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RESUMO
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A malaria é uma doenca infecciosa importante em paises tropicais. A transmissdo ocorre atraves da
picada da fémea do mosquito Anopheles que libera a forma esporozoitos de espécies de
Plasmodium. Segundo a Organizagdo Mundial da Salde (OMS) cerca de 627 mil mortes ocorrem
anualmente. S8o complicadores desta situacdo a crescente resisténcia das espécies de Plasmodium
aos antimalaricos de uso convencial, o dificil controle do mosquito transmissor devido a falta de um
inseticida eficaz e auséncia de uma vacina. Considerando este panorama novos farmacos
necessitam ser desenvolvidos que atendam aos requisitos de rapida eficacia, minima toxicidade e
baixo custo. Nosso grupo de pesquisa tem buscado a obtencdo de novos antimalaricos através da
modificacdo estrutural de compostos de origem natural. Como resultado foram obtidos derivados
piperazinicos do triterpeno acido ursoélico (AU) através de farmacomodula¢éo em C-28, com atividade
frente a cepa cloroquina (CQ)-resistente FcB1 de Plasmodium falciparum (ICso = 80 nM, superior a da
CQ (ICs, = 130 nM). Visando dar continuidade na busca de novos compostos antimalaricos, este
trabalho objetivou a obtengé&o dos triterpenos acido betulinico (AB) e AU, seguido de modificagdo nas
posicdes C-3 e C-28 para avaliagdo da atividade antimalarica. Assim, foram obtidas duas séries de
derivados (série AB e série AU) totalizando 18 moléculas inéditas que possuem em C-3 substituintes
ésteres com variacdes no tamanho e ramificacdo da cadeia de carbonos e presenca de grupos com
diferente eletronegatividade e polaridade. Seis novos derivados piperazinicos também foram
sintetizados. Todos 0s compostos obtidos tiveram a sua atividade antimalérica testada frente a cepa
CQ-sensivel 3D7 de P. falciparum, seguida da analise da relagdo estrutura-atividade (REA). Os
derivados 1le, 1f e 2e apresentaram boa atividade com ICso = 5, 8 e 7 UM, respectivamente, sendo
gue cinco derivados piperazinicos apresentaram excelente atividade com ICsy na faixa de 1 — 0,316

UM. Estes derivados quando avaliados quanto a citotoxicidade in vitro, frente a célula de rim



embrionario humano (HEK293T), mostraram-se ndo citotoxicos ou com baixa citotoxicidade nas
concentracdes testadas. Com base nestes resultados passamos a investigar o mecanismo de acao,
uma vez que até este momento poucos estudos foram desenvolvidos para este tipo de estrutura
triterpénica. Trés diferentes mecanismos de acdo foram avaliados levando em consideracao
mecanismos de farmacos disponiveis no mercado para o tratamento da malaria. S&o eles, colapso do
potencial de membrana mitocondrial (mecanismo de acdo da atovaquona) e inibicdo da formacdo da
B-hematina (mecanismo de agdo da CQ), além da avaliacdo na modulacéo na via de sinalizagédo do
ca” por se tratar de um importante ion na fisiologia do parasito. Os derivados testados mostraram
ndo atuar nos mecanismos envolvendo membrana mitocondrial e B-hematina. Porém, os primeiros
resultados em trofozoitos isolados indicaram que a via de sinalizacdo do Ca®* pode estar envolvida no
mecanismo de acdo dos derivados piperazinicos. Ensaios mais detalhados, em parasitos mantidos
em hemacias, na via de sinalizagcao do Ca” foram realizados para os derivados piperazinicos aqui
descritos e outros dois derivados piperazinicos com excelente atividade antimalarica sintetizados pelo
nosso grupo. Estes resultados comprovaram o mecanismo de a¢cdo destes compostos envolvendo a
desregularizacdo da homeostasia do ca®* liberado de compartimento &cido, mecanismo proposto

para a cloroquina e nigericina.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium, citotoxicidade, Ca®*, potencial de membrana mitocondrial, -

hematina, acido betulinico, acido ursélico, derivados semissintéticos.
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Malaria is an infection disease important in tropical countries. The transmission happens through the
bit of Anopheles female that release the sporozoites stage of the Plasmodium species. According to
World Health Organization (WHO) around 627 mil deaths happen annually. Complicating this situation
is the resistance increase of the Plasmodium species to antimalarials in conventional use, the hard
mosquito control due the lack of an effective insecticide and a vaccine. Considering this panorama
new medicines need being developed that fulfill the requirements of rapid efficacy, minimal toxicity and
low cost. Our research group has sought the obtaining of new antimalarials through the structural
modification of the compounds from natural source. As results were obtained the piperazines
derivatives of the triterpene ursolic acid (UA) through the pharmacomodulation in C-28, with activity
against the chloroquine (CQ)-resistance FcB1 of Plasmodium falciparum (ICso = 80 nM higher than
CQ (ICso = 130 nM). Aiming to continue the search of new antimalarial compounds, this present work
aimed to obtaining of triterpenes betulinic acid (BA) and UA, following the modification at the positions
C-3 and C-28 to evaluate the antimalarial activity. Then, two series of derivatives (series BA and UA)
totaling 18 new compounds with C-3 ester substituent with variations in the size and branching of the
carbon and the presence of groups with different electronegativity and polarity chain were obtained.
Six new piperazines derivatives also were synthesized. All compounds obtained had the antimalarial
activity tested against the CQ-sensitive 3D7 of P. falciparum, following the analysis of the structure-
activity relationship (SAR). The derivatives le, 1f and 2e displayed good activity with ICso =5, 8 and 7
UM, respectively, and five piperazine derivatives showed excellent activity with ICsq in the range of 1 —
0.316 puM. These derivatives when evaluated the cytotoxicity in vitro, against the mammalian cells
(HEK293T), showed no cytotoxic or with low cytotoxicity at the concentration tested. Based on these
results we investigated the action mechanism, since so far few studies have been developed for this

type of triterpene structure. Three different action mechanisms were evaluated considering the



mechanism of medicines available to malaria treatment. These are, effects on mitochondrial
membrane potential (A%m) (action mechanism of atovaquone) and inhibition of 3-hematina formation
(action mechanism of CQ), also the evaluation in the modulation of signaling Ca®* pathway since it is
an important ion in the physiology of the parasite. The derivatives tested did not act in the mechanism
involving mitochondrial membrane and B-hematin. However the first results in isolated trophozoites
indicated that the signaling of ca® pathway may be involved in the mechanism of action of the
piperazine derivatives. More detailed tests, in parasites kept in RBC, in the ca® pathway were
performed to the piperazine derivatives here described and others two piperazine derivatives with
excellent antimalarial activity synthesized by our group. These results confirmed the mechanism of
action of these compounds involving the deregulation of homeostasis Ca”* released from acid

compartiment, mechanism proposed to chloroquine and nigericin.

Key-words: Malaria, Plasmodium, cytotoxicity, Ca”*, mitochondrial membrane potential, B-hematin,

betulinic acid, ursolic acid, semisynthetic derivatives.
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of 4a (100 pM) (2.34 a.u. + 0.134, n=7, p= 0.0011) in P. falciparum. p values were calculated by
comparison with methanol (0.05%) data (1.458 a.u. = 0.057, n=4). Bar graphs represent means
* standard deviation. The fluorescence was measured continuously (acquisition rate: every 0.5

seconds).
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De acordo com a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) a malaria é
endémica em 106 paises, afetando assim aproximadamente metade da populacéo
mundial. Os numeros exatos sdo desconhecidos, porém o ultimo relatério mundial
da malaria mostrou entorno de 207 milhdes de casos e 627 mil mortes. No
continente Africano a doenca é mais devastadora registrando 90% das mortes e
80% dos casos. Dos casos registrados em 2012 na América Latina 52% ocorrem no
Brasil, sendo que do total das 108 mortes 59% tem incidéncia no Brasil,
principalmente nos estados do norte (WHO, 2013).

As espécies do género Plasmodium sdo agentes etiologicos da malaria,
sendo que em humanos cinco sdo conhecidas: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malarie, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi. As
manifestacfes mais severas da doenca, ou seja, com as formas mais virulentas sao
causadas por P. falciparum, estando relacionado com 91% dos casos mundiais. No
Brasil a maioria dos casos é resultante da infeccéo por P. vivax (85%) (WHO, 2013).

Como fonte alternativa de compostos antimaléricos destaca-se os produtos
naturais, que tanto possibilitaram como inspiraram o0os medicamentos atualmente
disponiveis. Neste sentido, a semissintese tem demonstrado ser uma ferramenta
bastante importante, pois através desta a atividade dos prot6tipos de origem natural
pode ser modulada e otimizada. Como exemplo de compostos de origem natural e
derivados semissintético com elevado potencial antimalarico podemos citar a quinina
(QN) e compostos relacionados, como cloroquina (CQ) e mefloquina (MF). Outro
farmaco de suma importancia € a lactona sesquiterpénica artemisinina (ART) isolado
e identificado na década de 70 a partir dos extratos da planta Artemisia annua (Liu et
al., 2006). Tal estrutura sesquiterpénica foi modificada resultando nos derivados
artesunato (AS) e artemeter (AM), que vém desempenhando importante papel na
terapia da malaria (Kayser and Kiderlen, 2003; White, 2008; WHO 2013).

Dentre os maiores obstaculos no tratamento da malaria estédo a resisténcia do
Plasmodium aos farmacos disponiveis no mercado, bem como a elevada toxicidade
dos mesmos. Assim, existe uma necessidade urgente de desenvolvimento de novos
e eficazes antimalaricos, especialmente com mecanismo de a¢ao inovador (Vellasco
Junior et al., 2011). Outros obstaculos estdo na indisponibilidade de uma vacina
(Dell'agli et al., 2012), bem como na resisténcia do mosquito Anopheles, transmissor
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desta doenca, ao inseticida DDT (diclorodifeniltricloretano) dificultando assim o

controle da disseminacgéo da doenca (Greenwood and Mutabingwa, 2002).

Tendo em vista esta problematica, pesquisas referentes ao desenvolvimento
de novos compostos com potencial antimalarico sdo extremamente necessarias. Em
2008, nosso grupo de pesquisa relatou sete novos derivados piperazinicos do acido
ursolico (AU) com modificacédo estrutural na posicdo C-28, com significante atividade

antimalarica (ICso 78 - 167 nM). Os resultados obtidos foram bastante relevantes,

visto que um dos compostos, N-{3-[(4-(3-(4-
Hidroxibenzil)amino)propil)piperazinil]propil}-3-O-acetilursolamida, (ICsp = 80 nM)
apresentou atividade antimalarica até mesmo superior a da CQ (ICsp = 130 nM)

frente & cepa FcB1l (CQ-resistente) (Gnoatto et al., 2008). Ainda em relacdo ao
triterpeno AU, a literatura relata a reducao da proliferacdo de P. falciparum in vitro
frente as cepas 3D7 (ICsp= 15,12 pg/mL), W2 (ICso= 18,10 pg/mL), K1 (ICso= 36,5
pg/mL) e T9-96 (ICs0= 28,0 pg/mL) e supressdo da parasitemia (96,9%; dose: 60
mg/kg/dia) em testes in vivo frente P. berghei (Steele et al., 1999; Traore-Keita et al.,
2000). Outro importante triterpeno € o acido betulinico (AB), que em ensaios in vitro
frente a cepa de P. falciparum CQ-sensivel (3D7) (ICso 18 uM) mostrou-se como um

promissor composto antimalarico (Innocente et al., 2012; da Silva et al., 2013).

AB AU

Diante dos resultados obtidos pelo nosso grupo e os relatos disponiveis na

literatura, este trabalho engloba pesquisa referente aos triterpenos AB e AU. Para
tanto trabalhamos na obtencdo de novos derivados semissintéticos destes
triterpenos com modificagcbes nas posicbes C-3 e C-28 com o0 objetivo de
potencializar sua atividade frente ao P. falciparum. Também avaliamos a

citotoxicidade e o mecanismo de a¢éo dos derivados mais ativos.
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Desta forma, o presente trabalho esta dividido em quatro capitulos,
apresentados na forma de artigos. No CAPITULO | elaboramos uma revisdo da
literatura abordando o0s seguintes topicos: malaria, terpenos e derivados
semissintéticos com atividade antimalarica avaliada e propriedades fisico-quimicas.
Neste capitulo temos o intuito de mostrar o potencial da classe dos terpenos frente
ao Plasmodium, enfatizando a importancia da quimica medicinal para a otimizacao
da atividade desta classe de derivados. Esta revisdo sera submetida para Mini-
Reviews in Medicinal Chemistry. No CAPITULO Il descrevemos duas séries de
derivados (série AB e série AU) e a avaliacdo da atividade antimalérica seguida da
andlise da citotoxicidade e mecanismo de acao (colapso do potencial de membrana
mitocondrial e inibicado da formacdo da [B-hematina) dos derivados com boa
atividade. Os resultados obtidos foram publicados na Revista Malaria Journal, v. 12,
2013. No CAPITULO Illl mostramos dois novos derivados piperazinicos do AB bem
como a avaliagdo da atividade antimalérica, citotoxicidade e mecanismo de acéo
(acdo na via de sinalizacdo do Ca**, colapso do potencial de membrana mitocondrial
e inibicdo da formacédo da B-hematina). Os resultados obtidos foram copilados na
forma de manuscrito cientifico e submetidos para Tropical Medicine and International
Health Journal. No CAPITULO IV temos uma continuacéo do estudo apresentado no
CAPITULO Il e de trabalho publicado pelo nosso grupo (Innocente et al., 2012). Os
dois derivados mais ativos apresentados no CAPITULO Il foram modificados em C-
28, obtendo-se assim quatro novos derivados piperazinicos. Estes derivados tiveram
a atividade antimalérica, citotoxicidade, e mecanismo de a¢éo na via de sinalizacao
do Ca*' avaliados, juntamente com os mais ativos reportados por Innocente e
colaboradores (2012). Para o mecanismo de ac¢do, diferentemente do experimento
descrito no capitulo Ill e por Innocente e colaboradores (2012), parasitos
assincronicos foram avaliados nos eritrocitos, a fim de simular o ambiente parasitario
mais préximo da realidade, com investigacdo do compartimento pelo qual o Ca?* foi
liberado. O manuscrito sera submetido para Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics. Parte importante dos resultados obtidos no periodo de
doutorado foi copilada na forma de artigo e esta disposta no APENDICE | onde
mostramos a avaliacdo da atividade larvicida e adulticida para An. darlingi e A.
aegypti dos AB e AU e seus derivados modificados em C-3. Apos a finalizacao dos

experimentos sera submetido para a revista Chemosphere.


http://jpet.aspetjournals.org/
http://jpet.aspetjournals.org/

2 OBJETIVOS
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2.10BJETIVO GERAL

Obter através de semissintese derivados dos triterpenos acido betulinico (AB)
e acido ursdlico (AU) visando a obtencdo de compostos inovadores para o combate

da malaria.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Isolar os triterpenos AB e AU a partir de fontes naturais, cascas de Platanus

acerifolia e cascas dos frutos de Malus domestica, respectivamente.

— Obter através de semissintese novos derivados do AB e do AU.

— Avaliar a atividade antimalérica dos derivados frente a cepa CQ-sensivel de P.

falciparum 3D7.

— Estudar a atividade antimalarica avaliando a relacdo estrutura-atividade (REA).

— Realizar ensaios de citotoxicidade dos derivados mais ativos frente as células de

rim embrionario humano HEK293T.

— Investigar o mecanismo de acdo dos derivados mais promissores utilizando

ensaios biolégicos.



3 ARTIGOS CIENTIFICOS
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3.1 CAPITULO |

MEDICINAL CHEMISTRY AS A TOOL FOR THE OPTIMIZATION OF
NATURAL ANTIMALARIAL COMPOUNDS: EMPHASIS ON THE
TERPENE CLASS

G.N.S. Silva®', L.C.D. Rezende?, F.S. Emery %, G. Gosmann ', S.C.B. Gnoatto **
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2Department of Pharmaceutical Sciences, Pharmacy School, USP-RP, Av. Do Café, s/n°, Ribeirdo
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MEDICINAL CHEMISTRY AS A TOOL FOR THE
OPTIMIZATION OF NATURAL ANTIMALARIAL
COMPOUNDS: EMPHASIS ON THE TERPENE CLASS

G.N.S. Silva®, L.C.D. Rezende? F.S. Emery 2 G.Gosmann ', S.C.B. Gnoatto **

'Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Pharmacy School, UFRGS, Av. Ipiranga 2752, Porto
Alegre, RS 90610-000, Brazil.
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Preto, SP 14040-903, Brazil.

*Address correspondence to this author: E-mail: simone.gnoatto@ufrgs.br
Tel.: +55 51 3308 5451; Fax: +55 51 3308 5313

Abstract: Medicinal chemistry has sought to develop, design, identify and prepare the potential of
biologically active compounds, showing their mechanism of action at the molecular level and
determining structure-activity relationships. In this sense, many compounds have been developed with
greater activity against etiological agents of different diseases. Natural product-derived compounds
have played a major role in drug discovery, often as prototypes to obtain more active semisynthetic
derivatives. Antimalarial pharmacotherapy is a significant example of plant-derived medicines, such as
quinine and artemisinin. Unfortunately, the resistance of Plasmodium strains has created an urgent
need for new drugs. This disease is one of the most important tropical diseases since more than 40%
of the world population is at risk. This review highlights studies on terpenes and their semisynthetic
derivatives from natural sources with antimalarial activity reported in the literature during eleven years
(2002 — 2013). A total of 138 compounds are found among terpenes and their semisynthetic
derivatives. Also here the druglikeness is discussed of the addressed terpenes based on seven well

established properties.

Keywords: Medicinal chemistry, malaria, antimalarial, resistance, terpenes, semisynthesis.
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3.2 CAPITULO Il

TWO SERIES OF NEW  SEMISYNTHETIC  TRITERPENE
DERIVATIVES: DIFFERENCES IN ANTI-MALARIAL ACTIVITY,
CYTOTOXICITY AND MECHANISM OF ACTION

Silva, G.N.S.: Maria, N.R.G.%; Schuck, D.C.% Cruz, L.N.% Moraes, M.S.%; Nakabashi, M. % Gosmann,
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Abstract
Background

The discovery and development of anti-malarial compounds of plant origin and
semisynthetic derivatives thereof, such as quinine (QN) and chloroquine (CQ), has
highlighted the importance of these compounds in the treatment of malaria. Ursolic
acid analogues bearing an acetyl group at C-3 have demonstrated significant anti-
malarial activity. With this in mind, two new series of betulinic acid (BA) and ursolic
acid (UA) derivatives with ester groups at C-3 were synthesized in an attempt to
improve anti-malarial activity, reduce cytotoxicity, and search for new targets. In vitro
activity against CQ-sensitive Plasmodium falciparum 3D7 and an evaluation of
cytotoxicity in a mammalian cell line (HEK293T) are reported. Furthermore, two
possible mechanisms of action of anti-malarial compounds have been evaluated:
effects on mitochondrial membrane potential (A¥m) and inhibition of B-haematin

formation.
Results

Among the 18 derivatives synthesized, those having shorter side chains were most
effective against CQ-sensitive P. falciparum 3D7, and were non-cytotoxic. These
derivatives were three to five times more active than BA and UA. A DiOCg(3) A¥m
assay showed that mitochondria are not involved in their mechanism of action.
Inhibition of B-haematin formation by the active derivatives was weaker than with CQ.
Compounds of the BA series were generally more active against P. falciparum 3D7

than those of the UA series.
Conclusions

Three new anti-malarial prototypes were obtained from natural sources through an
easy and relatively inexpensive synthesis. They represent an alternative for new lead

compounds for anti-malarial chemotherapy.

Keywords: Plasmodium falciparum, Anti-malarial, Mitochondrial membrane

potential, B-haematin, Betulinic acid, Ursolic acid, Semisynthesis.
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3.3 CAPITULO Il

INVESTIGATION OF THE ANTI-MALARIAL ACTIVITY, CITOTOXICITY
AND ACTION MECHANISM OF PIPERAZINE DERIVATIVES OF THE
BETULINIC ACID
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Investigation of anti-malarial activity, cytotoxicity and action mechanism of

piperazine derivatives of betulinic acid
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! Phytochemistry and Organic Synthesis Laboratory, School of Pharmacy, Federal University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
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University, Sdo Paulo, SP, Brazil

Abstract

Objectives: To semisynthesize piperazine derivatives of betulinic acid to evaluate
anti-malarial activity, cytotoxicity and action mechanism.

Methods: Plant material, isolation and semisynthetic route were handled in
accordance with Innocente et al. 2012 and da Silva et al. 2013. The new derivatives
(4a and 4b) were evaluated against the CQ-sensitive Plasmodium falciparum 3D7
strain by flow cytometry (FC) using YOYO-1 as stain. Cytotoxicity of 4a was
performed with HEK293T cells for 24 and 48 hours by MTT assay. The capability of
compound 4a to modulate Ca®" in the trophozoite stage was investigated. The
trophozoites were stained with Fluo4-AM and analyzed by spectrofluorimetry. Effect
on mitochondrial membrane potential (A%m) was performed for 4a by FC with
DIOCsg(3) as stain. For B-hematin assay 4a was incubated for 24 hours with reagents
such as hemin and the fluorescence was measured by Flex Station at absorbance
405 nm.

Results: Anti-malarial activity of 4a and 4b were ICso = 1 and 4 pM, respectively.
Compound 4a displayed cytotoxicity with ICso = 69 and 29 uM to 24 and 48 hours,
respectively. Typical rise in cytosolic Ca®* after addition of 4a was observed.
Mitochondrion is one of those Ca®*compartment in the malaria parasite and the effect
of 4a on A¥Wm was verified showing that 4a did not act on this compartment. Action
mechanism for 4a, inhibition of B-hematin formation (17%), was lower than CQ
treatment (83%; ICso = 3 mM).
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Conclusion: Compound 4a showed excellent anti-malarial activity and its action
mechanism is involved in Ca?* pathway(s).

Keywords: Betulinic acid, piperazine, triterpene derivative, malaria, Plasmodium
falciparum, action mechanism.
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3.4 CAPITULO IV

ANTI-MALARIAL ACTIVITY, CYTOTOXICITY OF TRITERPENES
DERIVATIVES AND MECHANISM OF ACTION BY DISRUPTING ION
HOMEOSTASIS IN Plasmodium falciparum
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Anti-malarial activity, cytotoxicity of triterpenes derivatives and
mechanism of action by disrupting ion homeostasis in Plasmodium

falciparum

Gloria N. S. da Silva"?, Francine dos Santos', Grace Gosmann®, Andrew P. Thomas®, Simone C. B.
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Malaria continues to putting half of the world's population in risk, being one of the
major public health problems in tropical countries. The concern is related with
resistance strains that increase the needed of new anti-malarial drugs and the
understanding of the mechanism of action to anti-malarials available. In this way,
Innocente et al. 2012 found betulinic and ursolic acid derivatives, 1c and 2c, that
showed IC5p 220 and 175 nM, respectively, against the Plasmodium falciparum 3D7
strain. Derivative 2c had the mechanism of action proposed in Ca?* pathway. Also da
Silva et al. 2013 had described eighteen new betulinic and ursolic acid derivatives,
two of those with good anti-malarial activity. In continue we had modified these
derivatives with good activity at C-28, resulting in new compounds, 1la, 1b, 2a and
2b. Then anti-malarial activity was evaluated against the P. falciparum 3D7.
Derivatives 1b (ICsp 339 nM), 2a (ICso 316 nM) and 2b (ICsp 631 nM), which
displayed activity in nanomolar range and had the cytotoxic estimated using
HEK293T cells. The ursolic acid derivatives, 2a (ICso 64 uM) and 2b (ICso 24 pM),
showed lower cytotoxicity than betulinic acid derivative, 1b (ICso 3 uM). The
investigation of action mechanism began with the plate reader assay showing the
Ca** release from iRBC by action of 1b, 1c, 2b and 2c. Although derivative 1b had
the best result it was not chose to next experiment (single cell Ca®* imaging assay)
since it also released Ca®" from HEK293T cells. Then the 1c and 2c derivatives were

chosen to evaluate in the single cell Ca** imaging assay to find the information of



146

which compartment the Ca** released comes. We found that these triterpenes
derivatives have action mechanism that involves Ca®" pathway from the same

compartment (acidic compartments) of chloroquine and nigericin.

Keywords: Plasmodium falciparum, anti-malarial, calcium, betulinic acid, ursolic

acid, semisynthesis, mechanism of action.
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Terpenos sdo compostos com diversas atividades bioldgicas descritas
(Paduch et al., 2007). No CAPITULO | expomos varias pesquisas que tém mostrado
a propriedade antiplasmaodica dos derivados terpénicos frente as véarias cepas de P.
falciparum sensiveis ou resistentes aos farmacos em uso corrente, principalmente a
CQ. Neste capitulo mostramos farmacos antimalaricos como a artemisinina que €
um exemplo bem sucedido pertencente a classe dos terpenos (White, 2008).
Também expomos a atual problematica da resisténcia das cepas de Plasmodium
aos farmacos disponiveis (Mita et al., 2009), o que dificulta o tratamento eficaz
contra a malaria. Assim novos compostos ativos frente a estas cepas resistentes sao
urgentemente requeridos, visto o elevado percentual de mortalidade ainda causado
pela malaria (WHO, 2013). Neste capitulo mostramos um total de 138 terpenos de
fonte natural ou semissintéticos, como compostos com potencial atividade
antimalérica. Nesta revisdo buscamos compostos disponiveis na literatura a partir do
ano de 2002.

No CAPITULO Il mostramos a obtenc&o dos triterpenos AB e AU a patir das
cascas de P. acerifolia e cascas do fruto de M. domestica, respectivamente, com
bons rendimentos (2% para AB e 2.8% para AU). As modificacbes estruturais
ocorreram através de farmacomodulacdo em C-3, totalizando dezoito derivados,
com caréter inovador devido a diversidade dos substituintes inseridos na posicdo C-
3 (Tabela 1).



Tabela 1 - Derivados das séries AB e AU.
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A elucidacéo estrutural, dos derivados das séries AB e AU, foi realizada
através dos espectros de IV, RMN de 'H e de *C, HR-EI-MS e andlise elementar.
No espectro de RMN de 'H do AB foram observados dois simpletes em & 4,50 ppm
sugerindo a presenca de um grupo isoprenila (H-29). No espectro de RMN de *H do
AU foi observado um tripleto em & 5,40 ppm atribuido aos hidrogénios da dupla
ligacdo entre os C-12 e C-13. Ambos os triterpenos apresentaram um dd em & 3,05
ppm sugerindo a presenca de H-3. No espectro de infravermelho podemos destacar
a presenca de uma banda intensa adicional na regido de 1700 - 1780 cm™
correspondente ao C=0O do grupo éster em C-3 para todos os derivados. Os
derivados obtidos apresentam no RMN de *H os mesmos sinais de isoprenila (para a
série AB) e da dupla ligacdo entre C-12 e C-13 (para a série AU) que as moléculas
precursoras, no entanto H-3 mudou & para valor préximo de 4,50 ppm
caracterizando a esterificacdo. A diversidade dos substituintes em C-3 gerou
espectros peculiares, como para os derivados 1i e 2i que possuem trés atomos de
fldor para os quais ndo foi observado o sinal em & 2,5 ppm atribuido ao H-32. Tal
sinal também néo foi observado nos derivados 1d e 2j. O derivado 1d mostrou um
sinal em & 5,16 ppm do H-33 atribuido a presenca de dupla ligacdo e acido
carboxilico ligado em C-3. O derivado 2j possui um anel aromatico, por esta razao
foram observados os sinais em & 7,19 e 7,98 ppm. Para os derivados contendo dois
atomos de cloro (1h e 2h) (CHCI,) um simpleto em 6 5,86 ppm foi observado. Em
relacdo aos espectros de RMN de *3C primeiramente destacamos sinais sugerindo a
presenca do acido carboxilico e éster observados na faixa de 6 170-182 ppm para
todos os derivados. Os sinais da isoprenila do AB foram observados em & 109 (C-
29) e & 150 (C-20) ppm, enquanto que C-12 e C-13 do AU foram observados em 3
125 e 135 ppm, respectivamente. Os derivados 1g, 1d e 2g geraram espectros com
um sinal a mais na faixa de 6 170-182 ppm, devido a adicdo de um segundo &cido
carboxilico na molécula. Os derivados 1h e 2h com cloro mostraram sinal proximo
de 6 65 ppm atribuido ao C-3. O derivado 2j mostrou sinais entre 6 128-132 ppm
sugerindo a presenca de anel aromatico. O peso molecular de todos os compostos
foram calculados e comparados com seus respectivos dados obtidos por

espectrometria de massas de alta resolugdo (HR-EI-MS) e a andlise elementar foi
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realizada para os derivados com modificagdo em C-3 contendo o atomo de cloro na

molécula.

Ainda no CAPITULO Il mostramos que as modificacbes estruturais dos
derivados do AB e AU em C-3 possibilitaram a determinacdo da importancia do
grupo hidroxila e de grupos inseridos nesta posicdo. Em pesquisa anterior, n0Sso
grupo mostrou que a conversao da hidroxila em éster para o AU potencializou a
atividade deste triterpeno frente a cepa CQ-resistente de P. falciparum FcB1 com
reducado do valor de ICsy de 52,93 uM para 24,93 uM (Gnoatto et al., 2008). Porém,
nenhuma investigagéo havia sido realizada para verificar a influéncia de diferentes
substituintes nesta posi¢cdo. Assim, utilizamos anidridos comerciais que resultaram
em derivados com diferentes tamanhos e ramificacdes de cadeia lateral, presenca
de um segundo grupo acido carboxilico na molécula, anel aromatico e halogénios.
Todos os compostos foram testados frente a cepa CQ-sensivel de P. falciparum
3D7. Trés destes derivados, 1le, 1f e 2e, apresentaram boa atividade antimalérica
com ICsp = 5, 8 e 7 uM, respectivamente. Observamos que quanto menor a cadeia
lateral, nos derivados destas séries, a atividade antimalarica é favorecida passando
de moderadamente ativo (AB) ou inativo (AU) para boa atividade. Porém a presenca
de anel aromético, halogénios e acido carboxilico resultaram em uma redugéo na
atividade. Levando em consideracdo a importancia de um carater nao toxico para
antimalaricos, realizamos a avaliacdo da citotoxicidade dos derivados mais ativos
(1e, 1f e 2e) frente as células embrionarias de mamiferos HEK293T. Os derivados
mostraram-se nao citotdéxicos nas concentracdes testadas até 100 uM. Em relacéo
ao mecanismo de acédo foram selecionados experimentos para verificar se estes
derivados atuam com o mesmo mecanismo de acdo de importantes farmacos
antimalaricos. Como o0 mecanismo de acdo da atovaquona, através da
despolarizacdo do potencial elétrico da membrana mitocondrial (A%¥m). Estes
compostos ndo mostraram ter a atividade antimalarica envolvida com este
mecanismo de ac¢do nas concentragfes até 25 uM. Outro importante mecanismo de
acdo descrito para farmacos antimaléricos, em especial para a CQ, € a inibicdo da
formacdo da p-hematina. Com base nesta constatacdo e nos resultados descritos
por GNOATTO e colaboradores (2008) e MULLIE e colaboradores (2010) para

derivados triterpénicos que atuam na via de detoxificacdo da p-hematina, decidimos
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avaliar se estes derivados inibem a formacdo de [(-hematina in vitro. Porém a
percentagem de inibigcdo da formagédo de (3-hematina in vitro foi menor que o controle

CQ (83% de inibicao na concentracdo maxima testada, 20 mM; ICso= 3 mM).

No CAPITULO llI dois novos derivados (4a e 4b) piperazinicos do AB foram
apresentados, figura 1. A discusséo referente aos espectros dos derivados
piperazinicos do AB encontra-se no CAPITULO III.

Figura 1: Derivados piperazinicos do AB.

Tais derivados foram obtidos tendo em vista os derivados piperazinicos do
AU, obtidos em prévios estudos pelo nosso grupo, com atividade antimalarica na
faixa de nanomolar frente as cepas resistente e sensivel a CQ de P. falciparum
(Gnoatto et al., 2008; Innocente et al., 2012). Em relacdo aos derivados
piperazinicos do AB, observamos que a presenca da piperazina potencializa a a¢ao,
sendo que o derivado 4a apresentou-se mais ativo que seu precursor, com ICso = 1
UM. Este derivado foi avaliado quanto a sua citotoxicidade frente as células
HEK293T com periodo de incubacéo de 24 e 48 horas, sendo que os com valores
de Sl foram de 69 e 29, respectivamente. Com este resultado foi possivel observar
gque o0 grupamento mais volumoso na posicdo C-3 auxilia na reducdo da
citotoxicidade nos derivados piperazinicos. Este resultado € interessante
principalmente para os derivados piperazinicos do AB, pois quando derivados
piperazinicos com grupo acetila em C-3 foram avaliados uma toleravel citotoxicidade
foi apresentada (ICso = 4 puM) (Innocente et al., 2012). Assim observamos que a

citotoxicidade pode ser diminuida com a inser¢cdo de um grupamento em C-3 mais
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volumoso. Desta forma, iniciamos a investigacdo do mecanismo de acao do
derivado piperazinico do AB 4a através da andlise da capacidade destes compostos
(concentragéo de 100 pM) modularem o Ca®* na fase de trofozoito. Os resultados
indicaram que a via de sinalizacdo do Ca?* esta envolvida no mecanismo de acéo
dos compostos. Devido ao fato de que a concentracéo intracelular do Ca?* pode ser
modulada através da mitocdéndria também verificamos um possivel efeito do
derivado 4a (concentracdo até 25 pM) no potencial elétrico da membrana
mitocondrial (A¥m). Constatamos que a mitocondria ndo esta envolvida no
mecanismo de acdo do derivado 4a. Também para este derivado foi avaliada a
capacidade de inibicdo da formacédo da B-hematina. No entanto, o derivado 4a
mostrou fraca interacdo com a B-hematina com percentagem de inibicdo de 17% na
mais alta concentracdo testada (20 mM) sendo abaixo do controle CQ (83% de

inibicdo na mais alta concentracao testada, 20 mM; IC5p= 3 mM).

No CAPITULO IV apresentamos uma continuagdo do estudo desenvolvido no
CAPITULO Il e de trabalho recentemente publicado pelo nosso grupo (Innocente et
al., 2012). Neste capitulo mostramos a semissintese de derivados piperazinicos dos
AB e AU a partir dos derivados do CAPITULO Il que apresentaram boa atividade
antimalérica (1e e 2e, ICso 5 e 7 UM, respectivamente). Estes derivados foram
modificados em C-28 através de reacdo com grupamento aminico. Quatro novos
derivados (figura 2) foram obtidos e a analise dos picos diagndsticos referente aos
espectros destes derivados piperazinicos do AB e AU consiste ha mesma discusséo
realizada para os derivados dos CAPITULOS Il e lll. A avaliagdo quanto a atividade

antimalarica foi realizada frente a cepa CQ-sensivel de P. falciparum 3D7.
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Figura 2. Derivados piperazinicos dos triterpenos AB e AU.

Todos os derivados apresentaram excelente atividade antimalarica sendo que
os derivados 1b, 2a e 2b foram selecionados para avaliacdo da citotoxicidade devido
ao ICsp na faixa de nanomolar, ICsp 339, 316 e 631 nM, respectivamente. Em relacéo
a citotoxicidade os derivados piperazinicos dos AU mostraram-se menos citotoxicos
que o derivado piperazinico do AB. Na sequéncia os derivados 1b, 2a e 2b, bem
como os derivados 1c e 2c, recentemente publicados por Innocente e colaboradores
(2012), tiveram o mecanismo de acdo avaliado na via de sinalizacdo do Ca?'. A
liberacdo de Ca*" foi avaliada em células HEK293T, hemécias e hemacias
parasitadas. O derivado 1b provocou a liberacdo de Ca** tanto nas hemécias
parasitadas quanto nas células HEK293T, podendo ser um mecanismo comum em
outras células e ndo apenas para P. falciparum. Os derivados mais promissores
foram 1c e 2c devido & liberacdo de Ca* em células parasitadas e a manutencéo do
Ca®* em células humanas. Os resultados apresentados para o mecanismo de acédo
na via de sinalizacdo do Ca®" indicam que derivados piperazinicos dos AB e AU
apresentam atividade antimalarica através desta via com liberacdo do Ca®* a partir
do compartimento &cido como para a cloroquina e nigericina.

Desta maneira, nossos resultados apontam que derivados triterpénicos séo
potentes agentes antimalaricos e nao citotdéxicos ou com baixa citotoxicidade. Além
disto, os derivados piperazinicos possuem um mecanismo de acao provavelmente

envolvendo a liberacdo de Ca?* do compartimento acido. Nenhum dos derivados
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obtidos parece possuir 0 mecanismo de acdo dos antimalaricos comercializados

como atovaquona e cloroquina.






5 CONCLUSAO
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Os resultados mostraram que os derivados dos triterpenos AB e AU

constituem-se em compostos com elevado potencial antimalérico frente a cepa CQ-

sensivel de P. falciparum 3D7. Os derivados quando modificados apenas em C-3

mostraram-se nao citotéxicos. Em relagdo aos derivados piperazinicos a

citotoxicidade apresentada foi baixa mostrando a importancia da modificagdo em C-3

para este resultado. O mecanismo de acdo dos derivados mais ativos aponta para

uma atuacdo na via de sinalizacdo do Ca*" a partir do compartimento acido. De

forma geral os dados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

1) As cascas de Platanus acerifolia e cascas da maca (Malus domestica) séao

fontes dos triterpenos AB e AU, respectivamente, com bons rendimentos.

2) A partir de modificagdes estruturais dos triterpenos AB e AU nas posigdes C-

3)

4)

5)

3 e C-28 foram obtidos um total de vinte e quatro compostos semissintéticos

inéditos.

Os derivados modificados em C-3 foram avaliados frente a cepa CQ-sensivel
de P. falciparum 3D7 sendo que trés (le, 1f e 2e) apresentaram boa atividade
antimalérica. A partir deste resultado foi possivel concluir que quando AB e
AU tém a hidroxila substituida por grupamentos menos volumosos obtem-se

derivados mais ativos.

Cinco dos compostos piperazinicos com modificagdo em C-3 e C-28, também
avaliados frente a cepa CQ-sensivel de P. falciparum 3D7, apresentaram
excelente atividade antimalarica. O grupamento piperazinico nestes derivados

resultou em compostos com atividade antimalarica na faixa de nanomolar.

Nos ensaios de citotoxicidade dos derivados mais ativos, frente as células de
rim embrionario humano (HEK293T), foi observado que estes compostos néo

sao citotoxicos ou apresentam baixa citotoxicidade.
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6) Os derivados modificados em C-3 (1le, 1f e 2e) tiveram mecanismo de acao
avaliado em relacdo ao colapso do potencial de membrana mitocondrial e
inibicdo da formagao da B-hematina, os quais estdo envolvidos na atividade
antimalarica dos farmacos atovaquona e cloroquina, respectivamente. Os
resultados apontaram que estes derivados ndo atuam através destes

mecanismos.

7) Os derivados piperazinicos dos triterpenos AB e AU apresentaram

mecanismo de ac&o na via de sinalizacdo do Ca?".

8) O derivado piperazinico 4a quando avaliado a acédo no colapso do potencial
de membrana mitocondrial e inibicdo da formagdo da -hematina ndo teve

atuacao nesta via.

9) Os derivados piperazinicos 1c e 2c liberam Ca®* provavelmente a partir do

compartimento 4cido parasitério.
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Abstract: Malaria and dengue remain being a concern insect transmitted diseases
around the world, with Africa and Latin American countries carrying the greatest
burden. Malaria is transmitted by anopheline mosquito, and annually accounts
around 207 million clinical cases, while dengue principally comes from the vector
Aedes aegypti, and infects annually 50-100 million. Therefore Anopheles and Aedes
vector control methods are needed for current malaria and dengue eradication
efforts. The insecticide resistance has contributed of the needed of new compounds
for mosquito control, which must be cost effective, practical and accessible. Whereas
natural sources have been an alternate to obtain larvicide and insecticide, the aim of
this research was to evaluate of triterpenes betulinic (BA) and ursolic (UA) acids and
their derivatives against the larval and adult stages of Anopheles darlingi and A.
aegypti. Thus BA, UA and one total of ten derivatives modified at C-3 position have
been evaluated. Larvicidal assay contained 25 larvae up to 3°- 4° instar of both
mosquitoes. For the adulticidal assay, the compounds were added with the feeding of
the 25 female mosquitoes (3-5 life days) of the each species. The concentrations
used were from 100 to 10 ppm and ETOH 1% as a control with 24-96 hours of
treatment. The best result to An. darlingi was found for BA with value of LCsp 15 ppm

in larvicidal and adulticidal assays. All compounds tested against A. aegypti
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displayed good activity, highlighting UA with LCso of 4 ppm in larvicidal assay and
derivatives 1d and 2d with 80 and 76% of larval mortality at 200 ppm (96 h). From
this data we indicate that these triterpenes and their derivatives are promising as a

larvicide and insecticide control.

Keywords: Malaria, dengue, Anopheles darlingi, Aedes aegypti, betulinic acid,

ursolic acid, derivatives, larvicidal and adulticidal assays.



183

Justificativa:

Manuscrito excluido serd submetido para periédico da area.
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Abstract: More than 40% of the World population is at risk of contracting malaria,
which affects primarily poor populations in tropical and subtropical areas. Antimalarial
pharmacotherapy has utilised plant-derived products such as quinine and artemisinin as
well as their derivatives. However, worldwide use of these antimalarials has caused the
spread of resistant parasites, resulting in increased malaria morbidity and mortality.
Considering that the literature has demonstrated the antimalarial potential of triterpenes.
specially betulinic acid (1) and ursolic acid (2). this study investigated the antimalarial
activity against P. falciparum chloroquine-sensitive 3D7 strain of some new derivatives of 1
and 2 with modifications at C-3 and C-28. The antiplasmodial study employed flow
cytometry and spectrofluorimetric analyses using YOYO-1. dihydroethidium and
Fluo4/AM for staining. Among the six analogues obtained. compounds 1c¢ and 2¢ showed

excellent activity (ICso = 220 and 175 nM, respectively) while 1a and b demonstrated good
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activity (ICsg = 4 and 5 pM, respectively). After cytotoxicity evaluation against HEK293T
cells. 1a was not toxic. while 1¢ and 2¢ showed ICspof 4 uM and a selectivity index (SI)
value of 18 and 23. respectively. Moreover. compound 2¢. which presents the best

antiplasmodial activity. is involved in the calcium-regulated pathway(s).

Keywords: triterpenes; betulinic acid: ursolic acid: malaria: P. falciparum: cytotoxicity:

calcium
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Resumo

Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Toxoplasma gondii e Plasmodium spp. apresentam
mecanismos de patogenicidade que contribuem para a sobrevivéncia intracelular. O objetivo
desta revisdo € discutir os mecanismos patogénicos envolvidos narelagio parasito-hospedeiro.
Cada um desses protozodrios possui mecanismos especificos para invasdo, formagio do

vactolo parasitéforo, desenvolvimento, obtengdo de nutrientes e evasao do sistema imune.
Dentre os fatores moleculares que contribuem para a viruléncia e patogenicidade destacam-
se as mucinas, a glicoproteina 160 e a cruzipaina para o T. cruzi; os lipofostoglicanos e a
glicoproteina de superticie principal para a Leishmania spp.; as proteinas clas roptrias (ROP)
e as proteinas quinases para o Toxoplasma gondii e as proteinas ROF, a proteina ligante de
eritrocitos, o antigeno PIEMP1 (do inglés P falciparum Erythocyte Membrane Protein-1) e a
hemozoina para os Plasmodium spp. Os mecanismos descritos fornecem informagoes que
contribuem para o entendimento dos processos patogénicos, assim como para descoberta de
alvos terapéuticos e o planejamento de novos fairmacos e métodos diagnosticos.

Palavras-chave: Protozodrios intracelulares. Mecanismos de patogenicidade. Relagao
parasito-hospedeiro.

Abstract

Trypanosoma  cruzi, Leishmania spp., Toxoplasma gondii and Plasmodium spp. present
pathogenic mechanisms that contribute to the intracellular survival. The aim of this review
is to discuss the pathogenic mechanisms involved in the host-parasite relationship. Each of
these protozoa has specific mechanisms for invasion, parasitophorous vacuole formation,
development, acquisition of nutrients and evasion of the immune system. Among the
molecular tactors that contribute to the virulence and pathogenicity can stand out the mucins,
the glycoprotein 160 and the cruzipain for T. cruzi; the lipophosphoglicans and the major
surface glycoprotein for Leishmania spp.; the rhoptry proteins (ROP) and the kinases proteins
tor Toxoplasma gondlii and the ROP proteins, the erythrocrte binding protein, the PEEMP1 (P
falciparum Erythocyte Membrane Protein-1) antigen and the hemozoin tfor Plasmodium spp.
The described mechanisms provide information that contributes to the understanding of the
pathogenic process as well as for the discovery of therapeutic targets and the design of new
drugs and diagnostic methods.

Keywords: Intracellular protozoa. Pathogenic mechanisms. Host-parasite relationship.
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ABSTRACT: Natural products are the most important source of antitumor and anti-
infective agents, at the same time, they can have problems related to their physic-
chemical parameters resulting in poor pharmacokinetic. Semi- synthesis promotes
structural changes which can improve activity and pharmacokinetic properties and
decreases toxicity. The aim of this review is demonstrate the importance of semi-
synthesis to obtain new drugs as antineoplastics (ixabepilone, temsirolimus,

everolimus, vinflunine and trabectine), antimicrobials (telavancin, oritavancin,
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tigecicline, dalbavancin and telitromicine) and antifungals (andidulafungine and
micafungine).

KEY WORDS: Natural products, semi-synthesis, new drugs.
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Po-35
Track: Amre-Infectives

DISCOVERY OF NEW CHEMICATLS FROM NATURAL S0TURCE EFFECTIVENESS AGATNST
ANOPHELES DARLING ANDY AEDES AEGYPTT TARVICTDAL/ADTT.TICTDAT ACTIVITY OF
THE BETULINIC AND UESOLIC ACIDS.

M5, Silva', F.T.T. Trindade’, F. Santes', G. Gosmann', A.A. Silva® and 5.C.B. Gooatto'

 Phyviochemisiry and Organic Synthesis Laborarory, School of Pharmacy, Federal Unnersity of Rio Grande do Sui,
Porto Alegre, Rio Grande do 5ul, Brazil; E-mai: gloriamayara@valioo. com. bre

“Insect Bioecology Laboratory, Deparmment of Biology, Faderal University of Rondénia, Porse Felho, Renddnia, Brazil

Mosquito-oansmitted diseases hsve remlted n mamy desths Malaris has been mapamitted fom snopheline vector
mosquite, @nd mmoeally scoounts for some 216 million chinical cases, while denpue principally comes from the vecior
Aedes aemypri, and mfects anomally 50-100 milion. The hizh mcidences of malana and dengue have ocoured because
the msects m generally develop resismncs toa vanety of secdcides svailable As a result the ressarch o discowver
conpoumids 10 control nsects can conmibate to the decrease of these incidences. We obtained the tritempenses, bemulinic
acid (BA) and ursolic acid (UA), fom barks of Plvtoms aoargiplia and peel of Walir domestica, respectvely (Sibva af
al. 2013). The larvicidal assay confained 25 larvae up to 3°- 4° inctar of 4. aegypr and 4. dariing species. For the
adultcdal assay, the compounds were added with the fesding of the adults mnd contzined 25 femsls mosquitos (3-5 life
days) of the each species. Firsdly this smdy provides evidence for the nse of thess miterpenes for fizhhing the malara and
denme vecior, highlichting BA agsinct 4 dariing and TA against 4 aesypit (Table 1), Thus, stuciural modifications in
the BA mmd TA have been done simins to overcome the problem of msecticide resistance.

Tablel.  Lethal Concentration (LCy and LiC.)™ in ppm of the BA and UA Apainst 4 dorfmgd and 4 aegypi

Compousd: A derimpt Larval Stage | A derfmgd Adwticidal Seage A sempd Larval Soape A aegypd Aduticidal Scage
Lis LiCw Ly L Lo Lo JEES L

Betulinic acid 13 &7 15 o4 32 123 42 137

Umielic acid 2 106 4 113 1§ 20 17 ]

*Both assays were evaloated in fve concenmations betwesn 10-100 ppm and a contmel (ETOH 1%), five replicates for
each concenmagon, o= 3, 24-04 hours.

BEFEEENCE
[1] Sitva eral linlrde Sourmal 2013, 13- 80,
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CA” HOMEOSTASIS AS A POTENTIAL DRUG TARGET ACAINST MALARIA PARASITE:
ACTION MECHANISM OF BETULINIC ACID DERIVATIVE.

NS, Silva', L.C. Nogueira®, ML Nakabashi®, D.C. Schuck?, CE.5. Garcia’, G. Gosmann' and
5.C.B. Casatto’

‘Phytochamistry and Organic Symthesis Laboraiory, School of Pharmacy, Fedeal Univarsity of Rio Grande do Sul
Porto Algere, Rio Gramde do Sul, Brazil; E-mail: sloramararaiyvahoo.com. be

“Plasmodium Molkcular and Cellular Bislogy Laboratary, Daparimant of Physiology, Sdo Paule University, 580 Pauls,
Brazil.

Species of Plarmodium are etiological apents of malaria. 3 parasitic disease with complex life cycle. Ca™ homeostasis
mechanism in the malaria parasites has been investizated a5 potential dmg target The maimtensncs of (o' homeostsis
in Plasmadium sp. is crucial for rezulation of sipnaling processe: during imeasion maturation and division. We obtained
betolinic acid (BA) from barks of Plowmmis acerjblic and medified at C-3 md C-28 positions and i wire antimalarial
assay display excellent activity on Plammodium faiciparim 3D7 strain. The capacity to modulate Ca™ was evaluated at
concentration of the 100 pM and 10 pM for Thapsipargm (positive conizol) with Flued-AM as shin. Metmol (0.05%)
was negative coniol. Recently, our group showed an wrsolic eodd denivative with action mechsnism possibly imvolving
Ca*" pathoray(s) (Tmocente o al. 2012). After addition of BA derivative and Thapsizargin was observed the typical rise
in cytosolic Ca™' i isolated parssites but not observed after addition of methanol In this mammer, we are performing
others experiments in intact parasites within of the FBC and to identify the source of Ca*" releasad. From previous
reports of our group and in present results, we can conclude that triterpene derivatives are potent antimslarial protonype
that disrupts Plarmodium Ca™ homeostasis.

REFERENCE
1] Iooocemtee s, Moderes 3012:17.
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Effect of synthetic betulinic acid derivatives on
mitochondrial membrane potential {AVYm) in
Plasmodium falciparum strains

Silva GNS’, Innocente AM’, Schuck DC?, Nakabashi M?,
Maria NRG', Gosmann G, Garcia CRS?, Gnoatto SCB’
ISchool of Pharmacy, Federal University of Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS; Department of Physiology, Sdo Paulo
University, SGo Paulo, SP

Malaria is caused by a protozoan parasite, and the most virulent agent in
humans is P. falciparum. Since the energy metabolism of Plasmodium is
quite different from that of the mammalian host, the energy-transdu-
cing enzymes of the parasite are promising anti-malarial drug targets.
Furthermore, due the importance of the Plasmodium mitochondria to
many physiological activities, such as the metabolism of molecules and
Ca?* homeostasis, it has been validated as a drug target. In this work, we
obtained betulinic acid (BA), a triterpene, from barks of Platanus acer-
ifolia, and the modification at C-3 resulted in ten compounds. These
derivatives were evaluated against the chloroquine-sensitive strain
(3D7) of P. falciparum. The action mechanism of the derivatives T (ICsq
4uM) and 2 (1Csp 8 uM) was investigated through the evaluation of A¥m
using a technique described by Srivastava et al (1997). Only 1 had a
collapse in A¥m at ICsp 2 mM and showed a displacement histogram
indicating the dissipation of A¥m. Our data showed that BA derivatives
can be used as agents against the malaria protozoan, and the investiga-
tion of the action mechanism of these compounds can support the de-
sign and development of more potent derivatives.
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