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RESUMO

Triterpenos destacam-se na literatura por apresentar diversas atividades bioldgicas
relatadas. Neste contexto, a semissintese a partir de produtos naturais é de grande
importancia, pois compostos provenientes de plantas podem ser estruturalmente
modificados resultando em moléculas com melhores propriedades farmacoldgicas.
As micoses cutaneas e mucocutaneas estdo entre as doencas fungicas superficiais
e cutdneas mais comuns nos humanos. Trichomonas vaginalis € um protozoario
parasito do trato urogenital humano, causador da tricomonose, uma doenca
sexualmente transmissivel. A malaria figura entre uma das dez doencas infecciosas
mais predominantes no mundo, e é causada por parasitos do genéro Plasmodium.
Os farmacos de escolha para tratamento destas doencas ja possuem resisténcia
relatada na literatura. Desta forma, a obtencdo de novos derivados triterpénicos
semissintéticos com vistas as atividades antifiingica e antiprotozoéria foi realizada
neste estudo. O planejamento racional resultou na obtencdo de seis derivados
semissintéticos a partir dos acidos ursélico e betulinico, através de modificacdes nas
posicbes C-3 e C-28 dos esqueletos triterpénicos. A atividade destes frente cepas
causadoras de micoses cutanea e mucocutanea, bem como isolados de T. vaginalis
e cepa de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina, foi investigada. O
composto piperazinico, derivado do acido betulinico, demonstrou ser ativo
resultando em concentragdo inibitéria minima para todas as espécies de fungos, T.
vaginalis e atividade em concentracdo nanomolar contra P. falciparum. O mesmo
composto, foi hemolitico e provocou 83% de liberacdo da enzima citosélica lactato
desidrogenase latica (LDH) de T. vaginalis. Estes resultados nos indicaram que o
composto poderia estar agindo na membrana do parasito, rompendo-o e levando-o
consequentemente a morte. Estudos de mecanismo de acdo na homeostase do
calcio em P. falciparum foram realizados, demonstrando que 0 composto
piperazinico derivado de &cido ursolico pode atuar interferindo na homeostase do

calcio intracelular parasitario.

Palavras-chave: Triterpenos, acido ursdlico, &cido betulinico, semissintese, micoses

cutaneas, micoses mucocutaneas, T. vaginalis, P. falciparum.






Obtainment of triterpene semisynthetic derivatives aiming antiprotozoal and

antifungal activities
ABSTRACT

Triterpenes highlights in literature by presenting several biological activities reported.
In this context, semisynhtesis from natural products is relevant, since compounds
obtained from plants can be structurally modified resulting in molecules with
improved pharmacological properties. Cutaneous and mucocutaneous mycoses are
among the most widespread and common superficial and cutaneous fungal infections
in humans. Trichomonas vaginalis is a protozoan parasite of the human urogenital
tract, causing trichomonosis, sexually transmited disease. Malaria is one of the ten
most prevalent infectious diseases worldwide, and is caused by Plasmodium
parasites. The drugs of choice for treatment of these diseases have resistance
report. Thus, the obtaintion of new semisynthesized triterpene derivatives aiming
antifungal and antiprotozoal activities were performed in this study. The rational
design resulted in six derivatives from betulinic and ursolic acid, through changes at
positions C-3 and C-28 of the triterpene skeleton. The activity against fungal strains
that causing cutaneous and mucocutaneous mycoses, as well as isolates of T.
vaginalis and strain of P. falciparum resistant to chloroquine were investigated. The
piperazinic compound, betulinic acid derivative, has proved to be active, resulting in
minimal inhibitory concentration for all fungi species, T. vaginalis and against P.
falciparum presented activity at nanomolar concentrations. The same compound was
hemolytic and caused 83% release of lactate cytosolic enzyme lactate
dehydrogenase (LDH) from T. vaginalis. These results showed that the compound
could be acting on parasite membrane, disrupting it and leading to death. Studies for
mechanism of action on calcium homeostasis in P. falciparum were performed,
showing that the piperazinic ursolic acid derivative can act interfering with the

parasite intracellular calcium homeostasis.

Keywords: Triterpenes, ursolic acid, betulinic acid, semisynthesis, cutaneous

mycoses, mucocutaneous mycoses, T. vaginalis, P. falciparum.
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l. INTRODUCAO GERAL







O uso de plantas para tratamento de diversas enfermidades vem sendo
difundido através dos séculos. H4 aproximadamente 200 anos isolou-se o0 primeiro
composto ativo derivado de planta: a morfina, originado do épio provindo de Papaver
somniferum (HAMILTON et al., 2000). Desde entdo, deu-se inicio a uma nova era
onde substancias originadas de plantas puderam ser purificadas, estudadas e
administradas farmacologicamente (JESSE e VEDERAS, 2009).

Por volta dos anos 90, cerca de 80% dos farmacos comercializados eram
derivados de produtos naturais ou analogos inspirados nos mesmos (JESSE e
VEDERAS, 2009). Com o passar dos anos, este numero alterou significativamente e
recentemente Harvey (2008) demonstrou em um estudo de revisdo de 2001 a 2008,
que entre 100 farmacos em estudo clinico no periodo, apenas cerca de 30

representam derivados de produtos naturais.

Na literatura podemos encontrar uma ampla gama de farmacos obtidos a
partir de produtos naturais (JESSE e VEDERAS, 2009; HARVEY, 2008) e que sao
utilizados para tratamento de variadas doencas como neuro-farmacoldgicas,
cardiovasculares, oncologicas, inflamatorias, distarbios metabdlicos, hormonais e
imunossupressores, porém poucos dados se encontram sobre o desenvolvimento de
novos farmacos para doengas infecciosas, como micoses cutaneas e mucocutaneas,

tricomonose e malaria.

A importancia da descoberta e busca por novos farmacos esta baseada no
fato de que muitos medicamentos utilizados no mercado para tratar diversas
doencas infecciosas, e principalmente, as abordadas neste estudo, ja enfrentam a
resisténcia dos microrganismos, causando falha terapéutica, efeitos adversos

indesejaveis, além de relatos de casos em que ha toxicidade associada.

As micoses cutaneas e mucocutaneas, doengas causadas por fungos
patogénicos, tém grande importancia epidemiologica. A resisténcia a antifiUngicos
ainda esta pouco esclarecida, principalmente quando o agente €& considerado
patogénico ao homem e emergente. Entretanto, devido ao escasso numero de
medicamentos utilizados para o tratamento e das evidéncias clinicas cada vez mais
corrigueiras de resisténcia, a comunidade cientifica vem preocupando-se com 0s

rumos que segue essa problematica de saude publica (LASS-FLORL et al., 2010)
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A tricomonose, doenca sexualmente transmissivel (DST) nao viral mais
comum no mundo (WEINSTOCK et al. 2004), vem causando grande impacto na
saude global. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou uma prevaléncia
anual de 174 milhdes de casos novos de tricomonose no mundo em pessoas entre
15 e 49 anos, com a maioria (92%) ocorrendo em mulheres (WHO, 2001). O
metronidazol, farmaco de escolha utilizado para o tratamento desta doenca, ja
possui relatos de resisténcia e estima-se que 2,5 a 5% das infeccbes sejam
causadas por isolados de T. vaginalis resistentes (SCHWEBKE et al., 2006). O
tratamento nestes casos é problemético, podendo necessitar de altas concentracdes

do farmaco, aumentando o risco de toxicidade (PETRIN et al., 1998).

Outra parasitose onde a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais
foi um avanco para o tratamento € a malaria, que se destaca por ser uma das mais
sérias doencas infecciosas. Sao registrados anualmente no mundo 300 a 500
milhdes de novos casos e mais de dois milhdes de Obitos dentre estes. Segundo a
OMS, de 2000 a 2009 foram registrados cerca de 43% de casos entre a populacao
das Américas, sendo a maioria dos casos relatados no Brasil e Colémbia e, dentre
estes, 50-60% somente no Brasil (WHO, 2011). O uso extensivo de cloroquina para
o tratamento da maléria levou ao aparecimento de casos de resisténcia no Brasil
(ALECRIM et al., 1999). Além disso, ja se encontra também na literatura resisténcia
a sulfadoxina-pirimetamina e a artemisinina (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

Uma alternativa visando a melhorar o quadro descrito acima é a insercédo de
novos farmacos no mercado, mais ativos, que produzam menos efeitos adversos,
com mais seletividade e de facil obtencdo. A semissintese a partir de produtos
naturais pode ter grande importancia dentro deste contexto. Através desta,
compostos ativos ou com moderada atividade biol6gica podem ser estruturalmente
modificados resultando em compostos inovadores e com melhores propriedades
farmacoldgicas (KENNEDY, 2008).

Dentro deste contexto a farmacomodulagdo, uma metodologia utilizada
visando a obtencdo de novos farmacos, pode ser de muita utilidade. Através deste
método uma substancia protétipo de estrutura quimica estabelecida tomada como
origem conduz a preparacdo de analogos (GORDALIZA, 2007). Os principais

objetivos desta ferramenta séo estabelecer relagbes entre a estrutura e atividade
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farmacoldgica dos compostos e obter farmacos melhores que os de origem. Para
obtencdo de derivados de produtos naturais, a farmacomodulacdo através de
semissintese vem proporcionando resultados muito satisfatérios no que diz respeito
tanto a atividade farmacolégica quanto as propriedades farmacocinéticas de
variadas moléculas (ALTMAN et al., 2011).

O uso de triterpenos para investigacdo de novos compostos semissintéticos
pode ser uma alternativa valiosa, ja que estes compostos encontram-se distribuidos
em diversas fontes naturais (SCHENKEL et al., 2003), facilitando o seu acesso e
obtencdo. Os triterpenos da espécie llex paraguaiensis, jA vém sendo estudados por
nosso grupo de pesquisa ha algum tempo (GOSMANN et al., 1995; GNOATTO et
al., 2005) e demonstraram ser muito promissores na busca por farmacos
antimalaricos (GNOATTO et al., 2008a).

Tendo em vista que as doencas parasitarias necessitam de uma atencao
especial na procura por novos farmacos e que os antifungicos utilizados no mercado
ja possuem relatos de resisténcia, este estudo podera contribuir para uma nova
abordagem na busca por compostos antifingicos, bem como tricomonicidas e

antimaléaricos.

Esta dissertacdo descreve a obtencdo, avaliacado farmacoldgica e proposta de
relacao estrutura-atividade (REA) de novos derivados semissintéticos dos triterpenos
acido ursolico 1 e &cido betulinico 2. O planejamento racional baseou-se nos
resultados prévios obtidos pelo grupo com derivados do acido ursolico (descritos no
item 1.3). Considerando a semelhanca estrutural e de parametros fisico-quimicos
entre 1 e 2 objetivamos neste trabalho a substituigéo isostérica do esqueleto ursano
pelo esqueleto lupano visando a avaliar o impacto desta alteracdo na atividade
bioldgica dos derivados obtidos. Foram avaliadas as atividades antifungica, anti-

Trichomonas vaginalis e antimalarica.
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Figura 1. Estruturas do &cido ursdlico (1) e acido betulinico (2)

I.1. Doencas Infecciosas
[.1.1. Micoses cutaneas e mucocutaneas

As dermatofitoses sdo micoses cutdneas causadas por fungos dermatofitos,
também chamados queratinofilicos. Podem se localizar na pele e seus anexos
(cabelos e unhas) e ser provocadas por fungos dos géneros Trycophyton,
Epidermophyton e Microsporum (MEZZARI, 1998). Muita atengao tem sido destinada
ao uso de antifungicos para tratar dermatofitoses, visto que a terapia pode incluir
formulac@es tdpicas, orais ou ambas em associacdes, levando ao aparecimento de
efeitos adversos indesejaveis, bem como tratamentos prolongados e doses
medicamentosas relativamente altas (GUPTA e COOPER, 2008).

Por outro lado, as leveduras do género Candida spp. estdo entre as maiores
causas de micoses em pacientes imunodeprimidos, portadores de HIV (do inglés
Human Immunodeficiency Virus), individuos transplantados e que fazem uso de
medicacdo imunossupresora (NADAGIR et al., 2008). O desenvolvimento desta
levedura em micoses se deve ao fato de diversificados fatores de viruléncia na
colonizagdo de mucosas como do trato gastrointestinal, oral e epitélio vaginal. A
viruléncia de Candida spp. é atribuida a sua capacidade de formar biofilmes, alternar
formas morfologicas e produzir respostas em fungéo das condi¢cdes ambientais onde
se encontra (COLEMAN et al., 2010). Mais de 90% dos pacientes infectados pelo
virus da imundeficiéncia humana sofrem de candidiase mucocutanea (OLLERT et
al., 1995).
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O arsenal terapéutico disponivel para tratamento pode ser dividido em dez
classes de farmacos: as alilaminas, benzofuranos, equinocandinas,
hidroxipiridinonas, imidazoéis, morfolinas, polienos, pirimidinas, tiocarbamatos e
triazois. O alvo da maioria destes farmacos € a biossintese de ergosterol. Outros
alvos estdo diretamente relacionados com a membrana celular, a sintese de

aminoacidos e da parede celular.

Terbinafina (figura 2) é um farmaco da classe das alilaminas que age sobre
uma vasta gama de dermatéfitos, mas apresenta fraca atividade sobre leveduras.
Atua sobre a biossintese do ergosterol fungico por especifica e seletiva inibicdo da
enzima esqualeno epoxidase. Isso leva a acumulacao intracelular de esqualeno e
impede a sintese de lanosterol (BORELLI et al., 2008).

(,3H3 C(CH3)4
OCH
! “ % 3 /o OCH,
O ()=
al HsC
Terbinafina Griseofulvina

Figura 2. Farmacos antifingicos pertencentes as classes das alilaminas e

benzofuranos.

Griseofulvina (figura 2) pertence a classe dos benzofuranos e € um dos mais
antigos antifingicos sistémicos sendo utilizado desde 1959; porém sua atividade é
limitada a dermatofitos. Griseofulvina é sintetizado por Penicillium griseofulvum e
outras espécies de Penicillium. Interage com a microtubulina e inibe a mitose da
célula fungica, porém as taxas de cura para onicomicoses sao de apenas 40%

(GAUWERKY et al., 2009).

As equinocandinas (figura 3), que incluem a caspofungina, micafungina e
anidulafungina, sdo novos antifungicos introduzidos no mercado ha 10 anos. Atuam
interrompendo a biossintese da parede celular fungica por inibir a sintese de 1,3-3-
D-glicano (BUTLER, 2005; SPITZER et al., 2011).
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Anidulafungina
HO
Figura 3. Farmacos antifingicos pertencentes a classe das equinocandinas.
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Os farmacos azéis (figura 4) foram introduzidos no mercado ha 40 anos e sao
muito utilizados na terapia para micoses cutaneas e mucocutaneas (SPITZER et al.,
2011). S&o compostos com anéis de cinco membros, que contém dois (imidazéis) ou
trés (triazbis) atomos de nitrogénio. Os principais representantes da classe dos
imidazéis sdo clotrimazol, miconazol e cetoconazol. Como exemplos de triazois
podemos citar itraconazol, fluconazol e voriconazol. O mecanismo de agdo esta
ligado a inibicdo de uma desmetilase do complexo citocromo P-450 responsavel pela
conversao de lanosterol a ergosterol, levando a deplecdo do mesmo e consequente
ruptura da membrana celular fungica (BUTLER, 2005; SPITZER et al., 2011). Uma
desvantagem do uso destes antifingicos € a reatividade cruzada com as enzimas
CIP-450 humanas, que pode resultar em toxicidade, além da possibilidade de
resisténcia associada (CANNON et al., 2009).
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Figura 4. Farmacos antifungicos pertencentes a classe dos azois.

29



cl cl
N/\/N/>;©/ ltraconazol

H;C
N
( \7 oH CH; F
N—N AN
F
N\%N
F
Voriconazol

Continuacao da figura 4. Farmacos antifingicos pertencentes a classe dos azéis.

Ciclopirox olamina (figura 5, pag. 9) € uma hidroxipiridona, de uso tépico, que
guela ions di e trivalentes necessarios para as atividades enzimaticas e da cadeia
respiratéria das células fungicas, que assim deixam de captar aminoacidos e
nutrientes, inibe a sintese de parede e estaciona seu ciclo celular na fase G1 e S. E
indicada para o tratamento de micoses cutaneas causadas por dermatdéfitos e
leveduras, com relatos de taxas de cura de até 90% (BORELLI et al., 2008).

Amorolfina (figura 5, pag. 9) é o principal farmaco da classe das morfolinas.
Ela age em duas etapas sucessivas da biossintese do ergosterol, mediadas pelas
enzimas A-redutase (ERG24) e A’-A%-isomerase (ERG2), de forma ndo competitiva
e reversivel. Tem efeito fungistatico sobre dermatéfitos e leveduras do género

Candida, sem relatos de resisténcia até o momento (BORELLI et al., 2008).
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Figura 5. Farmacos antifingicos pertencentes a classe das hidroxipiridonas e

morfolinas.

Anfotericina B (figura 6, pag. 10), um farmaco descoberto em 1955, e nistatina
fazem parte da classe dos poliénicos. Estes farmacos caracterizam-se por formarem
complexos com ergosterol, resultando em desorganizacdo da membrana da célula
fungica e formacao de poro. O aumento da permeabilidade da membrana conduz a
despolarizacdo e perda de proteinas, nucleotideos e outros compostos. Anfotericina
B também se liga ao colesterol, fato responsavel por grande parte de sua toxicidade
(SPITZER et al.,, 2011). Preparacdes contendo a forma lipossomal do farmaco

podem atuar diminuindo este grave efeito adverso (BUTLER, 2005).

Flucitosina (figura 6, pag. 10) é um derivado halogenado de pirimidina,
antimetabolito da citosina. E seletivamente absorvida por uma citosina permease,
enzima ausente ou presente em pequena quantidade em mamiferos.
Intracelularmente, é desaminada a 5-fluorouracila (5-FU). 5-FU é fosforilada e forma
RNAs anbmalos, incapazes de formar ribossomas ou serem traduzidos em
proteinas. Além disso, 5-FU é convertida no seu desoxinucledsido, que inibe
timidilato sintetase e, assim, a sintese de DNA. Devido a uma geracdo rapida de

resisténcia a flucitosina néo é utilizada em monoterapia (BORELLI et al., 2008).
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Figura 6. Farmacos antifingicos pertencentes as classes dos derivados

halogenados da pirimidina e polienos.

Entretanto, devido as evidéncias clinicas cada vez mais corriqueiras de
resisténcia, a comunidade cientifica vem preocupando-se com 0S rumos que segue
essa problematica de salde publica (LASS-FLORL et al., 2010). Além disso, ha
relatos de resisténcia em que leveduras isoladas de um mesmo individuo possuem
susceptibilidade distinta aos antifangicos azéis, demonstrando a presenca de
resisténcia a diversos antifingicos utilizados na terapia atual (NADAGIR et al., 2008)

e a importancia de utilizar uma terapia que possa ser extremamente eficaz. O
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mecanismo de resisténcia a antifingicos ainda esta pouco esclarecido,

principalmente quando o agente é considerado patogénico ao homem e emergente.

Paralelo a essa situacdo nos defronta também uma nova origem de linhagens
fungicas patogénicas ao homem e muitas vezes também ja resistentes: os fungos
emergentes do campo. O uso de fungicidas, no controle de doencas de plantas,
devido a sua facilidade de aplicagdo e seus resultados imediatos, se tornou
amplamente difundido. Porém, o uso continuo pode promover a selecdo de fungos
fitopatogénicos resistentes, bem como o surgimento de cepas mutantes agora
também virulentas ao homem, muitas vezes também resistentes, caracterizando um

novo segmento de geofilismo das micoses humanas (FISCHBACH e WALSH, 2009).
[.1.2. Tricomonose

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado parasito do trato urogenital
humano, causador da tricomonose (KASSAI et al., 1988), a doenca sexualmente
transmissivel (DST) néo viral mais comum no mundo (WEINSTOCK et al., 2004). A
OMS estima cerca de 174 milh6es de novos casos da doenca a cada ano,
prevaléncia esta superior aquelas relacionadas a infec¢cdes por Chlamydia
trachomatis (92 milhdes) e Neisseria gonorrhoeae (62 milhdes) (WHO, 2001). Dados
do Ministério da Saude mostram que a prevaléncia dessa DST varia de acordo com
a época e a regido do Brasil. Na cidade de Porto Alegre, RS, um estudo realizado
demonstrou uma taxa de prevaléncia da tricomonose em 37,5% entre as mulheres
gauchas (BRASIL, 2009). Em outro estudo local, em uma vila na cidade de Porto
Alegre, dentre 75 mulheres residentes analisadas, 20% estavam infectadas por T.
vaginalis. A prevaléncia é alta entre os grupos de nivel socioeconémico baixo, entre
as pacientes de clinicas ginecoldgicas, pré-natais e em servicos de DSTs (PETRIN
et al., 1998; MACIEL et al., 2004; MICHEL et al., 2006).

A tricomonose esta associada também ao aumento da transmissdo do HIV
(SORVILLO et al.,, 2001; MASON et al., 2005). Homens infectados com HIV e T.
vaginalis apresentam alto numero de particulas virais no sémen, facilitando a
transmisséo do virus (HOBBS et al., 1999). Estima-se que 24% das infec¢des pelo
HIV s&o diretamente atribuidas a tricomonose. A cada ano nos Estados Unidos, um

namero estimado de 746 novos casos de infec¢do pelo HIV entre mulheres pode ser
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atribuido aos efeitos facilitatérios da tricomonose na transmissdo do virus
(CHESSON et al., 2004). No Brasil, um estudo feito pelo Ministério da Saude pelo
Programa Nacional de DST e AIDS (do inglés Acquired Immunodeficiency
Syndrome), em 2005, estimou que entre 2.274 mulheres que procuraram 0 Servigco
meédico em clinicas de DST, 16,7% estavam contaminadas por T. vaginalis
(Ministério da Saude, SVS, 2008). Portanto, o controle desta DST pode ser um dos

meios mais eficazes para o manejo do risco de transmissdo do HIV mundialmente.

As manifestacBes clinicas da tricomonose podem variar desde a
apresentacdo assintomatica até um estado de severa inflamacdo (PETRIN et al.,
1998; LEHKER e ALDERETE, 2000). Na mulher, a infeccdo pelo T. vaginalis pode
causar sérias consequéncias, como doenca inflamatoéria pélvica, cancer cervical
(GRODSTEIN et al., 1993; VIIKKI et al., 2000), parto prematuro e baixo peso de
bebés nascidos de maes infectadas (COTCH et al., 1997). Nos homens a infeccdo
pode ser classificada em trés estagios: estado assintomatico, estado agudo
caracterizado pela presenca de uretrite e doenca assintomatica leve, que
clinicamente pode ser indistinguivel de outras causas de uretrite (MACIEL et al.,
2004).

Metronidazol e tinidazol (figura 7), ambos pertencentes ao mesmo grupo, 5-
nitroimidazéis, sdo os Uunicos farmacos recomendados pelo Food and Drug
Administration (FDA, EUA) para o tratamento da tricomonose; entretanto, a
resisténcia dos isolados de T. vaginalis a esses farmacos é um problema existente
(DUNNE et al., 2003).

CHg

OH 0O—S—0

HC N NO, HsC N NO,
A Y

Metronidazol Tinidazol

Figura 7. Farmacos antiprotozoarios pertencentes a classe dos nitroimidazolicos.
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Considerando o sério impacto da tricomonose na saude publica, estudos
sobre a atividade anti-Trichomonas de novos compostos sdo fundamentais para o
controle da doenca. O uso clinico do metronidazol teve seu inicio na Europa desde
1960 e nos Estados Unidos desde 1963 (MORENO e DO CAMPO, 1985). O
mecanismo de acdo dos farmacos nitroimidazoélicos é atribuido a redugdo do
grupamento nitro contido na molécula pelo parasito gerando radicais toxicos e
consequentemente sua morte. A acdo dos produtos da nitrorreducdo ou dos
subprodutos de oxigénio-reducdo vai depender de varios fatores, entre eles a
presenca de nitroredutases apropriadas, presenca de mecanismos de defesa do
parasito e habitat celular (MORENO e DO CAMPO, 1985; EDWARDS, 1993).

Muita atencdo tem sido destinada aos relatos sobre um potencial
carcinogénico deste farmaco, devido ao fato de que o tratamento a longo prazo com
altas doses de metronidazol possa induzir tumores nos pulmdes de animais. Além
disso, estima-se que 2,5 a 5% de todos os casos de tricomonose sejam causados
por isolados de T. vaginalis resistentes (SCHWEBKE et al., 2006). O tratamento
nestes casos € problematico, podendo necessitar de altas concentracfes de
metronidazol, aumentando o risco de toxicidade (PETRIN et al., 1998). Devido a
frequéncia da infeccdo na gravidez, a toxicidade do metronidazol e ao
desenvolvimento de isolados resistentes, alternativas terapéuticas aos 5-
nitroimidazoéis sdo necessarias e vém sendo pesquisadas (LEHKER e ALDERETE,
2000).

1.1.3. Maléria

A malaria € uma das dez doencas infecciosas mais predominantes no mundo,
€ considerada endémica em pelo menos 108 paises, onde cerca de 40% da
populacdo mundial corre risco de contrair a doenca (WHO, 2011). A maléria figura
como uma doenca negligenciada, principalmente pela posi¢cao geografica que ocupa
(paises ditos em desenvolvimento). Somente no Brasil, cerca de 300 mil pessoas
foram infectadas em 2009 (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Malaria € causada
por protozoarios do género Plasmodium. No Brasil predominam trés espécies: P.
malariae, P. vivax e P. falciparum. A area endémica brasileira é conhecida como

Amazobnia Legal, composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhéao,

35



Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Rondb6nia, Roraima e Tocantins (WHO,
2011).

Os sintomas que os pacientes infectados podem apresentar na infecdo por
Plasmodium séo: episédios de febre elevada com tremores musculares acentuados,
que ocorrem a cada 3 ou 4 dias (conforme a espécie do parasito), dor de cabeca,
fadiga, anorexia, nausea, vomito e diarreia. Infeccbes severas por P. falciparum
podem causar sintomas neurologicos devido ao bloqueio de fluxo de sangue para o
cérebro pela obstrucédo de pequenos vasos sanguineos podendo levar até mesmo a
morte (FIDOCK et al., 2004; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Os antimalaricos disponiveis no mercado podem ser divididos em quatro
classes principais: quinina e compostos relacionados (cloroquina, primaquina e
mefloquina), derivados da artemisina (arteméter, arteéter e artesunato), combinacgao
de farmacos antifolato (proguanil, pirimetamina, trimetoprima e sulfadoxima) e uma
guarta classe onde se enquadram farmacos diversos (halofantrina e atovaquona).
Muitos destes farmacos foram obtidos e desenvolvidos a partir de screening de
produtos naturais como a quinina e a artemisina, também os seus derivados
cloroquina e artesunato. Compostos ativos contra outras patologias, como 0 caso
dos farmacos antifolato, sdo também usados como antimalaricos (LEMKE, 2008).
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Figura 8. FAmacos antimalaricos pertencentes as classes diversas.
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Continuacéo da figura 8. Famacos antimaléricos pertencentes as classes diversas.

Atualmente, ainda é estudado o mecanismo de acéo de alguns antimalaricos.
Sabe-se, por exemplo, que artemisinina e derivados atuam apds a clivagem
homolitica da ponte endoperdxido gerando como intermediarios radicais livres que
sdo capazes de alquilar proteinas essenciais para o parasito. Artesunato age
também através da inibicdo da citocromo oxidase e da sintese de DNA através do
bloqueio da sintese de purinas. Em relacdo aos antifolatos, parasitos ndo sdo
capazes de aproveitar o acido félico fornecido exogenamente e realizam a sintese
de novo a partir da condensacdo de pteridina com &acido para-aminobenzéico
(PABA). Esta é a base da toxicidade seletiva aos parasitos de antagonistas de PABA
e inibidores da dediidrofolato redutase. Os antifolatos atuam em todas as fases do
crescimento do parasito. Quinolinas agem inibindo a formacao de hemozoina através
da ligacdo ao heme resultando em toxicidade para o parasito. Primaquina (derivado
8-aminoquinolininico) possui pouca atividade contra a forma eritrocitaria do parasito;
seu mecanismo de acdo parece estar fundamentado no estresse oxidativo
(VANGAPANDU et al., 2007).

Os mecanismos genéticos da resisténcia aos antimalaricos ainda ndo estéo
completamente elucidados; cinco genes principais parecem estar envolvidos na
regulacdo da resisténcia as principais classes de antimalaricos. i. resisténcia a
pirimetamina através de mutacdes nas posicbes 108, 51 e 59 da diidrofolato
redutase (BASCO e RINGWALD, 1997; HANKINS et al., 2001; KRUDSOOD et al.,
2005).; ii. resisténcia a sulfadoxima associada a muta¢des nas posi¢oes 436, 437 e
540 da diidopteroato sintetase (NDOUNGA et al.,, 2001; MBERU et al., 2002); iii.

resisténcia a cloroquina através do gene pfcrt que codifica um transportador de
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membrana especifico (FIDOCK et al., 2000; DJIMDE et al., 2001; BASCO, 2002;
DURRAND et al., 2004); iv. Gene pfmdrl —P. falciparum multidrug resistance gene —
caracterizado como importante na resisténcia a cloroquina (NAGESHA et al., 2001,
TINTO et al., 2003), a quinina, a artemisinina, a mefloquina e a halofantrina (ZALIS
et al., 1998; REED et al., 2000; DURAISINGH et al., 2000a; DURAISINGH et al.,
2000b; PILLAI et al., 2003); v. resisténcia a atovaquona esta relacionada a mutacéo
na posicao 268 do gene do citocromo b (FIVELMAN et al., 2002; GIL et al., 2003).

Mais recentemente, o conhecimento da bioquimica do parasito tornou
possivel identificar potenciais alvos para o desenvolvimento de novas estratégias
farmacoldgicas (SOLDATI et al., 2004; GARCIA et al., 2008; KOYAMA et al., 2009;)
Atualmente 24 novos farmacos encontram-se em fase final do fluxo para obtencéo
de um novo medicamento antimaléarico. Sete farmacos estdo em fase pré-clinica e,
no entanto, este nimero ainda é bastante baixo, o que reflete bem a situacao da

pesquisa de antimalaricos nos ultimos anos (WELLS et al., 2009).

1.2. Descoberta de farmacos através da Semissintese

A prospeccgdo de farmacos através de produtos naturais € uma forma muito
vantajosa para obtenc@o de novas moléculas. Em quimica medicinal, a obtencao de
um novo medicamento a partir de produtos naturais esta baseada em trés
possibilidades, o emprego direto do produto natural (isolado ou n&do) (PN), o
emprego de semissintese obtendo-se o produto natural modificado (PNMD) e o uso
de PN como inspiracdo para a sintese de novas moléculas (SPN). Em ambos,
primeiro e segundo casos, o material natural tem sido obtido na sua maioria do
isolamento a partir de espécies de plantas abundantes ou por fermentagéo
microbiana (CARTER, 2011). De modo geral os processos envolvendo a
semissintese sao bastante eficazes, devido ao emprego de modificacbes estruturais
relativamente simples que resultam em produtos com propriedades fisico-quimicas e
farmacoldgicas desejadas (GORDALIZA, 2007; ALTMAN et al., 2011).

Um exemplo importante e classico da utilizacdo de semissintese é a obtencéo

do paclitaxel, o primeiro antineoplasico capaz de inibir a divisdo celular pela
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despolimerizagdo dos microtiubulos, um mecanismo antitumoral até entdo
desconhecido. Junto com a descoberta do composto gerou-se um grande problema,
a extragéo do paclitaxel de Taxus brevifolia. Para obtengéo de 1 kg do paclitaxel,
sdo necessarios aproximadamente 10.000 kg da casca da T. brevifolia, sendo para
isto necessario a derrubada de cerca de 3.000 &rvores (SOUZA, 2004). Uma solucao
para o problema foi extrair das folhas da arvore Taxus baccata, a molécula 10-
desacetilbacatina-1ll que apresenta o esqueleto basico do paclitaxel. A partir de 10-
desacetilbacatina-1ll obteve-se o paclitaxel por via semissintética (HOLTON, 1994) e
em poucas etapas, pela acetilacdo da posicdo 10 da 10-desacetilbacatina-1ll e pela
introducdo da cadeia lateral em posicdo C-13 (Figura 9). Uma vantagem neste
meétodo, demonstrando a importancia da semissintese para a obtencéo do paclitaxel,
€ que ndo foi mais necessario derrubar as arvores. Para obter 1 kg de 10-
desacetilbacatina-1ll sdo necessarios cerca de 3.000 kg das folhas de T. baccata,
sendo esta uma fonte renovavel (KINGSTON, 2000).

OH

Paclitaxel

S:. o
0
- L
10-Desacetilbacatina lll N /

Isolada das folhas de Ph:: = .
Taxus Baccata OSiEt

4. Piridina

Figura 9. Adaptado de SOUZA, 2004. Semissintese do Paclitaxel realizada por

Holton e colaboradores.

Um avango na quimica medicinal foi a obtenc&o de derivados semissintéticos
da artemisinina para tratamento da malaria. O arteeéter e artemeter, sdo opc¢des
frente a associacdo de farmacos e nos casos de resisténcia a artemisinina, além de
produzirem depuracdo mais rapida da parasitemia que a quinina, cloroquina ou

mefloquina no tratamento da malaria por P. falciparum (WELLS et al., 2009).
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Segundo Ramalhete e colaboradores (2011), no que se trata da descoberta de
novos farmacos para tratamento da malaria, dos quinze medicamentos escolhidos
dentro do esquema terapéutico da OMS, onze sdo produtos naturais ou estédo
relacionados com produtos naturais. Destes os semissintéticos ou sintéticos de
produtos naturais s&o: artemeter e artesunato da artemisinina; atovaquona do
lapachol, doxiciclina e tetraciclina derivados de espécies de Streptomyces (BOURDY
et al., 2008).

Alguns antifungicos recentes introduzidos na terapéutica podem ser citados
como exemplos de produtos semissintéticos, entre eles a caspofungina, derivado de
pneumocandina B, anidulafungina e aminocandina (BUTLER, 2005). Estes
antifangicos sao relativamente seguros e, além disso, em relacdo aos outros
farmacos utilizados para infeccbes por Candida sp. podem ser administrados
intravenosamente, constituindo uma alternativa valiosa aos azdlis e poliénicos

utilizados para tratar diversas infec¢des invasivas (OBRECHT et al., 2009).

Segundo Butler (2005), foram lancados no mercado dos Estados Unidos,
Europa e Japédo de 1998 a 2005, 10 derivados de produtos naturais semissintéticos.
Dentre estes um antiobesidade (lipstatina), dois antibacterianos (estreptogamina A e
B) e eritromicina, um cardiotbénico (forskolina), um antimalarico (artemesinina), dois
antifngicos (pneumocandina B e FR901379), um para doenca de Gaucher tipo 1(1-

deoxinojirimicina) e um imunossupressor (sirolimus).

[.3.  Triterpenos Naturais e Semissintéticos
1.3.1. Acido ursolico e acido betulinico

Os triterpenos sdo produtos naturais pertencentes a classe dos terpenos,
moléculas constituidas de 30 atomos de carbono e seis unidades isoprenoides (com
cinco atomos de carbonos) que vém demonstrando uma larga gama de atividades
biol6gicas (LIU, 1995; LIU, 2005; GNOATTO et al., 2008a; GNOATTO et al., 2008b;
DOMINGUEZ-CARMONA et al., 2009). Normalmente os triterpenos sao obtidos de
fontes naturais por diferentes técnicas de extracdo e posteriormente separados por
técnicas de separacdo como a cromatografia (OLEA e ROQUE, 1990; GALLO e
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SARACHINE, 2009). Entre os que possuem atividades marcantes, podemos
destacar dois triterpenos pentaciclicos, acido betulinico e &cido ursélico. No entanto,
poucos sdo os estudos envolvendo as atividades antifingica, anti-Trichomonas e

antimalarica. Os principais relatos serdo descritos a seguir.

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com é&cido ursolico obtido através
da extracdo de folhas de llex paraguariensis (erva-mate, familia aquifoliaceae) ha
alguns anos. O &cido ursdlico serviu de base para o desenvolvimento de novas
moléculas através de modificacdes estruturais. As modificacbes estruturais foram

realizadas nas posi¢coes C-3 e C-28:

1) A hibridacdo molecular do &cido ursdlico 1 com o grupamento bis-
aminopropilpiperazina na posicdo C-28 e a acetilacdo em C-3 conduziu a obtencéo
de uma série de mais de 20 novos compostos. Estes compostos foram testados
guanto a sua atividade antimalarica frente a cepa FcB1 de P. falciparum, resistente a
cloroquina (CQ). As modificacdes estruturais levaram a obtencdo de compostos
ativos na ordem de nanomolar frente a cepa resistente a CQ (ICsoco= 130 nM) como
0s compostos 3, 4 e 5 (IC50= 167, 161 e 78 nM, respectivamente). Testados frente a
P. falciparum cepa Thai, sensivel a CQ, apresentaram baixos indices de resisténcia

cruzada a CQ (GNOATTO et al., 2008a).

2) Uma segunda série de derivados de 1 também sintetizada pelo nosso grupo
(compostos 6 a 11) foi testada in vitro em cepas de Leishmania amazonensis e L.
infantum (GNOATTO et al., 2008b). Alguns destes compostos mostraram atividade
contra a forma promastigota de L. amazonensis e L. infantum com ICso entre 5 e 12
MM, enquanto que o padréo utilizado, anfotericina B, apresentou ICso=1 uM. Sob o
ponto de vista de REA, assim como para a atividade antimaldrica, constatou-se a
importancia da acetilacdo da hidroxila em posicdo 3 e de grupamento aminado

ligado a carbonila na posicao C-28.

AcO AcO
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O &cido betulinico 2 é um triterpeno obtido de diversas plantas, entre elas
Platanus acerifolia (Figura 10), uma planta exotica da familia Platanaceae que é

bastante empregada no Rio Grande do Sul para ornamentacéo.

Figura 10. Arvore de P. acerifolia, no destaque cascas do caule.
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Ha muitos relatos na literatura de estudos da atividade bioldgica do acido
betulinico, entre estes, e talvez o mais promissor até o0 momento, é a avaliacdo da
atividade antiviral. Este composto apresentou destacadamente atividade frente a
HIV-1 (EC50=1,4 pM) in vitro (FUJIOKA et al.,1994; CICHEWICZ e KOUZI, 2004,
YOGEESWARI e SRIRAM, 2005). Em estudos subsequentes o mesmo grupo de
pesquisa obteve através de semissintese o composto 12 identificado como
bevirimat®. O bevirimat mostrou-se altamente potente, com ECs,<0,00035 uM frente
a HIV-1 e IT> 20.000 (indice terapéutico) (KASHIWADA et al., 1996; HASHIMOTO et
al., 1997).

2 12

Os promissores resultados in vitro impulsionaram a pesquisa com bevirimat e

este se encontra, atualmente, com a fase llb de estudos clinicos finalizada e
iniciando os estudos clinicos de fase Ill pela Panacos Pharmaceuticals (QIAN et al.,
2009; PANACOS, 2012)

Dentre os poucos relatos de emprego do acido betulinico e derivados em
ensaios de atividade antiprotozoaria destaca-se o estudo realizado por Dominguez-
Carmona e colaboradores (2009). Neste estudo o acido betulinico foi obtido através
de purificacdo da fracdo menos polar do extrato de folhas de Pentalinon andrieuxii. A
partir de 2 foram produzidos quatro derivados semissintéticos: acido acetilbetulinico
(13), acido betuldnico (14), éster metilico do acido betulinico (15) e betulina (16). As
moléculas foram testadas quanto a atividade in vitro para Trypanosoma cruzi,
Leishmania sp. e Plasmodium falciparum. De acordo com os testes, 0 metabdlito

puro obteve fraca atividade anti-Leishmania (IC5,>200uM), moderada atividade anti-
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Trypanosoma (ICs50=50uM) e uma boa atividade antiplasmaddica (IC50=22,5uM). Os
resultados demonstram que a modificagcdo no grupamento hidroxila C-3 por
esterificacdo ou oxidacdo, levou a um aumento significante na atividade
leishmanicida contra a espécie L. amazonensis, respectivamente para 69,9uM e
51,2uM (DOMINGUEZ-CARMONA et al, 2009).

R1 R2
a B

2 H OH COOH

13 H OCOCH; COOH

14 O - COOH

15 H OH  COOCH;

16 H OH CH,OH

Sintese em fase soélida e prospeccdo de novas bibliotecas para atividade
antimalérica, baseadas em derivados dos &cidos betulinico e ursolico, foram
descritas por Pathak e colaboradores (2002). O Screening contra P. falciparum NF-
54 levou a identificagdo de compostos com uma atividade biolégica mais importante
em comparacdo aos protétipos. Por exemplo, os compostos 17/18 apresentaram
CIM = 10 pg/ml, enquanto que o acido ursolico (1) apresentou CIM de 50 pug/ml, e
cloroquina 0,04 pg/mil.
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Dentre os estudos realizados para verificar a atividade antifangica de

triterpenos podemos encontrar diversas fontes naturais utilizadas.

Becker e colaboradores (2005) obtiveram através do extrato de Lytrium
salicaria, uma planta encontrada na regido de Saarland na Alemanha, o triterpeno
acido ursolico (1). As partes aéreas da planta tradicionalmente sao utilizadas pela
populacao local para tratamento oral da diarreia. O composto foi isolado através do
extrato diclorometano da planta. O mesmo extrato quando testado frente C. albicans,
apresentou CIM = 1,00 mg/mL, além de ser ativo contra bactérias Gram positivas e

Gram negativas.

Curtisia dentata € uma planta de origem do sul da Africa, utilizada
tradicionalmente pela populacdo local para tratar varias doencas de origem
bacteriana e fungica. Shai e colaboradores (2008), isolaram 5 triterpenos
pentaciclicos desta planta, dentre eles, acido betulinico (2) e acido ursolico (1). A
atividade antifingica destes compostos foi avaliada contra espécies de Cryptococcus
neoformans, Sporothrix schenckii, Aspergillus fumigatus, Microsporum canis e

Candida albicans (ATCC 10231). Os resultados encontrados para atividade contra C.
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albicans, foram para acido betulinico CIM = 16 pg/mL e para acido ursolico CIM = 63

pg/mL.

Liu e colaboradores (2009) utilizaram espécies da planta Terminalia (da
familia Combretaceae), para realizar a investigacdo quimica e identificacdo de
compostos com atividade antifungica. Dentre os triterpenos obtidos, podemos
destacar os &cidos ursolico e betulinico com resultados de concentracdo inibitoria
minima contra cepas de Candida krusei, Candida albicans e Candida parapsilosis,
maior que 200 pg/mL, quando comparados ao controle itraconazol (CIM = 0,06 a
0,12 pg/mL).

Poucos estudos sobre triterpenos semissintéticos e atividade antifungica
foram encontrados na literatura. A atividade antifungica de 49 triterpendides
pentaciclicos e seus glicosideos da planta e de origem semissintética, foram
relatados por Anisimov e colaboradores (1979). Diversos compostos inibiram a
multiplicacdo da levedura Saccharomyces carlsbergensis. A maior atividade
antifangica foi atribuida aos triterpenos acido oleandlico e hederaginina (24), os
qguais possuem um grupamento carboxila livre em C28. Os triterpenos dos tipos

lupano ndo apresentaram atividade fungistatica em concentracdes de 100 pg/mL.

I.4.  Outros Triterpernos e atividade antiprotozoéria

Dentre os estudos que vém demonstrando a atividade anti-Plasmodium de
triterpenos e seus derivados, Ramalhete e colaboradores (2010) publicaram um
trabalho utilizando derivados triterpénicos de Momordica balsamina, da familia
Cucurbitaceae, contra duas diferentes cepas de P. falciparum. Esta planta € utilizada
na medicina tradicional sul africana para o tratamento de febre e malaria. Neste
estudo, foi relatada a descoberta de trés novos triterpenos tipo cucurbitanos:
balsaminol C (19), balsaminol D (20) e balsaminol E (21) onde as atividades
encontradas variaram entre 4,6 a 30,6 UM, para cepa sensivel a cloroquina e 4,0 a

50,1 uM para cepa resistente a cloroquina.
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Em outro estudo recente, Ramalhete e colaboradores (2011), isolaram
através de fracionamento bioguiado, triterpenoides presentes no extrato metandlico
de outras plantas da familia Cucurbitaceae. Com o0 objetivo de avaliar suas
atividades biologicas e estabelecer uma relacdo entre a estrutura e a atividade, o
triterpendide karavilagenina C (22) foi submetido a esterificacédo e posterior acilacao,

obtendo-se assim diversos derivados semissintéticos.

Os compostos obtidos foram testados frente a cepas de P. falciparum. O
composto que obteve maior atividade foi denominado karavaoato E (23), com ICsg
de 3,5 uM para cepas sensiveis a cloroquina, e 0,6 UM para cepas resistentes a
cloroquina. Os resultados promissores sugerem que o triterpendide karavilagenina
C, pode ser muito valioso na descoberta e desenvolvimento de novos antimalaricos
(RAMALHETE et al., 2011).

Triterpenos derivados da planta Cimicifuga spp. foram obtidos e testados
frente a P. falciparum por Takahira e colaboradores (1998). Os valores de

concentragéo efetiva (ECsp) de 25 triterpenoides encontrados foram entre 1,0 e 3,0
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UM, sendo que 19 dentre os 25 compostos testados, um grupamento triepoxido na
cadeia lateral das moléculas era comum. Além disso, os pesquisadores relatam no
estudo uma relacéo estrutura atividade entre as atividades antimalaricas obtidas e a

inibicdo de transporte de nucleosideos envolvendo derivados triterpenoides.

Outro estudo relata o uso de triterpenoides do tipo apotirucalanos isolados
das cascas de Brucea javanica (da familia Simaroubaceae), uma planta tradicional
utilizada para tratamento da malaria na Indonésia. Suas estruturas quimicas foram
elucidadas, bem como obtidas as propriedades fisico-quimicas, sendo que dos 4
triterpenos obtidos, 3 apresentaram inibicdo do crescimento de cepa resistente a
cloroquina (KITAGAWA et al, 1994).

A atividade contra T. vaginalis de diversas plantas vem sendo explorada pelo
nosso grupo de pesquisa (GIORDANI et al., 2010; GIORDANI et al., 2011,
FRASSON et al., 2011; ROCHA et al., 2012), porém poucos estudos sao relatados
para triterpenos tanto naturais como semissintéticos para este fim. Um estudo
envolvendo uma planta tradicional do Quénia, a Cussonia holstii, descreve um
“screening” biologico contra T. vaginalis. Através do extrato diclorometano das
cascas da planta foi revelado que um triterpeno pentaciclico, a hederaginina (24), é
o responsavel pela atividade anti-Trichomonas relatada no trabalho, com ICsy de 2,8
UM (HE et al., 2003).

Tendo em vista que os triterpenos podem apresentar uma ampla gama de
atividades biologicas, este estudo focou-se em trés principais patologias: micoses

cutaneas e mucocutaneas, tricomonose e malaria. Além disso, nosso interesse
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nessas patologias justifica-se pela escassez de novas terapias farmacologicas e a
preocupante resisténcia a varios farmacos utilizados no tratamento destas doencgas.

Assim sendo, foi realizada a obtencdo dos triterpenos acido ursolico e
betulinico a partir de fontes naturais e realizadas modificacdes estruturais visando a
potencializar a atividade destes triterpenos. Foi feita a elucidacdo estrutural e a
avaliacao bioldgica frente a cepas de Candida albicans, Candida krusei, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Epidermophyton floccosum,
Tricophyton mentagrophytes, Tricophyton rubrum, Microsporum canis, Microsporum
gypseum e Scytalidium dimidiatum; isolados de Trichomonas vaginalis e de

Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina.
1.5.  OBJETIVOS GERAIS

1.5.1. Planejar e obter de novos derivados semissintéticos do acido ursolico e

acido betulinico visando as atividades antiprotozoéria e antifingica.

1.5.2. Avaliar os compostos obtidos frente a, Candida albicans, Candida krusei,
Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Epidermophyton
floccusum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum
canis, Microspourm gypseum, Scytalidium dimidiatum; Trichomonas vaginalis e

Plasmodium falciparum.
1.L6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

[.6.1. Obter os triterpenos naturais acido ursolico a partir de cascas de Malus

domestica e acido betulinico a partir de Platanus acerifolia.

[.6.2. Obter derivados semissintéticos dos triterpenos através de modificacdes

nas posicoes C-3 e C-28.

1.6.2.1. Ressintetizar os compostos derivados do &cido ursdlico,
previamente descritos na literatura para avaliacdo biologica frente a novos

alvos.

1.6.2.2. Sintetizar analogos aos derivados de acido ursolico tendo o

acido betulinico como material de partida.
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1.6.3. Elucidar as estruturas dos compostos obtidos com técnicas
espectroscépicas de Infravermelho, RMN de *H, RMN de **C e espectometria

de massas.

1.6.4. Testar os compostos obtidos frente as espécies de leveduras: Candida
albicans, Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e espécies de dermatdfitos: Epidermophyton floccusum,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis,
Microspourm gypseum, Scytalidium dimidiatum.

1.6.5. Testar os compostos obtidos frente a Trichomonas vaginalis, isolado
padréo e isolados clinicos; desenvolver ensaios biolégicos de cinética de

crescimento, hemoalise e liberacdo de Lactato Desidrogenase Latica (LDH).

1.6.6. Testar os compostos obtidos frente a Plasmodium falciparum;
desenvolver ensaios de citotoxicidade e avaliagdo na homeostase do célcio
parasitario.

Esta dissertacdo esta estruturada em capitulos, sendo que o Capitulo | trata
da atividade antifungica dos derivados triterpénicos frente as cepas causadoras de
micoses cutaneas e mucocutaneas acima citadas e apresenta-se na forma de
manuscrito a ser submetido para publicacdo. O capitulo Il trata da atividade anti-
Trichomonas vaginalis dos derivados semissintéticos, estruturado na forma de
manuscrito para publicacdo e por fim o Capitulo Ill, na forma de manuscrito a ser
submetido para a publicacdo, onde foi desenvolvida a pesquisa de atividade anti-
Plasmodium falciparum dos derivados semissintéticos obtidos, bem como a
avaliacdo citotoxica dos mesmos e a investigagdo do envolvimento do composto

mais ativo no mecanismo de acdo da homeostase do calcio parasitario.
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ABSTRACT

Dermatomycoses are among the most widespread and common superficial and
cutaneous fungal infections in humans. The development of resistant fungal strains in
response to the extensive use of current antifungal drugs in the past decades is likely to
cause serious problem in future. Consequently there is an urgent need to develop efficient
and non-toxic antimycotic agents with a specific spectrum of activity. Triterpenes are natural
products that have demonstrated a wide range of biological activities, included antifungal. In
this study, we aim, through hemisynthesis, obtaining triterpenes-isosteric molecules from
betulinic and ursolic acids to improve their antifungal activity and the spectrum of action. Six
compounds were synthesized and tested against eleven mucocutaneous and cutaneous
mycosis agents. The results of susceptibility assays were expressed as MIC and showed two
active compounds. The MIC values of piperazinyl derivatives from ursolic and betulinic acids
active to pathogenic yeasts were in the ranged of 16 to 32 pg mL™ and 4 to 16 ug mL™,
respectively while the fungicidal effects were observed at concentrations ranged from 16 to
128 pg mL™ and 8 to 128 pg mL™, respectively. The piperazinyl derivative from betulinic acid
presented an antifungal profile similar to terbinafine and it was the most effective derivative
against dermatophites. This strategy led to a promising candidate to develop new antifungal

agent.

Keywords: antifungal activity, mucocutaneous and cutaneous mycosis agents, triterpenes,

betulinic acid, ursolic acid, synthesis.
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ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is a flagellated parasite that causes trichomonosis, the most common
non-viral sexually transmitted disease (STD) in the world. Trichomonosis is also associated
to increased transmission of HIV. Due to high frequency of the infection during pregnancy
and the development of metronidazole-resistant isolates, therapeutic alternatives to 5-
nitroimidazole are being researched. Triterpenes are natural products possessing many
biological activities such as anti-protozoal activity. The aim of this study was to evaluate the
in vitro anti-T. vaginalis activity from betulinic and ursolic acids, as well as semisynthetic
derivatives obtained. Compounds obtained from betulinic acid presented better activity than
those from ursolic acid. Piperazine derivative from betulinic acid presented MIC value of
62.50 uM. The same compound promoted total erythrocyte lysis and LDH liberation of 83%.
This is the first report of semisynthetic triterpenoids derivatives with anti-T. vaginalis activity,

demonstrating high potential of these compounds as trichomonacidal agents.

Keywords: Triterpenes, anti-Trichomonas vaginalis activity, natural products, ursolic acid,

betulinic acid, semisynthetic derivatives.
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Abstract:

More than 40% of the world population is at malaria contamination risk, which affects
primarily poor populations in tropical and subtropical areas. It is caused by a parasite of
genus Plasmodium and your continued spread of resistance to antimalarial drugs increases
the need for development of new drugs. In this study, we aim to isolate new antimalarials
from natural sources, obtaining betulinic (1) and ursolic (2) acids. The in vitro antiplasmodial
ICso values, obtained from triterpenes 1 and 2 against Plasmodium falciparum chloroquine
sensitive (3D7) were found to be 18 and 36 uM, respectively. A series of six derivatives of

these natural products was synthesized and also tested against P. falciparum (3D7 strain).



The analogues named as 1c and 2c showed excellent activity in the nanomolar range (ICsq
220 and 175 nM, respectively). The compounds la and 1b had significant antimalarial
activity with ICso 4 and 5 uM, respectively. The other two derivatives (2a, and 2b) showed
moderate activity. The cytotoxicity was indeed evaluated for compounds with excellent (1c
and 2c) and good (1a and 1b) antimalarial activity. Importantly, compound la was not toxic
although the other compound, (1b, 1c and 2c) showed toxicity after 24 and 48 h (ICso= 4
uM). The compounds 1c and 2c had Selectivity Index (SI) value 18 and 23, respectively,
reason to follow the studies for mechanism of action. The homeostasis of calcium was then
verified, indicating that a calcium regulated pathways is involved in compound 2¢ mechanism

of action.

Keywords: Betulinic acid, Ursolic acid, malaria, Plasmodium falciparum, citotoxicity, calcium.



. DISCUSSAO GERAL




Na quimica organica os produtos naturais apresentam um papel inspirador na
obtencdo de novos compostos (HARVEY, 2008) levando a avangos em
metodologias sintéticas e semissintéticas, e possibilitando a producdo de analogos
ao composto inicial com melhores propriedades farmacolégicas e farmacéuticas
(KENEDDY, 2008). “Scaffolds” de produtos naturais sdo reconhecidos por sua
habilidade em servir de base para o desenvolvimento de farmacos de sucesso, bem
como por serem usados como nucleos de bibliotecas de compostos geradas por
técnicas combinatérias (HARVEY, 2008). Podemos encontrar na literatura varios
exemplos de bibliotecas baseadas em alcaloides, polipeptideos (YAO et al., 2007),
terpenoides (BOLDI, 2004) e flavonoides.

A classe de compostos triterpenoides vem se tornando uma fonte muito
importante de compostos bioativos. Como foi apresentado nesta dissertacao,
destacam-se muitos estudos relatando as propriedades quimicas e biolégicas dos
triterpenos do tipo lupano e ursano, tais como o acido betulinico e acido ursolico e
seus derivados. Os efeitos antitumorais, hepatoprotetores, cardiovasculares,
antiparasitarios, antiinflamatérios e antioxidantes ja sao descritos para estes
compostos (LIU, 1995; TAKETA et al., 2004; LIU, 2005; GNOATTO et al., 2008a;
GNOATTO et al., 2008b; DALLA-VECHIA et al., 2009; DOMINGUEZ-CARMONA et
al., 2009).

Estudos na utilizacdo do acido ursolico como protétipo para a obtencao de
novos derivados semissintéticos com resultados extremamente satisfatorios ja
haviam sido descritos previamente pelo nosso grupo de pesquisa (GNOATTO et al.,
2008a; GNOATTO et al.,, 2008b; DALLA VECHIA et al.,, 2009) e direcionaram o
desenvolvimento deste trabalho. Considerando a similaridade estrutural entre o
acido ursdlico e o acido betulinico, partiu-se para o desenvolvimento de novos
analogos, com a pretensdo de obter atividades farmacoldgicas semelhantes ou
potencializar as mesmas frente a Trichomonas vaginalis, Plasmodium falciparum e
agentes causadores de micoses mucocutaneas e cutaneas. Além disso, estes
triterpenos possuem uma rota biossintética comum, com envolvimento de enzimas e
reacoes em comum que levam a obtencédo dos esqueletos triterpénicos, reforcando o
fundamento de que existem muitas semelhangas entre os compostos (Figura 11).

Além da obtencdo dos novos derivados do acido betulinico, foram ressintetizados os
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compostos derivados do &cido ursélico para serem testados frente as mesmas

espécies de agentes infecciosos.
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Figura 11. Biossintese simplificada dos triterpenos, demonstrando as reagbes em
sequéncia para a producdo através da oxido esqualeno sintase (OSC) dos
triterpenos pentaciclicos, acido oleandlico, acido betulinico (em destaque) e acido

ursolico (em destaque). Adaptado de Brendolise e colaboradores, 2011.

Como descrito nos Capitulos I, 1l e lll, para a realizacdo da semissintese
previamente planejada, nosso estudo iniciou com o isolamento e obtencdo dos

compostos triterpendides primarios almejados.

Inicialmente foi realizada a extracdo de acido betulinico através das cascas de
Platanus acerifolia. A utilizacdo de cascas de Platanus spp. para a obtencdo de
acido betulinico ja esta previamente descrita na literatura, embora com rendimentos
nao superiores a 1% (GALGON et al., 1999; BASTOS et al., 2007). O material da
planta na forma de p6 (150 g) foi submetido a extracdo sequencial por refluxo com
diclorometano e acetato de etila, por tempo determinado. Apoés filtracdo e
evaporacao a vacuo em evaporador rotatorio a baixa pressdo, os residuos foram
submetidos separadamente a cristalizacdo, resultando em um rendimento de 1g de
acido betulinico do extrato diclorometandlico e 1,3 g do extrato organico de acetato

de etila.
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O acido ursolico foi obtido através da extracdo das cascas de Malus
domestica (popularmente conhecida como macé gala). A presenca de acido ursélico
nas cascas de Malus domestica e Malus sp. também ja foi extensivamente relatada
na literatura (JIU-HE e LIU, 2007; FRIGHETTO et al., 2008; JAGER et al., 2009;
BRENDOLIZE et al., 2011). A realizacdo da extracdo aquosa primaria relatada no
Capitulo | se faz necesséria para retirada dos aclUcares em excesso. ApOs a
secagem, o material (=150g) foi submetido a extracdao por refluxo com etanol por
tempo determinado, filtrado e evaporado a vacuo, posteriormente levado a

cristalizacdo com AcOEt:MeOH (70:30) resultando em 2,69 de acido ursélico.

Assim, conforme descrito no Capitulo I, a extragdo de acido betulinico e acido
ursolico através da utilizacdo de solventes organicos e sucessivos passos foi
realizada com sucesso, obtendo rendimentos totais de 1,5% e 1,7%,
respectivamente. Apdés isolamento e identificacdo dos triterpenos por técnicas de
cromatografia em camada delgada (CCD), ressonancia magnética nuclear (RMN) de
H! e C™, espectroscopia no infravermelho (IV) e espectrometria de massas de alta

resolucao (ERMS), deu-se seguimento as rotas semissintéticas planejadas.

Foram ressintetizados no total quatro derivados do acido ursélico, descritos
nos Capitulos 1, 1l e lll, bem como quatro derivados ao acido betulinico (Esquema 1,
Capitulo I; Esquemas 1 e 2, Capitulo Il; Esquemas 1 e 2; Capitulo 1ll). A obtencéo
dos compostos testados neste trabalho foi de facil realizacao e baixo custo, visto que
as cascas de M. domestica foram obtidas como subprodutos da industria e as
arvores de P. acerifolia, apesar de exoticas, tém ampla distribuicdo no Rio Grande
do Sul. Além disso, a matéria-prima de origem vegetal também favorece a obtencao
de compostos com custo reduzido. O reduzido niamero de passos conduziu a
obtencdo dos produtos finais com bons rendimentos; o rendimento das etapas da
rota sintética variaram desde 70% para os derivados piperazinicos, 80% para 0s
derivados protegidos e 98% para os derivados acetilados como descrito no Capitulo
I. O rendimento global obtido foi de 67%.

Os derivados acetilados (Derivados 3 e 4, Capitulo 1) foram obtidos em uma
primeira etapa com a utilizacdo de anidrido acético como agente de acilacdo, o qual
€ amplamente utilizado em reacdes de sintese e reage rapidamente com alcoois em

condicdes basicas, utilizando piridina e solvente (Esquema 1, Capitulo 1).
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Os compostos acetilados foram entdo convertidos em seus cloretos de &cido
pelo tratamento com cloreto de oxalila seguido de reacdo de acoplamento peptidico
com a bisaminopropilpiperazina previamente protegida por um grupamento Boc
(Derivados 7 e 8, Capitulo 1), como descrito por Zeng e colaboradores (Esquema 1,
Capitulo 1). Apés esta etapa os compostos protegidos sofreram purificacdo através
de eluicdo em coluna cromatografica com gel de silica. Os compostos obtidos
(Derivados 7 e 8, Capitulo I) foram entdo submetidos a reacdo com acido
trifluoroacético para obtencdo dos derivados desprotegidos N-{3-[4-(3-
aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilursolamida e N-{3-[4-(3-aminopro-
pil)piperazinil]propil}-3-O-acetilbetulinamida (Derrivados 9 e 10, respectivamente.

Capitulo I); (Esquema 1, Capitulo ).

Todos os compostos tiveram sua estrutura elucidada através de técnicas
espectroscopicas de RMN de *H e de **C, espectroscopia de IV e espectrometria de

massas (Capitulo I).

Acido ursélico (1, Capitulo 1) foi obtido como um sélido amorfo branco na
forma de p6 e com férmula molecular de C3yH4;03 como deduzido pelo ERMS
(Observado m/z 457,3637 [M+H]"). O espectro de infravermelho mostrou bandas de
absorcdo caracteristicas de grupamento hidroxila em 3417 cm™ e de carbonila em
1682 cm™. Dados dos espectros de RMN de 1 mostraram sinais correspondentes ao
esqueleto triterpénico. O espectro RMN de 'H exibiu sinais para seis grupamentos
metila (¢ 0,69, 0,73, 0,84, 0,87, 0,90 e 1,01) junto com sinais correspondentes aos
prétons metilicos de H-30 (6 0.92, 3H) e H-29 (6 1,05 3H, d). O sinal em & 2,20 foi
atribuido ao H-18 (1H) enquanto o sinal do H-3 foi observado em & 3,09 (1H, dd).

Finalmente em & 5,16 foi observado um largo tripleto atribuido ao H-12.

As atribuices das ressonancias no espectro de RMN de **C do &cido ursélico
foram comparadas com dados da literatura (MENDIVE, 1940, GOSMANN et al.,
1989, MAHATO e KUNDU, 1994; TKACHEV et al.,, 1994) onde se destacam o0s
sinais observados para o carbono C-28 do grupamento COOH em & 180,87 e o

carbono C-3em § 125,42 e C-13 em 6 138,009.

Acido betulinico (2, capitulo 1) foi obtido como um sélido amorfo amarelado. A

massa molecular obtida por ERMS m/z 457,3658 [M+H]" e esta de acordo com a
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massa molecular do composto. O espectro de infravermelho mostrou bandas de
absorcdo caracteristicas de grupamento hidroxila em 3417 cm™ e de carbonila em
1681cm™. Dados dos espectros de RMN do composto também mostraram sinais
correspondentes ao esqueleto triterpénico. O espectro RMN de *H exibiu sinais para
seis grupamentos metila (6 0,70, 0,82, 0,84, 0,86, 1,14 e 1,57). Os sinais em § 4,47
(sl, 1H, H-29a) e & 4.61 (sl, 1H, H-29b) foram correspondentes aos prétons
isoprenilicos. O sinal em 6 3,04 (1H, dd) foi atribuido ao H-3 enquanto que o sinal em

6 1,39 foi atribuido ao H-9 juntamente com H-7 (1H, 2H, m).

As atribuicdes das ressonancias no espectro RMN de *C do &cido betulinico
foram comparadas com dados da literatura (GALGON et al., 1999; BASTOS et al.,
2007), onde se destacam os sinais observados em & 82,65 correspondente ao C-3, &
113,30 correspondendo ao C-29; & 154,64 atribuido ao C-20 e em & 183,05 que

corresponde ao C-28.

Para o &cido ursolico acetilado (composto 3, Capitulo 1) encontramos em
ERMS o pico do ion molecular como m/z 497.3636 consistente com a férmula
molecular C3,H4904. No espectro de infravermelho foi oservada uma banda adicional
em 1733cm-1 referente & carbonila. O espectro RMN de *H mostrou a presenca de
uma metila adicional com um sinal singleto em & 2,03 sugerindo que a acetilagéo
havia ocorrido. Também, como esperado o sinal de H-3 foi observado em 6 4,50.
Evidéncias para os grupamentos metila e carbonila foram observados no espectro
RMN de *C em at § 21,10 e 5 170,85, respectivamente.

J& para o &cido betulinico acetilado (composto 4, Capitulo I), foi atribuido no
ERMS o pico do ion molecular em m/z 521,3592, consistente com a formula
molecular C3Hs004Na: 521,7529. No espectro de infravermelho foi oservada uma
banda adicional em 1733cm-1 referente & carbonila O espectro RMN de *H mostrou
a presenca de uma metila adicional como um sinal singleto em & 2,03 sugerindo que
a acetilagdo deste composto também havia ocorrido. Como esperado, o sinal de H-3
foi observado em & 3,03 e os prétons isoprenilicos em 6 4,60 (1H, H-29a) e 6 4,72
(1H, H-29b), deslocados para campo mais alto se comparado ao espectro do
composto 2. Evidéncias para os grupamentos metila e carbonila foram observados
no espectro RMN de **C em § 21,15 e § 170,88, respectivamente.
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A importancia do grupamento N-1,4-bis(3-aminopropil)piperazina, ja é
relatada na literatura, devido a sua atividade antimalarica, também descrita para o0s
derivados bisquinolinicos (RYCKEBUSCH et al., 2003; GUILLON et al., 2004). Os
pesquisadores relatam atribuir a esta molécula e aos derivados da mesma, um
acumulo no vacuolo &cido do parasito. Em nosso trabalho prévio e outros relatos da
literatura foi proposto que o grupamento N-1,4-bis(3-aminopropil)piperazina interfere
na formacdo da hemozoina (VENNERSTROM et al, 1992; RAYNES et al., 1995;
GNOATTO et al.,, 2008a). Dentro deste contexto e com vistas a semissintese de
novos derivados com atividade antimalarica, bem como anti-Trichomonas e
antifingica, optou-se por utilizar o mesmo substituinte na semissintese de derivados

piperazinicos a partir do acido betulinico.

Para obtencdo dos derivados piperazinicos dos triterpenos foi necessario a
protecdo prévia de wuma das aminas do grupamento N-1,4-bis (3-
aminopropil)piperazina. Gnoatto e colaboradores (2008) utilizaram condigbes de
sintese para a protecdo N-Boc relatadas por Zheng e colaboradores (2005) obtendo
a piperazina monoprotegida desejada com um rendimento de 28%. No presente
estudo seguiu-se as mesmas condi¢cfes de reacdo, onde di-tert-butil dicarbonato (0.5
equiv.) em metanol (MeOH) foi lentamente adicionada a solu¢do de N-1,4-bis(3-
aminopropil)piperazina (1 equiv) em MeOH a 0 °C por 24hs, resultando em
rendimentos melhores, de 32%. Diferentemente da descricdo de Gnoatto et al. 2008,
neste trabalho realizou-se uma outra forma de extracédo, onde apos 24 hs de reacéo
o solvente foi removido a vacuo e o residuo solido dissolvido em cloroformio e
extraido com agua. A separacao foi acompanhada por CCD e as extracdes se
repetiram até que a mancha correspondente a amina que nao reagiu
desaparecesse. Para andlise utilizou-se como eluente sistema acetato de
etila:zMeOH (60:40) e revelacdo em cuba de iodo. Esta extragcdo se faz necessaria
pelo fato de ter sido utilizado apenas 0,5 equivalentes de di-tert-butil dicarbonato
para cada equivalente de N-1,4-bis(3-aminopropyl)piperazina, a fim de evitar a
formacdo do produto protegido em ambos os NH,. As fases organicas depois de
evaporadas a vacuo levaram a obtencdo de um composto semi-sélido amarelado. O
espectro de ERMS apresentou m/z 301.2622 [M+H]" consistente com a férmula
molecular CisH33N4O,.  Andlises de infravermelho apresentaram bandas

caracteristicas da absorcdo N-H em 3365 cm™ e caracteristicas de amida (C-O) em
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1685 cm™. O espectro RMN de *H mostrou um singleto em & 1,48 (9H) atribuido aos
prétons metilicos do grupamento boc. Em 6 1,72 (4H), foi observado um multipleto, o
qual foi atribuido ao CH,-c and ¢’ na cadeia lateral da piperazina. Em 6 2,50 (12 H),
um multipleto largo foi atribuido aos hidrogénios da piperazina e ao CH»-b and b’.
Finalmente, em 6 2,81 e 3,12 foram observados sinais atribuidos ao CH,-d and d’,

respectivamente.

Em uma segunda etapa, uma reacdo de acoplamento peptidico foi realizada
(Capitulo I, Esquema ). Para esta proposta, os compostos acetilados (3 e 4,
Capitulo 1) foram primeiramente tratados com cloreto de oxalila em CH.Cl,, levando
a formacéo dos cloretos de acila dos compostos. Esta reacéo foi monitorada através
de espectroscopia de IV, pois em geral, os grupamentos carbonila dos cloretos de
acidos apresentam absorcdes caracteristicas em aproximadamente 1770 cm™. A
reacdo foi finalizada quando a banda de 1688 cm™ desapareceu completamente, e
por sua vez a banda em 1777 cm™ teve sua maior intensidade, ap6s 3 hs de reacéo
(Figura 11). Subsequentemente, a reagcdo de acoplamento foi realizada com a
adicdo de trietilamina e a piperazina previamente protegida (composto 6, Capitulo ).

£

@

Figura 12. Espectro de infravermelho do acido ursélico acetilado e do intermediéario
da reacéo de acoplamento, demonstrando as bandas de absor¢céo: para 0 composto
acetilado (1688 cm™) em preto e o desaparecimento da banda do &cido carboxilico e
formacdo da banda carboxilica do cloreto caracteristica do produto da reagéo (1777

cm™) em azul.
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O composto piperazinico protegido por grupamento boc derivado de &cido
ursélico (composto 7, Capitulo 1), gerou um pico no espectro ERMS de m/z 782,5074
[(M + H)'] consistente com a formula molecular C4H73N4,O3. O espectro do IV
mostrou bandas de absorcao caracteristicas de carbonila de amida (C-28) em 1667
cm™ e de carbonila da acetila (C-3) em 1734 cm™. O espectro RMN de *H mostrou a
presenca de seis singletos (3H cada) em at 6 2,07 (acetila), 1,15 (CH3-27), 1,04
(CH3-26), 1,00 (CH3-23), 0,97 (CH3-24), e 0,94 (CH3-25), e dois dupletos (3H cada)
em 6 0,80 (CH3-30) e 0,90 (CH3-29). Foi observado um singleto (9H) caracteristico
das metilas do grupamento boc em & 2,10. Também foi observado sinal em & 4,50
(dd), atribuido ao H-3. Evidéncias do grupamento bis-aminopropilpiperazina foram
observadas em & 1,74 por um multipleto atribuido ao CH»,-c e ¢’; em & 2,48 foi
observado um multipleto largo (13H) atribuido aos hidrogénios da piperazina CH,-b e
b’ e H-18; e em 5 2,90 e 3,44 foram observados dois multipletos atribuidos a CH,-d e
d’. Finalmente, em 5 6.42 foi observado um singleto largo atribuido ao NH da amida
em C-28. O espectro RMN de *3C mostrou sinais atribuidos aos grupamentos metila,
em 3 14,9 (C-25), 16,0 (C-23), 17,1 (C-24), 17,5 (C-25), 21,0 (C-29), 23,5 (C-30
sobreposto ao sinal da metila do grupamento acetila) e em 28,0 (C-27). Os sinais
atribuidos aos CH; da piperazina foram observados em 6 54,7 com sobreposi¢éo. O
sinal de 21,80 foi atribuido aos carbonos das trés metilas do grupamento boc em
sobreposicdo. Foi observada também, a presenca de carbonos quaternarios dos

grupamentos amida e acetila em 6 179,28 e 171,59, respectivamente.

O composto piperazinico protegido derivado de &cido betulinico (composto 8,
Capitulo 1), gerou um pico no espectro ERMS de m/z 781,1619 (M + H)" consistente
com a formula molecular C47HgoN4Os. O espectro do IV mostrou bandas de absorcgéo
caracteristicas de carbonila de amida em (C-28) em 1687 cm™ e de carbonila acetila
(C-3) em 1777 cm™. O espectro RMN de *H mostrou a presenca de sete singletos
(3H cada) em & 2,04 (CHs-acetila), 0,84 (CH3-26); 0,85 (CH3-27); 0,87 (CH3-25); 0,95
(CH3-23); 0,97 (CHs-24) e 1,69 (CH3-30). Foi observado um singleto unico (9H)
caracteristico das metilas do grupamento boc em & 1,45. Também foi observado
sinal em & 4,48 (dd), atribuido ao H-3. Evidéncias do grupamento bis-
aminopropilpiperazina foram observadas em 4 1,65 atribuido ao CH,-c; em 6 2,47 foi
observado um multipleto largo (15H) atribuido aos hidrogénios da piperazina CH,-al,
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CHz-a1’, CHz-a2, CH»-a2’, CHy-b e CH»-b’, H-22 e H-1. Em & 3.19 foi observado um
multipleto (2H) atribuido ao CH,-d’ e em & 3.32 um mutipleto (4H) atribuido a CH,-d,
CH,-c’. Os hidrogénios do grupamento isoprenila foram observados em 4,59 (1H, H-
29a) e 4,75 (1H, H-29b). Finalmente em & 6.86 foi observado um singleto largo
atribuido ao NH da amida em C-28. O espectro RMN de *3C mostrou sete sinais
atribuidos aos grupamentos metila, em & 14,55 (C-24); 16,14 (C-25); 16,22 (C-30);
16,43 (C-26); 18,17(C-27); 14,9 (C-25) e 21,22 (metila do grupamento acetila). O
sinal em 28,41 foi atribuido aos carbonos das trés metilas do grupamento boc em
sobreposicao. Os sinais atribuidos aos CH, da piperazina foram observados em &
55,48 em sobreposicdo. Foi observada também, a presenca de carbonos
quaternarios dos grupamentos amida e acetila em & 176,14 e 170,90,

respectivamente.

Por fim, a reacdo de desprotecdo do composto derivado do acido ursdlico (7,
Capitulo 1) e do derivado do &cido betulinico (composto 8, Capitulo 1), utilizando
acido trifluoracético, levou a obtencao dos derivados (9 e 10, Capitulo I). As anélises
de IV revelaram para ambos os compostos bandas do grupamento NH, de amina
livie em aproximadamente 3406 cm™, da carbonila da amida em 1683 cm™ e da
carbonila da acetila em 1777cm™. Os espectros de RMN de 'H apresentaram os
mesmos sinais diagndsticos das metilas para ambos os compostos, destacando o
sinal da metila da acetila em 3 2,02 no mesmo valor para ambos 0s compostos, além
de um sinal em & 4,47 atribuido ao H-3 do derivado ursolico e & 3,78 atribuido ao H-3
do derivado betulinico. Um largo tripleto em 6 5,34 do espectro do derivado ursolico
foi atribuido ao H-12. Ja os prétons isoprenilicos do derivado betulinico foram
observados em 4,42 (1H, H-29a) e 4,57 (1H, H-29b). Os sinais caracteristicos dos
prétons metilicos do grupamento boc ndo foram mais vizualizados, confirmando a
desprotecdo dos compostos. Além disso, 0 RMN de 13C também n&do apresentou

mais o sinal dos carbonos das metilas deste grupamento protetor.

Sendo assim, nossas estratégias sintéticas foram realizadas visando a
otimizacdo do potencial antimalarico ja constatado para esses triterpenos, além de
possibilitar a realizagcdo de testes frente a outros agentes infecciosos, neste caso
agentes que causam infec¢gbes fungicas cutdneas e mucocutaneas e T. vaginalis.

Para isto destacam-se as modificacdes realizadas nas posicbes C-3 e C-28 dos
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compostos triterpénicos pentaciclicos acido ursolico e acido betulinico (Figura 13). O
grupamento hidroxila foi avaliado quanto a sua importancia pela insercdo de um
grupamento acetila (aumentando a lipofilia da molécula). O grupamento carboxilico
em C-28 foi substituido por uma cadeia lateral piperazinilica (reconhecido
farmacoéforo quanto a atividade antimalarica). Além disto, buscamos saber se apesar
das diferencas estruturais (na presenca de ligacdo dupla na posicdo C-12, do &cido
ursolico, na presenca de um radical isoprenila na posicao C-29, do acido betulinico,
e no ciclo E do esqueleto triterpénico) o esqueleto lupano poderia ser considerado

biois6stero do ursano.

Esqueleto triterpénico

- Importancia da ligagao dupla e outros
radicais, como a isoprenila.

Modificacdo em C-3: l

- Importancia da hidroxila;

/ Modificacao em C-28:

- Importancia do
COOR, grupamento carboxilico;
28

- Adicao de grupamentos
mais lipofilicos.

- Inser¢ao de um
farmacoforo ja descrito

Figura 13. Representacdo das posi¢cdes C-3 e C-28 na estrutura dos triterpenos
pentaciclicos e a importancia das modificacbes feitas pela adicdo de grupamentos

nestas posicoes, além da representacdo da importancia do esqueleto triterpénico.

Os compostos obtidos tiveram entdo suas atividades testadas frente a uma
série de agentes causadores de micoses cutanea e mucocutanea: Candida albicans,
Candida krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Epidermophyton floccosum, Tricophyton mentagrophytes, Tricophyton rubrum,
Microsporum canis, Microsporum gypseum e Scytalidium dimidiatum, T. vaginalis e

P. falciparum.

No Capitulo | estdo descritos os resultados obtidos nos ensaios antifungicos,
utilizando para isto o método de difusdo em &gar e confirmagéo através da técnica

de microdiluicdo em caldo. Dentre os compostos testados, 0 Unico que apresentou
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atividade contra os fungos filamentososos e leveduras foi o composto 10, com CIM
(concentragdo inibitétia minima) de 16 a 64 ug mL* e 4 a 16 pg mL?,
respectivamente. O composto 9 apresentou atividade antifGngica somente contra
leveduras, apresentando CIM no valor de 16 a 32 ug mL™. Nenhum dos triterpenos
na forma de aglicona (1 e 2) ou acetilados (3 e 4) na posicdo C-3 apresentou
atividade antifingica. Por esta razdo, verifica-se a importancia da substituicdo na
posicdo C-28 para a atividade antifangica. Além disto, o reagente N-1,4-bis(3-
aminopropil)piperazina foi também testado contra os agentes infecciosos, néo
apresentando propriedades antifingicas. Sendo assim, podemos concluir que o
composto 10 apresentou o maior espectro de acédo, visto que possuiu atividade
contra leveduras e dermatofitos, demonstrando um 6étimo potencial antifingico,
podendo ser comparado com a terbinafina (CIM entre 0,25 a 16 pg/ml). Estes
resultados sdo muito importantes, pois um numero crescente de casos de infeccéo

hospitalar devido a Candida spp. vem sendo relatado nos ultimos tempos.

A atividade dos mesmos derivados foi avaliada contra Trichomonas vaginalis,
ATCC 30236 e isolados frescos obtidos de urina de pacientes do sexo feminino e
masculino e esta descrita no Capitulo Il. Muitos produtos naturais estdo descritos na
literatura por apresentarem atividade anti-Trichomonas, com destaque para as
saponinas e alcaloides (GIORDANI et al., 2010; ROCHA et al., 2012; TIWARI et al.,
2008). Poucos estudos sao encontrados na literatura sobre a atividade anti-

Trichomonas de triterpenos bem como de seus derivados semissintéticos.

Os seis compostos semissintetizados a partir dos acidos ursolico e betulinico
(Esquemas 1 e 2, Capitulo IlI) foram testados quanto a atividade anti-Trichomonas.
Como podemos observar dentre os compostos acetilados (3 e 4), o derivado de
acido betulinico (3) mostrou ser capaz de reduzir a viabilidade dos trofozoitos nas
concentractes de 1000 a 600 uM (Figura 2. G, Capitulo II). O composto 8 também
foi responsavel pela diminuicdo da viabilidade somente em altas concentracoes,
1000 e 500 puM (Figura 2. E, Capitulo Il). O derivado 5 apresentou diminuicdo de
80% na viabilidade dos trofozoitos, nas concentracdes de 1000 a 125 pM (Figura 2.
H, Capitulo Il). O Unico composto capaz de reduzir completamente a viabilidade dos
parasitos, resultando em CIM de 62,50 uM, foi o composto 7 (Figura 2. 1).
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Dessa forma, prosseguiram-se 0s ensaios biol6gicos com 0 composto mais
ativo, testando-o contra isolados frescos de T. Vaginalis, ensaio de cinética de
crescimento e ensaios para verificar possiveis mecanismos de acdo envolvidos
como atividade hemolitica e liberacdo de lactato desidrogenase latica (LDH). Os
resultados demonstraram que o composto 7 apresentou diminuicdo de 25% da
viabilidade dos trofozoitos para os isolados TV-LACM1 e TV-LACM2, ambos de
pacientes do sexo feminino (Figura 3. A e 3. B, capitulo II). J4 os isolados TV-LACH1
e TV-LACH2, ambos de pacientes do sexo masculino, apresentaram diminuicdo da
viabilidade em concentra¢des mais altas do composto (Figura 3. C e 3. D, Capitulo
II). Estes resultados sugerem que as culturas de isolados frescos mantidas por
menor tempo em cultivo in vitro, possuem a capacidade de manter as caracteristicas
biol6gicas dos parasitos como se estivessem no sitio de infeccdo (PETRIN et al.,
1998; LEHKER e ALDERETE, 2000; TASCA et al.,, 2003) diminuindo assim a
capacidade tricomonicida do composto testado. Somando-se a isso, estudos
comprovam que isolados de T. vaginalis que sdo mantidos em cultura por longos

periodos sdo menos virulentos que isolados frescos (MIDLEJ e BENCHIMOL, 2010).

Além disso, a comparacao da atividade obtida entre os isolados, é uma
importante caracteristica para avaliar a atividadade tricomonicida obtida devido a
citotoxicidade do composto, bem como entender alguns mecanismos que possam

estar envolvidos na interacéo parasito-hospedeiro.

Os resultados de atividade anti-Trichomonas frente aos isolados provenientes
de pacientes do sexo feminino foram melhores que aos isolados de pacientes do
sexo masculino, (Figura 2, Capitulo II). No homem a prdéstata possui um papel muito
importante no acumulo de zinco e na distribuicdo do mesmo em tecidos adjacentes e
no trato urogenital masculino. Sabe-se que o0 zinco possui propriedades
bacterioliticas ja descritas, dificultando a habilidade de patégenos em se estabelecer
no trato urogenital masculino (LEISSNER et al., 1980). Desta forma, Langley e
colaboradores (1987) comprovaram que culturas de T. vaginalis podem ser afetadas
por liquido seminal prostatico e estabeleceram a partir disso, a hipétese de que a
apresentacao clinica da tricomonose em homens é dependente de um balanco entre
a sensibilidade de isolados de T. vaginalis ao zinco e de fatores zinco dependentes

contidos no fluido prostatico. Sendo assim, estes fatores poderiam estar envolvidos
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em mecanismos de defesa presentes nos isolados clinicos provenientes do sexo
masculino, levando ao aumento da concentracdo em que o composto diminui a
viabilidade dos parasitos (250 a 100uM para TVLACL1; 125 a 1000uM para
TVLACH2) e a auséncia da CIM. Para os isolados clinicos femininos, a CIM também
ndo foi obtida, porém a diminuicdo da viabilidade ocorreu entre concentracdes de
62,5 a 1000 uM, demonstrando que outros fatores podem estar envolvidos na
patogenicidade e sensibilidade destes isolados ao composto 7, como habitat do trato
urogenital diferente, facilidade de adesdo as células epiteliais vaginais, ja que no

homem o canal uretral € fisiologicamente diferente, entre outros fatores.

A cinética de crescimento avalia a capacidade do composto em reduzir a
viabilidade dos trofozoitos em relacdo ao tempo de cultivo. O composto 7
demonstrou ser ativo apos 24 hs em contato com os parasitos, reduzindo a
quantidade viavel dos mesmos a zero (Figura 3, Capitulo Il). JA& os controles
apresentaram crescimento normal dos parasitos com o pico maximo atingido em 24

hs, de 1,0 x 10° trofozoitos/mL.

Com o intuito de avaliar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na
atividade do composto 7 em T. vaginalis, foram realizados ensaios de atividade
hemolitica e da quantificacdo de LDH liberada pelos trofozoitos. A capacidade de
hemdlise do composto foi avaliada, obtendo-se como resultado 100% quando
comparado ao controle positivo. Ja a capacidade de liberacdo de LDH promovida

pelo composto foi de 83% (Figura 5, Capitulo II).

Estes resultados nos indicam que o0 composto poderia estar agindo na
membrana do parasito, rompendo-o e levando-o consequentemente a morte. Dentro
deste contexto, compostos anfifilicos possuem capacidade de se inserir na camada
lipidica da membrana celular e promover ruptura, como verificado nos eritrocitos e
em estudos que utilizam saponinas como agentes citoliticos (ROCHA et al., 2012;
TIWARI et al.,, 2008). Tiwari e colaboradores, desenvolveram estudos da atividade
anti-Trichomonas de saponinas provenientes de Sapindus e concluiram que estes
compostos possuem acéo detergente, possivelmente afetando a membrana
bilipidica do parasito e prejudicando a citoaderéncia do mesmo. Além disso, os
resultados dos ensaios de liberacdo de LDH, demonstrando que a enzima citosélica

é liberada para o meio extracelular, corroboram com os resultados de hemdlise e
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nos levam a concluir que um mecanismo de dano a membrana celular possa estar

envolvido na acdo do composto 7.

Em adicdo, estudos anteriormente publicados por Gauthier e colaboradores
(2009) avaliam a capacidade hemolitica do acido betulinico, sendo esta similar ao
controle negativo, o que nos leva a concluir que a capacidade hemolitica total do
composto 7 possa estar sendo atribuida aos grupamentos acetila ou piperazinico,

adicionados na molécula.

Experimentos complementares da atividade do composto 7 em células
epiteliais vaginais serao desenvolvidos, para avaliar seu potencial citotoxico. Além
disso, sera realizada a avaliacdo microscopica das alteracfes ultraestruturais no T.
vaginalis em contato com o composto 7 através de microscopia de transmissao
eletrbnica e de varredura, a fim de adicionar mais detalhes para o entendimento dos

efeitos gerados pelo composto no parasito.

A atividade anti-Plasmodium falciparum foi avaliada para os derivados
semissintéticos obtidos e esta descrita no Capitulo 11l (esquemas 1 e 2, Capitulo III).
Os melhores resultados, na faixa de nanomolar, foram encontrados para 0s
derivados piperazinicos dos &cidos betulinico e ursoélico 1c (220nM) e 2c¢ (175 nM)
(Figura 2, Capitulo 1), respectivamente. Os derivados acetilados e protegidos por
um grupamento boc apresentaram resultados na faixa de 4 a 15 pM (Figuras 1 e 2,
Capitulo 1ll). Testes de citotoxicidade contra células humanas embrionarias HEK
293T foram realizados e demonstraram que o0 composto la néo é citotoxico, ao
contrario de 1b, 1c e 2c que demonstraram citotoxicidade na concentracdo de 4uM
mas com indice de seletividade de 0,8; 18 e 23, respectivamente. Estes resultados
deram prosseguimento para o préximo teste, onde o composto 2c, sendo 0 mais
ativo, foi avaliado na manutencdo da homeostase do calcio para o parasito, um
mecanismo celular de sinalizagdo essencial na regulacdo de processos de
maturacédo, invasdo e divisdo celular (VAROTTI et al., 2003). O composto 2c foi
capaz de modular a via de homeostase do célcio no parasito; através da adi¢éo de
100 uM do composto, o calcio é mobilizado dos vacuolos internos e liberado, como
mostra a Figura 3, Capitulo Ill. Assim, os triterpenos semissintéticos apresentaram
atividades extremamente satisfatérias contra P. falciparum e estdo de acordo com os

dados ja relatados na literatura por Gnoatto e colaboradores (2008).
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Dentro do contexto das atividades farmacoldgicas descritas neste estudo,
algumas inferéncias sao feitas em relagcdo aos agentes infecciosos descritos e suas
similaridades, bem como suas propriedades fisioldgicas. Comumente a malaria e a
tricomonose sdo infeccbes causadas por protozoarios parasitos, o que pobde
direcionar a prospecgédo, sintese e avaliagdo bioldgica de moléculas de interesse
farmacéutico, com vistas a atividade antiprotozoaria. Considerando essas
parasitoses, estabeleceu-se o foco em dois principais filos: Apicomplexa,
compreendendo o género Plasmodium, causador da malaria, e Sarcomastigophora,
incluindo o subfilo Mastigophora, que alberga os protozoarios flagelados do género
Trichomonas. Excetuando-se algumas diferencas morfolégicas e de habitat - T.
vaginalis um patégeno de mucosa, extracelular e Plasmodium spp. intracelular - a
localizac&o evolutiva e as rotas metabdlicas desenvolvidas por esses protozoarios
sdo semelhantes, possibilitando a busca de novas opgdes terapéuticas para essas

severas infecgdes.

Ja as leveduras diferentemente dos protozoarios, sao células simples, com
uma parede celular rigida, pertencentes a uma classe de organismos
predominantemente unicelulares, que diferem morfologicamente e fisiologicamente
entre si (BERGOLD e GEORGIADIS, 2004), porém comumente aos protozoarios
podem parasitar 0 organismo humano. Os dermatéfitos sdo fungos filamentosos
queratinofilicos pertencentes a um unico género: Arthroderma e divididos em trés
espécies: Tricophyton, Microsporum e Epidermophytum, capazes de invadir tecidos
humanos como a pele e anexos (pélo, unhas e cabelo), causando dermatites,
conhecidas por dematofitoses (MEZZARI, 1998). Estes agentes infecciosos
emergentes direcionaram a busca por novos alvos terapéuticos e nos levaram a

pesquisa de compostos que possam ter uma atividade fungicida eficiente.

Encontramos neste estudo compostos capazes de atuar nos diferentes
agentes infecciosos envolvidos. A tabela 1 apresenta o resumo da atividade
farmacoldgica de todos os compostos sintetizados frente aos agentes infecciosos
selecionados, destacando um composto ativo em todos os ensaios biologicos: N-{3-
[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetilbetulinamida. Esta molécula foi capaz de
inibir o crescimento dos fungos causadores de micoses cutaneas e mucocutaneas,

bem como de T. vaginalis e P. falciparum. Esses agentes infecciosos diferem
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estruturalmente e na localizacdo no sistema hospedeiro. P. falciparum é um
protozoario parasito intracelular, ja T. vaginalis, bem como as leveduras e
dermatofitos, é extracelular. Desta maneira, 0 mecanismo de acdo do composto
provavelmente poderia ser diferenciado nos trés géneros. Mais estudos seréo
necessarios para entender de que forma o composto atua fisiologicamente nos
microrganismos testados e dessa forma elucidar o completo mecanismo de acao

desenvolvido por esta molécula triterpénica.
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Tabela 1. Resumo das atividades farmacologicas dos compostos obtidos.

Agentes causadores de micoses cutadneas e mucocutaneas

- . (CIM pg/ml)
COMPOSTOS T.vaginalis  P. fa'((?l'ga'f)um 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
50
na 36 uM na na na na na na na na na na na
na 18 uM na na na na na na na na na na na
na 14 yM na na na na na na na na na na na
dv 4 uM na na na na na na na na na na na
(500-
1000 pMm)

na: ndo ativo; dv: diminuigdo da viabilidade; 1) C. albicans; 2) C. krusei; 3) C. glabrata; 4) C. tropicalis; 5) C. parapsilosis; 6) E. floccosum;7)T. mentagrophytes;
8) T. rubrum;9) M. canis; 10) M. gypseum; 11) S. dimidiatum.
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Agentes causadores de micoses cutaneas e mucocuténeas
(CIM pg/ml)
5 6

COMPOSTOS T.vaginalis P. falciparum 1 2 3 4 7 3 9 10
( |C50) 11

na 5uM na Na na na na na na na na na na
dv

(125-1000 15 pM na Na na na na na na na na na na
HM)
dv 175 nM 16 32 16 16 16 na na na na na na

(500-1000
uM)

ICs 62,5 220 nM 4 16 4 4 4 32 16 64 64 32 64
UM

na: ndo ativo; dv: diminuicdo da viabilidade; 1) C. albicans; 2) C. krusei; 3) C. glabrata; 4) C. tropicalis; 5) C. parapsilosis; 6) E. floccosum;7)T. mentagrophytes;
8) T. rubrum;9) M. canis; 10) M. gypseum; 11) S. dimidiatum.
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Em estudos que comparam as atividades dos farmacos de escolha para tratar
as doencas infecciosas anteriormente discutidas, a CIM para anfotericina B é
relatada em torno de 0,16 a 0,31 pg/mL (SHAI et al., 2008). J& para fluconazol h4
relatos da obtencdo de CIM em cocnentragcbes de 0,5 a 2 pg/mL (KUMAR et al.,
2010). Um estudo relata o uso de metronidazol, comparando-o com a atividade anti-
Trichomonas frente extratos de saponinas, utilizando concentracdes de 1 a 12 uM,
obtendo a CIM apés 24h na concentracdo de 12 uM (TIWARI et al., 2009). J& para
P. falciparum estudos relatam CIM no valor de 16 nM para cepa sensivel a
cloroquina (3D7) e para cepa resistente a coloroquina 200 uM (Dd2) (RAMALHETE
et al., 2011).

Os resultados obtidos nesta dissertacdo, a partir da avaliacao
bioquimicofarmacolégica dos compostos, em um contexto multidisciplinar,
envolvendo distintos métodos e areas de conhecimento, sdo de suma importancia
para o estabelecimento de novos rumos para a pesquisa de potenciais compostos
com atividade antifingica, anti-Trichomonas e antimalarica a partir de derivados

triterpénicos semissintéticos.
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IV. CONCLUSOES GERAIS







Os resultados deste estudo demonstram o sucesso do planejamento racional
empregado para a obtencdo de derivados dos acidos ursoélico e betulinico. Além
disso, 0s ensaios biolégicos apontam estes compostos como potenciais prototipos
para o desenvolvimento de novos agentes contra micoses mucocutaneas e

cutaneas, tricomonose e malaria.

IV.1 O método de extragdo empregado levou a obtencdo dos triterpenos acido
ursélico, de Malus domestica, e acido betulinico, de Platanus acerifolia, com

excelentes rendimentos.

IV.2 A insercdo de grupamentos via semissintese nas posi¢cbes C-3 e C-28 do

esqueleto triterpénico, foi realizada com sucesso.
IV.3 Foram obtidos no total seis derivados semissintéticos.

IV.5 N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetilbetulinamida demonstrou ser o
composto mais ativo contra as espécies de leveduras: Candida albicans, Candida
krusei, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e espécies de
dermatdfitos:  Epidermophyton  floccusum,  Trichophyton  mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Microspourm gypseum, Scytalidium

dimidiatum testados.

IV.6  N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetilbetulinamida foi o composto
mais ativo frente isolado padrdo ATCC 30236 de T. vaginalis; apresentou inibicdo da
viablidade em todos os isolados clinicos; foi hemolitco e causou a liberacédo de LDH
na CIM.

I.V.7 Frente a Plasmodium falciparum, resultados na faixa de nanomolar foram
encontrados para N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetilbetulinamida e N-
{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetilursolamida com indice de seletividade,
de 18 e 23, respectivamente. O composto N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-
acetilursolamida demonstrou interferir na homeostase do calcio parasitario

intracelular.

137






V. PERSPECTIVAS







A multidisciplinaridade e os resultados obtidos neste estudo nos levam a uma

série de perspectivas:
V.l Investigar o mecanismo de acao antifungica;

V.2 Testar o composto N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetil-
betulinamida frente a um ndmero maior de isolados de C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, pesquisando CIMs, CIMgy € sinergismo

com antifingicos;

V.3 Realizar experimentos complementares da atividade do composto N-{3-
[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetilbetulinamida em células epiteliais
vaginais, para avaliar seu potencial citotoxico. Realizar a avaliacao
microscoépica das alteragcfes ultraestruturais no T. vaginalis em contato com o
composto, através de microscopia de transmisséo eletronica e de varredura, a
fim de adicionar mais detalhes para o entendimento dos efeitos gerados pelo

composto no parasito;

V.4. Avaliar os parametros farmacocinéticos dos composto N-{3-[4-(3-
aminopropil)piperazinil]propil}-3-acetilursolamida e  N-{3-[4-(3-aminopropil)
piperazinil]propil}-3-acetilbetulinamida;

V.5 Investigar outros mecanismos de acdo envolvidos na atividade
antimalarica, como determinacdo de mudancas no potencial da membrana

mitocondrial parasitaria.
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VIl.  ANEXOS
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1,4-bis-(3-aminopropil)piperazinil

Derivado piperazinico do acido betulinico
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