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RESUMO

Erica Vanessa Souza Costa. Atividade Esquistossomicida do Lapachol e
Analogos. 2018. 104 f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Pard, Belém, 2018.

A equistossomose mansbnica € uma doenca parasitaria de abrangéncia
mundial, causada pelo Schistossoma mansoni, sendo realizado o tratamento
com o prazinquantel, que possui algumas reacdes adversas. A busca de novos
medicamentos para o tratamento desta enfermidade é importante e as plantas
medicinais podem contribuir com novas moléculas promissoras, como por
exemplo o lapachol. O presente trabalho avaliou a atividade esquissomicida do
lapachol e analogos. O lapachol foi isolado de Handroanthus serratifolius,
através de cromatografia em coluna de silica gel utilizando com fase mével o
diclorometano. Esta substancia foi submetida ao tratamento com &cido
sulfurico, seguido de agua destilada e diclorometano sendo obtido a f-
lapachona. Para a obtencdo da a-lapachona, solubilizou-se o lapachol e
adicinou-se acido acético glacial e acido cloridrico concentrado. Para avaliar a
atividade esquistossomicida in vitro foi realizado experimento frente a vermes
adultos de S. mansoni, sendo avaliado alteracdes de morfologia, motilidade e
mortalidade em microscopia optica. A substancia ativa foi submetida ao ensaio
de peroxidacéo lipidica, Dosagem de Malondialdeido (MDA) e Determinacgéo da
Capacidade Antioxidante Total (TEAC). Além disso, a substancia ativa foi
submetida ao ensaio de viabilidade celular (MTT), utilizando as seguintes
linhagens, epitelial gastrica (MNPO1) e adenocarcinoma gastrico (ACP02). A
amostra ativa foi submetida a estudo in vivo, em camundongos infectados,
onde se avaliou mortalidade dos vermes, diminuicdo da oviposicdo, e dos
danos causados pelos parasitas nos animais. Também, foi realizado estudo
histolégico de rim e figado do camundongo infectado tratado com a (-
lapachona. O lapachol (rendimento=2,9%) e a-lapachona (rendimento=52%)
mostraram  pouco promissores como esquissomicida, sendo suas
concentracées inibitérias 50% superior a 500ug/mL em vermes adultos,
enquanto que [B-lapachona (rendimento=58%) mostrou-se muito promissora
contra os vermes adultos (Clso< 31,25mg/mL). Analises em microscopia optica
demonstraram que os vermes tratados com [-lapachona apresentaram as
seguintes alteracdes, o dorso estremecido, corpo enrolado, e auséncia de
movimento, estas alteracbes podem estar relacionadas a peroxidacao lipidica
da membrana do parasito. Este composto possui baixa capacidade
antioxidante, baixa citotoxicidade para as linhagens MNP0O1 e ACP02, sendo o
indice de seletividade superior a 10. Estudo in vivo demonstrou que a [-
lapachona n&o reduziu o numero de ovos nas fezes, logo nao inibiu a
ovoposicdo, também n&o houve alteragdo do numero de vermes recuperados,
sendo que analises microscopicas demonstraram que estes apresentavam
motilidade e sua membrana estava integra. Estudos histologicos demonstraram
que ndo houve alteracdes renais e hepaticas. Em sintese, in vitro a B-
lapachona mostrou-se promissora como esquitossomicida e esta atividade
pode estar relacionada a peroxidacdo lipidica da membrana do parasito. No
entanto, estudo in vivo, ndo observou esta atividade, fatores farmacocinéticos
podem estar influenciando na divergéncia dos resultados.

Palavras chaves: Lapachol, B-lapachona, a-lapachona, atividade esquistossomicida.



ABSTRACT

Erica Vanessa Souza Costa. Schistosomicidal activity of Lapachol and
Analogues. 2018. 104 f. Dissertation (Master). Graduate Program in
Pharmaceutical Sciences, Universidade Federal doPara, Belém, 2018.

Mansonic chistosomiasis is a worldwide parasitic disease caused by
Schistosomamansoni and its treatment performed with praziquantelhas some
adverse reactions. The search for new drugs to treatment of this disease is
important and medicinal plants can contribute with promising new molecules,
such as lapachol. The present study evaluated the schistosomicidal activity of
lapachol and analogues. Lapachol was isolated from Handroanthusserratifolius
by silica gel chromatography column using dichloromethane as mobile phase.
This substance was treated with sulfuric acid, followed by distilled water and
dichloromethaneto obtain B-lapachone. To obtain a-lapachone, lapachol was
solubilized and glacial acetic acid and concentrated hydrochloric acid were
added. In order to evaluate schistosomicidal activity in vitro, an experiment was
carried out on adult worms of S. mansoni, and morphology, motility and
mortality in optic microscopy were evaluated. The active substance was
submitted to the lipid peroxidation test, Malondialdehyde Dosage (MDA) and
Total Antioxidant Capacity (TEAC). In addition, the active substance was
submitted to cell viability assay (MTT), using the gastric epithelial (MNPO1) and
gastric adenocarcinoma (ACPO02)strains. The active sample was evaluatedin
vivo in infected mice, where wormsmortality, oviposition decrease and damage
caused by parasites in animals were evaluated. Also, a histological study of
kidney and liver of infected mouse treated with B-lapachone was performed.
Lapachol (yield = 2.9%) and a-lapachone (yield = 60%) were not promise as
schistosomicide, with their inhibitory concentrations being 50% higher than
500pg/mL in adult worms, whereas B-lapachone(yield = 65%) was very
promising against adult worms (IC50 <31.25mg/mL). Analyzes in optical
microscopy showed that B-lapachone treated worms presented tremor back,
curled body, and lack of movement, these alterations may be related to lipid
peroxidation in parasite membrane. This compound has a low antioxidant
capacity, low cytotoxicity for the MNPO1 and ACPO02 strains, and the selectivity
index is higher than 10. In vivo study showed that B-lapachone did not reduce
the number of eggs in the faeces, so it did not inhibit ovoposition, and there
were not alterations in the recoveredwormsnumber, and microscopic analysis
showed they had motility and their membrane was integrated. Histological
studies showed there were no renal and hepatic changes. In synthesis, -
lapachoneis promising as an in vitroschistosomicide and this activity may be
related to lipid peroxidation in parasite membrane. However, in vitro study did
not observe this activity, pharmacokinetic factors may be influencing results
divergence.

Key words: Lapachol, B-lapachone, a-lapachone, schistosomicidal activity.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose, doenca debilitante causada por parasitas do género
Schistosoma spp. constitui um dos maiores problemas mundiais na saude
publica, sendo a segunda doenca infecciosa mais prevalente em &reas
tropicais e subtropicais (KING et al. 2010, WHO, 2016, COSTA et al. 2017). A
esquistossomose € endémica em 78 paises, com um numero de pessoas
infectadas de mais de 200 milhdes e pelo menos 200 mil mortes a cada ano
(WHO, 2016). O Brasil é o pais mais afetado nas Américas, com cerca de 6 a 8
milhdes de pessoas infectadas pelo Schistossoma mansoni (BRASIL, 2010;
2014).

O tratamento medicamentoso da esquitossomose é realizado com o
praziquantel (PZQ; Figura 1a), pois este € eficaz contra todas as especies de
Schistosoma que infectam seres humanos (HOTEZ et al. 2007). O mecanismo
de acdo nado estd completamente elucidado (SHAOHONG et al. 2006;
TALLIMA & RIDI, 2007),porém, ja se sabe que o praziquantel atua na
homeostase do fluxo de ions céalcio causando espasmos, danos no tegumento
e paralisia muscular em vermes adultos (JIRAUNGKOORSKUL et al. 2005;
TALLIMA & RIDI, 2007).

Varios eventos adversos tém sido notificados durante o tratamento de
pacientes com esquitosomose com praziquantel, como: eosinofilia pode ser
uma consequéncia de uma resposta imunoldgica induzida durante a morte dos
vermes; urticaria que pode, também, resultar de uma resposta imunolégica; dor
abdominal pode ser grave e pode ser associada a febre, transpiracdo e fezes
sangrentas; alteracfes reversiveis das provas de funcao hepéatica (DYNAMED,
2017); arritmia cardiaca; tontura e convulsdo (MICROMEDEX, 2017). Reac0es
de hipersensibilidade cutanea tém sido relatadas para o praziquantel e, neste
caso, 0 uso do farmaco € contraindicado (DYNAMED, 2017; MICROMEDEX,
2017).

A resisténcia do Schistosoma tem sido descrita, acarretando uma
diminuicdo na eficacia do tratamento (STELMA et al. 1995; GUISSE et al.
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1997;ISMAIL et al. 1999). Devido a resisténcia do parasito ao praziquantel e
persisténcia da infeccdo (MAGALHAES et al. 2009, MIRANDA et al. 2012;
ABDEL-HAFEEZ et al. 2012), associado a frequentes notificacbes de eventos
adversos (LEITE et al. 1989, VIANA et al. 1990; FILHO PARISE & SILVEIRA
2001; VITORRINO, 2012), torna-se urgente buscar alternativas terapéuticas e
de estudos que visem a busca de novos farmacos esquistossomicida (COUTO,
2014; ARAUJO, 2016).

Em relacédo a busca de compostos antiparasitarios, as plantas possuem
uma variedade de metabdlitos secundarios, sendo que varias classes
mostraram-se promissoras para varias atividades biologicas, como antifingica,
microbioldgica, e antiparasitaria (ARAUJO et al. 2007; MAGALHAES et al.
2009), dentre estas destacam-se: os alcaloides e as naftoquinonas. Alcaloides
(ROCHA, 2013; GUIMARAES et al. 2015), terpenos (RAMALHETE et al. 2012)
e naftoquinonas (FONSECA, BRAGA & SANTANA 2003; HUSSAIN et al.,
2007) mostraram-se ativos em S. mansoni. Alcaloides e naftoquinonas também
apresentaram atividades antiplasmaodica (SACAU et al. 2005), leishmanicida
(KAYSER et al. 2000; QUEIROZ et al. 1996) e tripanosomicida
(BOURGUINHON et al. 2011).

A B-lapachona (Figura 1b), naftoquinona, apresentou atividade in vitro
contra S. mansoni (100 uM=100% morte dos parasitas em 24 horas; AIRES et
al. 2014a, 2014b), sendo esta atividade associada a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, ocasionando o estresse oxidativo (SILVA et al. 2005;
BOURGUIGNON et al. 2011). Outras naftoquinonas, por exemplo, lapachol

(Figura 1c) e a-lapachona (Figura 1d), carecem de estudos para esta atividade.
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Figura 1: Estruturas quimicas do praziquantel e de naftoquinonas
Legenda: 1a: Prazinquantel, 1b: B-lapachona, 1c: Lapachol, 1d: a-lapachona.

Varias espécies pertencentes a familia Bignoneaceae sintetizam
lapachol e analogos, em especial as espécies pertencentes ao género
Handroanthus.Também a B-lapachona e a-lapachona podem ser obtidos
através do lapachol, sendo aquelas naftoquinonas isémeros conformacionais
do lapachol (BARBOSA & NETO, 2013). Estudos tem relacionado as
alteracdes conformacionais destas naftoquinonas com reducéo ou elevacao de
atividades biologicas (COSTA, 2012), no entanto existe uma caréncia de
pesquisas que compararam a atividade esquistossomicida destas moléculas,
justificando a realizacdo deste trabalho. A hipétese deste trabalho é que o
lapachol, a-lapachona e B-lapachona possuem atividades inibitérias contra os
vermes adultos de S. mansoni e que a peroxidacdo lipidica pode estar

relacionada nesta atividade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A esquistossomose mansobnica € uma doenga parasitaria, conhecida
popularmente como "barriga d'dgua” ou "xistose", ocorrendo, principalmente,
em locais com saneamento precario. Esta enfermidade € causada pelo
Schistossoma mansoni, acredita-se que este agente tenha sido introduzido no
Brasil através do trafico de escravos africanos ja infectados pelo parasito. Com
o fluxo migratério interno, a endemia se distribui para as diferentes regides do
pais, sendo que em todos os locais ocorriam o0s seus hospedeiros
intermediarios, o caramujo Biomphalaria (MILAN et al. 2007; PRATA et al.
2007; SOUZA, 2011).

A esquistossomose mansonica é de abrangéncia mundial, presente em 78
paises, com destaque na Africa e Leste do Mediterraneo, atingindo as regides
do Delta do Nilo e paises como Egito e Suddo. Também, ocorre na Asia, em
especial na China e ao longo do rio Mekongi. Cerca de 700 milhdes de pessoas
no mundo vivem em areas endémicas para essa doenca, sendo que 243
milhdes estado infectados (WHO, 2016). Nas Américas, atinge a América do Sul,
destacando-se a regido do Caribe, Venezuela e Brasil, sendo que a maior

ocorréncia éneste pais (BRASIL, 2014).

No Brasil, entre 2013 a 2015, foram notificados cerca de 106.000 casos
(BRASIL, 2015). No entanto, acredita-se que o numero de pessoas acometidas
seja maior, pois ainda existe subnotificacdo da doenca (WHO, 2016).
Atualmente, esta enfermidade ocorre em todas as regides do pais, sendo
observado maiores ocorréncias nos Estados das regifes Nordeste e Sudeste,
tais como: Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litoranea),
Paraiba, Sergipe, Maranh&o, Piaui, Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sao Paulo. Também, foram notificados casos na regido sul (Rio
grande do Sul, Santa Catarina e Parana) e na regido Centro-oeste (Goias e
Distrito Federal). No Estado do Para, a distribuicdo da doenca € focal

ocorrendo no nordeste paraense e em Belém, apresentando-se como foco de
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baixa endemicidade, mas com potencial de expansdo para seu entorno
(BRASIL, 2014). Segundo o dltimo Inquérito de Prevaléncia da
Esquistossomose, realizado no Brasil em escolares de 7 a 17 anos o numero
de escolares infectados € alto, sendo que os maiores indices 1,27% e 2,35%,
foram nas macrorregides Nordeste e Sudeste. Na macrorregiao Norte, a
positividade foi de 0,01%, na Centro-Oeste de 0,02% e na Sul, nenhum caso foi
diagnosticado. (BRASIL, 2018)

Além do S. mansoni, existem outras espécies do género Schistosoma,
gue podem infectar os humanos, como: S. japonicum, S. haematobium, S.
intercalatum, S. mekongi, S. mattheei e S. malayensis. No entanto, o S.
mansonié a espécie com maior distribuicdo global e a Unica espécie causadora
daesquistossomose no Brasil (BERGQUIST, 2002; SALES, 2005; COUTO,
2008), pois as demais espécies ndo encontraram moluscos suscetiveis neste
pais (SILVA et al. 2012).

Em termos taxonémicos, o S. mansoni € um platelminto, da classe dos
trematédeos, pertencente ao género Schistosoma. Estes parasitos sao
digenéticos, apresentam dimorfismo sexual na fase adulta e possuem o corpo
achatado dorso-ventralmente. A fémea mede cerca de 1,5 cm e possui
tegumento liso e se abriga na época da reproducdo, no canal ginecéforo do
macho, que mede cerca de 1,0 cm e seu tegumento € coberto por tubérculos e
espinhas (GRYSSELS, 2012).

O homem (principal hospedeiro definitivo) ao entrar em contato com
aguas contaminados com cercérias, forma larval do S. mansoni , se infecta
com o parasito. Durante a penetracao na pele, as cercarias perdem a cauda,
transformando-se em esquistossbmulos que migram para 0 sistema porta
hepatico, onde se forma o verme adulto. Os helmintos adultos, machos e
fémeas, migram para as veias mesentéricas, onde acasalam e depositam seus
ovos que séo eliminados nas fezes, e/ou vao para os 0rgaos. Estes ovos, apos
contato com a agua, liberam os miracidios que penetram no hospedeiro
intermediéario, evoluindo para esporocistos |, que irdo evoluir para esporocistos
II, dando origem as cercarias que serdo liberadas na agua, sendo a forma
infectante para o homem (COUTO, 2014; Figura 2).
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5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco séo
liberadas na dgua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

durante a penetracio,

3- Miracidios penetram
no molusco

)

2- Miracidios
liberados
dos ovos /_

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam os ovos; estes
alcancam a circulacao hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

7- As cercérias perdem a cauda

transformando-se esquistossdmulos

8- Circulacédo

9- Migracdo até o
sistema porto
hepatico, onde se
formam adultos

Figura 2:Ciclo evolutivo do Schistossoma mansoni
Fonte:Souza et al. 2011.

A maioria das pessoas infectadas, que moram em areas endémicas,
apresentam sintomas leves, sendo que estes podem variar dependendo da
fase da infec¢cdo. Na fase da penetracdo pode ocorrer: dermatite cercariana
causada pelascercarias na pele. Apds dez dias, pode-se iniciar a forma aguda
que dura em média de 50 a 120 dias, com febre, calafrios, fadiga, dor de
cabeca, no abdémen e articulacdes e apatia. A forma cronica se divide em trés
formas; inicialmente a forma hepdatica, seguida pela fase hepatointestinal e
finalmente a forma mais grave da doenca a forma hepatoesplénica, mostrando
a fibrose periportal, resultando em hipertensdo do sistema porta, ascite e
hepatoesplenomegalia, podendo evoluir para 6bito (COUTO et al. 2008; SALES
et al. 2009; COUTO, 2014).
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Quando realizado o diagndstico laboratorial precoce, e tratamento
medicamentoso adequado, ocorre a cura, reducdo da morbidade, mortalidade e
controle da transmissdo. Inicialmente, o tratamento foi realizado com os
antimonaislucantona, hicantona, niridazol, porém estes farmacos sdo muito
toxicos, por isso foram substituidos (KATZ &ALMEIDA, 2003) pela oxamniquina
(Figura 3) e Prazinquantel (Figura 1a).

Figura 3: Estrutura quimica da Oxamniquina

O uso da oxamniquina como esquistossomicida iniciounos anos 70 (Séc.
XX; FENWICK et al. 2003), sendo este farmaco efetivo em todos os estagios
do S. mansoni (COUTO, 2014). O uso de oxamniquina pode ocasionar
diferentes reacdes adversas, tais como: rash cutaneo, febre, dor abdominal,
nausea, vomito, diarreia, eosinofilia, alteracbes das enzimas hepéticas,
mialgias, tonturas, dor de cabeca, amnesia, alucinacdes e distorcoes da
realidade, convulsbes e alteracdo na coloracdo da urina (MICROMEDEX,
2017). O relato de resisténcia ao medicamento (ARAUJO et al. 1996; COELHO
et al. 1997), associado ao estreito espectro de acdo, inUmeros eventos
adversos, produgdo cara e complexa culminaram com a substituicdo da

oxaminiquina pelo praziquantel. (COUTO, 2014).

O praziquantel é efetivo contra S. mansoni, S. haematobium, S.
japonicum, S. intercalatum e S. mattheei (GONNERT & ANDREWS, 1977;
ANDREWS et al. 1983; DOENHOFF et al. 2002), atua em diferentes formas
clinicas, no entanto € pouco efetivo em vermes jovens, sendo mais eficaz em
vermes adultos fémeas, (GONNERT & ANDREWS, 1977). Conforme dito
anteriormente, varios eventos adversos tém sido associados ao uso do
praziquantele a frequéncia das reacdes adversas esta diretamente ligada a
intensidade da infeccdo (DAYAN, 2003).
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A resisténcia do S. mansoniao prazinquantel foi descrita em diferentes
estudos (FALLON & DOENHOFF, 1994; STELMA et al. 1995; ARAUJO et al.
1996; IISMAIL et al. 1999; BONESSO-SABADINI & DIAS, 2002; COUTO et al.
2011; COELI et al. 2013), os parasitos resistentes podem apresentar reducéo
da producao de cercarias e aumento da viruléncia (LAMBERTON, 2005). Um
dos mecanismos supostos e estudados de resisténcia do S. mansoni ao
praziquantel envolve as MRPs (proteinas associadas a resisténcia
multidrogas), onde o PZQ pode interagir com as MRPs de diferentes formas,
como um substrato ou como um inibidor de transporte mediado pelas proteinas
transportadoras ABC, sendo possivel que estas proteinas possam estar
envolvidas na resisténcia do Schistossoma ao PZQ, ou seja, por mecanismo de

bomba de efluxo que jogam o farmaco para fora (JAMES et al. 2009).

Em virtude do praziquantel ser, a Unica opc¢do terapéutica para o
tratamento da esquistossomose mansonica e a resisténcia do parasito ao
farmaco ser crescente, torna-se necessario buscar alternativas terapéuticas
(FENWICK & WEBSTER, 2006). O artemeter e artesunato apresentam
propriedades esquistossomicida, sendo mais ativos nos vermes imaturos do
gue nos vermes maduros de S. mansoni e S. japonicum. No entanto esses
medicamentos sdo utilizados em outras terapéuticas, como o tratamento da
malaria, podendo contribuir para a propagacéo da resisténcia das pessoas co-
infectadas com maléria e esquistossomose (BOTROS et al. 2005).

Neste cenario, torna-se importante buscar outras alternativas
terapéuticas.A atovaquona é uma naftoquinona, sendo um analogo lipofilico do
lapachol (EL HAGE et al. 2009), e sua atividade antiparasitaria tem sido
relacionada com a interferéncia no transporte de elétrons nas mitocondrias do
parasito (ZHOU et al. 2009). Vale ressaltar que o lapachol e seu analogo
isolapachol apresentaram atividade contra cercarias e ovos de S. mansoni
(LIMA et al. 2002). Outro analogo do lapachol, a B-lapachona também se
mostrou promissora como esquistossomicida (AIRES et al. 2014a, 2014b).
Entretanto, estudos que visem compreender se mudancgas conformacionais
interferem nesta atividade, se existem uma relacdo direta entre a atividade e a

peroxidacao lipidica e estresse oxidativo precisam ser realizados.

21



2.1 Lapachol e seus analogos

O lapachol, hidroxi-naftoquinona, foi isolado pela primeira vez da espécie
Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb. (Bignoniaceae; PATERNO et al. 1882),
sendo posteriormente isolada de outras espécies pertencentes a familia
Bignoniaceae (SAGRERO-NIEVES et al. 1986; TESSIER et al. 1988;
OLIVEIRA et al. 1990; SAIZARBITORIA et al. 1997; DUARTE et al. 2000; ITO
et al. 2000; SHETGIRI et al. 2001; HUSSAIN et al. 2007). Varias atividades
biologicas tém sido atribuidas ao lapachol, dentre estas destacam-se:
antitumoral (RAO; MCBRIDE; OLESON, 1968; SANTANA et al. 1980;
MURRAY & PIZZORNO, 1998), antimicrobiana (LIMA et al. 1962; ANTUNES,
2006), antiparasitaria (WENDEL, 1946; GOULART et al. 1997; PINTO et al.
2000) e anti-inflamatoria (ALMEIDA, 1990).

Na maioria dos estudos realizados, o lapachol mostrou-se promissor
como anti-inflamatério (WANICK, 1970; ALMEIDA et al. 1990) e
imunomoduladores (FONSECA, BRAGA & SANTANA 2003; BARBOSA-FILHO
et al. 2006). A atividade anti-inflamatoéria do lapachol foi avaliada nos modelos
de inducdo de edema de pata pela carragenina e inducdo de abscesso por
carragenina em ratos, sendo demonstrado uma acdo anti-edematogénica
significativa nas doses de 100 e 500mg/Kg (76 e 85%, respectivamente).
Também foi observado uma reducdo no peso do abscesso induzido pela
carragenina (150mg/kg= 57%; ALMEIDA et al. 1990).

A atividade do lapachol sobre a artrite foi avaliada em 2 modelos: 1) a
artrite induzida por colageno (CIA), um modelo pré-clinico dependente de
células T bem estabelecido para a artrite reumatoide. Os camundongos foram
tratados com lapachol (V.O= 3 mg/kg e 10 mg/kg, uma vez ao dia durante 4
semanas), sendo bem tolerado pelos ratos e sem efeitos colaterais aparentes,
também ndo houveram alteracdes significativas nas provas de funcdo hepatica.
Esta substancia atenuou a gravidade da artrite, reduziu todas as caracteristicas
histopatolégicas da gravidade da artrite quando comparadas ao grupo tratado

com veiculo. Além disso, na dose de 10 mg/kg, reduziu significativamente os
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niveis de IL-17a. 2) Os efeitos imunomoduladores foram avaliados onde se
observou uma resposta promissora (RAMACHANDRAN et al. 2011). Ainda
existe caréncia de estudos que avaliem a atividade antinociceptivado
lapacholem modelos de cancer. Os estudos realizados, em geral, visam avaliar

o efeito antitumoral do lapachol.

Visando potencializar a atividade do lapachol, foram realizadas
alteracdes estruturais obtendo uma série de compostos e estes foram
avaliados, in vitro, em linhagem celular de queratinécitos humanos (HaCaT). O
lapachol e a-lapachona apresentaram efeito inibitorio inferior (CCso> 10 uM e
10uM) ao farmaco utilizado para o tratamento da psoriase, antelina (CCso=
0,7/mM). No entanto, a B-lapachona apresentou atividade semelhante a este
farmaco (CCso= 0,7uM). Os derivados do lapachol ativos também causaram
danos significativos na membrana de células e aumentaram a liberacdo da
lactato desidrogenase, devido a sua potente atividade contra o crescimento de
queratinécitos humanos, a [-lapachona parece ser promissora como
antipsoriase (MULLER; SELLMER; WIEGREBE, 1999)

O primeiro estudo para atividade antitumoral do lapachol foi realizado em
ratos em tumor de Walker 256e demonstrou que esta substancia era
promissora (RAO; MCBRIDE; OLESON, 1968). Entdo, foram realizados os
estudos clinicos de Fase |, que ndo observaram uma resposta clinica
satisfatoria e nem efeitos colaterais significativos, neste contexto a pesquisa foi
interrompida (BLOCK et al. 1974). Alguns anos depois, foi realizado um novo
estudo clinico com 9 pacientes com diferentes tipos de cancer (figado, rim,
mama, prostata e colo do utero), sendo observado reducéo significativa do
tumor e da dor, e em trés pacientes houve a completa remissdo do tumor
(SANTANA et al. 1980).

O lapachol é rapidamente absorvido através do trato gastrointestinal em
ratos com tumor de Walker 256, porém parece que absorcédo intestinal desta
substancia no homem é consideravelmente menor que a dos ratos (NAYAK et
al. 1968). Os pacientes, com tumor de Walker, foram tratados com lapachol,
(doses=0,5g/6 horas/5 dias), sendo observado concentracfes plasmaticas na

faixa subterapéuticaem ambos esquemas (< 30ug/mL; BLOCK et al. 1974).
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O Lapachol é ativado, in vivo, pelas enzimas hepaticas do citocromo
P450 NADPH-redutase (P450 redutase), entdo as espécies reativas promovem
a fragmentacdo do DNA através da geracado do redox ciclismo (KUMAGAI et al.
1997). No metabolismo de fase | do lapachol, sdo obtidos metabdlitos
hidroxilados, com hidrogenacédo na posi¢cdo de oxigénio ou um rearranjo de
cadeia lateral. Os metabdlitos da fase Il sdo produtos da conjugacdo com o
acido glicurénico (BAI et al. 2014), entédo estes produtos sdo excretados por via
renal ou fecal (Figura 4). Vale ressaltar que estudos in silico demonstraram que
o lapachol inibe enzimas do citocromo P450 (CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4;
FERREIRA, 2016).
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Figura 4:Lapachol e seus metabdlitos

Legenda: M2: identificado como sendo um diidro- B-lapachona (2,2-dimetillnafto [1,2-b] piran-
5,6-diona); M3 e M4: isdbmeros hidrogenados do lapachol(semiquinona); M5: hidroxi-lapachol,
com a hidroxilagdo na porcéo de cadeia lateral de prenil do Lapachol; M6; f formado a partir da
hidroxilacdo de MS5; M7: 2-hidroxi-3-(3_-metil-2_-hidroxibutil)-1,4-naftoquinona; M8 e M9:
metabolitos hidroxilados do Lapachol; M10: conjugacao de Lapachol com acido glicurdnico no
grupo 2-hidroxilo do Lapachol; M11, M12 e M13: conjugados glicuronideos de M3 e M4.

Fonte: BAIl et al. 2014.
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O lapachol distribui-se por todos os tecidos, exceto para o SNC, sendo
rapidamente metabolizado em B-lapachona. Quando administrado IV, em
camundongos (dose de 40mg/Kg), o tempo de meia-vida € de 33 minutos e a
excrecao €, prioritariamente, pelas fezes (NAYAK et al. 1968).

Acredita-se que a atividade antitumoral do lapacholdeve estar
relacionada a interacdo com &cidos nucleicos, ligando-se entre os pares de
bases do DNA, com inibicdo subsequente da replicacdo do DNA e sintese de
RNA(MURRAY & PIZZORNO, 1998). Apesar de tudo isso, esta substancia nao
parece ser promissora como antitumoral, devido ser necessario altas doses
deste farmaco para obter o efeito antitumoral, o quepode elevar ao risco de
eventos toxicos (HUSSAIN et al. 2007).

A diidroorotato desidrogenase humana (DHODH) tem uma estrutura
monomeérica e esta associada com a membrana interna das mitocondrias, sua
inibicdo bloqueia a sintese de acidos nucléicos, impedindo a sua proliferacao,
pode ocasionar efeitos imunossupressivos e possuir efeito antiparasitario
(VICENTE, 2013). Estudos in silico demonstraram que o lapachol se liga ao
grupo prenil (Phe98) do bolsdo hidrofébico da diidroorotato desidrogenase
humana (DHODH), também ocorrem ligacdes de hidrogénio adicionais com 0s
residuos Argl36 e Tir356. Em seguida, foi determinado in vitro a atividade
inibitéria da atividade DHODH do lapachol, indicando que esta substancia € um
potente inibidor da enzima (PERES et al. 2017).

Atividade antiproliferativa do lapachol foi avaliada células T CD4
murinas, sendo observada resposta antiproliferativade forma dose dependente
(>100mM), enquanto que em concentragdes inferiores, o lapachol pode induzir
apoptose em células T CD4. Entdo, investigou-se o possivel mecanismo
envolvido neste efeito, as células T CD4 humanas foram com lapachol na
presenca de diferentes concentracbes de uridina e observou a reversado do
efeito antiproliferativo. Estes resultados suportam a hipotese que o lapachol
atue na DHOH. A uridina sozinha teve um efeito minimo sobre a resposta

proliferativa de células T estimuladas com anti-CD3 (PERES et al. 2017).

Algumas espécies vegetais ricas em lapachol séo utilizadas na medicina

popular para o tratamento de doencas ocasionadas por bactérias (ALMEIDA
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,1993; CARVALHO, 2003), por isso, estudos avaliaram esta atividade da planta
e de seus metabolitos (ARAUJO, et al. 2012). Desde os primeiros (LIMA et al.
1956, 1962a, 1962b, 1971 e 1972), o lapachol mostrou-se mais ativo em
bactérias gram positivas, porém foi observado sua atividade frente a algumas
bactérias gram negativas, como Pseudomonas aeruginosa e Brucella
(ANTUNES et al. 2006).

A atividade antibacteriana pelo método de difusédo em placas do lapachol
e alguns anélogos (a-Lapachona, B-Lapachona, p-nor-lapachona, a-
norlapachona, pB-I-lapachona, a-l-lapachona), foi avaliada frente as cepas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Saccharomices cerevisae (achados
clinicos). O lapachol e todos seus analogos apresentaram halo de inibicdo para
S. aureus e P. aeruginosa, com excecao da a-Lapachona que ndo apresentou
halo de inibicAo para esta ultima cepa, e apenas a [B-lapachona e [-nor-
lapachona apresentaram halo deinibicdo para Saccharomices cerevisae
(ANTUNES et al. 2006).

A atividade antiplasmédica do lapachol (Clso= 24uM), B-lapachona (Clso=
4,1 uM) e seus derivados foi avaliada. No caso do lapachol, a adicdo de grupos
OH, acil e alcoxil ndo contribui para a atividade, mas observou-se que
mudancas estruturais em outras naftoquinonas podem aumentar a atividade
antiplasmaddica e seletividade, mantendo a seguranca. (PEREZ-SACAU et al.
2005). Outro trabalho avaliou a atividade de derivados da B-lapachona contra
P. falciparum, apresentando atividade moderada. No entanto, quando
administrado por via subcutdnea em camundongos infectados com
Plasmodium berghei, estes compostos foram ativos (ANDRADE-NETO et al.,
2004). No organismo, o lapachol & reduzido formando um anion semiquinona,
gue por sua vez, reduz o oxigénio molecular ao anion radical superoxido e este
na presenca da enzima superéxido dismutase é transformado em peroxido de
hidrogénio (SILVA et al. 2003). O ciclo redox das naftoquinonas, na presenca
de agente redutor, gera espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo o anion
superéxido e o peroxido de hidrogénio, que podem ocasionar a peroxidacéo
lipidica (FERREIRA, 2008).
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A geracdo de espécies reativas de oxigénio pode levar estresse
oxidativo e/ou a alquilacédo de lipidios, proteinas e acidos nucleicos, podendo
levar ao dano parasitario (DOS SANTOS et al. 2004; VILAMIL-FERNANDEZ et
al. 2004). Outras naftoquinonas podem colapsar o potencial da membrana
mitocondrial (SRIVASTAVA et al. 1997; SCHUCK et al. 2013), podendo levar a
apoptose ou necrose (SOUZA et al. 2014).

Além da atividade antiplasmodica, estudos avaliaram a atividade
leishmanicida do lapachol apresentaram resultados controversos, isto €, in vitro
o lapachol foi ativo contra amastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
(LVb; 0.0125-4.0 pg/mL). No enquanto, em camundongos tratados com
lapachol (VO, 300 mg/kg/dia durante 42 dias), infectados com LVb, observou-
se que a presenca de lesdes induzidas pelo parasito. O lapachol demonstrou
ter atividade leishmanicida in vitro, porém baixa atividade in vivo, sugerindo que
o lapachol, in vivo, pode inibir a atividade microbicida de macréfagos. Outras
possibilidades para explicar esta divergéncia sdo: que o metabolismo do
lapachol origina metabolito (s) inativo (s) ou na dose utilizada nao foi possivel
alcancar o nivel plasmético na faixa terapéutica de forma sustentada
(TEIXEIRA et al. 2001).

Outros estudos avaliaram a atividade antipromastigota do lapachol em L.
Amazonensis (Clso= 5,2ug/mL e Clso> 500ug/mL; LIMA et al. 2004; COSTA et
al. 2017) e L. braziliensis (Clso= 11,9 pg/mL; LIMA et al. 2004).

Os efeitos do lapachol sobre promastigotas foram avaliados por
citometria de fluxo e respirometria, observando a perda do potencial de
membrana mitocondrial e a redugcdodo consumo de oxigénio pelos parasitos.
Andlises de microscopia eletrénica de transmissdo mostraram danos no
complexo de Golgi e na bolsa flagelar, formacdo de vesiculas e perfil de
autofagia, além disso havia altera¢des ultraestruturais nas mitocondrias. Em
conjunto, os resultados permitem propor que a mitocéndria seja um importante
alvo para o lapachol (TUNES, 2005). Além da leishmania, o lapachol foi ativo
em tripomastigota de Trypanosoma cruzi (SANTOS et al. 2001).
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A tripanotiona redutase (TR) € uma flavoproteina dissulfeto redutase que
depende de NAPDH e apenas é encontrada T. cruzi e Leishmania. Tem funcéo
antioxidante, sendo a principal forma de controle de espécies reativas de
oxigénio (ROS) nesses parasitas, essa proteina substitui a glutationa redutase
(GR) que é encontrada nos seres humanos (FAIRLAMB & CERANI, 1992;
MULLER et al. 2003). A TR é importante na reducdo da tripanotiona dissulfeto
[T(S)2] em tripanotinaditiol [T(SH)2], pois catalisa esse processo,
consequentemente desencadeia uma cascata de eventos que neutralizam ROS
(Figura 5). A auséncia ou diminuicdo de TR permite a elevacdo da ROS dentro
do parasito podendo levar a morte ou impedindo o crescimento (FAIRLAMB,
2001). Entao, avaliou-se a atividade inibitéria da TR pelo lapachol, in silico,
sendo observado que esta ligacao € favoravel (Energia de interacdo=109,643
KJ/mol), também se liga aos seguintes residuos Ala 159,Thr 51, Thr 51 e Gly
15 (FERREIRA, 2016). Estes resultados fortalecem a hipotese que o lapachol é
promissor como leishmanicida e o mecanismo de acdo, provavelmente,

envolve a TR.

NADPH \ / TRy \ / T(sH), \ / TXNox\ /' TXNPXox\ /Eg;;i:‘)é;gz':’dztgli .
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Figura 5:Cascata de eventos dependentes da Tripanotionaredutase
Fonte: Adaptado de Oliveira et al. 2008.

Além das atividades antiplasmodica (FONSECA, BRAGA & SANTANA
2003; Hussain et al., 2007), leishmanicida (COSTA, et al 2017) e
tripanosomicida (HIRSCHMANN E PAPASTERGIOU, 2003), o lapachol parece
ser promissor como esquistossomicida. Camundongos infectados com S.
mansoni foram tratados como lapachol apresentou, apés 24h de tratamento,
uma reducao na taxa de infeccdo de 80%. O aumento do tempo de tratamento
levou a reducdo na taxa de infeccdo para 96,6% (apds 3 dias de tratamento).
Outra observacdo importante foi: o lapachol é secretado pelas glandulas
sebaceas, na pele atua como uma barreira topica para a penetragdo (AUSTIN,

1974). Os sais de potassio de isolapachol e lapachol apresentaram atividade
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moluscicida significativa contra o caramujo adulto (LCo0<7 ppm) e massas de
ovos de caracol (CL90 <3 ppm), também apresentaram atividade cercaricidas

revelaram fortes atividades para ambos os compostos (LIMA et al. 2002).

Devido seu potencial antitumoral do lapachol, véarios estudos tém
avaliado sua citotoxicidade e toxicidade. A citotoxicidade do lapachol foi
avaliada em diferentes linhagens celulares: HepG2 (liver hepato cellular
carcinoma), Macréfagos murinos, THP-1 modificado (Cell Line human
Leukemic monocyte). Em células HepG2 (CCso= 201.77 + 5.32 ug/mL) e em
macréfagos murinos (CCso= 184.65 + 6.58 upg/mL) observou-se moderada
citotoxicidade (ROCHA et al. 2013), enquanto para as células THP-1 néo foi
observado citotoxicidade (CCso> 500 ug/mL; COSTA et al. 2017).

Os efeitos téxicos do lapachol foram avaliados em roedores, cédes e
macacos. A dose Unica oral, em camundongos, a DLso foi 0,621g/kg e em ratos
albinos observou menor toxicidade (DLso= 2,4 g / kg). Os caes Beagle (V.O,
doses diarias 0,25, 0,50, 1,0 ou 2,0g/kg, totalizando 24 doses) apresentaram
alteracdes clinicas significativas, porém nado foi observado efeito letal. Os
macacos Cynomolgus foram tratados (0,5 ou 1,0 g / kg / dia/ 6 dias), e apés a
62 dose observou-se que 60% haviam falecidos. Sinais de toxicidade em caes
e macacos incluiram: anemia moderada a grave, reticulocitose, normoblastose,
palidez das mucosas, bilirrubinaria, proteindria, trombocitose transitoria e
leucocitose, e atividade elevada de fosfatase alcalina sérica e tempos de
protrombina ocorreram em cdaes. Leucopenia, trombocitopenia e azotemia
foram observadas apenas em macacos. A anemia foi mais pronunciada

durante as primeiras 2 semanas de tratamento (MORRISON et al. 1970).

Ratos Sprague Dowley foram tratados com lapachol (V.O, 150mg/kg/dia)
por 30 dias e n&do foram observadas altera¢des significas, no entanto, animais
tratados com 500mg/Kg/dia morreram na 102 dose eestudos patoldgicos néo
revelaram alteracdes significativa nos diversos o0rgados destes animais
analisados (MORRISON et al. 1970).Ratos Wistar adultos foram tratados com
solucdo hidroalcodlica de lapachol (100 mg/kg de peso corporal), sendo
observado uma reducéo significativa no peso da vesicula seminal, porém néo

foi detectada alteracao significativa da producéo de gameta, do peso corporal e
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do peso dos outros 6rgaos analisados. Os resultados sugerem um efeito de
toxicidade do lapachol na reproducédo dos ratos, sendo a vesicula seminal um
possivel 6rgdo alvo (SA & GUERRA, 2007).

O potencial teratogénico do lapachol foi avaliado em ratas prenhas (V.O
100mg/Kg), sendo observado grande incidéncia de reabsorcédo do ovo por acao
bastocistotoxica-antizigética e atividade abortiva, levando a ma formacéo. A
acdo do Lapachol ocorre no inicio do periodo da divisdo do ovo. (ALMEIDA et
al. 1988). Outro estudo confirmou a embrioletalidade do lapachol em ratas
gravidas, mostrando que as maes nao foram afetadas, porém ocorreu 99,2%
de mortes fetais (GUERRA et al. 1999), considerando entdo o lapachol como,
ndo toxico para ratas prenhas, confirmado em um terceiro estudo (SOUZA et
al. 2005). Estudos in silico do lapachol sugerem mutagenicidade e
carcinogenidade para rato (FERREIRA, 2016).

O Lapachol quando administrado por via oral, em pacientes com céancer,
na dose de 4,0mg/Kg/6 horas/7 dias é metabolizado parcialmente em xiloidona
(Figura 6a), sendo este metabolito e o lapachol excretado por via renal. Outros
metabdlitos excretados por via renal sdo a- e B-Lapachona, outros metabolitos
do Lapachol sdo o Lomatiol (Figura 6b) e o Metabdlito A (NAYAK et al. 1968;
SHETGIRI et al. 2001).

CHg OH HO
CHs,

A B

Figura 6:Estrutura quimica de metabolitos do Lapachol
Legenda: A= Xiloidona, B=Lomatiol
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2.1.1. B-lapachona

Paterno (1882) obteve sinteticamente, pela primeira vez, a B-lapachona
(Figura 1b), um isdmero constitucional da lapachol. Nesta sintese foi realizado
o tratamento acido do lapachol (Figura 7). Posteriormente, outra naftoquinona
foi identificada neste processo de transformacao, a a-lapachona (HOOKER,
1936).

0
/O o) CHy 0]
N O O
Refluxo
o) OH i © cHHs
2 HC CHs 1 o 3

Figura 7:Converséo do Lapachol em B-lapachona e a-lapachona
Legenda: 1= Lapachol, 2= B-lapachona, 3= a-lapachona
Fonte: Adaptado de BARBOSA & NETO 2013.

A B-lapachona pode ser atil como agente anti-inflamatério, pois atenua
doencas inflamatorias, inibiu, significativamente, a liberacdo de NO e PGE2. A
inibicdo de INOS e COX-2 também foi observada sugerindo o bloqueio dos
niveis de transcricdo. Além disso, o [B-lapachona atenuou a expressao de
MRNA e proteinas de citoquinas pro-inflamatérias, como interleucina (IL) -1,
IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) a de uma maneira dependente da dose
(MOON et al. 2007).

As alteracbes estruturais do lapachol, levando a sintese de -
lapachonacontribuiram de forma significativa para a atividade antitumoral,
sendo estaativa contra uma variedade de células de cancer humano, incluindo
cancer de mama, préstata e pulmdo, bem como células de leucemia
promielocitica (PLANCHON et al. 1995). Estudos mostraram que a agao do [3-
lapachona depende da expressdao de NAD (P) H: quinonaoxidoreductase-1
(NQO1), sendo esta enzima superexpressa (até 20 vezes em tumor) em tumor
do pancreas (OUGH et al. 2005), pulméo (BEY et al. 2007), mama (BENTLE et
al. 2006) e prostata (PINK et al. 2000). Foram observados niveis endogenos

31



elevados de NQO1, em 70% dos canceres de prostata humana, no estagio
inicial e final. NQO1 induz redox ciclico na célula, levando a uma quantidade
substancial de espécies reativas de oxigénio que causam danos ao DNA.
Aumento, concomitante, do Ca?'no citosol derivado da hiperativagdo da poli
(ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1); NAD +/ Deplecdo de ATP; estimulacao
de uma resposta apoptética, fragmentacdo do DNA e morte celular
(TAGLIARINO et al. 2001). Além disso, a [B-lapachonapossui citotoxicidade
seletiva para as células tumorais (DONG et al. 2009), pois estas possuem NQ1
gue reduz a quinona em hidroquinona, iniciando um ciclo redox com uma perda
concomitante de NADPH reduzido (PINK et al. 2000; OUGH et al. 2005).

Os efeitos da B-lapachona no crescimento do hepatoma humana
(HepG2) foi avaliado, os resultados mostraram inibicdo da viabilidade e inducéo
de apoptose, com formacédo de corpos apoptéticos e fragmentacdo do DNA.
Este estudo indicou que o tratamento de células com B-lapachona resultou em
queda - regulacdo do Bcl-2 anti-apoptético e Bcl-XL e up regulation da
expressao pro-apoptética. No entanto, o tratamento com [(-lapachona né&o
afetou o inibidor da familia de proteinas de apoptose e o sistema Fas / FasL.
Em conjunto, este estudo indicou que a B-lapachona pode ter potencial como

agente quimiopreventivo para cancer de figado (WOO et al. 2006).

A B-lapachona e seus derivados induziram apoptose (via mitocondrial)
em células HL-60, através deensaios de analises morfolégicas e de citometria
de fluxo, induzindo também aformacdo de EROS, assim como quebras das
fitas da molécula de DNA em células HL-60 (NQO1-) e DU-145 (NQO1+), mais
uma vez ressaltando suas propriedades antitumorais e de seus derivados que
eles podem ser considerados como protétipos para o desenvolvimento de
novos agentes anticancer (CAVALCANTI, 2010).

A neovascularizacdo € um processo essencial no desenvolvimento de
tumores, na angiogénese o Oxido nitrico (NO) é um fator importante para o
crescimento e a migracéo de células endoteliais vasculares. A B-lapachona
induziu a morte de células endoteliais, incluindo a linha celular endotelial
vascular humana e células endoteliais vasculares umbilicais humanas. O N.O

pode atenuar o efeito apoptético da B-lapachona em células endoteliais
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humanas e, portanto, ter potencial como um farmaco antiangiogénico (KUNG et
al. 2007).

Além disso, a B-lapachonainibe a atividade catalitica da topoisomerase |
de células humanas, porém néo estabiliza o0 complexo clivagem. A 3-lapachona
interage diretamente com a topoisomerase |, ndo afetando a montagem do
complexo enzima-DNA, mas inibindo a formacédo de complexo clivagem (LI,
AVERBOUKH; PARDEE, 1993).

Estudos demostraram que B-lapachona aumentou a letalidade dos raios-
X contra as células do carcinoma epidermoide da laringe humana em pos-
tratamento de 4 horas com 4umde (HEp-2; BOOTHMAN et al. 1987). Esta
substancia também ativou a acdo de desencadeamento de DNA da
topoisomerase |, inibiu o componente rapido do Reparo de Danos
Potencialmente Letal (PLDR) realizado por células HEp-2, e aumentou de
forma especifica e sinergética os efeitos citotoxicos de agentes prejudiciais
para 0 DNA que induzem incisbes de cadeia de DNA (BOOTHMAN et al.
1989).

A associagdo de B-lapachona e taxol, dois compostos de massa
molecular baixa (LI et al. 1999), apresentaram efeitosinérgicopara a morte de
células de cancer de ovarios, mama, prostata, melanoma, pulmao, célon e
pancreatico., estudaram o tratamento combinado de genisteina e B-lapachona,
examinando o papel do NQOI e apoptose, na resposta inibitéria em células de
carcinoma de préstata humano PC3 (KUMI-DIAKA et al. 2004).

Além da atividade antitumoral da B-lapachona, foram realizados estudos
com objetivo de avaliar a atividade antiparasitaria. A B-lapachona possui
propriedades tripanocidas (forma epimastigotas de Trypanosoma cruzi) e esta
atividade tem sido relacionadaao estresse oxidativo. Este composto (4uM) foi
capaz de estimular a producéo de H202em homogeneizado de epimastigota, ha
presenca de NADH como redutor. O mesmo efeito foi observado com a fracao
mitocondrial, suplementada com NADH, onde o B-lapachona aumentou a
geragao de O2(4,5x) e H202(2,5x; BOVERIS et al.1978).
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A B-lapachona inibiu em 100% a forma epimastigota T. cruzi
(concentracédo de 3,1 uM), sendo que esta atividade nao foi observada para a
a-lapachona (concentracdo= 50 uM; JORQUEIRA et al. 2006). Outros estudos
avaliaram a atividade destasnaftoquinonas em formas epimastigota e
tripomastigota, sendo o observado que, na maioria dos casos, a B-lapachona
foi mais promissora (SAUDE-GUIMARAES & FARIA 2007; SALAS et al. 2008).

Opré-tratamento de células de musculo liso com B-lapachonaoualil-B-
lapachona, reduziu a infeccdo destas células pelas formas tripomastigotas T.
cruzi. Conforme dito anteriormente que naftoquinonas podem inativar
tripanotiona redutase, avaliou-se ou efeito da B-lapachonaoualil-B-lapachona
nesta enzina na presenca de oxigénio, porém estes compostos ndo a
inativaram, mas produziram alteracbes em sua fungcdo protetora de
regeneracao de radicais livres. Estes resultados sugerem que naftoquinonas
possam atuarnesta enzima e constituir agentes antitripanossoma e
antileishmania promissores (CASTRO, 1993; SAUDE-GUIMARAES & FARIA,
2007).

A atividade leishmanicida da [-lapachona foi avalidade contra
promastigota de L. (infantum) chagasi (cepas sensivel e resistente ao
antimonial pentavalente) e L. amazonensis (cepas sensivel e resistente ao
antimonial pentavalente). Este composto foi mais ativo em L. chagasi, em
especial no isolado sensivel (Clso= 0,67 pM). No caso da L. amazonensis, a -
lapachona parece ser mais promissora para 0S parasitos resistentes aos
antimonaispentavalentes (Clso= 1,39uM; GUIMARAES et al. 2013).

A B-lapachona mostrou-se ativa contra o clone de Plasmodium
falciparum resistente a cloroquina (W2), sendo que a adicdo de halogénios ou
acido sulfénico neste composto favorece a atividade antimalarica (ANDRADE-
NETO et al. 2004). Em outro estudo, a B-lapachona foi ativa contra cepas de P.
falciparum F32 (Clso= 4,1 pM; PEREZ-SACAU et al. 2005).

A B-Lapachona também bloqueia a penetracdo cercariana quando
aplicados topicamente e atua como cercaricida; inibindo a glicolise aerdbica de

vermes adultos; alterando a motilidade e superficie do tegumento dos vermes e
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atuando como moluscicida contra caramujo adulto de Biomphalaria glabrata.
Em modelo murino, a B-lapachona possui efeitos esquistossomicida sobre
esquistossémulo de pele, esquistossdmulo pulmonar, vermes jovens e vermes
adultos. In vitro, a morte do parasito foi precedida por progressivo dano na
superficie da membrana, caracterizado por descamacdo do tegumento,
reducdo dos espiculos, formacao de bolhas, ruptura e aparecimento de erosao
na superficie tegumentar. Além disso, intenso edema generalizado, areas de
rachaduras com superficie rugosa, sulcos e aparente fibrose, também foram
visualizadas na porc¢éo anterior do verme. Em todos os grupos, houve reducéo
significativa no nuamero de ovos e granulomas no tecido hepatico. A
intervencao, realizada durante a fase de vermes adultos, reduz o tamanho dos
granulomas hepatico e percentual de ovos imaturos, além de aumentar a

porcentagem de ovos maduros e mortos (AIRES, 2013).

Estudos de toxicidade aguda oral demonstraram que a B-lapachona é
bem tolerada em animais como, c&es (100mg/kg), ratos (200mg/kg),
camundongos e galinhas. Observou-se também que altas doses levam a
reacoes adversas como gastrite ulcerativa, redu¢cdo no numero de eritrocitos,

no entanto ndo promove supressdo medular (LI et al. 2000).

A B-lapachona possui baixa solubilidade em agua (0,038 mg/mL ou 0,16
mmol/L; NASONGKLA et al. 2003), isto dificulta a sua administracdo por via
intravenosa (TEWARI et al. 2006). Além disso, pode resultar ndo apenas em
baixas concentracdes de farmaco no tumor, mas também na possivel
toxicidade em células normais a altas doses e exposi¢cdo prolongada (BEY et
al. 2007). Estudos in silico sugerem que a B-lapachona seja bem absorvida no
trato gastrointestinal (biodisponibilidade= 94,97%), liga-se fortemente a
albumina (98,28%), distribui para o SNC, sofre metabolismo de fase 1
(CYP3A4) e pode inibir as enzimas CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4
(FERREIRA, 2017).
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2.1.2. a-Lapachona

Das 3 naftoquinonas, a a-lapachona parece ser a menos promissora em
termos biologicos. A a-lapachona liga-se ao complexo DNA-topoisomerase |
acelerando o desenrolamento de DNA topoisomerase |, também inibe o
componente rapido de reparacdo dos danos ao DNA (PLDR), dessa forma
pode atuar de forma sinérgica a outros antineoplasicos (BOOTHMAN et al.
1989).

A atividade antibacteriana, pelo método de difusdo emagar, da a-
lapachona foi avaliada contra Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichiacoli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Saccharomices cerevisae, porém ndo foram observados halos de inibicdo
(ANTUNES et al. 2006).

Sua atividade antiviral foi testada e comparada quanto aos seus efeitos
inibitérios na ativacdo do antigeno precoce do virus Epstein-Barr (EBV-EA)
induzida por 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), a fim de verificar
possiveis agentes quimiopreventivos para cancer, a a-lapachona apresentou
uma atividade moderada ao ser comparada com outras naftoquinonas (SACAU
et al. 2003).

Como antiparasitario, em epimastigota de T. cruzi, a a-lapachona
mostrou-se inativa (GOIJMAN; FRASCH; STOPPANI, 1984). Apresentou
moderada atividade contra L. (infantum) chagasi (sensivel ao antimonial: 13,88
UM) e L. amazonensis (sensivel: 16,08 uM; resistente: 15,15 uM; GUIMARAES
et al. 2013). Em estudos in vitro, o efeito da a-lapachona foi avaliado na
replicacdo de Toxoplasma gondii, utilizando culturas de fibroblastos 2C4
infectados com a cepa RH, que demonstrou inibicdo do crescimento intracelular
de T. gondii em concentragdes de 1 e 5 pg/mL (FERREIRA et al. 2002)
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivogeral

Avaliar a atividade esquistossomicida do lapachol, a-lapachona e [-

lapachona.

3.2 Objetivosespecificos

Avaliar atividade in vitro frente a vermes adultos de Schistossoma

mansoni de lapachol, a-lapachona e 3-lapachona;

Avaliar a atividade a capacidade de inibir a ovoposicdo e reducdo da
recuperacdo dos vermes adultos em camundongos infectados com S.

mansoni;

Investigar se a atividade esquistossomicida tem relacdo com a

peroxidacao lipidica e capacidade antioxidante total.

Avaliar a vibilidade celular
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético mini com aguecimento - Quimis;

e Agitador Vortex — Kasvi;

e Autoclave 75 L - Phoenix;

e Balanca analitica —-modelo FA2104 N Eletronic Balance, Bioprecisa;

e Banho-maria — SOLAB Cientifica, modelo SL 150;

e Banho de Ultrassom — modelo 2210 Branson, Tecnal Equipamentos
para laboratorio;

e Bomba de perfusédo — Masterflex;

e Cabine de fluxo laminar vertical — modelo PA 310, Pachane;

e Capela — Quimis;

e Contador manual de células — DIGETIMER,;

e Dessecador de vidro;

e Destilador de agua;

e Estufa Demanda Bioquimica de Oxigénio — modelo HF212 UV,
SPLABOR;

e Estereomicroscopio,GSM-CARL ZEISS;

e Estufa de esterilizagdo e secagem— modelo Md 1.2, Medicate Produtos
Médicos;

e Evaporador rotatorio, Fisatom;

e Geladeira — Electrolux;

¢ Incubadora CO2 — modelo Hf212 UV ,Ultrasafe;

e Micopipetas, volume ajustavel de 10-100 pL e de 100-1000 pL -
Paguepet;

e Microscopio 6ptico,modelo E200-NIKON, Eclipse;

e Microscopio invertido, modelo TCM400-ANALITICA;
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e Percolador;
e pHmetro de bancada — Q400RS, Quimis;

e Sistema de filtracdo a vacuo 250 mL, membrana 0,22 um- TPP;

4.1.2 MATERIAL DE CONSUMO

4.1.2.1 Solventes e Reagentes

e Acetato de etila P.A - Isofar Industria e Comércio de Produtos
Farmacéuticos;

e Alcool Metilico (Metanol) — CAQ (CASA da Quimica IndGstria e
Comeércio LTDA);

e Acido cloridrico— SYNTH;

e Alcool grau 96°GL (Alcool Etilico hidratado) — Santa Cruz LTDA;

e Diclorometano P.A — Isofarindistriae  Comércio de Produtos
Farmacéuticos;

e Dimetil-sulféxido (DMSO) — Sigma-Aldrich;

e Hexano P.A — CAQ (CASA da Quimica Ind. e Com. LTDA);

4.1.2.2 Meio de Cultura e Outros

e ABTS - A1888, Sigma-Aldrich;

e Bicarbonato de sédio — Sigma-Aldrich;

e Cloreto de sodio P. A — Cromoline quimica fina Ltda;

e Gentamicin (Sulfato de Gentamicina) 80 mg/2mL solucdo injetavel —
NovaFarma Industria Farmacéutica LTDA,;

e Heparina Sodica 1.000 Ul/mL — ROVI;

e Maravalha para Camundongos Mercol N°02;

e Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) com glutamina e

HEPES, isento de bicarbonato de sédio — Sigma-Aldrich;
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e MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)- 2,5-difeniltetrazolium 500 mg

- Sigma-Aldrich;
e Penicilina G - Sigma-Aldrich;
e Persulfato de potassio (K2S208; Sigma-Aldrich 60490);

e Racao para Camundongos, Presence;
¢ Silica gel para cromatografia em coluna fina — Macherey-Nagel®;

e Soro bovino fetal — Gibco;
e Trolox - 23881-3, Sigma-Aldrich;

4.1.2.3 Materiais plasticos, de metal e de vidro

e Algodao hidréfobo;

e Espatulas de metal,

e Estantes plasticas;

e Garrafas para cultura de células 75 cm?— TPP;

e Garrafas para cultura de células 25 cm?— SPL Life Sciences;

e Placas de cultura de células de 24 pocos - TPP;

e Placas de cultura de células de 96 pocos,— TPP;

e Placas de Petri descartaveis/poliestireno 90x15 mm — Labware;

e Ponteira 200 pL amarela, tipo universal — Labware Manufacturing CO;
e Ponteira 100-1000 L, azul, tipo universal — Kartell S. P. A;

e Tubo conico de 1,5 mL e 2,0 mL — Eppendorf;

e Tubo cénico graduado 15 mLesteéril (Tipo Falcon) - Becton-Dicknson;

e Tubo cbnico graduado 50 mL estéril (Tipo Falcon) — Becton-Dicknson;

4.1.2.4 Vidrarias

e Baldo volumétrico de250 mL, 500 mL, 100 mL — Laborquimi;
e Bastéo de vidro;

e Becker de 600, 1000 mL — Satelit;

e Erlenmeyes de 250, 2000 mL — Vidrolabor;
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e Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL - Vidrolabor;
e Placa Petri;
e Proveta de 50 mL, 200 mL, 500 mL, 100 mL — Vidrolex;

4.1.2.5 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO

4.1.2.5.1 Meio RPMI 1640 para cultivo de Schistossoma mansoni

O conteudo de um frasco (10,4 g) em p6 do meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI 1640) foi dissolvido em agua ultrapura (1000 mL) sob agitacéo,
adicionado de bicarbonato de sédio (2 g), tampdo HEPES (5g), penicilina
10.000 U/L/e 50 mg/L de gentamicina, e glicose (4,59).0 pH do meio foi
verificado e ajustado sempre quando ndo se encontrava em pH neutro (pH=
7,2). O meio foi esterilizado em membrana de 0,22 um e acondicionado em
frascos estéreis a 4°C (VEIGA, 2013).

4.1.2.5.2 Meio RPMI para cultura de células

O meio (10,4g) foi reconstituido em agua deionizada (1000 mL) e
adicionado de 12,5 mM de tamp&o HEPES, 2 mM Glutamina, 1mM de Piruvato
de Sddio, 100.000 U/L de penicilina, 50 pg/L de gentamicina e glicose (4,5 g),
pH ajustado a 7,4. Entdo, foi esterilizado por filtracdo sob pressdo com
membrana de acetato de celulose estéril com poro de 0,22 pme acondicionado

em frascos estéreis a 4°C.
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4.1.2.5.3. Solugéo salina 0,85% heparinizada

Em 6 litros de 4gua destilada foi adicionada 1 mL de heparina sddica, e
51g de NaCl. Esta solucao foi agitada, por 2 minutos. Alguns minutos antes da

perfusdo esta solucéo foi aquecida até 37°C por 5 minutos.

4.1.3 MATERIAL BIOLOGICO

Os caramujos da espécie Biomphlaria glabrata, infectados com cercarias
de Schistossoma mansoni foram coletados no municipio de Belém nos bairros

Montese, Guama e Sacramenta.

Os camundongos utilizados neste estudo foram da linhagem BALBI/c,
com mais ou menos 2 meses de idade, peso médio entre 20g e 22g do sexo
feminino, cedidos pelaSecédo Criacdo e Producdo de Animais de Laboratério
(SACPA) do Instituto Evandro Chagas.

4.1.3.1 Coleta e identificacdo do material vegetal utilizado para a extracao
do lapachol

No presente estudo foram utilizadas cascas dos troncos da espécie
Handroanthus serratifolius (Figura 8), coletada no Museu Paraense Emilio
Goeldi, Pard, Brasil (S 01° 27'3.031"', W 48°26'40.2 ).

O material foi coletado e identificado pela Dra. Marlia R. F. Coelho e a
exsicata encontra-se no herbario do referido museu sob o registro — (MG

206637). A exsicata encontra-se depositada no Herbario Jodo Murca Pires.
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Figura 8:Cascas dos troncos de Handroanthus serratifolius.

4.2 Métodos

4.2.1 OBTENCAO DO LAPACHOL, a-LAPACHONA E B-LAPACHONA

As cascas de Handroanthus serratifolius foram secas a
temperatura ambiente durante sete dias, em uma estufa de ar circulante. O
material foi moido em moinho de facas. O pé das cascas foi imerso na solucéo
de bicarbonato de sodio a 2,5%, por 24h, a solugéo foi filtrada e acidificada
com HCL 6M, sendo ajustado o pH para 3. Neste pH a solucdo muda de cor
(vermelho) e obtem-se um precipitado amarelo. Entéo, esta foi centrifugada por
10 minutos a 3.000 rpm, o precipitado foi armazenado em dessecador, até
peso constante (FERREIRA, 1996). Depois disso, este foi submetido ao
fracionamento numa coluna (altura de 49 cm, didametro de 4 cm e volume de
615,44 mL) utilizando silica gel como fase fixa cromatografica, e diclorometano
como fase movel, sendo o composto amarelo submetido a analise em RMN

para confirmar tratar-se do lapachol.

A sintese da B-lapachona foi realizada da seguinte forma: o lapachol
(500mg) foi mantido em banho de gelo, e acrescido acido sulfurico concentrado

(1,5mL). Esta solugéo foi agitada por, aproximadamente, 10 min e verteu-se
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agua destilada gelada (50mL). Esta solucéo foi filtrada, e obteve-se um solido
laranja, qual foi recristalizado com etanol, sendo este submetidas a RMN, a fim

de confirmar a estrutura da B-lapachona.

A sintese da a-lapachona foi realizada da seguinte forma: o lapachol
(500mg) foi solubilizado em &cido acético glacial (0,5mL) e acido cloridrico
concentrado (1,3mL). Esta solugéo foi aquecida (100°C/1:30 h) sob agitacéo,
entdo se adicionou agua até visualizar a precipitacdo de sélido amarelo escuro,
qual foi filtrado, recritstalizado com etanol (SOUZA et al. 2008), o sélido foi
identificado através de RMN.Todos os espectros de RMN de 1H e de RMN de
13C foram obtidos utilizando-se 20 mg de cada amostra solubilizada em
cloroféormio deuterado, a temperatura de 25° C e referéncia interna
otetrametilsilano (TMS).

4.2.2. AVALIAQAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA
4.2.2.1. Aspectos éticos e manutencao dos animais

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto Evandro Chagas (IEC), e aprovado, com o n° de certificado
18/2017 (Anexo 1). Os procedimentos com animais seguiram as mais rigidas
normas de experimentacdo animal, de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, segundo as normas da SBCAL (Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério) e do CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal), da Lei N° 11.794 publicada no Diario
Oficial da Uniéo de 08/10/2008.

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com tampa
metalica, com um numero maximo de 5 animais por caixa, alimentados com
racdo e agua ad libitum, & temperatura controlada (23 £ 3 °C), umidade em
torno de 50 a 70%, ciclo de luz/escuro de 12 horas, com baixos niveis de
ruidos e continua exaustdo de ar. Os animais foram acomodados em

maravalha com duas trocas semanais.
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4.2.2.2. Avaliagdo da atividade in vitro em vermes adultos

Os vermes adultos (machos e fémeas acasalados) de S. mansoni foram
obtidos por meio da perfusdo no sistema porta hepatico dos camundongos,
apos 60 dias da infeccdo (Figura 9). ApGs a remocdo, os mesmos foram
lavados com RPMI 1640 (2 vezes), acondicionados em placas de cultura de 24
pocos, 3 pares por pocos,e adicionado RPMI suplementado com Soro Fetal
Bovino (10%).

Figura 9:Perfusdo do sistema porta.

As substancias foram testadas em diferentes concentracdes (500ug/mL,
250 pg/mL, 125 pg/mL, 62, 5 pg/mL e 31, 25 pug/mL) diluidas em RPMI 1640 e
DMSO (0,2% v/v). Como controle positivo foi utilizado Praziquantel (8 pg/mL, 4
pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL e 0,5 pg/mL); como controle negativo meio de cultura
contendo parasitos; no controle do solvente o parasito foi exposto a solucdo
utilizada para solubilizar as amostras (RPMI 1640 e DMSO a 0,2%). Apos a
diluicdo, as amostras foram distribuidas nas placas (Figura 10), incubadas por
um periodo de 24h em 37°C, atmosfera Umida contendo 5% de CO2. Apds 24h,
lavou-se todos os pogos com as substancias testadas e o controle positivo, e
realizou-se a analise microscopia apés 24h até 120 h (5° dia), sendo avaliado:
as alteragcbes na morfologia dos vermes; atividade motora (motilidade);
contracdo muscular; capacidade reprodutiva; mortalidade dos vermes adultos e
alteracdes de tegumento.

As alteracdes no tegumento e a atividade motora dos parasitos foram

avaliadas qualitativamente, sendo classificadas como “leve”, as alteracdes que
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nao causem mudangas na motilidade do parasito, ou “significativa” as
alteracdes que causem mudancas na motilidade do parasito, ou leve a morte
do mesmo. Para avaliar a capacidade reprodutiva dos vermesfoi contado o
namero de ovos postos pelas fémeas com o auxilio de um estereomicroscopio.
No caso de auséncia de ovos isto serd registrado (RAMIREZ et al. 2007;
ABDULLA et al. 2009).

Para a determinacdo da Concentracdo letal de 50% (CLso) para 0sS
vermes adultos sera quantificada a quantidade de morte dos vermes com ajuda
de um estereomicroscopio, e verificado qual a menor dose que consegue matar
50% dos vermes. Serdo considerados os critérios do quadro 1. afim de verificar

se a substancia foi considerada ativa ou nao.
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Figura 10:Atividade esquistossomicida in vitro do lapachol e analogos
Legenda:Concentra¢cbes em pg/mL

Quadro 1: Interpretacdo dos resultados baseado na faixa de CLso

1 JOlel [ 1@

Legenda

Lapachol

a-lapachona

B-lapachona

Praziquantel

Meio RPMI

DMSO

Pocgo vazio

CLsopg/pL Resultados
Menor ou igual a 100 Ativo
Entre 101-250 Moderadamente ativo
Acima de 250 Inativo
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4.2.2.3. Ensaio de viabilidade celular

Para os testes citotoxicos foram utilizadas as linhagens: epitelial gastrica
(MNPO1) e adenocarcinoma géastrico (ACP02). Estas células foram cedidas
pelo Laboratério de Citogenética Humana (LCH) do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal do Para — UFPA.

As células foram cultivadas em garrafas, em meio RPMI -1640 completo
e mantidas em estufa de gas CO2 a 37°C em atmosfera umida a 5% de CO2.
Para o desenvolvimento dos experimentos, as ceélulas foram soltas das
garrafas de cultivo através da exposicéo a tripsina por 3 minutos, coletadas em
tubos de 15mL, centrifugadas a 1500 — 2000 rota¢des por minuto (rpm) por 5
minutos, ressuspensas em meio RPMI-1640, quantificadas em camara de
Neubauer e semeadas em placas ou garrafas, conforme a necessidade do
protocolo experimental realizado. As células foram expostas as amostras testes

e realizados os procedimentos experimentais.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por MOSSMAN et al. (1983). Utilizando-se placas de 96
pocos, foram semeadas as células. As placas foram incubadas a 37 °C em

atmosfera umida com 5% de CO2.

Depois de 24h de incubacdo as células foram expostas ao tratamento
em triplicata com cinco concentragdes decrescentes (500ug/mL; 250ug/mL;
125ug/mL; 62,5ug/mL; 31,25ug/mL) da B-lapachona. Também foi realizada
uma triplicata para controle negativo, contendo apenas meio a 10% SFB. As
placas foram novamente incubadas a 37 °C, em atmosfera imida com 5% de
CO2. Apls 24h de tratamento foi adicionado 10uL da solucéo brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT, 5mg/mL; Figura 12) para 100
ML de meio contido nos pogos. As placas foram incubadas a 37 °C em
atmosfera umida com 5% de CO2 durante 4 horas. Foi entdo desprezado o
sobrenadante e adicionado 100uL de DMSO (dimetilsulféxido) a todos 0os pogos
para dissolver os cristais de formazan. As placas foram homogeneizadas para

a completa dissolugdo dos cristais. ApOs aproximadamente 1hora, as
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absorbéancias dos pocos foram quantificadas em leitor espectrofotdmetro de

microplacas, utilizando um comprimento de onda de referéncia de 570nm.

4.2.2.4.Dosagem de Malondialdeido (MDA)

Para a substancia ativa investigou se a peroxidacao lipidica estava
relacionada a atividade.Este método avalia a peroxidacéo lipidica e foi utilizado
como um indicador do estresse oxidativo. Esta técnica baseia-se na reacao do
malondialdeido (MDA) e outras substancias com o acido tiobarbitarico (TBA;
Sigma-Aldrich T5500), em pH baixo e temperatura elevada, formando o
complexo MDA-TBA de cor résea, com absorbancia em 535 nm.

O procedimento técnico foi realizado de acordo com fundamentos
propostos por Khon & Livesedge (1944), adaptados por Percério et al. (1994),
método que consiste no preparo inicial do fosfato monobéasico de potassio
(KH2PO4 75 mM) em agua acidificada (pH 2,5). Esta solucdo é utilizada na
preparacdo do TBA (10 nM). Adiciona-se 500 ml de amostra a 1000ml da
solucdo de &cido tiobarbitarico 10 nM. Em seguida leva-se ao banho-maria
(95°C x 60 min); apds a incubacdo deixa-se esfriar a temperatura ambiente;
adiciona-se 4,0 mL de &lcool 1-butilico, homogeneiza-se bem em vortex e
posteriormente submete-se a centrifugacdo a 175 x g (15 min); coleta-se 3,0
mL do sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 535 nm. Ultilizou-se

como padréo o 1,1,3,3, tetrahidroxipropano para a realiza¢do da curva padréo.

4.2.2.5. Determinacdo da CapacidadeAntioxidante Total (TEAC)

Foi determinada de acordo com a capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox. O Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico) é
um potente antioxidante analogo hidrossoliuvel da vitamina E. Seguiu-se o
meétodo proposto por Miller et al. (1993) modificado por Re et al. (1999). Trata-
se de uma técnica colorimétrica baseada na reacdo entre o ABTS com
persulfato de potassio, produzindo diretamente o radical cation ABTSe+,

cromoforo de coloracédo verde/azul. A adicdo de antioxidantes a este radical
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cation pré-formado o reduz novamente a ABTS, em escala dependente da
capacidade antioxidante, concentracdo de antioxidantes e duracédo da reacao.
Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca
na absorbéancia lida a 734nm durante cinco minutos. Assim, foi determinada a
atividade antioxidante total da amostra, sendo calculada a sua relagdo com a
reatividade do Trolox como padréo, através da realizacdo de curva padrdo sob

as mesmas condicoes.

4.2.2.6. Avaliacdo da atividade esquistossomicida in vivo

Os camundongos (5 animais, 4 grupos, tratados com [-lapachona,
Praziquantel e DMSO) foram infectados subcutaneamente com cerca de 150
cercérias. (PELLEGRINO & KATZ, 1968), entdo foram tratados em dose Unica,
(400mg/kg, V.O). Diariamente foi realizada a avalia¢ao clinica dos animais.

Apos 15 dias do inicio do tratamento, os animais foram submetidos a
eutanasia para a obtencdo dos vermes e recolhimento de material como
intestino e figado, apara avaliagdo dos mesmos. A atividade in vivo do
composto foi avaliada através da determinacdo da carga parasitaria; carga de
ovos. Também sera feita a observacéo de alteracdes do tegumento dos vermes
coletados através da perfusdo do sistema porta, a0 comparar com 0 grupo
controle néo tratado. (PELLEGRINO & KATZ, 1968).

Também o figado e rins dos animais foram retirados e submetidos a

analises histopatologicas.

4.2.2.7- Andlise Histologica

Ao final do tratamento os animais foram submetidos a eutanasia enesse
momento foram obtidos fragmentos de 6rgéos, figado e rins e foram fixados
diretamente em formol tamponado a 10%, e posteriormente, submetidos ao

meétodo convencional de preparacdo de laminas histolégicas e a coloracéo por
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hematoxilina-eosina. A leitura das laminas histologicas foi realizada em

microscopia oOptica.

[ Obtenc¢ao do Lapachol ]

N

y

Alteragdes estruturais

[Obtengéo da B- lapachona e a-lapachona ]

Atividades

[ Vermes adultos

A

y

Substancia ativa

Analises de morfologia do
parasito
Ativo
A 4 .
[ Ensaio in vivo —)[ Peroxidac3ao lipidica ]

Figura 11: Sintese das atividades a serem desenvolvidas neste estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OBTENCAO DO LAPACHOL E ANALOGOS

O lapachol foi extraido de H. serratifolius, sendo obtido o rendimento de
2,9%, o que esta dentro da média esperada dessa substancia, como em outros
estudos obtiveram cerca de 2% de rendimento (ROSA, 2000; BARBOSA,
2014). A média do rendimento do lapachol pode variar de 1 a 7%, dependendo
da espécie da planta utilizada, e de fatores como clima, regido e sazonalidade
(BURNET & THOMSON, 1967). Outro fator que pode alterar o rendimento da
extracdo dessa substancia € a alteracdo do solvente, devido as diferencas de
polaridades, sendo que o aumento de polaridade pode resultar em um aumento
de rendimento (TAVARES et al. 2013).

No processo de conversao do lapachol em (B-lapachona, observou-se um
rendimento de 58%, enquanto que a conversao para a a-lapachona este
rendimento foi de 52%. Este rendimento € um pouco a baixo de outros valores
encontrados na literatura (Barbosa e Neto, 2013; Liebert e Klier, 2014/2015).

Todas as amostras foram submetidas a estudos espectrofotométricos,
com o objetivo de confirmar se os compostos isolados e/ou sintetizados foram
o Lapachol, B-lapachona e a-lapachona. No caso do lapachol, os sinais dos
espectros de RMN obtidos do o Hidrogénio (H), foram: §8,13-8,05 MHz ,
corresponde a um dupleto e um tripleto, com integrais para 2 hidrogénios,
localizados na posicdo 5 e 8 da molécula; §7,78-7,63 MHz corresponde um
dupleto e um tripleto localizados na posicédo 6 e 7; 57,34 MHz € um simpleto,
localizado na hidroxila da molécula; 55,21 MHz é de um tripleto, localizado nas
posicdes 1 e 12;63,30 MHz um dupleto, com integral para 2 hidrogénios,
localizados na posi¢ao 11; § 1,79 MHz a um simpleto, com integral para 3
hidrogénios (metila), localizados na posicdo 15; 51,68 MHz simpleto, com
integral para 3 hidrogénios (metila), localizados na posi¢cdo 14 (Figura 12;
Tabela 1). Estes dados foram comparados com resultados obtidos em outro
trabalho (DAWSON et al, 1989; ROSA, 2000; tabela 1) e indicaram tratar-se do
lapachol.
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Além disso, este composto foi submetido a analise em RMN de Carbono,
sendo obtidos os seguintes sinais: 6184,46 MHz carbono na posicéo
4;5181,71 MHz na posicao 1;6152,72 MHz na posicao 2; 6§134,77 MHz na
posicdo 6; §133,73 MHz a posicao 13; §126,04 MHz € da posicéo 8; §132,78
MHz a posi¢ao 7; 129,54 MHz a posi¢cao 9 do carbono; §126,78 MHz a
posicdo 5; §129,54 MHz a posicao 9; §123,57 MHz a posicao 3; §119,73 MHz
a posicao 12; 625,67 MHz a posicao 14; 522,65 MHz a posi¢ao 11; 617,85
MHz corresponde a posicdo 15 (Figura 13). A tabela 2 mostra que, forma
semelhante a outro estudo, o lapachol apresentou sinais semelhantes. Em

sintese, o composto isolado de H. serratifolius foi o lapachol.

Tabela 1:Dados das atribui¢cdes dos sinais de ressonancia magnética nuclear de 1H e 13C do
lapachol isolada a partir do p6 da casca de H. Serratifolius e dados da literatura.

Lapachol Lapachol?® Lapachol®
Posicao (Rosa, 2000) (Dawson et al. 1989)
& H (ppm) (m, J oC (ppm) 6H Ac oH oC

em Hz) (multiplicidade) (ppm) (ppm) (ppm) ppm)
1 - 181,7 - 181,6 - 181,6
2 - 152,7 - 152,6 - 152,6
3 - 123,5 - 123,4 - 123,4
4 - 184,4 - 184,5 - 184,5
5 8,13 d 126,7 8,12d 126,7 8,12d 126,6
6 7,78 d 134,7 7,76t 134,8 7,751 134,7
7 7,631 132,7 7,67t 132,8 7,67t 132,7
8 8,05t 126,0 8,07 d 126,0 8,07 d 125,9
9 - 129,5 - 129,4 - 129,3
10 - 132,7 - 132,9 - 132,8
11 3,30d 22,6 3,30d 22,6 3,31d 22,5
12 521t 119,7 519t 119,6 521t 119,6
13 - 133,7 - 133,8 - 133,7
14 1,68s 25,6 1,68s 25,7 1,68s 25,6
15 1,79s 17,8 1,79 s 17,8 1,79s 17,8

OH-2 7,34s 7,32s 7,29s

Legenda:Lapachol= dados obtidos no presente trabalho (200 MHz, CDsOD). Lapachol?@ =
dados relatados por Rosa, (2000) (300 MHz, CDsOD). Lapachol® = Dados relatados por
Dawson et, (1989)(300 MHz, CD30OD). s: simpleto; d: dupleto; t: tripleto. J: constante de
acoplamento escalar, unidade Hertz.
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Apos a confirmacdo do isolamento do lapachol, este foi submetido ao
tratamento com acido, sendo obtidos 2 compostos: composto 1 (rendimento:58 %) e
composto 2 (rendimento:52%) e acreditava-se que o composto 1 tratava-se da [3-
lapachona e o 2 a-lapachona. O composto 1 apresentou-se na forma de cristais de
tamanho pequeno e de cor laranja avermelhado, estas caracteristicas sé&o
semelhantes da B-lapachona (PONTES, 2016).

A B-lapachona é isbmero constitucional do lapachol (1), e sua obten¢&do pode
se da através de um tratamento acido do lapachol (1). Na figura 14 encontram-se as
reacdes envolvidas na conversao do lapachol e B-lapachona (Barbosa e Neto,
2013). Comparando o rendimento do composto 2 (52%) ao descrito em outro
trabalho para a B-lapachona (62%; Liebert e Klier, 2014/2015), observa-se uma

reducdo no rendimento .

CC === X

Figura 13: Esquema para obtengéo da f3-lapachona
Fonte: Barbosa e Neto, 2013

Visando confirmar que o composto 2 é a B-lapachona realizou-se a anélise
em RMN de 'H, sendo observados sinais caracteristicos da B-lapachona, tais
como: um simpleto em 51,47 que € referente aos seis hidrogénios dos dois
grupos metila (3H-1" e 3H-2’). Os dois tripletos em 51,8 e em 82,5, séo referentes
aos seis hidrogénios dos dois grupos metila (3H-1’ e 3H-2’), sendo que os

tripletos sédo originados pelos hidrogénios metilénicos do C-4, e o segundo
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tripleto € aos hidrogénios de C-3, que fazem vizinhanca com o oxigénio do anel

heterociclico, o que os tornam mais desprotegidos. Os dois dupletos duplos, em

68,0 correspondem ao H-9, tornam-se mais desblindado pela proximidade com a

carbonila, e em 67,8 atribuidos ao H-12 enquanto que ao H-10 e H-11

correspondem os dois tripletos duplos em 67,5 e em 67,6, séao referentes ao anel

aromatico (Figurals; Tabela 2).

Em relagéo ao espectro de RMN obtidos do o Carbono (C) foram obtidos os

seguintes sinais: 631,6MHz carbono na posicdo 4;51162,0MHz na posicéo
1; 5112,7MHz na posicdo 2; §1178,6MHz na posi¢cdo 6; 0130,1MHz a posicdo 13;
0132,6MHz ¢é da posicao 8; 6179,9,0MHz a posicédo 7; 5134,8MHz a posicao 9 do
carbono;s132,6MHz a posicéo 5; §16,1MHz a posicdo 3; 5§124,6MHz a posi¢ao 12;
626,7MHz a posicao 1’ e 2'(Figura 16; Tabela 2). Ao se comparar estes dados com a

literatura, confirma-se que se tratava da B-lapachona (CLAESSENS, et al, 2010;

PONTES, 2016).

Tabela 2:Dados das atribui¢cdes dos sinais de ressonancia magnética nuclear de B-lapachona.

B-lapachona

B-lapachona?

B-lapachona®

Posicéo (Pontes, 2016) (Claessens, et al 2010)
& H (ppm) (m, J 6C (ppm) o H Ac 6 H 6C
em Hz) (multiplicidade) (ppm) (ppm) (ppm) ppm)
1 146s 162,0 1,47s 162,3 1,47 s 162,0
2 146s 112,7 1,47s 112,8 1,47 s 112,7
3 1,87t 16,1 1,89t 16,3 185t 16,2
4 2,58t 31,6 2,57t 32,7 2,581 31,6
5 - 132,6 - 132,7 - 132,6
6 - 178,6 - 178,8 - 178,6
7 - 179,9 - 183,0 - 179,9
8 - 132,6 - 132,7 - 132,6
9 8,07dd 134,8 8,07dd 134,9 8,06 dd 134,8
10 7,62 td 128,6 7,60 td 128,8 7,50 td 128,5
11 7,66 td 130,6 7,69 td 130,7 7,64 td 130,6
12 7,82 dd 124,6 7,83 dd 124,2 7,81 dd 124,1
13 - 130,1 - 130,2 - 130,1
17 - 26,7 - 26,9 - 26,8
’ - 26,7 - 26,9 - 26,8

Legenda:f-lapachona= dados obtidos no presente trabalho (200 MHz, CD3OD).B-lapachona® = dados
relatados por Pontes, (2016) (300 MHz, CDsOD). B-lapachona® = Dados relatados por Claessens,
(2010) (300 MHz, CDsOD) s: simpleto; d: dupleto; t: tripleto. J: constante de acoplamento escalar,

unidade Hertz.
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O composto 2 apresentava-se como cristais amarelo escuro, sendo este
aspecto sugestivo de a-lapachona (SOUZA et al. 2008). A a-lapachona, também, é
isbmero constitucional do lapachol (1), podendo ser obtida através de uma
acidificacdo com acido acético glacial e acido cloridrico concentrado em temperatura

elevada.

Semelhante ao lapachol e B-lapachona, o composto 2 foi submetido a analise
espectrofotométicas, os sinais observados no espectro RMN de 'H foram: um
simpleto referente aos hidrogénios metilicos (H-1’ e H-2’) em 31,4; dois tripletos em
51,8, e 52,6 relativo a 2H-3, e a 2H-4, respectivamente sdo referentes aos
hidrogénios dos grupos metilénicos do anel pirano, sendo o em &2,6 mais
desprotegido pelo efeito anisotropico da carbonila no anel vizinho; um multipleto em
57,6 referente ao H-9 e H-10, e um tripleto em §8,0 referente ao H-8 e H-11, mais
desprotegidos devido a vizinhanca com acarbonila (Figura 16; Tabela 3). Os sinais
dos espectros de RMN obtidos do o Carbono (C) foram: §163,0MHz, na posicéo
1,6132,0MHz, na posicdo 2,516,7MHz, referente ao carbono 3,531,4MHz referente
a posicao 4, §120,1MHz na posicdo 5, §162,4MHz na posicdo 6, §126,0MHz
referente ao carbono 7, §133,9MHz ao carbono 8 E 11,6132,9MH ao carbono
9,51229,9MHz ao carbono 10, §133,9MHz, a posi¢cédo 11, §126,3MHz carbono 12,
6130,1 carbono 13, e §26,5 aos carbonos 1’ e 2’ (Figura 17; Tabela 3). Em sintese,

estes dados confirmam que o composto 2 é a a-lapachona.
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Tabela 3: Dados das atribuicbes dos sinais de ressonancia magnética nuclear da a-lapachona
isolada

a-lapachona a-lapachona? a-lapachona P(Dawson,etal

Posicao (Pontes, 2016) 1989; Delarmelina, et al
2016)
& H (ppm) 5C (ppm)( 5 H(ppm) Ac(ppm) & H (ppm) 5C(ppm)
(m,J em Hz)

1 1,40s 162,0 143s 163,0 1,30s 160,0
2 1,40s 132,0 143s 132,2 1,30s 132,0
3 1,77t 16,7 1,81t 16,8 1,75t 16,6
4 25t 31,4 2,6t 31,6 25t 31,3
5 - 120,1 - 120,3 - 120,0
6 - 162,4 - 162,3 - 160,0
7 - 126,0 - 126,1 - 126,0
8 8,03t 133,9 8,07 t 133,9 8,02t 133,7
9 7,62 m 132,9 7,63 m 133,0 7,60 m 132,8
10 7,62m 122,9 7,63 m 133,0 7,60 m 122,0
11 8,03t 133,9 8,07t 133,9 8,02t 133,7
12 - 126,3 - 126,4 - 126,2
13 - 130,1 - 134,4 - 1311
1 - 26,5 - 26,6 - 26,4

2’ - 26,5 - 26, - 26,4

6

Legenda:a-lapachona= dados obtidos no presente trabalho (200 MHz, CD3OD). a-lapachona? =
dados relatados por Pontes, (2016) (300 MHz, CDsOD). a-lapachona® = Dados relatados por Dawson
etal,(1989); Delarmelina et al, (2016) (300 MHz, CDsOD) s: simpleto; d: dupleto; t: tripleto. J:
constante de acoplamento escalar, unidade Hertz.
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5.2. ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

5.2.1. Atividade contra vermes adultos in vitro

Inicialmente, avaliou-se a atividade das naftoquinonas contra 0s vermes
adultos. Os vermes adultos tratados com diferentes concentra¢des do lapachol,
por 24h, ndo apresentaram alteracbes em sua morfologia (Figural8e) e os
movimentos parasitarios estavam semelhantes ao controle negativo. Também
nao foram observados parasitos mortos e sua concentracao inibitoria 50% foi
superior a 500ug/mL(Tabelad). Estes resultados sugerem que o lapachol, in

vitro, ndo apresenta atividade contra os vermes adultos.

Diferente ao observado neste estudo, outros trabalhos demonstraram a
atividade moluscicida (SANTOS et al. 1981; 2000), cercaricida (LIMA et al.
2001) e atividades de tripanocidas (SANTOS et al. 1981; GOULART et al.
1997) do lapachol. Os mecanismos envolvidos nestas atividades sao: estresse
oxidativo e alquilagdo de nucledfilos celulares. As quinonas sdo moléculas
altamente reativas e podem sofrer redox ciclico, sendo obtido o
radicalsemiquinona, levando a formacédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que incluem o radical anion superéxido, radical peroxila, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxila. Estresse oxidativo pode ocasionar danos no
DNA, proteinas e lipideos (BOLTON et al. 2000). A presenca da OH no
lapachol (Figura 1c) pode contribuir para a peroxidagéo lipidica (OSSOWSKI et

al. 2000), no entanto esta OH esta ausente na B-lapachona e a-lapachona.

Alguns antiparasitarios mostram-se ativos contra um estagio do parasito,
no entanto, pode nao apresentar atividade contra a outra forma do ciclo
parasitario, um exemplo sdo os farmacos antimalaricos que, em sua maioria,
sdo esquizonticidas sanguineos e inativos contra as formas hepaticas do
Plasmodium vivax (BRASIL, 2001). A nado atividade do lapachol sobre os
vermes adultos pode ser explicada pelas diferencas entre a forma e as

cercarias.
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Quando as cercarias se transformam para esquistossomulos respiracéo
se torna anaerobica; ocorre a perda da cauda; eliminacdo progressiva do
glicocélix (SKELLY & SHOEMAKER, 2000; SILVA; NEVES; GOMES, 2008) e,
consequentemente, ha um aumento da permeabilidade a agua (MCLAREN,
1980; SILVA; NEVES; GOMES, 2008); esvaziamento das glandulas secretoras
e seu tegumento € reorganizacdo, com acumulo de uma proteina
transportadora de glicose (SGTP4) na rede de citons subtegumentares
(SKELLY&SHOEMAKER, 2000; SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

Os esquistossdbmulos migram para o figado, dando inicio a
organogénese, superficie mais externa do tegumento, que interage com o
hospedeiro, € formada por duas camadas lipidicas justapostas, enquanto a
superficie basal interna é limitada por uma Unica membrana de camada dupla.
A membrana externa tem aspecto heptalaminado e com invaginag¢des. O
tegumento conecta-se as células subtegumentares (citons) por conexdes
citoplasmaticas ligadas por microtubulos, estes citons contém ndcleo,
mitocbndrias, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, corpos
membranosos e corpos discéides (vesiculas multilamelares), que se fundem
com a superficie mais externa (SILVA; NEVES; GOMES, 2008). Estas
mudancgas sugerem que, talvez o lapachol atue em uma estrutura, presente na
cercaria, ausente no verme e por isso, ndo se observa as alteracdes estruturais

e nem a morte do parasito.

Outra possibilidade é, o lapachol pode ser um pré-farmaco, isto é, ele
precisa ser metabolizado pelo sistema enzimatico hepéatico (P-450 redutase)
para a geracdo do radical superéxido (KUMAGAI et al. 1997) que participara do
dano ao DNA do verme adulto(SANTOS et al. 2000). No entanto, o presente
estudo foi realizado in vitro, logo avaliou-se apenas a atividade do lapachol.
Porém, somente apos a realizacdo de estudos in vitro contendo a fracdo S9
(fracdo microssomal) ou in vivo pode-se sugerir que a atividade
esquistossomicida do lapachol, provavelmente, esta relacionada ao radical

superoéxido.

Visando verificar se a orientacdo em para-naftoquinona pode favorecer a

atividade contra vermes adultos avaliou-se a atividade da a-lapachona. No
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entanto, os parasitos tratados por 24h, com diferentes concentragbes deste
composto ndo apresentaram alteracbes em sua morfologia (Figura 18f) e sua
motilidade foi similar ao controle negativo. Em sintese, esta alteracao

conformacional ndo contribui para a atividade.

A a-lapachona apresenta uma menor citotoxicidade que a B-lapachona,
pois o anel diidropirano da a-lapachona, atuando como substituinte 2-alcoxi e
2-alquil na porgédo quinona, reduz o potencial oxidativo (NETO et al. 2013,
SANTOS 2012), esta reducao pode contribuir para a redugéo da citotoxicidade.
Entretanto, esta reducao do potencial oxidativo também interfere nas atividades
antitumorais, antiplasmadicas, entre outras (SILVA, et al 2012). Uma estratégia
que vem sendo utilizada é as alteracdes estruturais deste composto, obtendo-
se compostos ativos e com baixa toxicidade (SANTOS, 2012). Alteracdes
estruturais na a-lapachona podem levar a obtencéo de derivados com atividade

esquistossomicida.

Outras atividades biolégicas, como por exemplo a atividade antitumoral,
a B-lapachona mostrou-se mais promissora que o lapachol e a-lapachona
(SILVA et al 2012). Entdo, avaliou-se a atividade desta substancia contra os
vermes adultos, sendo observada alteracdes significativas na morfologia do
parasito, apés 24h de tratamento. Os parasitos tratados com a B-lapachona
apresentavam dorso estremecido e corpo enrolado em todas as concentracées
utilizadas (Figura 19). A mefloquina também exibiu uma alta capacidade de
induzir alteracdes morfolégicas na membrana de esquistossdmulos e vermes
adultos (MANNECK, HAGGENMULLER & KEISER, 2010).

O tratamento dos vermes, por 24h, com a 3-lapachona (concentragdes:
500, 250 e 125pg/mL) levou a morte de 100% dos parasitos. Nas demais
concentragcbes (62,5 e 31,25 pg/mL) observou-se uma taxa menor da
mortalidade dos vermes (taxa de vermes mortos= 91,6% e 83.3%,
respectivamente). Os vermes vivos apresentaram menor motilidade e discretas
alteracdes no tegumento (Figura 19). Outros estudos in vitro, demonstraram
alteragbes no tegumento (AIRES, 2013; ARAUJO et al. 2016), na mobilidade e
elevada taxa de mortalidade, sendo estes resultados similares aos observados
no presente estudo (AIRES, 2013).
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Os parasitos vivos tratados com a naftoquinona (62,5 e 31,25 pg/mL)
foram observados por mais 96h (tempo total de observacdo=120h). Verificou-
se que, apos a retirada da quinona nao foi observado alteracdes na morfologia
do parasito, na motilidade e ndo houve aumento da taxa de mortalidade (houve
manutencao da Clsp). Este efeito foi similar ao controle positivo, prazinquantel,
que possui atividade rapida e que se mantem ao passar do tempo (Tabela 4;
COUTO, 2014)

A B-lapachona tém se mostrado ativas contra o S. mansoni, sendo que
guando aplicada topicamente bloqueia a penetracdo cercariana (PINTO et al.
1997), além disso, possui atividade cercaricida. Acredita-se que a B-lapachona
atue inibindo a glicélise aerdbica de vermes adultos; alterando a motilidade e
superficie do tegumento dos vermes (EDINGL, TERSAN, WAITE, 1947).

Varios mecanismos podem estar envolvidos na atividade contra os
vermes adultos da [B-lapachona, porém a enzima tiorredoxina glutationa
redutase (TGR), que é essencial para a sobrevivéncia do parasita S. mansoni
(KUNTZ et al. 2007), pode estar envolvida nesta atividade. A TGR tem funcao
de neutralizacgdo de EROs e ERNs, seu papel pode ser considerado
fundamental na manutencdo da integridade e funcionamento sistema
antioxidante de esquistossomos (NEVES, 2016). A inibicdo desta enzima pode

ocasionar um estresse oxidativo, levando a morte do parasito.

Os vermes adultos do S. mansoni vivem em um ambiente aerobico, veia
mesentérica, necessitando de mecanismo efetivo para manter o balanco redox
celular, minimizando os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio,
assim como pela resposta do sistema imune do hospedeiro (KUTZ et al. 2007;
SAYED et al. 2008). Ooxadiazol 4-fenil-1,2,5-oxadiazol-3- carbonitrila-2-oxido
foi capaz de reduzir a carga parasitaria em animais infectados e melhorou o
processo patolégico associado a formacdo de granuloma induzido pelos ovos
do Schistosoma atuando via producédo de NO (6xido nitrico) e inibicdo de TGR
(SAYED et al. 2008). Talvez, a atividadeda B-lapachona esteja relacionada ao
estresse oxidativo, no entanto a atividade inibitoria de TGR ainda néo foi

avaliada.
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Tabela 4: Atividade contra vermes adultos do lapachol e analogos

Substancias Clso (ug/mL) Alteracdo da resposta inibitoria Respostas
24h 48h 72h 96h 120

Lapachol >500 - - - - Inativo

B-lapachona <31,25 N&o N&o N&o N&o Ativo

a-lapachona >500 - - - - Inativo

Praziquantel <0,05 N&o N&o N&o N&o Ativo
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Figura 18:Atividade esquistossomicida de vermes adultos, lapachol e a-lapachona

Legenda: A= controle do meio (RPMI); B= controle do solvente (DMSO); C= controle negativo na maior concentracdo (prazinquantel 8 ug/mL); D= controle
negativo na menor concentracao (prazinquantel 0,5 pg/mL);E= lapachol 500ug/MI; F= a-lapachona, 500 pg/mL
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Figura 19:Atividade esquistossomicida in vitro de vermes de B-lapachona
Legenda:A=concentracdo 500ug/ml; B= concentracdo 250ug/ml, C= concentracdo 125ug/ml; D= concentracéo 62,5ug/ml; E= concentracéo 31,25ug/ml
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Nas analises microscopicas dos parasitas tratados com B-lapachona,
observou-se alteragbes no tegumento do parasito, entdo investigou-se a
peroxidacdo pode estar envolvida neste efeito. Quando realizou a dosagem de
malondialdeido, observou-se que quando o parasita foi tratado com a B-
lapachona, o valor de malonaldialdeido foi maior, (Tabela 5), sugerindo que
esta atividade pode estar relacionada com a peroxidacaolipidica. Também, o
prazinquantel possui a capacidade de inducdo a peroxidacaolipidica (Tabela
5).

Tabela 5:Dosagem do Malondialdeido presente nas amostras de a B-lapachona e controles

DOSAGEM DE MALONDIALDEIDO (MDA)

AMOSTRA (ug/mL) MEDIA+SD
B500 119,35+0,46
B250 118,35+65,31
B125 119,35+63,13
B62,5 100,00+30,39

B31,25 86,61+4,21
PZQ8 100,74+5,26
PZQ4 92,06+4,30
PZQ2 119,35+4,21
PZQ1 115,63+5,26

PZQO0,5 104,96+17,38
RPMI 72,47+17,89
DMSO 70,24+6,31

Legenda: SD: Desvio Padrdo. B500 — B31,25: B-lapachona em concentracbes decrescentes
500- 31,25 (pg/mL), PZQ 8 — 0,5: Praziquantel em concentragbes decrescentes 8 — 0,5

(ug/mL).

As naftoqguinonas podem sofrer redox ciclico, entdo, avaliou a
capacidade antioxidante total (TEAC) da B-lapachona, sendo observada baixa
capacidade antioxidante, ou seja tem um baixo valor de protegdo. Ao
comparar a capacidade antioxiante total a peroxidacdo lipidica, observa-se
gue a B-lapachona possui maior potencial oxidante.

As naftoquinonas sdo grupos que possuem um alto poder de inducdo da
peroxidacao de lipidios, levando a formacao de substancias reativas, atuando
como aceptores de elétrons e induzindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (MEDINA, 2006, FERREIRA, 2010). Sabe-se que o principal

mecanismo de acdo das naftogquinonas esta relacionado a producédo de
radicais superoxido (DUBIN et al. 1990)
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Tabela 6: Determinacao da Capacidade Antioxidante total de a 3-lapachona e controles

DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TEAC)

AMOSTRA(ug/mL) MEDIA+SD
B500 2,40+0,65
B250 4,31+1,23
B125 2,40+1,82
B62,5 2,34+3,78

B31,25 3,08+1,04
PZQ8 5,66+1,14
PZQ4 5,26+1,56
PZQ2 7,53+0,77
PZQ1 9,72+1,11

PZQ0,5 3,94+2,48
RPMI 5,69+2,55
DMSO 5,76+1,30

Legenda: SD: Desvio Padrdo. B500 — B31,25: B-lapachona em concentracBes decrescentes
500- 31,25 (pg/mL), PZQ 8 — 0,5: Praziquantel em concentracdes decrescentes 8 — 0,5

(Hg/mL).

Estudos observaram efeitos similares de outras naftoquinonas, que
lavam a peroxidacao de lipideos. Desta forma, estaclasse € conhecida por ter
sua atividade ligada a suasacdespro-oxidantes, levando a devido a formacéo
das species reativas de oxigénio (ERO), causando danificacdo nas células por
meio de peroxidacao lipidica (BARBOSA, 2014, MEDINA 2006).

Sugere-se que a atividade esquistossomicida da B-lapachona
observada nesse trabalho seja igual de sua atividade tripanocida, qual parte
do mecanismo de acdo dessa quinona envolve a geracdo de especies
reativas de oxigénio (ROS) induzidas pela biorreducdo do nucleoquinonoidico
por enzimasespecificas e oxigénio (MONS et al 1992, BENITES 2008) as

guaissaotoxicas para o Trypanossoma cruzi (FERREIRA, 2010).

Em sintese, in vitro, a p-lapachona foi promissora com
esquistossomicida e parece que a peroxidacdo lipidica contribui para esta
atividade. No entanto, esta capacidade oxidativa podem contribuir para a
citotoxicidade. Entéo, visando verificar o nivel de seletividade para a atividade
esquistossomicida, avaliou-se a citotoxicidade da [-lapachona frente as
linhagens epitelial gastrica (MNP0O1) e carcinoma gastrico ndo metastatico

(ACPO02), depois se relacionou as concentragfes citotoxicas 50%, obtidas apos
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24h de tratamento, a Clso obtida no ensaio in vitro em vermes adultos. A partir
desta relacéo, pode-se estabelecer o nivel de seletividade da B-lapachona para

a atividade esquistosomicida.

Na tabela 7 observa-se que a B-lapachona néo foi citotoxica para as
linhagens MNPO1 e ACO02 (Clso> 500ug/mL), quando se relaciona a atividade
esquitossomicida (Clso< 31,25ug/mL), observa-se uma significativa seletividade
(indice de seletividade=16). Quando se compara a outro estudo, onde se
avaliou a citotoxicidade da b-lapachona em outra linhagen, (MCF-7-
adenocarcinoma de mama humano, também se verifica a elevada seletividade
(IS= 22,68) deste composto (LAMBERTI et al. 2013).

Baseado nestes resultados (Tabela 7), pode-se sugerir que a exposi¢ao
aguda a B-lapachona apresenta um efeito antiparasitario pronunciado, porém a
citotoxicidade € baixa. Estudos anteriores demonstraram que a resposta
citotbxica de células de céancer de mama e préstata a p-lapachona é
significativamente aumentada pela expressao de NAD(P)H
quinonaoxidoredutase (NQO1), a reducdo da B-lapachona pelo NQOL1 leva a
um ciclo, em que a quinona e a hidroquinona formam um ciclo redox com uma
perda de NAD reduzida (PINK et al. 2000). A enzima principal associada ao
ciclo redox da B-lapachona e apresenta elevada expressdo em células
tumorais(NQOL1), especialmente em linhagens de cancer de tumores solidos

como de pancreas, pulmdo e mama (PARK et al. 2014).

Tabela 7:Citotoxicidade e seletividade de B-lapachona

B-lapachona CCs0Clsp (ug/mL) indice de
Células Vermes seletividade
MNPO1 >500 <31,25 16
ACO02 >500 <31,25 16
MCF-7* 2.93+0.03 uM <31,25 22,68

As quinonas sdo espécies neutras e sofrem protonacdo com certa
dificuldade, no entanto, possuem duas propriedades quimicas: sdo oxidantes e
séo eletrofilicas (MONKS et al. 1992). Estas caracteristicas quimicas permitem
participar de reacfes do ciclo redox e reacgfes de adicdo nucleofilica de
Michael, respectivamente. Em relacdo a caracteristica eletroquimica advém da
reducdo dos dois grupos quindnicos de duas formas: a) transferéncia de dois
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elétrons em um Unica etapa, em meio aquoso, levando a redugédo da quinona
(Q) em hidroquinona (QH2); b) reducdo da quinona em duas etapas
monoletrénicas, em meio aproético, resultando na formacédo do radical anion

(Qe-) e 0 segundo processo, no dianion (Q2-; Figura 20; Little et al. 1995).

i 0 0" OH |
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Figura 20:Processo redox de naftoquinonas
Fonte: HILLARD et al 2008.

O principal interesse no estudo das quinonas advém da sua capacidade
de induzir o estresse oxidativo nas células (Figura 21: HILLARD et al.
2008;SILVA et al. 2003), ocasionando peroxidacao lipidica, destruicdo de
proteinas, danificacdo de &cidos nucléicos e quebra das fitas de DNA
(HILLARD et al. 2008). No entanto, parece que para obter estes efeitos
celulares sdo necessérias concentracfes superiores a utilizada para o efeito

esquistossomicida.
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intermediarios com acidos nudéicos e Danificacdo de acidos nucléicos
b:o-dqullames proteinas Quebra das fitas do DNA
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Figura 21:Ciclo redox induzido por quinonas
Fonte: HILLARD et al 2008.
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Outro fator pode contribuir para o dano celular, € 0 aumento do tempo de
exposicao da ceélula ao agente agressor (PONTES, 2016). A exposicao das
células MNPO1, durante 48h (CCso= 446,3 + 0,07 ug/mL) e 72h (CCso= 446,3 +
0,07 pg/mL), ndo alterou de forma significativa a citotoxicidade da 3-lapachona.
Também, a exposi¢cdo das células ACP02 a esta quinona, por 48h, ndo alterou
de forma significativa (CC50= 464,1+ 0,1ug/mL). Estes resultados sugerem
que, talvez, a resposta citotoxica da p-lapachona ndo seja tempo dependente,
mais sim concentracdo dependente. Os possiveis mecanismos envolvidos
nesta atividade sé&o: inibicdo das topoisomerases | e Il, estresse oxidativo
(BOOTHMAN et al. 1989; KRISHNAN e BASTOW, 2000), inducéo de apoptose
(WUERZBERGER et al. 1998; PINK et al. 2000).

5.2.2. Atividade Esquistossomicida in vivo

Além da atividade antiparasitaria in vitro, avaliou-se se a -lapachona
interfere na ovoposicdo e na quantidade de vermes recuperados das veias
mesentéricas. A substancia foi administrada por via oral, sendo estas

avaliacOes realizadas ap0s 24h.

Para produzir seus efeitos no sistema porta, o farmaco deve ser capaz
de deixar o trato gastrintestinal e alcancar o sistema porta e figado, logo a
molécula precisa apresentar um equilibrio entre a lipossolubilidade e
hidrossolubidade (KATZUNG & TREVOR, 2017). A B-lapachona apresenta
hidrossolubilidade limitada (LINDENBERG et al., 2004), consequentemente, a
biodisponibilidade pode ser reduzida e por isso, ndo apresentar efeito
antiparasitario (AIRES, 2014a).

Ao analisar as laminas obtidas das fezes (método Kato-katz) observou-
se a presenca de ovos, em todos os grupos de animais, sendo observada uma
reducdo significativa no numero de ovos nos animais tratados com
praziquantel. No entanto, ndo houve reducéo significativa no numero de ovos
nos animais tratados com B-lapachona (Tabela 8). Estes resultados sugerem

que, talvez, a B-lapachona nado foi suficientemente eficaz para reduzir a
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oviposicdo dos vermes. Ou ainda, talvez, a concentracdo da [(-lapachona no
sitio de acdo € muito reduzida, por isso, ndo houve inibicdo da ovoposicao.
Conforme dito anteriormente, parece que a resposta da [B-lapachona esta

diretamente relacionada a concentrac&o no sitio de acao.

Em relacdo as quantidade de vermes recuperados, observou-se reducao
significativa nos animais tratados com o praziquantel, porém a reducéo do
namero de vermes recuperados nos animais tratados com B-lapachona néo foi
significativa (Tabela 8). Em outro estudo foi observado resultados semelhantes,
isto &, o clonazepam foi ativo, in vitro, sobre os vermes adultos de S. mansoni,
levando a 100% de mortalidade. No entanto, experimentos in vivo, este néo
reduziu o numero de ovos nas fezes e o nUmero de vermes recuperados (KATZ
et al. 2013).

Alguns fatores podem explicar esta divergéncia dos resultados, dentre
estes destacam-se: a baixa absorcdo no trato gastrintestinal, levando a
concentracbes plasmaticas na faixa subterapéutica; durante o processo de
absorcdo, a B-lapachona pode sofrer efeito de primeira passagem e o
metabdlito originado ndo tem atividade; a dose utilizada foi inadequada; e ainda

fatores relacionados ao préprio parasito.

Tabela 8: Avaliacdo da atividade in vivo

Grupo N° de ovos (Kato-Katz) N° de vermes (Perfuséo)
B-lapachona 6 (144)* 10
Prazinquantel 2 (48)* 6

DMSO 7 (68)* 14

Legenda:* = Total de ovos encontrados por grama de fezes, para isso multiplica nUmeros de
ovos encontrado por 24.

Apesar dos estudos in vitro ndo sinalizarem a toxicidade, foram
realizados estudos histopatolégicos dos figados e rins dos animais
submetidos ao tratamento com a B-lapachona. Também, foram realizados
estudos similares nos animais tratados com praziquantel e DMSO.

Estudos histopatolégicos dos rins de todos os animais (tratados com
DMSO, praziquantal e B-lapachona) demonstraram que nao havia nenhuma
alteracado renal. Os glomérulos e cdpsula de bowman estavam integros, sendo

possivel visualizar o nucleo celular. Também, o tecido cubico simples
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encontrava-se normal (Figura 22). Em sintese, nenhum dano renal foi
observado, sugerindo que a b-lapachona e praziquantel ndo causaram danos

renais.

e submetido ao

Ak 2P sl AFREDS _ Sas® srniaes uB PoES
Figura 22: Analise histopatoldgica dos rins de camundongos infectados
tratamento com praziquantel, 3-lapachona e DMSO
Legenda: A= grupo tratado com praziqunatel; B=grupo tratado com B-lapachona; e C= grupo
controle tratado apenas com DMSO e 4gua. Setas= glomérulo e néfrons

Figura 23: Analise histopatoldgica dos rins de camundongos saudavel
Fonte:BRANCO e MULLER, 1995

Também foi avaliado o potencial hepatotéxico da B-lapachona e do
praziquantel, ndo sendo observada nenhuma alteracdo histopatolégica neste
orgao. As inclusdes citoplasmaticas do hepatdcito, sobre a forma de granulos
vermelho-plrpura, integras com auséncia de inflamacdooupresenca de
granulos, osvasos sinusoids tambémintegros. Pode-se observar que a veia
porta hepatica e os demais tecidos hepaticos estavam sem danos. Estes
resultados sugerem, que ndo houveram danos hepaticos quando comparados
a lamina de figado saudavel (Figura25; BRANCO e MULLER, 1995)
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agdos
Legenda: A= grupo tratado com praziqunatel; B=grupo tratado com B-lapachona; e C= grupo
controle tratado apenas com DMSO e agua.

Figura 25:Laminas de figado de camundongo saudavel
Fonte:BRANCO e MULLER, 1995

Quando se compara os efeitos citotbxicos do praziquantel a -
lapachona, observou-se que estes ndo apresentaram toxicidade. Estas
substancias foram ativas, in vitro, contra o verme adulto, porém a B-lapachona
nao apresentou atividade significativa in vivo (Tabela 9). Esta ndo atividade in
vivo da pB-lapachona, provavelmente, esta relacionada a aspectos
farmacocinéticos. Logo, desenvolvimento de formulacdes e/ ou alteracdes
estruturais podem contribuir para a atividade esquistossomicida da [-

lapachona.

Tabela 9: Sintese dos resultados obtidos

Substancias Vermes adultos Citotoxicidade

In vitro In vivo In vitro In vivo
B-lapachona Ativo Inativo NT NT
Praziquantel Ativo Ativo NT NT

Legenda: NT: ndo téxico
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CONCLUSAO

Alteracbes estruturais do lapachol levaram a obtencdo de uma
naftoquinona promissora com esquistossomicida, a B-lapachona. Parece que a
peroxidacgéo lipidica contribui para esta atividade in vitro. A divergéncia entre os
resultados obtidos in vitro e in vivo, pode estar relacionada a baixa
biodisponibilidade deste composto. Comparado ao praziquantel, a B-lapachona
mostrou-se menos promissora in vivo. A B-lapachona ndo apresentou

citotoxicidade in vitro, também ndo ocasionou altera¢des renais e hepaticas.
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US-SECRETARIA DE nnuAmA EN SAEDE

CERTIFICADO n° 18/2017

Certificamos  que a  proposta  intitulada  “Atividade
esquistossomicida de plantas utilizadas na medicina tradicional amazdnica”,
protocolo n° 04/2017, sob a responsabilidade de Maria Fani Dolabela, que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do INSTITUTO EVANDRO CHAGAS-
1EC.

Vigéncia 01/01/2017 a 01/09/2021
Espécie/Linhagem { Camundongo/BALB/c

N° de animais 252

Peso/Idade 20a22g/6 a 8 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério do IEC

De acordo com Orientagdo Técnica n® 8, de |8 de margo de 2016 do CONCEA.

Recomendamos que a coordenagdo mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto.

Devera ser encaminhado relatério incluindo os resultados finais da pesquisa,
no prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apos a finalizagdo da mesma.

Ananindeua-PA, 15 de maio de 2017.
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