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RESUMO

A maléria é uma doenca tropical antiga que continua sendo um dos principais
problemas de saude publica do mundo. Faz-se necessario, assim, desenvolver novas
classes de antimalaricos que sejam eficazes e seguros contra a maléria. Neste contexto,
nosso grupo de pesquisa tem trabalhado, com dois triterpenos semissintéticos
derivados dos 4&cidos ursolico (1) e betulinico (2), os compostos 1c e 2c
respectivamente. Estes derivados (1c e 2c) apresentaram elevada poténcia in vitro
frente a cepas de Plasmodium falciparum, alcancaram indices de seletividade em
relacdo a linhagem celular humana satisfatorios e uma rota semissintética convergente
foi estabelecida facilitando sua obtencdo. Com base nestes resultados e visando dar
continuidade a pesquisa, estudos de avaliacdo da toxicidade in vitro e aguda e da
atividade antimalarica in vivo foram propostos como objetivos deste trabalho. Na
avaliacdo da toxicidade in vitro foram realizados ensaios de cito e genotoxicidade
frente a linfdcitos, ensaios de hemolise e coagulacédo. Ja na analise da toxicidade in
vivo, foi realizada a avaliacdo da toxicidade aguda por meio do protocolo 423 em
camundongos BALB/c. A atividade antimalarica in vivo foi avaliada, utilizando o
ensaio supressivo de 4 dias em camundongos BALB/c, usando a linhagem de
Plasmodium berghei ANKA. Os resultados demonstraram que o derivado 1c
apresentou baixa genotoxicidade e efeitos citotdxicos frente a linfocitos. Porém este
derivado demonstrou atividade pro-coagulante e hemolitica, com a DLs, aferida entre
300 e 125 mg/kg. Ja o derivado 2c demonstrou relativa genotoxicidade e efeitos
citotoxicos frente a linfocitos, apresentando também atividade pro-coagulante e
hemolitica. A DLs, deste derivado foi aferida entre 300 e 50 mg/kg, sendo classificado
como téxico. A EDsg e 0 Enay foram calculados a partir dos resultados de parasitemia
nos animais tratados apenas para o derivado 1c. A EDso do derivado 1c foi de 19,68
mg/kg, enquanto que 0 En.x ficou em 52,18%. A partir destes resultados podemos
sugerir que embora apresente sinais de toxicidade em concentracOes e doses superiores
as efetivas, o derivado 1c possui efetividade e seguranca suficiente para que se de

seguimento na investigacdo pré-clinica.



Palavras-chave: Triterpenos, acido ursélico, é&cido betulinico,

antimalaricos, Plasmodium berghei, atividade toxicolégica.
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ABSTRACT

Malaria is an ancient tropical disease that remains a major public health
problem in the world. It is necessary, therefore, to develop new classes of antimalarial
drugs that are safe and effective against malaria. In this context, our research group has
been working with two semisynthetic triterpene derivatives of ursolic (1) and betulinic
(2) acids, compounds 1c and 2c respectively. Both derivatives showed high in vitro
potency against strains of Plasmodium falciparum, with satisfactory index of
selectivity regarding to a human cell line. A convergent semisynthetic route has been
established, which facilitates its obtaining. Based on these results and in order to
continue the research, this work proposed as objectives to carry evaluation studies on
acute toxicity and in vitro and in vivo antimalarial activity. In the assessment of in
vitro toxicity, assays against cyto-and genotoxicity lymphocytes were performed, as
well as hemolysis and coagulation tests. In the analysis of in vivo toxicity, it was
performed the acute toxicity evaluation by means of the protocol 423 in BALB /c
mice. The in vivo antimalarial activity was evaluated by using the 4 days suppressive
test in BALB / ¢ mice, using a strain of Plasmodium berghei ANKA. The results
showed that 1c derivative had low genotoxicity and cytotoxic effects against
lymphocytes. However this derivative showed pro-coagulant and hemolytic activities,
with LDs, between 300 and 125 mg / kg, at toxic levels. Derivative 2c demonstrated
genotoxicity and cytotoxic effects against lymphocytes, also showing pro-coagulant
and hemolytic activities. Its LDsg, was measured between 300 and 50 mg / kg, being
classified as toxic. EDgy and Emax were calculated only from the results of
parasitaemia of the animals treated with 1c, being 19,68 mg/kg and 52,18%,
respectively. From these results, we suggest that although showing signs of toxicity at
concentrations and doses higher than the effective ones, derivative 1c owns enough

effectiveness and safety to follow to the pre-clinical investigation.

Keywords: Triterpenes, ursolic acid, betulinic acid, semi-synthesis, antimalarial,

Plasmodium berghei, toxicological activity.
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A maléria é uma doenca tropical causada por parasitas do género Plasmodium.
Mesmo sendo uma doenca antiga, a malaria continua sendo um dos principais
problemas de saude publica do mundo devido principalmente a resisténcia do parasito
causador da doenca ao atual arsenal terapéutico disponivel, a toxicidade e ao alto custo
apresentado pelos farmacos que ainda apresentam efetividade. Em face disso, fazem-se
necessarios esforcos para desenvolver novas classes de antimalaricos que sejam
eficazes e seguros contra as mdltiplas cepas resistentes de espécies do género
Plasmodium.

Os produtos naturais e seus derivados tém sido, historicamente, importantes
como fonte de novos farmacos. A terapéutica moderna, constituida por um grande
numero de medicamentos, ndo teria atingido o grau de desenvolvimento atual sem 0s
produtos de origem natural. Inimeros sdo os exemplos de medicamentos que foram
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, incluindo entre
outros, a quinina e artemisinina [1,2].

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado, com dois triterpenos
pentaciclicos, os acidos ursolico (1) e betulinico (2), extraidos das cascas de Malus
domestica e Platanus acerifolia, respectivamente (Figura 1). Estes triterpenos sdo
amplamente relatados na literatura como moléculas bioativas, destacando-se a
atividade antimaléarica [3-7].

CHs

HsC

HO

[t
[

CHs CHs

Figura 1. Triterpenos pentaciclicos, os acidos ursolico (1) e betulinico (2).

Em um estudo preliminar, nosso grupo de pesquisa submeteu uma série de

derivados semissintéticos dos acidos ursolico e betulinico a testes de atividade
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antimalarica in vitro. Neste estudo, dois dos derivados triterpénicos
apresentaram elevada poténcia frente a cepas de Plasmodium falciparum resistente a
cloroquina (FcB1): derivado 1c (LAFIS 10) com ICso = 167 nM [3,7]; e frente a cepa
sensivel a cloroquina 3D7: derivado 2¢ (LAFIS 13) com ICsy de 220 nM [5]; (Figura
2). Estes compostos ainda tiveram o indice de seletividade em relagdo a linhagem
celular humana avaliado, com resultados satisfatorios. Além disso, uma rota
semissintética convergente foi estabelecida, facilitando a obtencdo destes derivados.
Com base nestes resultados e visando dar continuidade a pesquisa com estes
derivados, estudos de avaliacdo da toxicidade in vitro e aguda e da atividade

antimalarica in vivo e foram propostos como objetivos deste trabalho.

Figura 2. Derivados triterpénicos que apresentaram elevada poténcia e seguranca ir
(LAFIS 10) e 2¢ (LAFIS 13).
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2.1 Objetivo geral

Realizar a avaliacdo farmacologica e toxicologica in vitro e in vivo de

triterpenos semissintéticos obtidos a partir dos acidos ursolico e betulinico.

2.2 Objetivos especificos

> Extrair e purificar os acidos ursolico (1) e betulinico (2);
> Obter os  derivados  semissintéticos LAFIS 10  (N-{3-[4-(3-
aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilbetulinamida) 1c e LAFIS 13 (N-{3-[4-(3-
aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilbetulinamida) 2c;
> Realizar ensaios bioldgicos in vitro a fim de:

> Avaliar a citotoxicidade em linfécitos dos compostos 1c e 2c;

> Avaliar o dano ao DNA em linfocitos dos compostos 1c e 2c através do ensaio

cometa.
> Avaliar a atividade hemolitica dos compostos 1c e 2c;

> Avaliar a atividade sobre a coagulacdo sanguinea dos compostos 1c e 2c;

> Realizar ensaios biologicos in vivo a fim de:
> Avaliar a atividade antimalarica frente a cepa Plasmodium berghei Anka
derivados 1c e 2c;

> Avaliar a toxicidade aguda dos derivados 1c e 2c;
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3.1 Maléria

3.1.1 Historico da malaria

Malaria é uma das doencas parasitarias mais prevalentes na historia da
humanidade. Apesar da associacdo com a malaria ser incerta, ha varias referéncias na
literatura antiga e das civiliza¢gbes modernas que relatam febres malignas intermitentes
e calafrios consistentes com os sintomas da malaria [8,9].

Hipocrates foi o primeiro a fazer uma conexdo entre a proximidade de corpos
d'dgua estagnados e a ocorréncia de febres na populacdo local. Os romanos também
faziam esta associacdo e foram os pioneiros na drenagem de pantanos. O termo
malaria surgiu justamente desta relacdo entre a doenca e 0s pantanos. A doenca passou
a ser descrita como aria cattiva ou mal‘aria (ar ruim) pelos italianos no século X1V e
este termo entrou para a lingua inglesa em torno de 200 anos depois. Da mesma forma,
os franceses criaram o termo "paludismo”, cuja raiz significa pantano, para se referir a
malaria [8,9].

Durante quase 1.500 anos pouco foi acrescentado ao conhecimento sobre a
malaria e seu tratamento. A partir do descobrimento da quinina, isolada de Cinchona
spp. em 1820, diversos avangos ocorreram na compreensdo da fisiopatologia da
doenca, no controle dos vetores, acesso ao diagndstico e tratamento, tornando possivel
obter uma reducéo significativa da morbidade e mortalidade decorrente da malaria [4].
Porém, ainda hoje a doenca se faz presente em cerca de 104 paises e € considerada um

grave problema de satde pablica mundial [8-10].

3.1.2 Transmissao

Embora a maléria possa ser transmitida através da transfusdo de sangue
infectado e pelo compartilhamento de agulhas, os seres humanos, habitualmente, se
infectam por esporozoitos injetados pela picada das fémeas do mosquito Anopheles
(vetores) conforme figura 3. Existem cinco espécies de parasitas que causam a malaria

em seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi [11].
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Destacam-se o P. falciparum e P. vivax como 0s mais comuns sendo 0 primeiro o
maior causador de mortes e o segundo o mais prevalente no Brasil [11].

O ciclo bioldgico complexo dos plasmddios compreende uma fase sexuada ou
esporogonica, que ocorre nas fémeas dos mosquitos do género Anopheles, e outra
assexuada ou esquizogdnica que ocorre nos hospedeiros vertebrados (Figura 3)
[11,12].
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Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium spp. Adaptado de Centers for Diesease Control and
Prevention - CDC [18].

Durante o repasto sanguineo as fémeas infectadas transferem, através da saliva,
dezenas de esporozoitos para a epiderme do hospedeiro vertebrado os quais sdo
capazes de atravessar varias células do hospedeiro mantendo-se integros [12]. Apds
transpor a barreira epitelial, uma parte desses esporozoitos alcanga a corrente
sanguinea. Uma vez dentro do sistema circulatorio sanguineo os esporozoitos atingem

o figado, infectando os hepatocitos (fase exo-eritrocitaria). Na malaria de mamiferos
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ndo estd claro qual via que o0s esporozoitos utilizam para passar dos capilares
sinuséides para os hepatdcitos: se através das células de Kupffer ou pelo endotélio dos
capilares [12]. O processo de invasdo do figado é complexo e depende de varias
interacbes parasito-célula hospedeira. O desenvolvimento do parasito nas células
hepaticas requer aproximadamente uma semana para o P. falciparum e P. vivax e cerca
de duas semanas para 0 P. malariae. Nas infec¢bes por P. vivax e P. ovale, alguns
parasitos se desenvolvem rapidamente, enquanto outros ficam em estado de laténcia no
hepatocito, sendo por isso, denominados hipnozoitos. Essas estruturas séo
responsaveis pelas recaidas da doenca, que ocorrem ap0s periodos variaveis de
incubacdo, podendo chegar a seis meses [17]. No figado os esporozoitos invadem
varios hepatocitos, culminando com a formacdo de um vacuolo no qual os parasitos
irdo se replicar e desenvolver [12]. Durante esta fase, 0s esporozoitos se diferenciam e
passam por varias divisdes esquizogonicas, formando os merozoitos. Os hepatdcitos
infectados liberam os merozoitos teciduais, possibilitando aos parasitos atingirem a
corrente sanguinea.

Os merozoitos invadem os eritrécitos iniciando a fase eritrocitaria da infecc¢éo,
passando por estagios de maturacdo bem definidos, denominados anel, trofozoito e
esquizonte [11]. Apos a ruptura da hemacia hospedeira contendo esquizontes maduros,
0s merozoitos liberados na corrente sanguinea invadem novos eritrcitos iniciando um
novo ciclo. A periodicidade da esquizogonia sanguinea é variavel, de acordo com a
espécie de Plasmodium, sendo 48 horas para P. vivax e P. ovale, 72 horas para o P.
malariae e 36 a 48 horas para o P. falciparum [17].

Essa fase esquizogbnica sanguinea ou fase eritrocitaria é a responsavel pelo
principal sintoma da malaria no hospedeiro vertebrado, a febre regular e intermitente,
associada ao momento da ruptura das hemacias parasitadas [17, 76].

O ciclo de maturacdo do parasito € responsdvel por inUmeras alteracdes
bioquimicas e morfologicas nos eritrocitos, como aumento na permeabilidade da sua
membrana a diversos metabdlitos, fluxo intenso de lipideos, proteinas e ions entre o
citoplasma e a membrana plasmatica do eritrocito e um aumento no conteddo total de
calcio [12-14]. Muitas destas modificacdes comprometem a capacidade de deformacéo

da célula (Figura 4). Tal fato é agravado na infeccdo por P. falciparum com a
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ocorréncia de citoaderéncia e sequestro de eritrocitos infectados, nas fases de

trofozoito ou esquizonte, em pequenos capilares sanguineos. A obstrucdo do fluxo

sanguineo em determinados 6rgdos pode gerar formas clinicas graves da malaria,

Figura 4. Morfologia dos eritrécitos. (A) células normais, (B) células infectadas com
trofozoitos e (C) células parasitadas por esquizonte [77].

Ap0s trés a quinze dias do inicio dos sintomas clinicos, alguns merozoitos se
diferenciam em gametdcitos femininos, também chamados de macrogametécitos e
masculinos ou microgametdcitos, encontrados na circulacéo periférica dos hospedeiros
vertebrados [17].

A fase sexuada ou esporogonica (hospedeiro invertebrado) tem inicio com a
ingestdo deste sangue contaminado contendo 0s gametdcitos masculino e feminino
pelas fémeas do mosquito do género Anopheles [11]. No intestino médio dos vetores,
0s gametdcitos se diferenciam em gametas, os quais se fundem, formando o zigoto,
que amadurece e diferencia-se em oocineto. Os oocinetos sdo moveis e alojam-se entre
0 epitélio e a ldamina basal do intestino médio dos mosquitos. Em cada oocineto ocorre
um encistamento, formando o oocisto, que em, aproximadamente, duas semanas se
rompe liberando esporozoitos que invadem a hemolinfa do inseto. Os esporozoitos
infectantes se acumulam nos dutos das glandulas salivares sendo inoculados no

vertebrado durante um novo repasto sanguineo do mosquito [11, 12].

3.1.3 Epidemiologia

Mesmo sendo uma doencga antiga, a malaria continua sendo um dos principais

problemas de saude publica do mundo, uma vez queestima-se que 3,4 bilhdes de
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pessoas estdo sob risco de contrair a doenga. Dados da Organizacdo Mundial da Saude
revelam que quase metade da populagdo mundial esta localizada em areas de risco da
doenca, j& que é endémica em 104 paises. Em 2012 cerca de 207 milhdes de casos
ocorreram no mundo, com aproximadamente 630.000 mortes. A maioria dos casos
(80%) e de mortes (90%) ocorreu na Africa, onde 77 % das mortes foram de criangas
com menos de 5 anos de idade conforme figura 5 [10,11, 19].

% Populagdo em risco

0-20%
20-40%
40-60%
60-80%

80-100%

Figura 5. — Porcentagem da populacdo em risco de infeccdo da maléaria. Adaptado de World
Malaria Report [20].

Na América Latina, o maior nimero de casos € verificado na Amazonia legal,
com registro de cerca de 300 a 400 mil casos por ano. O desenvolvimento nas décadas
de 70 e 80 que acelerou o processo migratorio nesta regido o que elevou o niumero de
pessoas habitando areas de risco. Este fato, em conjunto com as precérias condi¢des
socioecondmicas da populacdo migrante e o clima favoravel para o desenvolvimento
do vetor sdo fatores apontados como determinantes para a alta incidéncia de casos na
regido [11].

A situacdo atual da malaria no Brasil é preocupante, embora em declinio, o
numero absoluto de casos no ano de 2008 ainda foi superior a 300.000 pacientes em
todo o pais. Desses, 99,9% foram transmitidos nos Estados da Amazonia, sendo o P.
vivax a espeécie causadora de quase 90% dos casos. Felizmente, a transmisséo por P.
falciparum, sabidamente responsavel pela forma grave e letal da doenca, tem
apresentado reducdo importante nos ultimos anos. Além disso, a frequéncia de

internagdes por malaria no Brasil também vem mostrando declinio, ficando em 1,3%
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no ano de 2008, enquanto em 2003 era de 2,6%. A distribuicdo espacial do risco de

transmissdo da doenca no Brasil é apresentada na figura 6 [17].

E Sem transmiss&o

Baixo risco
B Médio risco
- Alto risco

Figura 6. - Mapa do Brasil destacando as areas de risco para maléria pelos diferentes niveis
de incidéncia parasitaria anual. Adaptado do Guia pratico de tratamento da malaria no Brasil
[17].

3.1.4 Manifestacdes clinicas

As alteracBes clinicas e a gravidade da malaria dependem da relacdo entre
hospedeiro (vulnerabilidade e estado imunoldgico) e o Plasmodium spp. (espécie
infectante e densidade parasitaria). Quanto ao hospedeiro, 0s que se encontram mais
vulneraveis sdo os primoinfectados, as gestantes e as criangcas menores de 5 anos [76].

A maléria pode resultar numa ampla variedade de sintomas, variando de
ausentes e leves (malaria ndo complicada) a muito graves levando até mesmo a morte
(maléria severa) dependendo da espécie de Plasmodium e das condi¢bes basais do
individuo infectado [9, 11, 22]
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Na maléaria ndo complicada, os sintomas iniciais ndo sdo especificos, como
febre, calafrios, perda de apetite, nduseas, vomitos, dores pelo corpo e mal estar. O
padrdo caracteristico da febre manifesta-se por picos de febre a cada dois dias (febre
tercd) para as espécies P. falciparum, P. vivax e P. ovale ou trés dias (febre quartd)
para P. malariae [9,11, 22].

Ja a maléria severa esta relacionada, principalmente, com P. falciparum e
ocorre quando as infeccdes sdo complicadas por falhas nos 6rgdos, graves anomalias
no sangue ou metabolismo do paciente. Estima-se que este estagio da malaria cause,
aproximadamente 20% de mortalidade em adultos infectados, 15% em criangas e 50%
em mulheres gravidas. As principais manifestacdes clinicas sdo coma, convulsdo
generalizada (malaria cerebral), anemia normocitica severa, hipoglicemia, acidose
metabdlica com disfuncdo respiratoria, disturbios hidroeletroliticos, faléncia renal
aguda, edema pulmonar agudo, colapso circulatério, ictericia, hemoglobinuria, febre
intensa, prostracdo e perda da consciéncia [9, 11, 22].

Os sintomas clinicos associados com a malaria ocorrem na fase eritrocitaria na
presenca dos parasitas assexuados. Quando o parasita desenvolve-se nos eritrocitos,
varias substancias residuais se acumulam, como o pigmento hemozoina e outros
fatores toxicos. Com o rompimento da hemacia infectada para liberar os merozoitos, a
hemozoina e outros fatores toxicos estimulam rea¢des imunolédgicas como a ativacédo
de macréfagos e células que produzem citocinas e outros fatores soltveis. Tal fato
corrobora para producdo da febre, calafrios e provavelmente influencia na

fisiopatologia da maléaria grave [9, 11, 22].

3.1.5 Tratamento e mecanismo de ac¢do dos principais antimalaricos atuais

O tratamento adequado e precoce da maléria é hoje o principal fundamento do
controle da doenca. O tratamento atual, embora limitado, objetiva atingir o
Plasmodium em alguns pontos importantes do ciclo biologico. Os medicamentos
antimalaricos podem interferir na esquizogonia sanguinea, fase responsavel pelas

manifestacdes clinicas da infeccdo; destruir as formas teciduais latentes (hipnozoitos
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das espécies P. vivax e P. ovale); e interromper a transmissdo, impedindo o
desenvolvimento das formas sexuadas (gametocitos) [17].

Os farmacos antimalaricos disponiveis no mercado podem ser divididos em
quatro classes principais: quinina e compostos relacionados, derivados da artemisinina,
farmacos antifolato e uma quarta classe onde se enquadram farmacos diversos (Tabela

1) [9].

Tabela 1. Classes de farmacos antimalaricos com suas respectivas estruturas representativas.

Classes Farmacos Estrutura
representativa

Quinina e compostos Quinina et
relacionados Cloroquina o %
Primaquina
Mefloquina

MeO

Derivados da artemisinina Arteméter
Arteéter
Artesunato
Diidroartemisinina,
10-deoxoartemisinina

Farmacos antifolato Proguanil NH O NH cl
Pirimetamina P /©/
. . . N N
Trimetoprima e sulfadixona H o H H

Dapsona ﬁﬁ

Farmacos diversos Atovaquona COO

3.1.5. 1 Quinina e compostos relacionados

A quinina isolada das cascas de Cinchona sp. em 1820, tem sido utilizada na
medicina a mais de trés séculos. Este farmaco apresenta acdo esquizontocida,
exercendo pouco efeito sobre esporozoitos ou formas exo-eritrociticas dos parasitas da
maléria [22]. A quinina é utilizada para o tratamento da malaria grave por P.
falciparum resistentes a cloroquina ou multirresistentes [24].

A cloroguina é uma 4-aminoquinolina sintetizada e estudada pela primeira vez

antes da 2% Guerra Mundial [11]. A cloroquina apresenta diversas vantagens em
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relacdo aos outros antimalaricos, como baixo custo e baixa toxicidade, sendo segura
para criancas e mulheres gravidas, as vitimas mais vulneraveis da maléria. Em relacédo
a atividade antimal&rica, a cloroguina € ativa contra formas eritrociticas. A cloroquina
¢ um farmaco antimalarico muito Gtil e, a0 mesmo tempo, tem seu uso diminuido em
regides onde ha cepas de P. falciparum resistente a sua agdo[23].

A mefloguina teve sua estrutura elucidada nos anos 1980 como substituto
promissor da cloroquina. E um 4-quinolinometanol estruturalmente semelhante a
quinina, potente esquizonticida sanguineo, sem acdo contra as formas hepaticas ou 0s
gametocitos. Tem sua utilizacdo restrita para prevencdo e tratamento da maléria
causada por P. falciparum resistente a cloroquina e multirresistente [24-26].

Ja a primaquina foi desenvolvida durante a Segunda Guerra Mundial e atua
destruindo os estagios hepaticos e as formas tissulares latentes de P. vivax e P. ovale,
tendo relevante valor clinico na farmacoterapia da malaria recidiva. Podendo ser
associada a outros farmacos antimalaricos para o tratamento da maléria causada por P.
vivax e P. ovale [11].

Sabe-se que o0s parasitos assexuados se proliferam nos eritrocitos do hospedeiro
vertebrado digerindo a hemoglobina, gerando radicais livres e heme, toxico ao
parasito. O grupamento heme livre se polimeriza formando o pigmento malarico ou
hemozoina, produto atéxico ao parasito. Os compostos quinolinicos e correlatos sdo
bases fracas, concentrando-se nos vacuolos digestivos dos parasitos sensiveis,
elevando o pH do meio, inibindo assim a atividade peroxidativa do heme e
interrompendo sua polimerizacdo ndo-enzimatica. Esse fato gera a morte dos parasitos
por lesdes oxidativas ou até acdo de proteases digestivas. Esta atividade esta
relacionada a prévia ligacdo do farmaco ao heme e posterior inibicdo da sua

polimerizacéo [9, 11, 27].
3.1.5.2 Farmacos antifolato

Antagonistas do folato podem atuar como excelentes esquizonticidas
sanguineos. Entretanto, existem relatos de casos de resisténcia a esses farmacos [8].
Muitos dos antifolatos sdo toxicos a0 homem e apresentam pouca tolerancia quando

administrados por via oral e para a absorcdo. Esses farmacos sdo divididos em dois
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grupos de acordo com seus mecanismos de acdo. O primeiro grupo (antifolatos do tipo
I) inclui compostos que sdo competidores do acido para-aminobenzoico (PABA),
interrompendo a formag&o do &cido di-hidrofdlico, necessario para a sintese de acidos
nucléicos, através da inibicdo da enzima di-hidropteroato sintase, um exemplo inclui a
sulfadoxina. O segundo grupo de antagonistas do folato (antifolatos do tipo Il) liga-se
preferencialmente e seletivamente a enzima di-hidrofolato redutase-timidilato sintase
(DHFR-TS) do parasita. Esta inibicdo interfere na habilidade do Plasmodium em
converter o acido di-hidrofélico em tetra-hidrofolato, cofator importante no processo
de sintese de &cidos nucléicos e aminoacidos. Inibidores da DHFR sdo potentes
agentes esquizonticidas que atuam sobre formas assexuadas do parasita. Membros
dessa classe de antifolatos incluem a pirimetamina e a trimetoprima que atuam contra
o P. falciparum de forma lenta, ndo sendo indicada para o tratamento da fase aguda da
malaria [8].

As biguanidas tém um mecanismo de agdo semelhante ao da pirimetamina e
trimetoprima. O mais importante destes compostos, 0 proguanil, € um pro-farmaco que
é metabolicamente ciclizado a cicloguanil. Este composto é pouco toxico e é til como
agente profilatico, destruindo parasitos durante a passagem para a corrente sanguinea
antes que invadam as hemadcias. Esse farmaco tem sido utilizado juntamente com a
cloroquina principalmente em viajantes ndo-imunes a doenca e em areas onde o nivel

de resisténcia a essa Ultima é moderado [8].

3.1.5. 3 Derivados da artemisinina

A artemisinina e seus derivados representam uma classe de medicamentos
antimalaricos muito importante cuja utilizacdo tem sido intensificada nos ultimos anos.
Esta classe tem como composto base uma lactona sesquiterpenica com endoperdxido
obtida da Artemisia annua, a artemisinina. Foram sintetizados, a partir da artemisinina
mais cinco derivados. Sao eles: a diidroartemisinina, artemeter, arteeter, artesunato e
10-deoxoartemisinina [28].

Em quase todos os paises onde a malaria é endémica, as terapias combinadas da

artemisinina com outros antimalaricos séo primeira escolha para a farmacoterapia da
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malaria ndo complicada causada por P. falciparum [17, 29, 30]. Esta mudanca na
politica da terapia da malaria surgiu quando se percebeu um forte aumento no nimero
de cepas resistentes aos antimalaricos disponiveis até entdo, especialmente a
cloroquina [31]. A estrutura endoperoxido é necessaria para a atividade antimalarica
da artemisinina e seus derivados, enquanto as substituicbes no grupo carbonil da
lactona aumentam acentuadamente sua poténcia. Esses compostos agem rapidamente
nos estagios eritrociticos assexuados do P. vivax e das cepas de P. falciparum
sensiveis ou resistentes a cloroquina, bem como multirresistentes. A artemisinina atua
mais rapidamente que outros antimalaricos, tanto na morte dos parasitos quanto na
inibicdo de processos metabdlicos importantes. Esta atividade é dependente da
producdo de endoperdxidos [28, 32]. Os peroxidos sdo uma fonte conhecida de
espécies reativas de oxigénio tais como radicais hidroxil, superéxido, peréxido de
hidrogénio e hidroperoxila, sendo que o radical hidroxil € um dos mais reativos, capaz
de captar atomos de hidrogénio do grupo metileno de acidos graxos, dando inicio a
peroxidacdo lipidica e consequente lise da membrana celular. Esses radicais livres tém
um papel importante no mecanismo de acdo da artemisinina e seus derivados, pois a
artemisinina é convertida em intermediarios ativos ap0s contato com o atomo de ferro,
0 que € seguido por rearranjo molecular que produz radicais com carbonos centrais
que formam adutos covalentes com proteinas especificas do parasito [33]. Outro
mecanismo de acdo proposto para a artemisina € a inibicao especifica do transportador
de Ca"™ do reticulo sarcoplasmatico do Plasmodium, mas ndo o transportador de Ca*™
do hospedeiro [34].

3.1.5.4 Farmacos diversos

Para ilustrar esta classe composta por diversos farmacos, é possivel citar a acéo
da atovaquona, um anélogo da ubiquinona que apresenta acdo muito potente contra a
maldria. Este farmaco interfere no transporte de elétrons mitocondrial e nos processos
relacionados, como a biossintese de ATP e pirimidina nos parasitos sensiveis. Este
farmaco é utilizado em associacdo com uma biguanina (proguanil) para obtencdo de
resultados clinicos ideais e evitar o desenvolvimento de cepas resistentes [8, 17]. O

sinergismo entre o proguanil e atovaguona parece ser devido a capacidade do
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proguanil de aumentar a atividade de colapso da membrana mitoncodrial gerado pela

atovaquona [35].

3.1.6 Resisténcia

A resisténcia dos parasitos aos farmacos antimalaricos € um fato que vem sendo
estudado intensamente, especialmente no que diz respeito as cepas de P. falciparum e
P. vivax. O desenvolvimento da resisténcia adquirida do P. falciparum as quinolinas
antimalaricas, especialmente a cloroquina, ocorreu de forma lenta, mas hoje é bastante
comum ao redor do mundo e particularmente nos lugares onde ha grande utilizacdo de
farmacos antimalaricos [17, 36].

A resisténcia do Plasmodium sp. pode se desenvolver através de diversos
mecanismos, incluindo alteragbes na permeabilidade ou transporte e inativacdo do
farmaco, ou mudancas em alvos moleculares que geram diminuicdo da afinidade de
ligacdo do inibidor. Essas alteragdes sdo geradas inicialmente através de mutacbes em
genes ligados as moléculas-alvo dos medicamentos antimalaricos. O desenvolvimento
de resisténcia aos farmacos antimalaricos envolve a interacdo de padrBes de uso destes
produtos, caracteristicas do farmaco, fatores individuais do hospedeiro humano,
caracteristicas do parasito e do vetor, bem como fatores ambientais [36].

Até 0 momento, a resisténcia do parasito tem sido documentada em trés das
cinco espécies de maléaria que infectam seres humanos: P. falciparum, P. vivax e P.
malariae. O problema da resisténcia aos medicamentos antimalaricos é agravado pela
resisténcia cruzada, em que a resisténcia a um farmaco confere resisténcia a outros
farmacos que pertencem a uma mesma familia quimica, ou que tenham mecanismos de
acdo semelhantes [37].

Diante desta situacdo, a OMS recomendou o0 uso de terapia combinada de
artemisinina como tratamento de primeira linha da malaria ndo complicada causada
por P. falciparum [38]. No entanto, a resisténcia do P. falciparum estd atingindo
também a artemisinina, e foi detectada em quatro paises da regido do Grande Mekong:

no Camboja, Mianmar, Tailandia e Vietnad conforme figura 7 [37, 38].
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Figura 7. Areas prioritarias para atividades de contencio da resisténcia a artemisinina. Sub-
regido do Grande Mekong, 2013 [38].

3.1.7 Pesquisa de novos antimalaricos

A maléria atinge principalmente paises com problemas socio econémicos,
politicos e ambientais. Os recursos financeiros aplicados em salde nos paises pobres
geralmente séo baixos, sendo insuficientes para o controle de doencas endémicas. A
malaria representa uma séria ameaca a qualidade de vida de milhdes de pessoas e
constitui uma barreira para o crescimento econémico de diversos paises [39].

Tratando-se de uma doenca que atinge na sua maioria pessoas com baixo poder
aquisitivo, a malaria tem sofrido atraso no desenvolvimento de novos farmacos. Ora
pela falta de investimentos publicos e privados, ora pelo desinteresse da industria
farmacéutica em desenvolver novos medicamentos para uma parte da populacdo que
ndo dispde de recursos financeiros para a aquisicdo dos mesmos. Até 2009, eram 24

novos farmacos que se encontravam em fase final de desenvolvimento. Sete destes
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farmacos estdo em fase pré-clinica e, no entanto, este nimero ainda é bastante baixo, o
que reflete bem a situacéo da pesquisa de antimalaricos nos Gltimos anos [38].

Deste modo, faz-se necessario esfor¢os para desenvolver novas classes de
antimalaricos que sejam eficazes, seguros e de baixo custo contra as multiplas cepas

resistentes de Plasmodium como alternativa ao arsenal terapéutico disponivel [35]

3.2 Produtos naturais e novos farmacos

E inegavel a contribuicdo dos produtos naturais como fontes de diversidades
quimicas que conduziram ao isolamento e descoberta de inimeros compostos
utilizados na terapéutica [40-42]. Em um estudo realizado em 2011 [39], constatou-se
que entre 0s anos de 2005 a 2010, do total de farmacos aprovados pelos 6rgaos
regulamentadores neste periodo, 7 eram produtos naturais, 10 eram derivados
semissintéticos e 2 eram farmacos derivados de produtos naturais. Estes dados, mais
uma vez, confirmam a importancia dos produtos naturais como fontes diretas ou
modelos quimicos para novos farmacos.

Quinina e seus derivados, atovaguona, artemisinina e seus derivados
semissintéticos sdo exemplos notaveis da contribuicdo dos produtos naturais para o
desenvolvimento de farmacos antimalaricos eficazes, particularmente importantes para

o0 tratamento de parasitos cloroquina-resistentes [43].

3.3 Triterpenos

Dentre as classes de produtos naturais utilizados na busca de novas alternativas
para o0 tratamento de patologias encontram-se o0s triterpenos. Triterpenos séo
compostos com um esqueleto carbonado construido a partir de seis unidades de
isopreno. Essas moléculas geralmente tetraciclicas ou pentaciclicas derivam
biogeneticamente do esqualeno, um hidrocarboneto aciclico com trinta carbonos. Esta
¢ uma vasta classe de produtos naturais cuja diversidade estrutural inclui uma larga
disposicdo de grupos funcionais. Muitos compostos deste grupo possuem atividades

bioldgicas, farmacoldgicas ou medicinais diversas, como por exemplo antiviral,
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antifingica, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiprotozoaria, vasoprotetora,
antimalarica e antitumoral [44-55].

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado com dois triterpenos pentaciclicos: o0s
acidos ursolico (1) e betulinico (2). Estes triterpenos sdo, amplamente, relatados na
literatura como moléculas bioativas frente a diversas atividades bioldgicas,

destacando-se, aqui, a atividade antimalarica [3-7].

3.3.1 Atividade antimalarica do acido ursolico (1) e do LAFIS 10 (1c)

Diversos estudos tem relatado a atividade antimalérica in vitro e in vivo do
acido ursolico e seus derivados [3-7]. Nosso grupo de pesquisa iniciou a busca de
novos antimalarico derivados de 1 no ano de 2002 quando o composto, que era obtido
das folhas de llex paraguariensis, destacou-se pela poténcia frente a cepa P.
falciparum ghana com ICso= 7 uM [dados ndo publicados]. Neste estudo inicial os
compostos que apresentaram atividade proxima a 5 uM, entre eles o proprio 1, foram
submetidos a modificacBes estruturais visando potencializar a atividade antimalarica
[7]. Assim, através de hibridacdo molecular de 1 com o grupamento bis-
aminopropilpiperazina foi obtida uma série de mais de vinte novos compostos [3, 7]. O
planejamento destes derivados baseou-se no mecanismo de acdo molecular proposto
para a cloroquina, ou seja, interacdo com residuos de heme inibindo a formacéo de B-
hematina [3]. Um estudo de REA (Relagdo Estrutura Atividade) levou a selecdo de
alguns compostos que apresentaram elevada poténcia in vitro frente a cepa resistente a
cloroquina de P. falciparum FcB1, destacando-se o derivado 1c: N-{3-[4-(3-
aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilursolamida (Figura 2) (codificado como
LAFIS 10) com ICsy = 167 nM, (ICsqcioroquina= 130 NM).

A estratégia semissintética adotada mostrou-se bastante adequada uma vez que
partiu-se de um produto natural (1) com ICso= 53 uM (frente a cepa FcB1) e obteve-se
derivados semissintéticos com atividade até 600 vezes superior (ICso= 167 nM). A fim
de estudar o seu mecanismo de acdo foram realizados testes in vitro de inibicdo da
formagdo de f-hematina. O derivado 1c na concentracdo de 20 mM apresentou 46% de

inibicdo da formagdo de P-hematina. Ja a cloroquina em concentracdo similar
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apresentou 97% de inibicdo. A capacidade de complexacdo com moléculas de heme
também foi caracterizada através de simulac@es in silico (Figura 8) [3, 7], porém este

parecia ndo ser o Unico mecanismo de acdo envolvido na atividade.

Figura 8. Complexacao do derivado 1c com moléculas de heme in silico-primeiro mecanismo
de acdo proposto para o composto [3, 7].

Assim, foi avaliado também o mecanismo de agdo sobre o transporte de ions
Ca™™. O aumento tipico do calcio intracelular em parasitas isolados apds a adi¢do do
composto 1c (100 uM) e tapsigargina (THG) (10 uM) esta apresentado na figura 9 a- c.
A THG ¢é conhecida por modular o Ca™ através da inibicdo do reticulo
sarcoendoplasmatico - Ca™* ATPase (SERCA) [5], assim a THG foi utilizada como
controle positivo neste experimento. O controle negativo (metanol) mostrou
claramente que o solvente ndo provocou aumento de calcio dentro dos parasitos (figura
9a). Pelo contrario, quando THG foi adicionado depois de composto 1c, 0 aumento de
calcio foi maior do que a mobilizacdo de célcio convencional, observadas com o
controle (figura 9b). Estes resultados indicaram que 1c pode modular a homeostase do
calcio do parasito e que isto também pode estar envolvido no mecanismo de agdo do

composto [5]
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Figura 9. Demonstracdo da agio de 1c sobre o transporte de Ca™" intracelular do parasito,
adaptado de Innocente et al [5] segundo mecanismo de agcdo proposto para 0 composto.

A citotoxicidade foi avaliada in vitro frente a culturas de células de fibroblastos
humanos normais do tipo MRC-5, apresentando 1Csq = 1,61 pM, com indice de
seletividade de 9,6 [3].

3.3.2 Atividade antimal&rica do &cido betulinico (2) e do LAFIS 13 (2¢)

A partir dos resultados obtidos com o composto 1c nosso grupo de pesquisa
iniciou 0 ano 2010 a busca de novos derivados triterpénicos. Assim, considerando
relatos da literatura que apontavam para a atividade antimalarica do &cido betulinico e
considerando a similaridade estrutural com o acido ursélico, o composto N-{3-[4-(3-
aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilbetulinamida, 2c (figura 2), codificado
como LAFIS 13, foi obtido e teve sua atividade avaliada frente a cepa sensivel a
cloroquina de P. falciparum, 3D7. A atividade encontrada correspondeu ao esperado

com ICsy de 220 nM. Também foram realizados estudos de citotoxicidade in vitro
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frente as células embrionarias de rim de mamiferos HEK293T, onde o0 2c apresentou a
ICsode 4 uM e indice de seletividade de 18 [5].

Desta forma, com base nos dados apresentados, é possivel afirmar que a
necessidade da descoberta de novos farmacos antimalaricos é iminente e considerando
os resultados obtidos até 0 momento com relacdo aos derivados 1c e 2c, este trabalho
se propbe a dar continuidade aos estudos com estes dois compostos atraves da
avaliacdo aprofundada de sua toxicidade in vitro e in vivo e através da avaliacdo da

atividade antimalarica em modelo murino.






4.PARTE EXPERIMENTAL
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4.1 Geral

Os produtos quimicos e reagentes foram adquiridos a partir de fornecedores
comerciais e utilizados conforme indicacdo do fabricante. Os solventes foram
destilados sob atmosfera de nitrogénio quando necessario. As reacfes que requereram
condigdes anidras foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio. As reacdes foram
monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD) em placas 0,2 milimetro
pré-revestidos de silica gel (Merck) e visualizados, por pulverizacdo com reagente
anisaldeido sulfarico e aquecimento. A evaporacdo e concentracdo dos solventes foi
feita no evaporador rotativo padrdo Biichi usando bomba de véacuo. Os espectros de *H
e *C RMN foram medidos em Equipamento Varian® 400, usando SiMe, (TMS) como
padrdo interno. Os espectros da regido de infravermelho (IV) foram realizados em
Perkin-Elmer FT-IR System Spectrum BX. Para leitura das absorbancias foi utilizado
um leitor de placas Spectramax®. Os deslocamentos quimicos séo dados com d (ppm).
As constantes de acoplamento (J) sdo dadas em hertz. Solventes deuterados utilizados
foram CDCI; ou Metanol —d4. Padrbes de desdobramento foram designados como
segue: s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, q = quarteto, m =

multipleto.

4.2 Semissintese

4.2.1 Derivados do acido ursélico (1)

4.2.1.1 Extracdo e obtencdo do composto 1

A matéria-prima foi obtida de cascas de Malus domestica, residuo obtido da
indGstria de sucos Tecnovin do Brasil Ltda® da cidade de Vacaria, do estado do Rio
Grande do Sul. A torta proveniente da industria, rica em cascas, foi seca em estufa de
ar circulante por 24 horas a 50°C e ap6s foi triturada em moinho de facas. Realizaram-
se extracOes com agua fervente para retirada dos agucares na proporcao de 1:2 de po
de cascas moidas:agua destilada. Esse processo foi repetido cinco vezes. Apds, secou-

se novamente o material em estufa de ar circulante por 24 horas a 50°C. Depois de
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seco o0 material foi triturado e moido em moinho de facas, até a obtencdo de um pé

fino. O pd obtido foi pesado e submetido & extracdo com diclorometano seguido de

acetato de etila sob refluxo por 2 horas na proporcdo de 1:6 (planta:solvente). As

solugdes extrativas organicas obtidas de M. domestica foram secas em evaporador

rotatorio e o residuo submetido a um processo de cristalizagcdo com acetonitrila para a

obtencéo do acido ursolico (1). O processo extrativo esta resumido na figura 10 [4,5].

Cascas do fruto de
Mallus domestica

—_—

Extracio aquosa Secagem e moagem

l

Extracao com
diclorometano e
acetato de etila

—_—

Recristalizacao com
acetonitrila

Figura 10. Fluxograma com metodologia de extracao do acido ursélico 1.

4.2.1.2 Semissintese do derivado acido 3-O-acetilursolico (1a)

O derivado acido 3-O-acetilursolico (1a) foi preparado a partir de 1 (29, 4,39 mmol),

realizando-se uma reagéo de acetilagédo no C-3 (figura 1), utilizando piridina e anidrido

acético (2,04g, 20 mmol) como previamente descrito [3-5].
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Figura 11. Semissintese do derivado la. i : piridina, t.a., 24 hs.

4.2.1.3 Obtencdo do t-butil-3-[4-(3-aminopropil) piperazinilpropil]carbamato (BAPP-
BOC)

A obtencéo do t-butil-3-[4-(3-aminopropil) piperazinilpropil]carbamato (BAPP-
BOC) foi realizada conforme a literatura, com algumas adaptacdes [3-5]. A partir da
N-1,4-(3-bisaminopropil)piperazina (BAPP) (1 eq.) solubilizada em metanol, foi
adicionado gota a gota o regente di-t-butilcarbonato (DIBOC) (0,5 eq.) sob forte
agitacdo a °0 C. A reacdo foi mantida por 2 horas sob agitacdo constante. Ap6s o
periodo transcorrido, o solvente da reacdo foi removido atraves de rotaevaporacdo sob
pressdo reduzida. O residuo seco, foi ressuspendido em diclorometano e extraido até a
exaustdo com agua destilada. O produto de interesse (monoprotegido BAPP-BOC)
permanece na fase organica que é seca sob pressdo reduzida conforme descrito na

figura 12. A reacéo e purificacdo foram monitoradas por CCD.
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CH, CHj

DIBOC
BAPP

BAPP-BOC

Figura 12. Obtencdo do t-butil-3-[4-(3-aminopropil)piperazinilpropil]carbamato (BAPP-
BOC). i: Metanol, BAPP, BOC, 0°C, 2h.

4.2.1.4 Semissintese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil) piperazinil]propil}-3-O-
acetilursolamida (1c)

A uma solucdo de la (1,48 g, 3 mmol) em CH,CI, seco (30 mL) a 0 ° C foi
adicionado gota a gota cloreto de oxalila (7,8 ml, 9 mmol) sob atmosfera inerte,
agitando-se durante 3 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada a
0 ° C, e diisopropilamina (25 mL, 18 mmol) foi adicionada. Apos cerca de 30 minutos,
quando a reacdo ja estava a temperatura ambiente o t-butil-3-[4-(3-aminopropil)
piperazinilpropil]carbamato ( 2,7 g , 9 mmol ) foi adicionado sob atmosfera inerte. A
reacdo foi extinta 24 horas apés com adicdo de agua destilada (10 mL), e a fase
organica foi separada. A fase aquosa foi extraida com CH,Cl, (3 x 30 mL). As fases
organicas combinadas foram secas sobre Na,SQ,, filtradas, e evaporadas sob pressao
reduzida, obtendo-se o 1b. O residuo bruto foi purificado e posteriormente dissolvido
em CH,CI, (20 mL), acidificado com TFA a 10 % (50 ml) durante 3 horas para a
reacdo de desprotecdo do grupamento BOC. A reacdo foi extinta pela evaporacdo do

solvente sob vacuo, obtendo-se 1c conforme figura 13.
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CHs

Figura 13. Obtencdo do derivado semissintético 1c. i: cloreto de oxalila, diisopropilamina,
diclorometano, t. a., 24 hs, ii. acido trifluoroacético, diclorometano, t.a., 3 hs.

4.2.2 Derivados do acido betulinico (2)

4.2.2.1 Extracao e obtencdo do composto 2

O material vegetal composto das cascas de Platanus acerifolia L. (Platano) foi
coletado na cidade de Nova Petropolis, Rio Grande do Sul, e uma exsicata foi
depositada no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob o n°
182537. O material vegetal foi submetido a secagem em estufa de circulacdo forcada

de ar por 72 horas a temperatura de 36 °C. Depois de seco o material foi triturado e
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moido em moinho de facas, até a obtencdo de um po fino. O po6 obtido foi pesado e
submetido a extracdo com etanol absoluto, sob refluxo de 2 horas na propor¢édo de 1:3
planta:solvente. A solucdo etandlica obtida de P. acerifolia foi submetida a extragdo
sequencial utilizando diclorometano e acetato de etila. As solucdes extrativas de
diclorometano e acetato de etila foram submetidas ao um processo de precipitacdo com

metanol, obtendo-se o &cido betulinico (2) conforme figura 14 [5].

Cascas de Platanus

ol ——> Secagem e moagem ——>| Extraciocom etanol
acerifolia

!

Parti¢ao com
diferentes solventes de ——>
polaridade crescente

Precipitacio com
metanol

Figura 14. Fluxograma com metodologia de extracao do acido betulinico.

4.2.2.2 Semissintese do derivado acido 3-O-acetilbetulinico (2a)

Este derivado 2a foi preparado a partir de 2 (29, 4,39 mmol), realizando-se uma
reacdo de acetilagcdo no C-3, utilizando piridina e anidrido acético (2,04g, 20 mmol)

conforme descrito na figura 15 seguindo a metodologia da literatura [5].
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Figura 15. Semissintese do derivado 2a. i : piridina, t.a., 24 has.

4.2.2.3 Semissintese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-
acetilbetulinamida (2c)

A uma solucdo de 2a (1,48 g, 3 mmol) em CH,CI, seco (30 ml) a 0 °C foi
adicionado gota a gota cloreto de oxalila (7,8 ml, 9 mmol) sob atmosfera inerte,
agitando-se durante 3 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada a
0 ° C, e diisopropilamina (25 mL, 18 mmol) foi adicionada. Apds cerca de 30 minutos,
quando a reacdo ja estava a temperatura ambiente o t-butil-3-[4-(3-
aminopropil)piperazinilpropil]carbamato (2,7 g, 9 mmol) foi adicionado sob atmosfera
inerte. A reacdo foi extinta apos 24 horas com agua destilada (10 mL) e a fase organica
foi separada. A fase aquosa foi extraida com CH,Cl, (3 x 30 mL). As fases organicas
combinadas foram secas sobre Na,SO,, filtradas, e evaporadas sob pressédo reduzida,
obtendo-se 2b que foi dissolvido em CH,Cl, (20 mL), acidificado com TFA a 10 %
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(50 ml) durante 3 horas para a reacdo de desprotecdo do grupamento BOC. A reacédo

foi extinta pela evaporacdo do solvente sob vacuo, obtendo-se 2c conforme figura 16.

CHsg

o]

N/\/\NJ\O

H
H:!C+CH3

CH3

Figura 16. Obtencdo do derivado semissintético 2c. i: cloreto de oxalila, diisopropilamina,
diclorometano, t. a., 24 hs, ii. &cido trifluoroacético, diclorometano, t.a., 3 hs.

4.3 Ensaios Biologicos

4.3.1 Sangue humano

As amostras de sangue periférico humano foram colhidas de doadores saudaveis
para 0s ensaios de coagulacdo, hemolise, citotoxicidade a linfocitos e ensaio cometa. A
Comissdo de Etica da UNIPAMPA aprovou o protocolo do estudo (N° 23081) e
consentiu o uso das informacg6es obtidas de todos os individuos que colaboraram com

este estudo.
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4.3.2 Animais

Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos BALB/c fémeas com peso
médio de 20-25 g. Os animais foram fornecidos pela Fundacgédo Estadual de Producéo e
Pesquisa em Salude (FEPPS) e permaneceram no biotério da Faculdade de Farmacia da
UFRGS até o0 momento de sua utilizacdo, por periodo nédo superior a 30 dias apos seu
recebimento. Os animais foram mantidos sob condi¢bes ambientais controladas como
temperatura de 22 + 2 °C, ventilagdo, umidade, sanitizagdo e iluminagdo (ciclo 12 h
claro-escuro) adequada para roedores. Os camundongos foram mantidos em caixas de
polipropileno com 30 X 20 X 13 cm, ocupadas com no maximo 10 animais e
receberam racdo padronizada em quantidade adequada para a manutencdo de sua
salide, tendo livre acesso a agua potavel. Os métodos utilizados nos ensaios in vivo
visaram obter o0 maximo de informac@es utilizando um ndmero minimo de animais,
observando a regra dos 3Rs (56-58). Os experimentos foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Usos de Animais (CEUA) da UFRGS, sob nimero 23689 (ensaios

toxicoldgico) e 22188 (ensaios farmacoldgico).

4.3.3 Avaliacéo da toxicidade dos derivados 1c (LAFIS 10) e 2c (LAFIS 13) in vitro

4.3.3.1 Ensaios de genotoxicidade e citotoxicidade a leucécitos

Isolamento de leucdcitos

Amostras de sangue (8ml) tiveram os leucécitos separados pela adi¢do de 2 mL
de dextran a 5%. As amostras de sangue foram entdo misturadas e mantidas a
temperatura ambiente durante 45 minutos. O sobrenadante foi centrifugado a 3.500
rpm durante 10 min e a camada inferior foi lavada com uma solucdo de lise. A camada
inferior foi suspensa em 2 mL de solucdo Hank e ajustadas a 2 x 10° leucécitos/ml

com HBSS / heparina conforme metodologia de Guez e colaboradores [59].
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Ensaio Cometa

As amostras de sangue foram analisadas em condi¢Ges alcalinas, seguindo
procedimentos de Guez e colaboradores [59]. Leucdcitos periféricos foram incubados
durante 3 horas com os derivados em 5 diferentes concentragées, 0,1, 1, 5, 10 e 50
UM. Agua destilada e H,0, (4 mM) foram utilizados como controle negativo, e
positivo, respectivamente. Apds incubacdo, os leucocitos foram misturados com
agarose de baixo ponto de fusdo, a qual 90 uL foi adicionada para 15 pL de solucao de
leucdcito. Esta mistura foi colocada numa lamina de microscépio pré-revestida com
agarose a 1,0% de ponto de fusdo normal. Uma laminula e as laminas foram colocadas
em gelo por 5 minutos. Apos a solidificacdo, as laminulas foram removidas e as
laminas foram imersas em solugéo de lise. As laminas foram mantidas congeladas na
solucdo de lise (4 °C) e ao abrigo da luz durante cerca de 14 horas. Subsequentemente,
estas foram incubadas em tampéao alcalino fresco por 20 minutos para desenrolamento
do DNA. Eletroforese (20 minutos a 300 mA e 25 V) foi realizada no mesmo tampéo,
sendo cada estagio feito sob luz amarela indireta. Ap6s a eletroforese, as laminas
foram neutralizadas em Tris 400 mM (pH 7.5), lavadas trés vezes em agua destilada, e
deixadas secar durante a noite a temperatura ambiente. As laminas secas foram
reidratadas por 3 minutos em agua destilada e entdo fixadas por 10 minutos, lavadas
trés vezes em agua destilada e secadas durante pelo menos 5 horas. As laminas secas
foram reidratadas por 3 minutos em agua destilada, coradas, e constantemente agitadas
por 25 minutos. Posteriormente, as laminas foram submersas em uma “solugdo de
interrupcdo”, enxaguadas novamente ¢ imediatamente identificadas para analise, sendo
que as mesmas foram analisadas sob “condigdes cegas” por pelo menos duas pessoas.
Danos ao DNA foram determinados como indices de dano ao DNA (Dl), o qual foi
calculado a partir de células em diferentes classes de danos (completamente sem

danos: 100 células x0 para danificadas ao maximo: 100 células x4).
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Citotoxicidade a Leucocitos

O ensaio de viabilidade celular foi realizado conforme Guez e colaboradores
[59]. As celulas foram expostas as mesmas concentracfes dos derivados, durante 3
horas, tal como no teste cometa. Apos incubacao, 40 mL de uma suspensdo de células
foram misturados com 30 mL de HBBS tampédo e 50 mL de solugéo de azul de tripan a
0,4% durante 8 min. A viabilidade celular foi determinada microscopicamente (400 x)

através da coloracdo com azul de trypan em camara de Neubauer.

4.3.3.2 Ensaios de Coagulacdo e Hemolise

As amostras de sangue foram coletadas de 3 doadores sadios, ndo portadores de
doencas hepéticas ou uso de contraceptivos orais, em presenca de citrato de sédio a
3,8%, na proporcdo de 9:1 e centrifugadas a 2500 g a 4°C por 15 minutos para a
obtencdo da mistura de plasmas (pool). Os ensaios foram realizados em tubos
rigorosamente limpos, em triplicata através de técnica manual, utilizando Kits
comerciais da marca Labtest® (APTT Hemostasis Ref. 502, PT Hemostasis Ref. 501).

Tempo de Protrombina (TP)

A atividade foi realizada utilizando-se 100 puL do pool de plasma a ser medido
incubado com diferentes concentragfes dos derivados (100, 50 e 10 uM) diluidos em
agua Milli-Q com 1 % de DMSO. Esta mistura foi incubada por 10 minutos em banho-
maria a 37°C. Em seguida, 200 pL de solucdo de trombina (previamente aquecida a
37°C) foi adicionada e o cronébmetro disparado imediatamente. A mistura foi agitada
suavemente e mantida a 37°C por 9 segundos. Na sequéncia, o tubo foi removido e
inclinado sucessivamente em intervalos menores que 1 segundo a fim de observar a
formacdo de um coagulo que interrompe a movimentacdo do liquido, momento no
qual o cronébmetro é parado e o tempo registrado. O periodo maximo de observacédo é

de 165 segundos.
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Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

A atividade foi realizada utilizando 100 puL do pool de plasma a ser medido
incubado em diferentes concentragdes dos derivados (100, 50 e 10 uM) diluidos em
agua Milli-Q com 1 % de DMSO. Esta mistura foi incubada por 10 minutos em banho-
maria a 37°C. Posteriormente, 100 uL do reagente 1 do Kit de TTPA foi adicionado e
incubado por 5 minutos. Em seguida, 100 uL do reagente 2 do Kit de TTPA ¢
adicionado ao tubo a fim de observar a formagcdo de um coagulo que interrompe a
movimenta¢do do liquido, momento no qual o crondmetro é parado e o tempo

registrado. O tempo foi cronometrado por 110 segundos.

Atividade coagulante

A atividade foi avaliada utilizando-se 200 puL do pool de plasma humano
citratado incubado em diferentes concentracdes dos derivados (100, 50 e 10 pM)
diluido em agua Milli-Q com 1 % de DMSO. Esta mistura foi incubada por 9 segundos
em banho-maria a 37°C e o tempo de formagéo da rede de fibrina foi cronometrado.
Cada concentracdo foi testada em triplicata. O periodo maximo de observagdo para a
formacdo da rede de fibrina foi de 5 minutos, se ndo houver formagéo de rede fibrina

nesse tempo, a molécula é considerada sem atividade coagulante [60].

Atividade Hemolitica

O ensaio hemolitico foi realizado de acordo com Cargnin. et al [61] com algumas
adaptacBes. Sangue periférico humano de voluntarios saudaveis foi coletado com
solugdo de Alsever (1:1) e centrifugado a 2000 rpm durante 5 min. A fragdo de
eritrocitos foi lavada trés vezes com PBS (pH 7,0) e ressuspendida em PBS para gerar
uma suspensdo com hematocrito de 1,0 %. Em microtubos os derivados foram
dissolvidos em DMSO e agua Milli-Q a fim de obter uma concentracdo final de 100,
50 e 10 pM. Os microtubos foram incubados a 37 ° C sob agitacdo horizontal, durante

1 hora e, em seguida, centrifugados a 3000 rpm durante 5 min. A absorbancia do
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sobrenadante foi medida em 540 nm. O experimento foi realizado em triplicata, e a
porcentagem de hemolise foi calculada em comparagdo com 100 % de hemdlise
atribuido a acao de Triton-X100 1%.

4.3.4 Avaliacdo da atividade biologica dos compostos 1c (LAFIS 10) e 2¢ (LAFIS 13)
in vivo

4.3.4.1 Atividade antimalarica in vivo

Ensaio supressivo de 4 dias

Conforme Fidock e colaboradores [62], os derivados 1c e 2c tiveram a atividade
antimalarica avaliada in vivo frente a cepa de Plasmodium berghei ANKA (4°
passagem), originalmente fornecida pelo Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de S&o Paulo (USP-SP). Camundongos fémeas BALB/c foram
infectados com 200 pL de suspensdo do sangue infectado atraves da via
intraperitoneal, com um inoculo de 10° hemécias parasitadas no dia 0 da infeccio. Os
animais foram divididos em 8 grupos de 6 animais cada. As doses utilizadas do
derivado 1c foram de 125, 60, 30 e 15 mg/kg; do derivado 2c foram de 125 e 60
mg/kg;e do grupo cloroquina de 30 mg/kg; sendo queo grupo controle recebeu solucéo
salina com DMSO 5%). Os farmacos foram administrados uma vez ao dia, por via
intraperitoneal, durante 4 dias, apds a infeccdo. O processo infeccioso induzido nos
camundongos foi acompanhado por 14 dias pela determinacdo da parasitemia por
hemoscopia, através de esfregaco em camada delgada de sangue coletado da porgédo
terminal da cauda dos animais sob coloracdo de Giemsa. A parasitemia foi
determinada pelo quociente entre 0 nimero de hemacias infectadas e totais, expresso
em percentagem de hemacias parasitadas, apds contagem de 5000 eritrdcitos totais ou
250 parasitados. A visualizacdo das formas parasitadas foi realizada em microscopio
otico (imersdo de 6leo, 1000x). A eficacia antimalarica foi avaliada pelo nivel de
parasitemia, a atividade, o tempo médio de sobrevivéncia e a taxa de sobrevivéncia

dos animais por até 4 semanas apos a inoculagéo do parasito.
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O percentual médio de atividade antimalarico ¢ dado por: 100-[(media da
parasitemia yratamento/Media da parasitemia ¢ontrore)X100].
A dose efetiva para 50% do efeito maximo (EDs) € a dose efetiva (Enay) foram

calculadas através de modelo Emax hiperbélico.

4.3.4.2 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda foi avaliada em conformidade com as diretrizes da OECD
Protocolo - 423. De acordo com as diretrizes da OECD o ensaio iniciou com a dose
2000 mg/kg. Os derivados foram administrados nos animais por via intraperitoneal, e
apos a administracdo, os animais foram avaliados quanto a sinais de toxicidade,
durante 72 horas. A observacdo foi continua durante 14 dias. Apos este periodo de
observacao, 0s animais sobreviventes foram anestesiados com quetamina:xilazina via
intraperitoneal nas doses de 100:10 mg/kg respectivamente, com volumes
administrados de 1 ul/g para quetamina 10% e 0,5 ul/g para xilazina 2 %. A eutanasia
dos animais foi realizada por exanguinacdo, que consiste em realizar uma puncgéo
cardiaca até se obter a sangria total. O sangue coletado, os 6rgaos e tecidos retirados

foram utilizados para analises subsequentes [63-65, 74].

Avaliacdo de parametros bioguimicos e hematologicos

A partir do sangue coletado no 14° dia dos animais submetidos ao ensaio de
toxicidade foram analisados diversos parametros bioguimicos e hematoldgicos,
visando a observacdo de possiveis danos ou toxicidade ap6s o tratamento com as
moléculas sintetizadas. Os parametros hematoldgicos avaliados foram: a contagem de
eritrocitos, hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio
(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH), concentracdo corpuscular média de
hemoglobina (MCHC), variacdo da distribuicdo das hemécias (red cell distribution
width - RDW), contagem de leucdcitos totais (WBC), plaquetas (PLT), volume
plaquetario médio (MPV) e variacdo da distribuicéo das plaquetas (PDW).
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Na avaliacdo bioguimica foram medidos os niveis plasmaticos de creatinina,
uréia, acido drico, alanina-transaminase (ALT), proteinas totais, triglicerideos,
colesterol total e a fragdo HDL-colesterol. Estas analises foram realizadas atraves de
Kits comerciais em semi-automacédo no Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade
de Farméacia da UFRGS.

Analise macroscopica e massa relativa dos 6rgéaos

Os orgéos (figado, rins, coragdo e cérebro) dos animais submetidos aos ensaios
de toxicidade foram coletados no 14° dia ap0s a exposicdo ao derivado 2c para

avaliacdo macroscdépica de danos e da massa relativa.

4.4 Andlise Estatistica

As comparacdes entre as médias foram realizadas através da ANOVA, seguida do
pos-teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Nas curvas de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) os
resultados foram analisados por Log-rank (Mantel-Cox). Os dados foram grnticndne

com o auxilio do software GraphPad Prism® versdo 5.01.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados e discussdo apresentados neste trabalho foram suprimidos tendo em vista
que 0s mesmos estdo em fase de submissdo a periddicos.
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8.1 Anexo 1

Artigo

Atividade citotoxica frente a células C6 de glioma de derivados

triterpénicos semissintéticos

Artigo em fase de construcdo, a ser submetido a revista Bioorganic & Medicinal
Chemistry
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Os dados referentes ao anexo 1 foram suprimidos tendo em vista que 0S mesmos estdo em
fase de submissdo a um perioddico cientifico.
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