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ABSTRACT

Malaria is a parasite disease that most affects humans with a global impact,
without an effective treatment. According to the World Health Organization
(WHO), the absence of a new therapeutic alternative, soon all strains will be
resistant to current drugs. This study reports historical aspects, biological life
cycle, current drugs, molecular targets able to therapeutic intervention and
recent pharmacological receptors. This review concludes with a brief discussion of
the prospects and difficulties contributing for advance for new antimalarials
development.
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RESUMO

Maldria é a doenca parasitdria que mais acomete o homem. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o aparecimento de cepas de Plasmodium
resistentes a artemisinina tornam a busca de novos alvos e compostos com agao
antimalarica extremamente necessaria. Neste estudo relatamos aspectos
histéricos, ciclo bioldgico, atuais farmacos, alvos moleculares passiveis de
intervengdo terapéutica e recentes receptores farmacoldgicos. Esta revisdao
conclui com uma breve discussdo das perspectivas e dificuldades contribuindo
para o avango no desenvolvimento de novos antimalaricos.

Palavras-chave: PfHT, PfATPase, modelagem molecular, desenvolvimento de
farmacos.
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INTRODUCAO

Aspectos historicos da malaria

Alguns estudos apontam que a malaria tenha sido a principal causa de
mortalidade entre os principais precursores do Homo sapiens, como 0s
Australopithecus (CAMARGO, 2003; TARANTO et al., 2006).

A malaria representa uma doenga humana antiga. Os sintomas como

febres periddicas e esplenomegalia ja eram mencionados em 2700 a.C em
escritos egipcios e chineses. A maldria chegou a Roma em 200 a.C,
difundiu-se pela Europa durante o século Xll, e chegou a Inglaterra no
século XIV. Assume-se que os exploradores europeus, os conquistadores e
colonizadores trouxeram P. malariae e P. vivax para as Américas e a
chegada do P. falciparum coincidiu com o comércio escravocrata nos anos
de 1800. A maldria teve um impacto maior na histéria mundial do que
gualquer outra doenca infecciosa, influenciando no resultado das guerras,
migracoes, desenvolvimento e declinio de varias nacdes. Antes da Guerra
Civil Americana, a malaria foi encontrada do norte até o sul dos EUA. No
entanto, no inicio dos anos 1950 j& ndo era uma doenca endémica nos
Estados Unidos, devido a intensa atividade da vigilancia epidemioldgica
(VALE; MOREIRA; GOMES, 2005).

Muitos representantes da histéria padeceram da febre maligna

proveniente da malaria. Santo Agostinho, o primeiro arcebispo de
Canterbury, faleceu de uma doenca que muito provavelmente era malaria.
O imperador do sacro império Romano Germanico Carlos V morreu de
malaria na Espanha em 1558. Durante a Primeira Guerra Mundial, os
exércitos foram debilitados pela malaria, na campanha da Macedoénia, e na

Segunda Guerra, em algumas frentes, as baixas por essa parasitose foram
maiores que as de combate (COSTA et al., 2010).
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Consideragoes sobre a malaria

O nome maldria tem origem latina e literalmente significa “ar ruim”, pois
acreditava-se que a doenca resultasse de emanacgdes de pantanos. Nomes
alternativos, como paludismo e impaludismo, sdo de origem francesa e tém
o mesmo significado. Outros sinbnimos, menos comuns sdo: batedeira,
carneirada, febre intermitente e febre palustre (TARANTO et al., 2006).

A malaria manifesta-se por episédios de calafrios, seguidos de febre alta

que duram de 3 a 4 horas. Esses episddios sdo, em geral, acompanhados de
profundo mal-estar, sudorese, nauseas, cefaléias e dores articulares. O
controle da maldria exige uma abordagem integrada entre a prevencao,
principalmente o controle do vetor, e o tratamento imediato dos casos com
antimaldricos eficazes.  As principais caracteristicas de uma droga
antimaldrica eficiente sdo: rapida acdo, altamente potente contra a fase
assexuada sanguinea, minimamente tdxica e principalmente ter baixo
custo. Quando tratada a tempo, sé excepcionalmente morre-se de malaria
(CAMARGO, 2003; TARANTO et al., 2006).

O protozoario do subfilo Apicomplexa do género Plasmodium é o agente

etiolégico da maldria. Das quatro espécies mais comuns que infectam o
homem (P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae) 95% das infec¢des
sdao causadas por P. falciparum, considerado o mais letal, seguido do P.
vivax, o mais amplamente distribuido pelos trdpicos. A espécie P. malariae
tem distribuicdo esporadica enquanto que o P. ovale se concentra na
regido Centro-Oeste da Africa e algumas ilhas do Pacifico Sul (GARCIA,
2010). Uma espécie emergente, a quinta espécie — P. knowlesi, existente no
Sudeste Asiatico e infectante de macacos, foi descrita recentemente como
um importante patégeno da maldria humana (GARCIA, 2010; WHITE,
2008).

Atualmente, cerca de 1,5 a 2 milhdes de pessoas morrem de malaria,

sendo que as principais vitimas sdo criancas (MILLER, L. H. et al., 2013). A
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doenca causa por ano mais mortes em valores absolutos que a AIDS e que
qualquer outra doenca infecciosa (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-
VILLAR, 2008). Os paises mais comprometidos sdo India, Brasil (cerca de

300 mil casos/ano), Afeganistdo e outros paises asiaticos, incluindo a China.
Além disso, especula-se que metade dos casos de mortalidade entre a
populacdo indigena no Brasil deve-se a maldria causada por P. falciparum
(KAGER, 2002).

De acordo com a OMS, a maldria ocasiona cerca de 700 mil mortes a
cada ano (AGUIAR et al., 2012), no qual 89% estdo na regido da Africa; 4%
no sudeste asidtico e o restante na parte leste do mediterrdaneo e nos
paises amazonicos da América do Sul (STEKETEE; CAMPBELL, 2010). O risco
de morte de maldria é considerado mais alto na Africa do que em outras

partes do mundo. Uma estimativa global é que 85% das mortes ocorrem
em criancas menores de 5 anos, devido ao sistema imune que ainda esta
em formagdo, mas a proporg¢do é muito maior na Africa, cerca de 88%. De
acordo com as estimativas, aproximadamente 1 em 5 mortes reportadas no
mundo no ano de 2009 foram devido a malaria (ROGIER; HENRY; TRAPE,
2009).

No Brasil, a malaria provavelmente surgiu devido ao intenso transporte

maritimo com o Senegal. No inicio da década de 40 houve uma grande
incidéncia da doenca com cerca de 6 milhdes de pessoas infectadas. Uma
campanha nacional de erradicagdo baseada na pulverizacao de
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e tratamento dos casos febris com
cloroquina foi langada pelo governo nos anos 50, conforme recomendagdes
da OMS. Em 1952, um método de profilaxia medicamentosa -o sal
cloroquinado- idealizado por Mario Pinotti, diretor do Servico Nacional de
Malaria, foi instituido experimentalmente em trabalhos de campo na
tentativa de solucionar o problema endémico da Amazbonia (SILVA;

HOCHMAN, 2011). Essas campanhas conseguiram conter a maldria, pois na

década seguinte registrou-se o menor numero de casos (OLIVEIRA-
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FERREIRA et al., 2010). No entanto, em meados dos anos 60 o governo

brasileiro lancou e patrocinou um projeto de colonizacdo em massa na
regido da Bacia Amazobnica. Este movimento rdpido e descontrolado de
individuos ndo imunes juntamente com o surgimento e expansao de cepas
cloroquina resistentes (CQR) de P. falciparum para outros estados como
Acre, Roraima, Amapd, Mato Grosso e Para (FERRARONI et al., 1981)
conduziu a um aumento de 10 vezes na incidéncia de malaria entre 1970 e
meados de 1980.

Nos ultimos anos a doencga tem se concentrado na regidao da Amazonia

Legal, que inclui os seguintes estados: Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao,
Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins. Existem varios fatores
nessa regido que fazem dela um local altamente propicio para a
transmissdo da maldria, tais como: a presenca abundante do mosquito
vetor Anopheles darlingi, o principal vetor transmissor da maldria,
temperaturas acima de 169C, alta umidade, desmatamento, ocupagao
desordenada de grupos populacionais em habitacdes inadequadas e a
urbanizacdo do mosquito vetor (TAUIL, 2011).

O quadro epidemioldgico atual da maldria no Brasil continua
preocupante. Segundo dados do Ministério da Saude, no ano de 2011,
registraram 333.424 casos. Desse total, 332.310 ou 99,7% foram oriundos
da regido amazonica (TAUIL, 2011). O P. vivax é a principal espécie

causadora das infecgdes, com 83,7% dos casos registrados; enquanto que o
P. falciparum é responsavel por 16,3% e P. malariae raramente é
observado (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Adicionalmente a transmissao
por P. falciparum, forma mais virulenta tem declinado nos ultimos anos,

bem como o numero de interna¢gdes por malaria que era 2,6% em 2006 e
em 2008 foi 1,3% (TAUIL, 2011).
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CICLO BIOLOGICO

Os parasitos transmissores de malaria pertencem ao género Plasmodium
(AGUIAR et al., 2012). O ciclo da malaria possui dois hospedeiros, um
vertebrado que é o homem, e o invertebrado que é a fémea de um
mosquito anofelino. A transmissdao natural da maldria ao homem se da

guando fémeas de mosquitos anofelinos (género Anopheles), parasitadas
com esporozoitos em suas glandulas salivares inoculam as formas
infectantes durante o repasto sanguineo. As fontes de infeccdo para os
mosquitos sdo pessoas portadoras de formas sexuadas do parasito (Fig. 1)
(MILLER, L. H. et al., 2013).

Figura 1 Ciclo bioldgico do Plasmodium sp. (DERBYSHIRE; MOTA; CARDY, 2011).

O P. falciparum é o agente causal de doengas mais comum no mundo
conforme relata a OMS. No entanto, a parasitose provocada pelo P. vivax, o
qual foi previamente considerada benigna, atualmente tem sido associada
a casos fatais (HAY et al., 2004; PRICE et al., 2007; WELLS; BURROWS;

BAIRD, 2010).
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Os parasitos P. malariae e P. ovale sdo menos prevalentes e provocam
um menor numero de casos graves em humanos; enquanto o P. knowlesi,
parasito de macacos foi identificado como causador da doenga humana no
Sudeste da Asia (COX-SINGH et al., 2008).

O ciclo biolégico dos plasmédios humanos compreende duas fases: uma
fase assexuada ou esquizogbnica, que se passa no ser humano e outra

sexuada ou esporogonica, que se passa nas fémeas do mosquito vetor do
género Anopheles (GREENWOOD, B. M. et al., 2008). Durante a fase
assexuada do ciclo bioldgico, a glicose é direcionada por proteinas

transportadoras em decorréncia do alto metabolismo do parasito (NAULA
et al., 2010).

A infeccdo no hospedeiro se inicia quando esporozoitos de Plasmodium
sdo injetados na pele durante o repasto sanguineo do vetor infectado,
juntamente com substancias anticoagulantes e vasodilatadoras. Cerca de
15 a 200 esporozoitos sdo injetados por um uUnico mosquito infectado
(AMINO et al., 2006; GUEIRARD et al., 2010; SILVIE et al., 2007). No
sistema circulatério, apds cerca de 60 minutos os esporozoitos invadem os

hepatdcitos, iniciando assim o ciclo exoeritrocitico. O processo de invasao
do figado é complexo e depende da interacdo entre o parasito e célula
hospedeira (COPPI et al., 2007).

Inicialmente os hepatdcitos sdo inacessiveis aos parasitos, por estarem

separados do lumen por uma camada de células sinusoidais, células de
Kupfer e células estelares hepaticas. O mecanismo exato envolvido no
trafego dos esporozoitos até alcangarem finalmente os hepatdcitos
encontra-se em debate, mas sabe-se que a passagem dos parasitos por
varias destas células antes da invasao parece ser fundamental para o ciclo
de vida dos plasmddios (COPPI et al., 2007; FREVERT et al.,, 2006;
LINDNER; MILLER; KAPPE, 2012). Isso induz a secrecdao de uma substancia
chamada fator de crescimento dos hepatécitos, a qual torna tais células
mais susceptiveis a infeccao (CARROLO et al., 2003; MOTA et al., 2001). O
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processo de reconhecimento e invasao da célula hospedeira envolve uma
série de interacdes do tipo ligante-receptor. A principal proteina de
superficie dos esporozoitos, a proteina circunsporozoita (CSP), liga-se aos
proteoglicanos dos hepatdcitos e esta interacdo determina o rapido
sequestro do parasito. Auxiliam também as proteinas transmembranicas,
gue mediam sua locomogdo, denominadas proteina anénima relacionada a
trombospondina (LINDNER et al., 2012).

Todas as fases do desenvolvimento do parasito acontecem no vacuolo

parasitéforo (VP), sendo que sua formacdao nos hepatdcitos é de
fundamental importancia. Esta se inicia a partir da juncdo entre parasito-
célula hospedeira, através da qual o parasito se projeta para o interior de
alguma invaginacdao da membrana plasmatica celular. Assim, a membrana
do VP constitui uma importante interface entre o parasito e o hospedeiro
(BANO et al., 2007).

A membrana do VP deriva-se primariamente da membrana plasmatica

da célula do hospedeiro, mas é rapidamente remodelada pela inser¢cao de
proteinas do parasito. A formacdo do VP é fundamental para proteger o
parasito das defesas do individuo, permitindo também a aquisicdo de
nutrientes que sao fundamentais para seu desenvolvimento. Esta fase pode
durar de 8 a 15 dias, dependendo da espécie de plasmddio e da
premunicdo do paciente. Uma vez dentro do vacuolo, o parasito se
reproduz por esquizogonia, culminando na liberacdo de milhares de
merozoitos dentro de vesiculas denominadas merossomas. Apds o
rompimento da membrana, os merozoitos hepaticos podem invadir os
eritrocitos e iniciar o estagio sanguineo, responsavel pelas manifestagdes
clinicas da doenca (BANO et al., 2007).

O desenvolvimento nas células hepaticas requer aproximadamente uma

semana para o P. falciparum e P.vivax e cerca de duas semanas para o P.
malariae. Nas infec¢bes por P. vivax e P. ovale, o mosquito vetor inocula

distintas desenvolvem

populagcdes de

esporozoitos, algumas se
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rapidamente enquanto outras ficam em estado de laténcia no figado,
sendo denominadas hipnozoitos (TARUN et al., 2006). Estes hipnozoitos
sao os responsaveis pelas recaidas da doenca apds periodos varidveis de
incubacao.

Os merozoitos liberados das vesiculas interagem com os eritrécitos e os
invadem dando inicio ao ciclo intraeritrocitico. Durante essa fase, os
merozoitos desenvolvem a esquizogonia sanguinea, primeiramente como
trofozoito evoluindo para esquizonte ou merdcitos. Apdés o rompimento
das hemadcias ha liberacdo dos merozoitos na corrente sanguinea que por
sua vez irdao invadir novas hemadcias reiniciando o ciclo. Geralmente nessa
fase sdo observados os “acessos febris”, considerado um dos principais
sintomas da doenca (TARUN et al., 2006).

Apés diversos ciclos de replicacdo, os merozoitos eritrociticos se

desenvolvem em formas sexuadas, que sdo os gametdcitos femininos e
masculinos. Em infeccdes por P. falciparum, eles sdao formados mais
tardiamente se comparado ao P. vivax (BRUCE-CHWATT, 1985;
PHIMPRAPHI et al., 2008).

Os gametdcitos sdo captados pela fémea do mosquito vetor durante o

repasto sanguineo. Ja dentro de seu estdbmago os gametdcitos masculinos
sofrem exflagelacdo e se fundem com o gameta feminino formando o
zigoto que dard origem ao oocineto, que se aloja na parede intestinal do
mosquito formando o oocisto. Inicia-se, entdo, o processo de multiplicacao
esporogdnica e em aproximadamente duas semanas o oocisto maduro se
rompe liberando esporozoitos que, ao invadir a hemolinfa, migram até
atingir as glandulas salivares do vetor, completando o ciclo evolutivo dos
plasmaddios no hospedeiro invertebrado (HAFALLA; SILVIE;
MATUSCHEWSKI, 2011; WELLS; ALONSO; GUTTERIDGE, 2009).

Os sintomas clinicos da malaria aparecem durante o desenvolvimento da

fase intraeritrocitica do ciclo assexuado do parasito, que ocorre de 10 a 15
dias apds a picada do mosquito (MBENGUE; YAM; BRAUN-BRETON, 2012;
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SCHUMANN, 2007). Nessa etapa do ciclo assexuado, além da febre, surge o

paroxismo classico caracterizado por calafrios intensos, sudorese, cefaléia,
fadiga, desconforto abdominal, dores musculares e ndusea. Entretanto, os
primeiros sintomas da malaria sdo inespecificos e semelhantes aos de uma
doenca viral sistémica (GREENWOOD, B. M. et al., 2008; WEINBERG;

MOON, 2009).
Portanto, devido a essa inespecificidade dos sintomas, o diagndstico da

maldria é frequentemente mal elaborado, principalmente em areas nao
endémicas. Nessa fase inicial, sem evidéncias de disfuncdes em d&rgaos
vitais, o paciente pode ser tratado com recuperacao rapida. No entanto, se
houver falha da medicacdo ou atraso da mesma, a parasitemia pode
aumentar e a maldria grave pode acontecer principalmente nas infec¢des
por P. falciparum. Menos frequentemente, o P. vivax também provoca a
forma clinica grave, assim como P. ovale e P. malariae (GREENWOOD, B. et
al., 1987; MARSH et al., 1995; SCHOFIELD; MUELLER, 2006; WEINBERG;
MOON, 2009). Por outro lado, individuos com grau leve da infeccdo ou sem

complicacdes, tipicamente apresentam febre e sintomas como: arrepios,
suores, dor de cabeca, vomito, diarréia, anemia, ictericia e inchaco do baco
(esplenomegalia) (BAUMEISTER et al., 2006; CHAKRAVORTY; CRAIG, 2005;
DEPLAINE et al., 2011; GROBUSCH; KREMSNER, 2005; KIRK et al., 2005;
KIRK; SALIBA, 2007; KRAEMER; SMITH, 2006; LAISHRAM et al., 2012;
LAUER et al., 1997; MARTIN; KIRK, 2007; ROWE et al.,, 2009). Quando
diagnosticada corretamente e tratada as chances de cura sao elevadas
(BAUMEISTER et al., 2006; CHAKRAVORTY; CRAIG, 2005; DEPLAINE et al.,
2011; GROBUSCH; KREMSNER, 2005; KIRK et al., 2005; KIRK; SALIBA,
2007; KRAEMER; SMITH, 2006; LAISHRAM et al., 2012; LAUER et al., 1997;
MARTIN; KIRK, 2007; ROWE et al., 2009), mas o acumulo de eritrdcitos
infectados em microvasos causa consideravel obstru¢ao do fluxo

sanguineo, diminui¢cdao da perfusdo e remocgao de residuos dos tecidos com
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consequentes danos aos 6rgaos vitais como cérebro, pulmado, figado,
intestino e pele (MILLER, LOUIS H. et al., 2002).
A sindrome cerebral parece ser responsavel pela maioria das mortes e é

caracterizada por coma e muitas vezes com convulsGes, mas qualquer grau
de comprometimento da consciéncia pode indicar o envolvimento cerebral
(BEESON; BROWN, 2002; MENENDEZ; FLEMING; ALONSO, 2000;
PONSFORD et al., 2012; RENIA et al., 2012).

QUIMIOTERAPIA ANTIMALARICA E MECANISMO DE AGCAO

O tratamento da maldria é complexo, longo e muitas vezes ineficaz
devido a reinfeccdo do paciente, fenbmeno muito comum em regides
endémicas. Em vdrios paises, incluindo o Brasil, a quimioterapia da maldria
é feita empregando-se uma combinacdo de derivados quinolinicos e
artemisininicos como tratamento padrdo em casos ndao complicados
partindo da evidéncia de resisténcia aos farmacos quinolinicos atuais em
monoterapia (BALINT, 2001; MILLER, L. H. et al., 2013).

Durante anos a cloroquina, derivada da quinina, foi utilizada como

monoterapia e profilaxia em diversos paises, fato que contribuiu para o
surgimento da resisténcia. Devido ao aumento de cepas P. falciparum
cloroquina-resistentes (CQR), foram sintetizados novos antimaldricos
derivados da cloroquina como, por exemplo, a amodiaquina e a
mefloquina, as quais possuem a mesma ag¢ao esquizonticida da cloroquina
(KROGSTAD et al., 1992). No entanto, a cloroquina ainda é a substancia de
escolha para tratamento em alguns paises, principalmente para tratar

infeccdes por P. vivax em areas nas quais esse farmaco ainda é eficaz
(AGUIAR et al., 2012; FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008;
KITCHENER; NASVELD; EDSTEIN, 2007; WELLS et al., 2009). No entanto, em

areas com P. vivax CQR, terapias baseadas em artemisinina precisam ser
adotadas (AGUIAR et al.,, 2012; BUTCHER, 1997). Neste contexto, varias
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estratégias tém sido utilizadas para descobrir novos farmacos contra
parasitoses, tais como pesquisas baseadas em plantas medicinais, como
exemplo quinina e artemisinina (LEITE et al.,, 2012; MILLER, L. H. et al.,

2013); desenvolvimento de compostos hibridos ou conjugacdo de

farmacos, como a associacdo de mefloquina e artesunato, (DE PILLA

VAROTTI et al., 2008); compostos ativos contra outras doengas, como
antagonistas do folato (SIBLEY et al., 2001) e atavaquona (AGUIAR et al.,

2012; ARAUJO etal., 2008; LUZHKOV et al., 2007; MUGNAINI et al., 2007;
ROSENTHAL, 2003). Novos antifolatos, com base na estrutura e atividade
da pirimidina e triazina estao sendo desenvolvidas como potenciais
antimalaricos (SAHU; SAHU; KOHLI, 2008).

Adicionalmente, o controle da malaria é dificultado devido a

disseminacdo de cepas resistentes de P. falciparum. Desta forma, fdrmacos
gue bloqueiam a transmissdao da maldria sdo indicados pela OMS, tais os
com acdao gametocitica como as 8-aminoquinolinas em d4reas que
apresentam alto indice de P. falciparum (HAY et al., 2004; WELLS et al.,

2010).

Atualmente, na tentativa de evitar a resisténcia e melhorar os resultados
do tratamento, a OMS preconiza como terapia de primeira escolha para
maldria ndo complicada por P. falciparum a Artemisinin based Combination
Therapy (ACT). S3ao exemplos de ACT atualmente empregadas: i)
artesunato-

artesunato-mefloquina, i) artemeter-lumefantrina, iii)

amodiaquina, iv) artesunato-sulfadoxina-pirimetamina e V)

diidroartemisinina-piperaquina (DONDORP et al., 2009). Nos casos de

maldria grave por P. falciparum deve ser usado de preferéncia artesunatos
intravenosos, ACT, clindamicina ou doxiciclina e quinina (SA, 2011).

A utilizacdo de combinacdes entre os antimaldricos existentes com
conhecidas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas tem como
objetivo aperfeicoar a eficacia terapéutica e diminuir ou retardar a selegao
de parasitos resistentes. Com isso, alguns farmacos sdao utilizados em
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combinacdo, como lumefantrina, amodiaquina, mefloquina (MQ) e
sulfadoxina-pirimetamina. Adicionalmente, houve um aumento recente de
cepas com sensibilidade reduzida para a artemisinina (AGUIAR et al., 2012).
Desta forma, a artemisinina vem sendo utilizada amplamente como

farmaco de primeira escolha. No entanto, recentemente a OMS declarou a
resisténcia a este farmaco na regidao do “Grande Mekong”, o que ressalta a
necessidade do desenvolvimento de novos antimaldricos (CUl et al., 2012;
MITA; TANABE, 2012).

No Brasil, o Ministério da Saude, por meio de uma politica nacional de

tratamento da malaria, orienta a terapéutica e disponibiliza gratuitamente
os medicamentos antimalaricos utilizados em todo o territério nacional em
unidades do Sistema Unico de Satude (SUS). O objetivo do tratamento é
atingir o parasito em pontos-chave do seu ciclo biolégico, os quais foram
resumidos em:

a) interrupcdo da esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e
manifestacdes clinicas da infeccdo;

b) destruicdo das formas latentes do parasito no ciclo tecidual (hipnozoitos)
das espécies de P. vivax e P. ovale, evitando assim as recaidas tardias;

c) interrupcdo da transmissdo do parasito, pelo uso de farmacos que
impedem o desenvolvimento de formas sexuadas (gametdcitos).

O esquema com artemeter e lumefantrina (Coartem® Novartis Pharma AG,
Basel, Switzerland) é adotado no Brasil para tratamento das infec¢des por
P. falciparum. Essa combinacdao proporciona um aumento na eficacia
antimaldrica quando comparada com a monoterapia (SA, 2011).

Apesar de inumeros farmacos utilizados na terapéutica antimalarica, a
resisténcia a eles tem sido documentada para P. falciparum, P. malariae e
P. vivax. Em P. falciparum, a resisténcia tem sido observada em todos os
antimaldricos atualmente utilizados (amodiaquina, a cloroquina, a
mefloquina, a derivados de

quinina, sulfadoxina-pirimetamina e

artemisinina). Em P. vivax tem se demonstrado o aparecimento de
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resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina rapidamente em muitas areas,
enquanto a resisténcia a cloroquina estd em grande parte da Indonésia,
Papua Nova Guiné, Timor-Leste e outras partes da Oceania. Isso representa
uma grande ameaca ao controle da maldria (AGUIAR et al., 2012; CROFT,

2001; CUIl et al.,, 2012); (WEINBERG; MOON, 2009). Ndo ha relatos de
introducao de novas classes quimicas de antimaldricos introduzidos a

pratica clinica desde 1980, quando do emprego da artemisinina e seus
derivados (AGUIAR et al., 2012).
A expansdo global da malaria tem sido atribuida, principalmente, ao

fracasso dos programas de controle de vetores e propagacao da resisténcia
a cloroquina (CQ) e outros antimalaricos (HYDE, 2007). Como resultado,
atualmente a descoberta e desenvolvimento de novos antimalaricos é um
dos maiores desafios para o controle da maldria (SAHU et al., 2008).

As principais classes de substancias utilizadas no tratamento da malaria
estao exemplificadas na figura 2.

Os farmacos utilizados atualmente contra a malaria ndo permitem cura,
muitas vezes ha recidivas da doenca, além de serem muito téxicos, de dificil
aplicacdo e eficdcia insatisfatéria, fazendo com que varios pacientes
desistam do tratamento (ARAUJO et al., 2008; DONDORP et al., 2009;
FRANCA et al., 2008). Portanto, é necessario encontrar novas alternativas

terapéuticas para melhorar a quimioterapia existente contra a malaria,
devido ao grande numero de pessoas acometidas.

ALVOS MOLECULARES
Devido a resisténcia adquirida aos antimalaricos e a dependéncia de um
numero

limitado de farmacos, é necessdaria a compreensdao dos

mecanismos de agdao dos compostos ativos que atuam inviabilizando o ciclo
de vida e desenvolvimento do parasito (GUIGUEMDE et al., 2010).
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Figura 2 Estrutura de antimalaricos.
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Na tentativa de combater a infec¢do varios alvos sao descritos na
literatura, desde organelas subcelulares a vias metabdlicas diferentes
(GREENWOOD, B. M. et al., 2008). Apesar dos numerosos potenciais alvos
de acdo farmacoldgica, os compostos mais amplamente utilizados
remontam de tempos antigos. Como a quinina isolada da casca Cinchona
sp. em 1820 e a artemisinina, purificada a partir da Artemisia annua em

1972, ambos extraidos de ervas terapéuticas (CROFT, 2001) sao exemplos

de alvos utilizados.

Com o surgimento de cepas de Plasmodium resistentes a artemisinina, o
desenvolvimento de novos alvos a partir de ferramentas computacionais
para combater a malaria deve ser priorizado. A descricdo e identificacdao de
caracteristicas realizada pelo sequenciamento do genoma de diversas
espécies, proporciona a busca por novos alvos farmacolégicos. Neste
contexto, diversas proteinas transportadoras podem atuar como alvos
antimalaricos (GUIGUEMDE et al., 2010; STAINES et al., 2010).

Os farmacos atuais de maneira geral foram desenvolvidos, com base na

estrutura do ligante, ou seja, foi aplicado mesmo que de forma empirica a
abordagem denominada desenvolvimento de farmacos com base na
estrutura do ligante (ligand based drug design). No entanto, outra
abordagem pode ser utilizada para o desenvolvimento de novos compostos
ativos. Estudos tedricos a partir de bancos de dados sao realizados com
objetivo de buscar um novo composto protétipo (composto com razoavel
atividade biolégica). Os recursos computacionais auxiliam no desenho de
novos farmacos, pois podem ser projetados com base na estrutura do
receptor (structure based drug design) (JUNIOR et al., 2013). Uma grande

variedade de novos candidatos a antimalaricos sao identificados por meio
da modelagem molecular (AGUIAR et al., 2012; LEITE et al., 2012).
A modelagem molecular é uma das ferramentas no processo de

desenvolvimento racional de farmacos (JUNIOR et al., 2013). Apds a

escolha da doenga, segue-se para a etapa da escolha do alvo molecular.
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Neste processo, a aplicacao de ferramentas de bioinformatica, como o
Banco de Dados Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2013), tem sido
utilizada por apresentar grande eficiéncia em fornecer informacdes a

respeito do receptor, das interagcdes intermoleculares e consequentemente
do respectivo mecanismo de acao (LEMUCHI et al., 2013). Até o presente

momento, ndo se tem relatos na literatura de um farmaco antimaldarico no
mercado desenvolvido por esta abordagem. Portanto, esta abordagem é
uma alternativa que pode levar a geracdao de uma nova classe de
compostos.

Os alvos moleculares proteicos sdao obtidos por meio do projeto genoma
do Plasmodium, cujas sequéncias primarias estdo depositadas no Banco de
dados do P. falciparum (PlasmoDB) (AURRECOECHEA et al., 2009). Estes
atuam em interag¢des reguladoras no ciclo de vida do parasito (GARDNER et

al., 2002; PLATA et al., 2010), fornecendo uma melhor compreensdo sobre

as caracteristicas bioldgicas das espécies de plasmddios (OBERHARDT;
PALSSON; PAPIN, 2009).
Estes alvos moleculares de grande interesse podem estar relacionados

as funcdes de diferentes estruturas em organelas celulares, tais como
vacuolo alimentar lisossomal, o apicoplasto, a mitocondria (cujo sistema de
transporte de elétrons é limitado) e as proteinas com atividade de
transporte (KRISHNA, SANJEEV et al., 2002; SAHU et al., 2008). Dentre os
alvos moleculares mais estudados atualmente estao as proteases, como

plasmepsinas, falcipainas e falcilisinas; as proteina-quinases e enzimas
glicoliticas, as quais estao envolvidas em metabolismo lipidico e replicagao
de DNA. Adicionalmente, as proteinas como a glutationa redutase,
tiorredoxina redutase e glutationa-S-transferase (SAHU et al., 2008;
SIUWALI et al., 2006; WADOOD; ULHAQ, 2013); (CAMERON et al., 2004;
RALPH; D'OMBRAIN; MCFADDEN, 2001; ROBERT, ANNE; COPPEL;
MEUNIER, 2002; ROSS et al., 2002; SAHU et al., 2008). A enzima ATPase
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calcio-dependente (PfATP6) também vem sendo destacada como
importante alvo (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003).

Adicionalmente, a via do chiquimato fornece varias op¢des de intervencao.
Dentre estas, destaca-se a inibicdao da proteina farnesiltransferase do
Plasmodium (PfPFT) (GOODMAN; MCFADDEN, 2013; MACRAE et al., 2012;
SAHU et al., 2008). No entanto, até o presente, este alvo molecular ainda

nao se encontra depositado no PDB. Consequentemente, o seu estudo
pode ser por métodos tedricos (YU et al., 2013).

Novos alvos moleculares foram caracterizados como promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos contra a malaria dentre estes destaca-
se o transportador de hexose do Plasmodium falciparum (PfHT) (JOET et al.,
2003).

Neste cendrio, a enzima ATPase calcio-dependente (PfATP6) (ECKSTEIN-
LUDWIG et al.,, 2003) e o transportador de hexoses (PfHT) (JOET et al.,
2003) sao identificados como alvos potenciais para o desenvolvimento de

antimaldricos e, devido a relevancia destes receptores, o presente trabalho
os descreve detalhadamente.

Receptor PfATP6:

Os transportadores, Ca™-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA)
sdo proteinas de membrana envolvidos na homeostase do Ca®™,
controlando uma variedade de fungdes celulares. O gene da SERCA em P.
falciparum codifica uma sequéncia de 3684 nucleotideos e representa uma
proteina com massa molécular de 139,4 kDa apresentando todos os
“motifs” sequenciais para a funcdo e estrutura das SERCA, a saber: dois
sitios de ligacdo do Ca*, um sitio de ligagdo de nucleotideo e um sitio de

fosforilagdo, dividindo uma identidade sequencial de 39% com a SERCA
humana (PULCINI et al., 2013).

REVIEW / REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em estudo realizado por Eckstein-Ludwig e colaboradores (2003)
observou-se que além da formacdo de radicais livres que alquilam varias
proteinas, a artemisinina poderia atuar inibindo irreversivelmente a enzima
ATPase (PfATP6) com alta especificidade, apesar de determinantes de
seletividade ndo terem sido identificados. Posteriormente, Krishna e
colaboradores (2008) apontaram a PfATP6 como um novo alvo molecular
para a artemisinina (KRISHNA, S. et al., 2008). Nesse mesmo estudo, uma

interacdo antagonista foi relatada entre artemisinina e a tapsigargina, um
inibidor especifico da SERCA.

A tapsigargina é uma lactona sesquiterpénica similar a artemisinina, que
potencialmente inibe tanto as SERCA de mamiferos quanto do parasito
Plasmodium spp. Essa molécula aumenta os niveis de concentracdo
citosélica de célcio, bloqueando a habilidade da célula para bombear calcio
para o reticulo sarco/endoplasmatico, acarretando em deple¢do de calcio
nessas zonas de estoque (DE PILLA VAROTTI et al., 2008; OLESEN et al.,
2007; TOYOSHIMA; NOMURA, 2002), o que pode, secundariamente, ativar
canais de cdlcio na membrana plasmatica, permitindo um influxo de célcio

para o citosol. Desse modo, foi sugerido que a artemisinina interage com
uma regido do PfATP6 que é semelhante ao sitio de ligacdo da tapsigargina.
Nesse sentido, foi evidenciado que existe uma inibicdo competitiva entre
essas estruturas quimicas no sitio ortostético da PfATP6 (KRISHNA,
SANJEEV et al., 2010).

Estudos iniciais identificaram o padrdo de ligagao entre a artemisinina e

seus derivados com o receptor PfATP6 utilizando estudos de acoplamento
molecular. Nesse estudo, uma anadlise de correlacdao foi realizada entre
parametros energéticos e geométricos com atividade bioldgica, sendo que
o principal o parametro foi a contribuicao hidrofébica, indicando que a
ligacdo da artemisinina e seus derivados ocorre preferencialmente através
de interagbes hidrofébicas. Sendo que, todos os 150 analogos da
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artemisinina apresentaram interacdo hidrofébica com PfATP6 (NAIK et al.,
2011; TEIXEIRA et al., 2012).

Estudos recentes (ARNOU et al., 2011) com a enzima purificada mostrou
gue a atividade da PfATP6 nao foi inibida pelos derivados da artemisinina,
Dessa forma, novamente o mecanismo de acao da artemisinina entrou em
debate, completando mais de 30 anos (NAIK et al., 2011; TEIXEIRA et al.,
2012).

Transportador de hexose: PfHT

A fase assexuada de estdgio do parasito requer um fornecimento
continuo de glicose para sobreviver e multiplicar-se, sugerindo que o
transportador de hexoses (PfHT) de P. falciparum possa ser um alvo
molecular (JOET et al., 2003). Sendo a glicose uma fonte de energia e um

substrato essencial para a maioria das células. A inibicdo da absorcdo de
glicose celular tem sido utilizada como uma estratégia terapéutica
potencial, para o desenvolvimento de moléculas que atuem no tratamento
de varias doencas ndo relacionadas, incluindo malaria e cancer. Para a
maldria, as fases sanguineas do parasito dependem de glicdlise para
producdo de energia sendo, portanto, dependentes da absor¢cao constante.
Com isso, a PfHT pode ser considerada um interessante alvo para farmacos
(KRISHNA, SANJEEV et al., 2002).

Inicialmente a glicose é transportada a partir do plasma sanguineo para

o eritrécito presente no citosol, pelo transportador de glicose de
mamiferos (GLUT1) presente na membrana. Posteriormente, a glicose do
sangue é enviada para fases do ciclo intraeritrocitico no parasito da malaria
por transportadores de glicose presentes no hospedeiro e nas membranas
plasmaticas do parasito (KRISHNA, SANJEEV et al., 2002).

A seguir, a absor¢ao de glicose pelo parasito € mediada por uma proteina
que facilita seu transporte (KIRK; HORNER; KIRK, 1996). No caso de P.
falciparum, a PfHT (PlasmoDB numero de acesso:PFB0210c) é a principal
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proteina transportadora de hexose, a qual é expressa na membrana
plasmatica do parasito (WOODROW; PENNY; KRISHNA, 1999). A PfHT foi
identificada pela primeira vez no genoma de P. falciparum como um gene
transportador que possui homologia com a transportador de glicose de
mamiferos, a GLUT1. Assim como a GLUT1, de acordo com as

caracteristicas topoldgicas é previsto que a PfHT possui 12 a-hélices
transmembranicas com o amino e carboxiterminais localizados ao lado da
membrana citoplasmatica. A expressdao da PfHT em odcitos de Xenopus
laevis, auxiliou em sua caracterizacgo (WOODROW; BURCHMORE;
KRISHNA, 2000). A PfHT possui caracteristicas semelhantes a GLUT1, por
realizarem o transporte de carboidratos e apresentar estrutura

transmembranica. No entanto, existem algumas diferencas em relagdo a
interacdo com substratos entre a PfHT e a GLUT1. Por exemplo, a GLUT1 é
seletiva para D-glicose enquanto que PfHT pode transportar tanto a D-
glicose quanto a D-frutose. Dessa forma, por possuir afinidade seletiva para
diferentes substratos, esta pode funcionar como alvo farmacoldgico
(IONITA et al., 2007).

A PfHT é uma proteina transmembranica e, portanto, a sua estrutura é

de dificil obtencdo por métodos experimentais (MANNING et al., 2002).

Assim, a modelagem comparativa é a metodologia sugerida para descricdo
estrutural deste receptor, que foi depositado no PDB sob o cédigo 1LVI
(BORDOLI et al., 2009; MANNING et al., 2002). No entanto, este modelo
inicial ndo se encontra complexado com um ligante no sitio ativo, limitando

assim o seu uso nos estudos de ancoragem molecular. Este achado nos
incentivou a construir a estrutura tridimensional do receptor PfHT e
estudar as interagdes de ligantes derivados de carboidratos com este por
metodologias in silico (FONSECA et al., 2013; NUNES et al., 2013). Assim,
estudos de ancoragem seguido de dinamica molecular mostraram que

derivados de (O-(undec-10-en)-I-D-glicose) se complexam com a PfHT
através de ligacdao de hidrogénio e interagdes de van der Walls com os
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residuos Asnl7, Asn21, Tyr80, lle110, Thrl14, Lys198, e Vall3, Serl4,
Thr18, Arg73, Leu77, Valll3, Valll7, His137, GIn138, Leu205, lle141,
Thr201 (NUNES et al., 2013). Estes achados podem direcionar a sintese de
derivados de glicose mais ativos seletivos capazes de inibir a PfHT.

Em resumo, a PfHT mostrou que nao ha polimorfismo em sua sequéncia
de aminoacidos, sendo um potencial alvo (JOET et al., 2003). A PfHT pode

funcionar em intervencdes terapéuticas, atuando na fase exoeritrocitica.
Esta é uma caracteristica desejavel para novos antimalaricos, pois impede a
infeccdo causada por esporozoito e sua replicacdo, inviabilizando as fases
sanguineas da parasitose (CHEN et al., 2006).

DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS ANTIMALARICOS:
PERSPECTIVAS E DIFICULDADES

Tradicionalmente, os produtos naturais tém sido fontes valiosas para
novos farmacos. Mesmo nos dias atuais, os produtos encontrados no
ecossistema representam um papel essencial no processo de descoberta e
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Entretanto, a necessidade
de compostos e as dificuldades da producdo em escala dos insumos
naturais fazem com que muitas empresas farmacéuticas diminuam seus
esforcos em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), o que acarreta em sérios
problemas de saude publica. Tendo em vista a resisténcia dos parasitos aos
antimalaricos tradicionais é necessdria a identificacdo de compostos
bioativos sintéticos e/ou naturais, que inviabilizem o desenvolvimento do
parasito (MARINHO; SEIDL; LONGO, 2008).

O desenvolvimento de novos antimalaricos é de grande importancia,

devido a resisténcia adquirida pelo parasito frente aos farmacos
quinolinicos tradicionais, o que leva a altas taxas de mortalidade,
sobretudo em criancas (HEPPNER; BALLOU, 1998). A resisténcia a
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quimioterapia é um dos maiores problemas no controle da atual epidemia
de malaria. Ela se deve ao principio da evolucao das espécies, onde a
presenca de farmacos (ou “pressao” dos farmacos) serve como forca de
selecdo natural dos parasitos resistentes dentro do hospedeiro (ROBERT,
A.; MEUNIER, 1997). Muitos compostos sdao promissores agentes

antimaldricos. No entanto, poucos apresentam eficdcia suficiente e baixa
toxicidade para que sejam utilizados na terapéutica. Além disso, a
alarmante resisténcia aos farmacos atualmente empregados na
guimioterapia da malaria levou a Organizacdo Mundial de Saude a prever
gue, na auséncia de novas estratégias para o combate a malaria, o niUmero
de pessoas infectadas duplique em todo o globo até o ano 2015 (NEWMAN
2010).

Adicionalmente, o desenvolvimento de vacinas para a maldria tem sido

alvo de estudos em muitos grupos de pesquisa, sendo este um objetivo
também de saude publica (RILEY; STEWART, 2013; WYKES, 2013). Desde
1987, quando as primeiras vacinas a partir CSP foram testadas em seres

humanos, pelo menos, 50 novos candidatos entraram em ensaios clinicos.
No entanto, apenas um candidato (RTS, S, que é baseada na proteina CSP)
progrediu significativamente e entrou em ensaios clinicos de fase Ill.
(AGNANDIJI et al., 2012).
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