; 3D7 estirpe 

sensível à cloroquina e mefloquina; Dd2 estirpe resistente à cloroquina e mefloquina; IR índice 

de resistência (calculado pela razão entre o valor de IC50 para a estirpe Dd2 e a estirpe 3D7). 

  IC 50 (nM)   IC 50 (nM) 

 COMPOSTO ESTIRPE MÉDIA DP IR COMPOSTO ESTIRPE MÉDIA DP IR 

MS30 
3D7 1993,3 526,1 

1,22 MS114 
3D7 31,9 6,4 

3,58 
Dd2 2429,5 545,18 Dd2 114,27 19,88 

MS39 
3D7 1022,3 149,4 

2,42 MS127 
3D7 1731,85 1082 

0,37 
Dd2 2474 975,807 Dd2 645 403,05 

MS61 
3D7 3362,5 429,2 

0,34 MS118 
3D7 658,2 18 

0,71 
Dd2 1149,5 207,18 Dd2 464,9 38,33 

MS82 
3D7 773,7 18,7 

5,22 MS117 
3D7 173,8 156,7 

2,30 
Dd2 4035 106,07 Dd2 399,9 409,13 

MS63 
3D7 19,5 4,7 

29,93 MS147 
3D7 80,5 16,3 

2,01 
Dd2 583,73 393,59 Dd2 161,9 137,51 

MS99 
3D7 39,9 14,1 

11,53 MS132 
3D7 3136,5 89,8 

0,19 
Dd2 460,13 50,56 Dd2 589,5 507,85 

MS81 
3D7 65,3 10,6 

6,23 MS141 
3D7 1248 147,1 

0,96 
Dd2 406,67 95,57 Dd2 1193 5,66 

MS88 
3D7 50,3 0,2 

2,67 MS142 
3D7 81,3 49,9 

6,31 
Dd2 134,05 0,07 Dd2 512,8 172,86 

MS90 
3D7 137,9 6,9 

1,26 MS186 
3D7 68,6 11,6 

0,75 
Dd2 173,1 57,42 Dd2 51,24 12,99 

MS92 
3D7 44 22,2 

1,89 MS180 
3D7 98,53 25,56 

0,87 
Dd2 83,11 20,21 Dd2 85,66 32,24 

MS94 
3D7 58,8 13,4 

1,53 MS176 
3D7 404,35 130,04 

0,84 
Dd2 90,15 5,2 Dd2 338,45 11,38 

MS98 
3D7 1385 203,6 

1,84 MS146 
3D7 62,4 12,1 

3,67 
Dd2 2550 697,21 Dd2 229,1 84,43 

MS101 
3D7 402,6 106,7 

3,76 MS181 
3D7 245,5 59,54 

1,45 
Dd2 1515,5 463,16 Dd2 357,1 85,42 

MS103 
3D7 1967,5 2,1 

0,87 CQ 
3D7 20 5 

15,00 
Dd2 1710 667,51 Dd2 300 80 

MS105 
3D7 33,2 6,6 

5,24   
Dd2 174,13 34,9 
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Figura IV – Valores de concentração inibitória para Plasmodium falciparum. Verde: 

estirpe 3D7. Vermelho-estirpe Dd2. Curvas dose-resposta com função de regressão não 

linear representativas de ensaios repetidos pelo menos duas vezes para cada estirpe. 
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Figura IV – Valores de concentração inibitória para Plasmodium falciparum. Verde: estirpe 

3D7. Vermelho-estirpe Dd2. Curvas dose-resposta com função de regressão não linear 

representativas de ensaios repetidos pelo menos duas vezes para cada estirpe. Continuação. 
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Figura IV – Valores de concentração inibitória para Plasmodium falciparum. Verde: estirpe 

3D7. Vermelho-estirpe Dd2. Curvas dose-resposta com função de regressão não linear 

representativas de ensaios repetidos pelo menos duas vezes para cada estirpe. Continuação. 
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Figura IV–Valores de concentração inibitória para Plasmodium falciparum. Verde: estirpe 

3D7. Vermelho-estirpe Dd2. Curvas dose-resposta com função de regressão não linear 

representativas de ensaios repetidos pelo menos duas vezes para cada estirpe. Continuação.  



IV – RESULTADOS/DISCUSSÃO 

 

 

34 

   

Num estudo de Yuasa et al. em 2005 está descrito o primeiro composto identificado como 

um potente inibidor de fosfodiesterases humanas: zaprinast. Concluiu-se que este fármaco 

inibe a proliferação do P. falciparum com um valor de IC50 na ordem dos 3.8 µM (70).  

Estudos posteriores com outros compostos, possíveis anti maláricos, tendo como alvo as 

fosfodiesterases parasitárias apresentaram resultados promissores com valores de IC50 

entre os 0.4 e os 40 µM (71).  

O Índice de Resistência (IR) foi inferior a 10 para todos os compostos exceto 2, MS63 

(IR=29.9) e MS99 (IR=11.5) os quais apresentam IR próximo ao da cloroquina para estas 

estirpes, indicativo da possibilidade de resistência cruzada contra estes.  

Os restantes compostos demonstram atividade apreciável contra estirpes não só sensíveis 

- 3D7 como resistentes a quinolinas – Dd2 (cloroquina, mefloquina) o que é indicativo 

de inexistência de resistência cruzada com este grupo, sendo provável a existência de 

mecanismos de ação diferentes (83). 

Os compostos representados no Anexo II apresentam uma curva dose-resposta não viável 

biologicamente. Este tipo de gráfico é sugestivo de compostos sem atividade podendo ser 

impuros ou degradar-se em cultura.  

O composto MS175 não apresenta resultado pela impossibilidade da sua representação 

tanto gráfica como numérica. 
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2. Avaliação do risco de desenvolvimento de resistência  

 

2.1. Determinação do inóculo mínimo para avaliar resistência (MIR) na estirpe Dd2 

de Plasmodium falciparum. 

 

De modo a avaliar o risco de desenvolvimento de resistência aos compostos com melhor 

atividade (MS92 e MS105) utilizou-se a estirpe Dd2 em cultura para a determinação do 

MIR. A estirpe Dd2 apresenta um fenótipo de resistência acelerada a múltiplos fármacos 

(ARMD – accelerated resistance to multiple drugs) sendo ideal na investigação de 

mutações raras nos pequenos volumes que albergam as culturas in vitro (62). 

 A seleção de estirpes resistentes é um método lento que pode levar meses a anos a 

produzir resultados. Alguns estudos otimizaram este método de seleção (68) encurtando 

o tempo de execução para 60 dias, aplicando pressão com fármaco constante às culturas 

de Plasmodium falciparum presente em inóculos diferentes, para determinar o inóculo 

mínimo para resistência. 

No nosso trabalho realizámos o MIR e recorremos a três inóculos diferentes (ver secção 

métodos). Foi utilizada a estirpe Dd2 e os compostos MS92 e MS105. O primeiro por 

apresentar valores de IC50 para as duas estirpes abaixo dos 100nM e consequentemente 

um IR de baixo nível de resistência e o segundo pela evidência de um IR superior e do 

valor de IC50 para a estirpe Dd2 acima do patamar dos 100 nM, mas ainda assim próximo 

do valor para a estirpe sensível (Tabela II). Foi utilizada a microscopia ótica para avaliar 

a viabilidade dos parasitas diariamente. Em todos os inóculos (cada um realizado em 

triplicado) foi possível observar que grande parte dos parasitas sujeitos à pressão do 

composto perderam a viabilidade ao fim de alguns dias e os que se mantêm viáveis 

apresentam atraso no desenvolvimento (estado de quiescência). Os parasitas que não 

foram sujeitos à pressão do composto (controlo) mostraram um desenvolvimento normal, 

exibindo as diferentes fases em cultura (anel, trofozoíto e esquizonte). 
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Tabela III- Determinação do MIR. Resultados ao fim de 60 dias de pressão com os 

compostos MS92 e MS105. 

 

 

Nenhum dos dois compostos (MS92 e MS105) selecionados para determinação de MIR 

apresentou risco apreciável para desenvolvimento de resistência futura dado que nenhum 

apresentou parasitas viáveis após 60 dias de cultura sob pressão constante de composto 

em todos os inóculos testados. 

Na avaliação do risco de resistência  um composto, um dos alertas a considerar é o 

aumento do valor de IC50 na estirpe Dd2 (comparativamente à estirpe 3D7) em 

combinação com um valor de MIR reduzido. Um MIR igual ou inferior a 10^5 alerta para 

um risco acrescido uma vez que sugere que uma mutação num único nucleótido é 

suficiente para a existência de resistência. Um MIR de 10^7 pode ser considerado de alto 

risco se combinado com um aumento do valor de IC50 na ordem das vinte vezes.  

Comparativamente ao resultado obtido num estudo com a cloroquina cujo MIR 

corresponde a 10^8, os compostos MS92 e MS105 demonstram uma menor probabilidade 

de possível existência de resistência às quinolinas (62,83).  

 

 

COMPOSTO INÓCULO 

TEMPO DE EXPOSIÇÃO À 

PRESSÃO COM FÁRMACO 

(dias) 

PRESENÇA DE 

RECRUDESCÊNCIA 

(dias) 

MS92 

2x106 60 Não 

2x107 60 Não 

2x108 60 Não 

MS105 

2x106 60 Não 

2x107 60 Não 

2x108 60 Não 
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O número de mortes atribuídas à malária bem como a quantidade de pessoas que se 

encontram anualmente em risco de a contrair levam à necessidade do estudo e síntese de 

novos compostos mais eficazes. A realização de testes de suscetibilidade in vitro torna 

possível a avaliação da sua atividade anti malárica e eficácia na inibição do crescimento 

e desenvolvimento do Plasmodium spp. 

Os compostos pirroloquinolonas demonstram ser eficazes contra estipes sensíveis (3D7) 

e estirpes resistentes à cloroquina e mefloquina (Dd2). Os valores de IC50 e os índices de 

resistência calculados para alguns destes compostos são mais promissores que os dos 

fármacos atualmente em uso no tratamento da malária. 

O baixo risco de resistência determinado pelo método do inóculo mínimo para resistência 

(MIR) para os compostos MS92 e MS105 comparado com o risco existente para a 

cloroquina, assinalam a potencialidade destes como possíveis fármacos anti maláricos a 

desenvolver. 

No futuro, devem ser realizados testes mais detalhados de modo a compreender-se os seus 

mecanismos de ação bem como a sua toxicidade. O estudo em modelos murinos deve ser 

considerado uma prioridade pela promissora eficácia que os compostos apresentam. 
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VII-ANEXOS 

 

 



ANEXO I 

Propriedades dos compostos MS 

 

 



ANEXO II 

Compostos MS sem atividade biológica 
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