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RESUMO

Erica Patricia dos Reis Ferreira. Planejamento e avaliac&o in silico de analogos de
Lapachol em enzima alvo de Leshmania (Leishmania) amazonensis. 2017. 108 f.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal do Para, Belém, 2017.

O estudo visa planejar e avaliar analogos do Lapachol com atividade
leishmanicida in silico. Para a triagem dos analogos, foram realizados estudos
preditivos de caracteristicas farmacocinéticas, toxicologicas, de atividade biolégica e
molecular docking ou ancoragem molecular. Para as caracteristicas farmacocinéticas
e toxicologicas utilizou-se o programa on-line PreADMET, enquanto as atividades
biologicas foram avaliadas pelo programa on-line Prediction of Activity Spectra for
Substances (PASS). Na docagem o alvo terapéutico foi a Tripanotiona Redutase,
sendo que a avaliagdo da interagéo entre as moléculas e a proteina alvo foi realizada
pelo programa Molegro virtual docker (MVD). A extragédo e isolamento do Lapachol
foram realizados e a sua identificacdo foi realizada através de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Todos os anélogos e o Lapachol sdo bem
absorvidos no intestino com a absorcéo variando entre 79,745%a 99,056%, além
disso, inibem as enzimas do Citocromo P450 (CYP). Quase metade das moléculas
testadas (42,1%) possuem uma distribuicdo moderada para o sistema nervoso central
(SNC), incluindo o Lapachol, enquanto que o restante possui elevada distribuicdo. Os
resultados da toxicidade das moléculas estudadas sugerem que 63,16% sé&o
mutagénicas e carcinogénicas, dentre elas o Lapachol, e 10,5% e 5,26% sdao
carcinogénicas e mutagénicas, respectivamente, porém 21,05% demonstraram nao
apresentar citotoxicidade. Na docagem as substancias estudadas apresentaram
energia menor que a substancia padréo, embora apresentem boa interacdo com
energias entre 94,343 a 115,635 KJ/mol. O Lapachol foi isolado e identificado. De
acordo com os resultados analogo que apresentou melhores caracteristicas foi o 3,4-
diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O).

Palavras chaves: Lapachol, andlogos, docagem.



ABSTRACT

Erica Patricia dos Reis Ferreira. Design and evaluation in silico of Lapachol
analogs in enzyme of the Leshmania (Leshmania) amazonensis. 108 p. 2017.
Qualification (Master). Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal

University of Para, Belém, 2017.

The study aims to design and evaluate antiamastigote activity of Leishmania
amazonensis and cytotoxicity Lapachol analogues. The studies predictive
pharmacokinetic characteristics were performed, toxicological, biological activity and
molecular docking or molecular docking. For pharmacokinetic and toxicological
characteristics used the online program PreADMET while biological activities were
assessed by online program Prediction Spectra of Activity is Substances (PASS). For
the molecular docking analysis, the therapeutic target was selected Triponationa
reductase, and the evaluation of interaction between the molecules and target this
protein was performed by the virtual Molegro program docker (MVD). The extraction
and isolation of Lapachol was performed and its identification was performed by
nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR). All analogs Lapachol and are well
absorbed from the intestine with the absorption ranging from 79.745% to 99.056%,
furthermore inhibit the cytochrome P450 (CYP). Almost half of the molecules tested
(42.1%) had moderate distribution into the central nervous system (CNS), including
Lapachol, while the remainder have high distribution. The results of the toxicity of the
molecules studied suggest that 63.16% are mutagenic and carcinogenic, which
includes Lapachol and 10.5% and 5.26% are carcinogenic and mutagenic,
respectively, but showed 21.05% not exhibit cytotoxicity. In molecular docking the
substances studied showed less energy than the standard substance, although they
have good interaction with energies between 94.343 to 115.635 kJ / mol. The Lapachol
was isolated and identified. According with to the analogo results show that with the
best characteristics was the 3,4-dihydroxy-2- (2-hydroxy-3-methylbutil) nafthalen-1
(4H) -one.

Key words: Lapachol, analogues, virtual docking.
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um grave problema de saude publica, ocorrendo,
principalmente, em paises desenvolvimento (OMS, 2016*). O maior nimero de casos
é notificado por paises situados na Africa, Asia e América Latina, totalizando 98 paises
(ALVAR et al. 2012; OMS, 2016%'). Anualmente, cerca ha de 2 milhdes de casos, sendo
gue 90% dos casos de Leishmaniose visceral sdo notificados por apenas seis paises
(Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sudam do Sul e Sudam) e 9 paises (Afeganist&o,
Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Iran, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita
e Republica da Arabe da Siria) sdo responsaveis pela maioria dos casos de
Leishmaniose Tegumentar Americana (OMS, 2016%).

Atualmente, apenas dois grupos de medicamentos sao utilizados para o
tratamento desta afeccdo: os farmacos pertencentes ao grupo antimoniais
(Estibogluconato sédico e Antimoniato de N-metil-glucamina) e os ndo antimoniais
(Pentamidina e Anfotericina B). Estes farmacos apresentam varios efeitos toxicos,
além de serem onerosos para o0s sistemas de saude publica (MONZONOTE, 2009).
Esta situacéo se agrava ainda mais devido o surgimento da resisténcia parasitaria aos
farmacos supracitados (DECUYPERE et al. 2005; THAKUR, 2001). Se fazendo
necessario a busca de alternativas terapéuticas, algumas substancias de origens
naturais mostraram-se promissores como leishmanicida, como, por exemplo, 0
Lapachol.

O Lapachol [2-hidroxi-3(3-metil-2-butanil)-1,4-naftoquinona], isolado de
espécies da familia Bignoniaceae, mostrou-se ativo contra formas amastigotas de
Leishmania braziliensis, porém in vivo ndo impediu o desenvolvimento de lesdes
(TEIXEIRA et al. 2001). Visando potencializar a atividade e reduzir a citotoxicidade
estudos realizaram alteragdes estruturais no Lapachol, sendo obtidos analogos mais
ativos contra as formas promastigota de L. amazonenses e L. braziliensis, isolapachol
e acetilisolapachol. Na Tabela 1 observa-se que as alteragcbes moleculares
favoreceram a atividade, no entanto n&o interferiram significativamente na
citotoxicidade (LIMA et al. 2004; SALUSTIANO et al. 2010).

18



Tabela 1: Atividade antipromastigota e citotoxicidade de analogos do Lapachol.

Analogo Antipromastigota (Clso+DP, pg/mL) Macréfagos IS
L.amazonensis L.braziliensis CCso+DP, pg/mL

Lapachol 52+0,7 11,9+6,9 3,8-6,2* <2
Isolapachol 44+29 9,3+2,7 NA NA
Sal de K+ Lapachol 7,7+4,1 21,4+29 NA NA
Sal de K+ isolapachol 7,8+0,2 15,8 + 0,0 NA NA
Acetilapachol 1,6 +0,0 3,4+0,5 <32 <2
Diidrolapachol 7,3+0,3 54,0+ 9,0 NA NA

Fonte: Lima et al. 2004; Salustiano et al. 2010; NA (N&o avaliado); IS< 2: ndo seletivo
Legenda: * varias linhagens celulares

Devido ao elevado potencial leishmanicida destas naftoquinonas, novos
estudos que relacionam estrutura e atividade ou citotoxicidade precisam ser
realizados. As mudancas estruturais de um composto quimico podem influenciar
diretamente na sua atividade biolégica ou na sua toxicidade, diminuindo ou
aumentando estas propriedades (DOLABELA, 1997; SALAS et al. 2008; GUIMARAES
et al. 2013; JORQUEIRA et al. 2006), este fato pode colaborar na elaboracdo de
compostos quimicos mais eficazes e seguros. Entretanto, nem todas as modificacdes
em uma molécula levam a moléculas mais ativas e, por isso, deve-se selecionar as
moléculas mais promissoras para sO entao sintetiza-las, ja que, a sintese de grande
quantidade de moléculas é onerosa por gerar consumo de materiais e mao de obra
especializada (GUIDO et al. 2008). Para essa triagem, a ciéncia detém uma gama de
programas computacionais que podem agilizar a busca por novas terapias, um
exemplo de teste computacional que pode ser empregado na triagem de moléculas é
a predicdo de atividade pelo PASS, que prevé possiveis atividades para a estrutura
quimica estudada, e o molecular docking, que vai analisar a interagdo entre o alvo e
a molécula, importante na acdo farmacoldgica (RAMA, KUMAR e BALAJI, 2015). Além
disso, outras propriedades da substancia podem ser avaliadas virtualmente, tais
como: as propriedades farmacocinéticas e as propriedades toxicoldgicas (PANDEY et
al. 2016).

Portanto, estudos de planejamento racional de analogos do Lapachol, por
meio de programas computacionais, sao importantes, pois corroboram para
elaboracdo de moléculas que sejam menos mutagénicas e carcinogénicas e mais
eficazes e seletivas, o que contribui, também, para uma menor toxicidade. Essas
alteracdes benéficas podem ser comprovadas com a avaliacdo biologica destes
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produtos. Com isso, esse estudo objetivou realizar o planejamento, sintese e
avaliacdo antiamastigota de L. amazonensis de anélogos do Lapachol.

20



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmanioses

As Leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por mais de 20
espécies de protozoarios do género Leishmania. Este parasito, pertence ao Reino
Protista (HAECKEL, 1866 apud LEVINE et al. 1980); Sub-reino Protozoa
(GOLDFUSS, 1817 apud LEVINE et al. 1980); Filo Sarcomastigophora (HONIGBERG
e BALAMUTH, 1963 apud LEVINE et al. 1980); Sub-filo Mastigophora (DESING,1866
apud LEVINE et al. 1980); Classe Zoomastigophorea (CALKINS, 1909 apud
LEVINE et al. 1980); Ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963 apud LEVINE et al.
1980); Sub-ordem Trypanosomatina (KENT, 1880 apud LEVINE et al. 1980); Familia
Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901 apud LEVINEet al. 1980); Género
Leishmania (ROSS,1903 apud LEVINE et al. 1980).

A subdivisdo do género Leishmania se da de acordo com regido geografica
em que a espécie € encontrada, sendo assim, as espécies que causam a doenca na
Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Africa, que sdo consideradas do “Velho
mundo”, sdo do subgénero Vianna e as espécies encontradas nos paises das
Américas, ditos do “Novo mundo”, sdo do subgénero Leishmania (LAINSON et al.
1986; DAVID e CRAFT, 2009). Dentre as espécies do subgénero Leishmania ha
aguelas que causam a forma cutadnea da doenca como a L. (L.) tropica e os complexos
L. mexicana, compreendido pelas espécies: L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L.
(L.) pifanoi e L. (L.) venezuelensis, e o L. donovani, no qual estdo inseridas as
espécies L. (L.) donovani e L. (L.) infantum. Enquanto outras como a L. (L.) chagasi
causam a Leishmaniose visceral (GRIMALDI JUNIOR, TESH, MCMAHON-PRATT,
1989). Ja no subgénero Viannia tém-se as espécies do complexo L. brasiliensis: L.
(V.) brasiliensis, L. (V.) guayanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana, que
causam a LTA (REY, 1991).

Esta doenca pode ser dividida, segundo a sua forma clinica, em dois grupos
principais: a forma tegumentar americana (LTA), a qual pode ser subdividida em

cutdnea e muco-cutanea, e a forma visceral (LV), forma mais grave da doenca,
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podendo levar a morte 90% dos casos. A Leishmaniose, entre outras doencas
negligenciadas, se caracteriza, principalmente, por ocorrer em paises em
desenvolvimento (DAVIES et al. 2003; OMS, 2015), ela afeta cerca 1.3 milhdes de
pessoas todo ano e estima-se que ocorram 20.000 a 30.000 mortes anualmente
(OMS, 20162). As populaces mais atingidas estdo nos continentes da Africa, Asia e
América Latina (OMS, 20163). Atualmente, mais de 98 paises sdo endémicos para
leishmaniose, sendo que mais de 90% dos casos de LV ocorrem em seis paises:
Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Suddo do Sul e Suddo e a maioria dos casos LTA
ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, a Republica Islamica do Iran,
Paquistéo, Peru, Arabia Saudita e da Republica Arabe Siria (Figura 1). Os paises da
América do Sul, portanto, tém grande participacdo nos nimeros de casos e quase
90% dos casos de LTA ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru (ALVAR et al. 2012; OMS,
2016%).

O Brasil tem alta influéncia nas taxas de Leishmaniose e, portanto, deve-se
considerar essa doenca como uma das prioridades para as politicas de saude publica
(ALVAR et al. 2012). No pais, em média, cerca de 3.500 casos séo registrados
anualmente de LV, o que significa 2,0 casos/100.000 habitantes, e a letalidade vem
aumentando nos ultimos anos, passando de 3,1% em 2000 para 7,1% em 2012, a
espécie mais frequentemente encontrada como causadora de LV no Brasil € a
Leishmania chagasi (BRASIL, 2016%). Enquanto que para a LTA séo registrados cerca
de 21.000 casos/ano, ou seja, 11,3 casos/100.000 habitantes, sendo a regido Norte a
mais afetada com 54,4 casos/habitantes. As principais espécies causadoras de LTA
no Brasil s&o: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)

guyanensis e a Leishmania (Viannia) braziliensis (BRASIL, 20162).
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Figura 1: Nimero de casos de Leishmania cutanea no mundo, 2012.
Fonte: OMS, 20168,

A transmisséo se da durante o repasto sanguineo da fémea infectada de
mosquitos flebotomineos, da Familia Psychodidae, Sub-familia Pheblotominae e
género Lutzomyia (RANGEL e LAINSON, 2009). O ciclo de vida de Leishmania spp
possui dois estagios, na qual, se encontra na forma flagelada com vida extracelular,
promastigota, e outra de forma ovoide ou esférica e sem flagelo, amastigota, que
possui vida intracelular obrigatoéria. O vetor infectado ao se alimentar do sangue de
um mamifero regurgita as promastigotas que estdo em excesso em seu intestino,
essas, entdo, chegam a corrente sanguinea através da lesdo gerada na hora do
repasto sanguineo. Entéo, séo fagocitadas por macréfagos, no interior dessas células
as promastigotas se transformam em amastigotas que se reproduzem e rompem 0S
macréfagos caindo na corrente sanguinea (ALEXANDER E RUSSELL, 1992). Quando
houver um novo repasto sanguineo com o Flebotomineo, este sera infectado pelas
amastigotas e no seu intestino essa forma sofrera mudancgas morfologicas, fisiol6gicas
e bioquimicas e ira se transforma em promastigota (ZILBERSTEIN e SHAPIRA, 1994;
Figura 2).
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Figura 2: Ciclo biolégico da Leishmania spp.

Legenda: A Leishmaniose é transmitida pela picada de fémeas infectadas de flebotomineos. Os
flebotomineos injetam a forma infecciosa (isto €, promastigotas) de suas valvulas faringianas durante
0 repasto sanguineo (1), as promastigotas que atingem o ferimento e séo fagocitadas por macréfagos
(2) e outros tipos de células fagociticas mononucleares. Promastigotas se transformam nessas células
para a forma amastigota (3), que se multiplicam por divisdo simples e avancam para infectar outras
células mononucleares fagociticas (4). Flebotomineos sao infectados pela ingestéo de células infetadas
durante um novo repasto sanguineo (5 e 6). Nos flebotomineos, as amastigotas se transformam em
promastigotas e se desenvolvem no intestino (7) e migram para a valvula faringiana (8)

Fonte: Adaptado de CDC, 2016.

Os farmacos utilizados hoje sdo os mesmos comercializados ha décadas
(MELO, 2009). Sao usados dois grupos de medicamentos os farmacos ditos de
primeira linha s&8o o0s antimoniais pentavalentes, Estibogluconato de sbédio
(Pentostam; Figura 3) e o Antimoniato de Meglumina (Glucantime; Figura 4) e o de
segunda linha, Anfotericina B (Figura 5). No Brasil, apenas € comercializado o

Glucantime.
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Figura 3: Estibogluconato de sddio.
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Figura 4. Antimoniato de Meglumina.

Figura 5: Estrutura quimica da Anfotericina B.

A terapia para Leishmaniose é dificil, pois todos os farmacos empregados
possuem elevados efeitos toxicos e a administracdo sO pode ser realizada
ambulatoriamente, aumentando o tempo de internacao e, assim, levando-se 0s custos
hospitalares, além disso, 0 uso dessa via € mais dolorosa para o paciente, pois a via

de administracdo desses medicamentos é a intramuscular que gera incomodo e
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sofrimento para o paciente (BRAGA et al., 2007). Outro problema na terapia da
Leishmaniose é o crescente aumento da resisténcia parasitaria.

Atualmente, parasitas resistentes aos farmacos supracitados vém
aparecendo, o que torna o contexto ainda mais grave. Essa resisténcia, € mais
elevada em relacdo aos farmacos de primeira linha, cepas resistentes aos
antimoniatos foram isoladas de pacientes no Nepal (DECUYPERE et al. 2005).
Besselin e colaboradores (2002) sugerem que 0S possiveis mecanismos de
resisténcia sejam devido a diminuicdo da concentracdo e efluxo dos farmacos. A
manifestacdo mais notavel deste problema é em Bihar, na India, por exemplo,
praticamente, mais da metade da populacdo ndo responde aos tratamentos
(THAKUR, 2001). Além disso, esses medicamentos possuem alto potencial
hepatotoxico, cardiotoxico, nefrotoxico, aliado a outros efeitos colaterais como dores
musculares (DEMICHELI e FREZARD, 2005).

A Anfotericina B € um antibiético com atividade antifingica, também possui os
efeitos toxicos como nefrotoxicidade e miocardite (SUNDAR e RAI, 2002), outros
efeitos adversos séo febres e calafrios relacionados a infusdo e hipocalemia, portanto
sua utilizacdo sé deve ser realizada em ambiente hospitalar, elevando o custo do
tratamento (BRAGA et al. 2007).

Devido ao elevado custo do tratamento, os efeitos toxicos, a resisténcia
crescente do parasito aos farmacos disponiveis e dificuldades enfrentadas durante a
administracdo do medicamento, torna-se necessario a busca de alternativas
terapéuticas. Nesta busca, deve-se priorizar o estudo de moléculas mais seletivas,
isto é, atue em uma enzima presente apenas no protozoario, afim de, evitar uma
possivel toxicidade para as células humanas. Assim, os alvos de maior interesse sao
0s da via biossintese de esterois, via glicolitica e a via tripanotiona que possuem uma
diferenca significativa em relagcdo as vias das células humanas (CHAWLA e
MADHUBALA, 2010).

A inibicdo da via da biossintese de esterdis pode vim a ser um alvo de grande
importancia, uma vez que 0s tripanosomatideos sintetizam o ergosterol e outros
esterois para fazerem parte da composi¢cdo da membrana celular, diferente dos seres
humanos que possuem como maior constituinte da membrana o colesterol. A via de
obtencdo de energia desses parasitos €, também, outro alvo de interesse, pois sem

energia ndo ha vida, e distintamente das células humanas os protozoarios dependem
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do hospedeiro para fornecimento de carbono, para isso utilizam como Unica fonte de
obtencdo de energia a via glicélise, podendo ser alvo a gliceraldeido3-fosfato
desidrogenase importante nesse processo (OPPERDOES, 1987). Outro importante
alvo é a via Tripanotiona, pois é responsavel pelo controle oxidativo das células do
parasito, que sdo sensiveis ao aumento de radicais livres, portanto o controle desses
elementos é importante para a integridade e viabilidade das células destes
organismos, sendo Tripanotiona Redutase (TR) a enzima com maior atividade no
controle do estresse oxidativo, sendo um excelente alvo (CHAWLA e MADHUBALA,
2010).

A TR é uma flavoproteina dissulfeto redutase que depende de NAPDH e
apenas é encontrada em parasitas da familia Trypanosoma. Essa enzima tem funcao
de 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 e CERANI, 1992; MULLER et al. 2003).
A TR é responsavel pela reducéo da tripanotiona em sua forma dissulfeto (T[S]2) para
a forma dihidrotripanotiona (T[SH]2) que, por sua vez, ir4 reduzir a triparedoxina
oxidada (TXNox) em triparedoxina reduzida (TXNred) €, por fim, esté Ultima, reduzira a
triparedoxina peroxidase oxidada (TXPNxox) em triparedoxina peroxidase reduzida
(TXPNxred) que € capaz de neutralizar as ROS, como pode-se ver na cascata
apresentada na Figura 7. A auséncia ou deficiéncia de TR faz com que a concentracao
de ROS dentro das células aumente matando ou impedindo o crescimento desses
protozoarios (FAIRLAMB, 2001).
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Figura 6:. Representacdo da participacdo da Tripanotiano Redutase na reducdo da Tripanotiona
dissulfeto em tripanotiona ditiol.
Fonte: Coracini, 2012.

27



MADPH - T T{SH]: .
Rox (M2 - m‘ﬂx\ ” TR e ~ He02 (0:7HO , ROOH, etc)
A espécies reativas de oxgénio
NADP* TRreg~" ™ T(S); \

.l
T, Gl.f/ ~ TP % 2 HyD

Figura 7: Cascata de eventos que necessitam da TR para o controle de ROS.
TXN= triparedoxina

TXNPx= triparedoxina peroxidase

Fonte: Coracini, 2012.

Esta proteina esta presente nos Tripanossomatideos que incluem
protozoarios de importancia clinica, como, por exemplo, Tryapanosoma cruzi e
Leishmania spp. Um estudo anterior avaliou o pré-tratamento, de formas
tripomastigotas T. cruzi, com naftoquinonas (B-lapachona e alil-B-lapachona), sendo
observado a reducdo na percentagem de células infectadas em culturas de musculo
liso (GONCALVES et al. 1980). Na presenca de oxigénio, estes compostos nao
inativaram a tripanotiona redutase, mas produziram alteracbes em sua funcao
protetora de regeneracdo de radicais livres. Estes resultados sugerem que
naftoquinonas possam inibir esta enzima e constituir agentes antitripanossoma e
antileishmania promissores (CASTRO, 1993; SAUDE-GUIMARAES e FARIA, 2007).
Estes poucos estudos apresentados demonstram a caréncia de pesquisas que
avaliam a atividade inibitoria de naftoquinonas, em especial de origem natural e seus
analogos, sobre a tripanotiona redutase.

O Lapachol é uma naftoquinona isolada de diferentes espécies da flora
brasileira, principalmente, naquelas que pertencem a familia Bignoniaceae
(FERREIRA, 1996). Além do Lapachol, a-lapachona e B-lapachona séo isoladas de
algumas espécies vegetais do género Tabebuia ou sdo obtidas a partir do Lapachol.
Estas naftoquinonas podem ocasionar estresse oxidativo no parasito (TONHOLO et
al. 1998; HILLARD et al. 2008), sendo que outras naftoquinonas demostraram inibir in
vitro a Tripanotiona redutase (JOCKERS-SCHERUBL; SCHIRMER e KRAUTH-
SIEGEL, 1989).
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2.2. Lapachol e analogos

O Lapachol (Figura 8) é estudado extensamente por suas propriedades. As
atividades bioldgicas relacionadas com o Lapachol, a-lapachola e B-lapachona (Figura
9) sao: anti-helmintica, anti-plasmaodica, antineoplasica, anti-leishmaniose, anti-
inflamatoria, entre outras (ANTUNES et al. 2006; SACAU et al. 2003; ANDRADE-
NETO et al. 2004; PEREZ-SACAU et al. 2005; JORQUEIRA et al. 2006; SAUDE-
GUIMARAES e FARIA, 2007; SALAS et al. 2008; TEIXEIRA et al. 2001; LIMA et al.
2004). A Quadro 1 apresenta alguns estudos ja realizados com o Lapachol e seus

analogos, em especial a a-lapachona e B-lapachona (Figura 9).

Figura 8: Estrutura quimica do Lapachol.

Figura 9: Estrutura quimica da alfa-lapachona (a) e beta-lapachona ().
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Quadro 1: Atividades biolégicas descritas na literatura do Lapachol e seus analogos.

Atividades Naftoquinonas Referéncias
Antitumoral B-Lapachona, orto-naftoquinona, a-naftoquinona, para- BOOTHMAN,
naftoquinona, Lapachol e hidroxilapachol TRASK, PARDEE,
TRASK, PARDEE,
1989, DOLABELA,

Antimicrobiana

Antiviral

Epstein-Barr
Virus

Antimalarica

Antitripanosoma

Antileishmania

Lapachol, a-Lapachona, B-Lapachona, [B-nor-
lapachona, a- nor-lapachona, pB-l-lapachona, a- I-
lapachona.

Lauroato de Lapachol, Diazomalonato de Lapachol,

Acetato de 12-Bromo,13-hidroxi-lapachol, outros
derivados do Lapachol,
W2: &cido sulfénico B-lapachona, 3-bromo-f-

lapachona, 3- iodo-B-lapachona, B-lapachona

F32: Lapachol, B-lapachona.

Epimastigota: piranoquinolonaquinona, -lapachona, 3-
4-Diidro-2-2'-2H-nafto (1,2b) piran-5,6-diona), 3-alil-p-

lapachona, plumbagina, Piranonaftoquinona, q-
naftoquinona, Lapachol

Tripomastigota: a-naftoquinona, B-lapachona,
plumbagina, Piranonaftoquinona, Lapachol

Lapachol (amastigota)

Acetilapachol, isolapachol, Lapachol, diidrolapachol

1997, FRYDMAN et
al. 1997; KRISHNAN
e BASTOW, 2000;
KATOH et al. 2014;

OLIVEIRA et al. 2001

ANTUNES et al. 2006

SACAU et al. 2003

ANDRADE-NETO et
al. 2004

PEREZ-SACAU et al.
2005

DO CAMPO et al.
1978; GONCALVES
et al. 1980;
JORQUEIRA et al.

2006;  SAUDE-
GUIMARAES e
FARIA, 2007

SALAS et al. 2008
TEIXEIRA et al. 2001

LIMA et al. 2004

Diversos estudos realizados com o Lapachol e seus derivados estao
relacionados a atividade antitumoral. O Lapachol na concentragdo de 0,783 pum
apresentou atividade significativa em linhagem de cancer de mama humano A549
(OLIVEIRA et al. 2002). A atividade antitumoral do Lapachol e seus anélogos foi
avaliada em diferentes linhagens celulares (Mewo, MDA, etc.), sendo observada
melhor atividade dos derivados orto (B-lapachona e orto-naftoquinona), seguida dos
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derivados para (a-lapachona e para-naftoquinona). O Lapachol e hidroxinaftoquinona
apresentaram uma menor atividade. Fato interessante foi observado, a a-lapachona
induzia maior fragmentacao do DNA que a p-lapachona (Tabela 2; DOLABELA, 1997).
Um estudo também analisou a 3-lapachona em diferentes linhagens tumorais, sendo
demostrado que aparentemente este composto tem mais seletividade ao cancer de
prostata [Clioo (PC-3) = 4 e (DU145) = 8 uM], enquanto que para o cancer de mama
e de ovario foi moderada (Clio0=16 UM ; LI, WANG e PARDEE, 1995). Outros estudos
demonstraram que a B-lapachona liga-se a topoisomerase |, causando sua inibicao
(FRYDMAN et al. 1997) e pode induzir a apoptose das células tumorais (LI et al. 2000).

Tabela 2: Atividade antileishmania, citotoxicidade e seletividade de naftoquinonas.

Substancia Parasito/ célula Promastigota Amastigota Citotoxicidade IS
Clso (UM) Clso (UM) CCso(UM)
Lapachol L. (infantum) chagasi
S. 34.72 1,71
R. 99,98 59,30 0,59
L.amazonensis
S 102,05 >1000 0,58
R 63,28 0,94
nor-lapachol L. (infantum) chagasi
S. >100 <0,15
R. . >100 -- 14,79 <0,15
L.amazonensis
S >100 <0,15
R >100 <0,15
a-lapachona L. (infantum) chagasi
. 13,88 0,27
R. . 5,85 3,80 0,65
L.amazonensis
S 16,08 0,24
R 15,15 0,25
Nor- a-lapachona L. (infantum) chagasi
S. 1,54 1,14
R. _ 1,28 077 0,70
L.amazonensis
S 2,72 0,62
R 1,54 0,97
B-lapachona L. (infantum) chagasi
S. 0,67 1,14
R. 1,13 0,7
L.amazonensis
s 2,90 - 0.79 0,27
R 1,39 0,57

Nor- B -lapachona L. (infantum) chagasi

S. 1,14 1,36
R. 1,60 0,97
L.amazonensis - 1,55

S 2,42 0,27
R 1,59 0,57

Legenda: S- isolado sensivel aos antimoniais pentavalentes; R- isolado resistente aos antimoniais
pentavalentes; Clso- concentracdo inibitdria 50%; CCso- concentracdo citotoxica 50%; IS- indice de
seletividade; IS= Clso promastigota/ CCso; 1S>2 = substancia seletiva; IS< 2= néo seletiva; -- ndo ha
dados.

31



Um estudo demonstrou que a a-lapachona e B-lapachona ligam-se ao
complexo DNA-topoisomerase | acelerando o desenrolamento de DNA topoisomerase
I, também inibe o componente rapido de reparacédo dos danos ao DNA (PLDR), dessa
forma pode atuar de forma sinérgica a outros antineoplasicos (FRYDMAN et al. 1997).
A B- lapachona nao intercala no DNA, nem inibe a topoisomerase Il. Seus analogos,
a-lapachona e Lapachol, possuem mecanismo de acdo semelhante a B-lapachona
(BOOTHMAN, TRASK, PARDEE, TRASK, PARDEE, 1989). Em sintese, parece que
estas alteracOes estruturais ndo interferem no mecanismo de acdo, apesar da -
lapachona ser mais promissora como antitumoral.

O virus de Epstein-Barr (EBV) tem sido associado com o crescente numero
de cancer, especialmente em pacientes com imunidade comprometida, como por
exemplo, pessoas acometidas pelo HIV (THOMPSON e KURZROCK, 2004). Embora
ele infecte cerca de 90% da populacdo do mundo, quando o sistema imune esti
preservado o hospedeiro consegue controlar a infecgéo através dos efeitos citotoxicos
especificos dos linfécitos T (CTL), que lizam células B infectadas EBV. Inicialmente,
ha o reconhecimento de fragmentos de proteinas virais, em seguida apresentada na
superficie da célula por moléculas da classe I. Embora incapaz de eliminar o EBV a
partir do corpo, de CTL parece ser essencial na manutencdo do controle de forma
latente células infectadas (ROONEY et al. 1995). No caso do portador do virus HIV o
controle da infeccdo por EBV ndo ocorre de forma adequada, logo a utilizacdo de
farmacos que atual sobre o virus Epstein-Barr pode ter papel protetor (THOMPSON e
KURZROCK, 2004). Derivados do Lapachol apresentaram atividade sobre o EBV
(Tabela 2; SACAU et al. 2003).

A avaliacdo de doencas infecciosas também é amplamente estudada, sendo
gue o Lapachol mostrou atividade inibitoria sobre Bacilos gram-negativos, Klebisiella
sp e Proteus mirabilis, numa concentracdo de 5mg/mL (OLIVEIRA et al. 2001).
Antunes e colaboradores (2006) avaliaram também a atividade antibacteriana pelo
método de difusdo em placas do Lapachol e alguns analogos (a-Lapachona, B-
Lapachona, B-nor-lapachona, a- nor-lapachona, B-I-lapachona, a-l-lapachona), foram
testados frente as cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Saccharomices cerevisae (achados
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clinicos). O Lapachol e todos seus analogos apresentaram halo de inibicdo para S.
aureus ATCC 25923 e para P. aeruginosa ATCC 27853, com excegao da a-
Lapachona que nao apresentou halo de inibicao para esta ultima cepa, e apenas a [3-
Lapachona e B-nor-lapachona apresentaram halo de inibicdo para Saccharomices
cerevisae. A B-Lapachona e a B-nor-lapachona obtiveram os melhores resultados

como pode-se visualizar no Quadro 2.

Quadro 2: Avaliagcéo antibacteriana pelo método de difusdo em agar do Lapachol e alguns analogos.

Cepas
Compostos
(Zona de inibicdo mm)
(Concentracéo
S. aureus P. aeruginosa E. coli ATCC
200ug/mL) g S. cerevisae
ATCC 25923 ATCC 27853 25922
Lapachol 11 11 - -
a-Lapachona 18 16 - -
B-Lapachona 20 14 - 10
B-nor-lapachona 20 19 - 13
a- nor-lapachona 13 - - -
B-I-lapachona 20 12 - -
a- I-lapachona 16 13 - -

Legenda: - N&o houve formacgé&o de halos.
Fonte: Adaptado de Antunes et al. 2006.

A atividade antiparasitaria do Lapachol e de alguns anélogos ja foi avaliada
mostrando-se promissora, ha maioria dos casos (Tabela 2). Em um estudo o Lapachol

e a B-lapachona, investigados através da inoculacdo de Toxocara canis em ratos
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BALB/, o determinado estudo, observou o potencial larvicida destes compostos na
concentracdo 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL, respectivamente (MATA-SANTOS et al.
2015).

Derivados do Lapachol e B-lapachona mostraram-se ativos contra o clone de
Plasmodium falciparum resistente a cloroquina (W2). A adi¢cao de halogénios ou acido
sulfénico na B-lapachona favorece a atividade antimalarica (Tabela 2; ANDRADE-
NETO et al. 2004). Em outro estudo, o Lapachol e a p-lapachona, entre outros
anélogos, foram testados, também contra cepas de P. falciparum (cepa F32). Além
disso, observaram atividade com IC50= 24,4 e 4,1 uM para o Lapachol e B-lapachona,
respectivamente (PEREZ-SACAU et al. 2005; Quadro 2).

Alguns estudos avaliaram a atividade de naftoquinonas contra o Trypanosoma
cruzi (JORQUEIRA et al. 2006; SAUDE-GUIMARAES e FARIA, 2007; SALAS et al.
2008). A B-lapachona inibiu em 100% a forma epimastigota Tripanossoma cruzi na
concentracéo que foi de 3,1 uM, sendo que a-lapachona foi inativa, mesmo na maior
concentracédo, a qual foi de 50 pM (JORQUEIRA et al. 2006). Outros estudos
avaliaram a atividade de naftoquinonas em formas epimastigota e tripomastigota,
sendo o observado que, na maioria dos casos, a B-lapachona foi mais promissora
(Quadro 2; SAUDE-GUIMARAES e FARIA, 2007; SALAS et al. 2008).

O Lapachol é ativado, in vivo, pelas enzimas hepéticas do citocromo P450
NADPH-redutase (P450 redutase), entdo as espécies reativas promovem a
fragmentacao do DNA através da geracdo do redox ciclismo (KUMAGAI et al. 1997).
No metabolismo de fase | do Lapachol sdo obtidos metabolitos hidroxilados, com
hidrogenacédo na posicao de oxigénio ou um rearranjo de cadeia lateral (BAI et al.
2014). Os metabolitos da fase Il sdo produtos da conjugacao com o acido glicurénico
(BAI et al. 2014). A figura 10 sumariza o metabolismo do Lapachol. O metabolismo da

a-lapachona, pB-lapachona e seus anélogos carecem de estudos.

A atividade de muitos farmacos antiparasitarios tem sido relacionada ao
estresse oxidativo (MAYA et al. 2003; BELINDA e SHANE, 2012). Avaliar a atividade
in vivo destas naftoquinonas é extremamente importante, pois 0 metabolismo pode
interferir na atividade. Estudo preliminar do Lapachol demonstrou que, in vitro, houve
efeito inibitéorio em amastigota. Porém in vivo, o Lapachol ndo impediu o

desenvolvimento de lesGes induzidas por Leishmania (Viannia) braziliensis (LVB ;
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dose oral= 300 mg / kg / dia durante 42 dias). A observacéo de que Lapachol exerce

atividade leishmanicida in vitro sem oferecer protecdo significativa contra as lestes

sugerem talvez ocorra a inibicdo da atividade microbicida nos macrofagos.

Alternativamente, o Lapachol pode ter sido metabolizado em metabolito inativo. Outra

7

alternativa € a concentracdo plasmatica do Lapachol que pode estar abaixo da

concentracao terapéutica, por isso, ndo houve regressao da lesdo (TEIXEIRA et al.

2001).
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Figura 10: Esquema dos principais metabdlitos identificados e vias metabdlicas propostas para o
Lapachol em bile rato. Os retangulos tracejados indicam o local de ligagdo de metabolito.

Legenda: M2: identificado como sendo um dehidro- B-lapachona (2,2-dimethyl-napto [1,2-b] pyran-
5,6-dione); M3 e M4: foram como sendo diferentes isomeros hidrogenados do Lapachol e que eram
0s compostos semiquinona; M5: foi identificado como um hidroxi-lapachol, com a hidroxilagéo
ocorrendo na por¢éo de cadeia lateral de prenil do Lapachol; M6; foi sugerido que este composto
foi formado a partir da hidroxilagdo de M5; M7: foi identificado como 2-hydroxy-3-(3_-methyl-2_-
hydroxy-butil)-1,4-naftoquinona; M8 e M9: foram caracterizados como os metabolitos hidroxilados
do Lapachol; M10: identificado como o produto resultante da reacdo de conjugac¢éo de Lapachol
com acido glicurdnico no grupo 2-hidroxilo do Lapachol; M11, M12 e M13: foram caracterizados
como os conjugados glicuronideos de M3 e M4.

Fonte: BAIl et al. 2014.
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Varias questbes em relacdo a atividade antileishmania do Lapachol e seus
anélogos precisam ser melhor avaliadas, como: quais alteragfes estruturais podem
contribuir para o mecanismo de acdo? Quais alteracdes podem contribuir para a
reducdo da toxicidade e aumentar a seletividade? Mudancas estruturais interferem
nos aspectos farmacocinéticos? Qual o mecanismo envolvido na atividade

antileishmania?

O custo sintetizar e realizar os ensaios para comprovar a atividade
leishmanicida, toxicidade (citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e pré-
clinica) e aspectos farmacocinéticos € muito elevado. A industria farmacéutica norte-
americana estima que os investimentos na descoberta de novos farmacos giram em
torno de 400 milhdes de ddlares ( DIMASI, HANSEN, GRABOWSKI, 2003). No
entanto, ttm-se mecanismos que podem ajudar na diminui¢cdo dos custos, um destes
mecanismos € o chamado virtual screening ou triagem virtual, no qual, através de
programas, pode-se prever possiveis atividades biolégicas, caracteristicas
farmacocinéticas e toxicolégicas de determinada substancia (KARTISASMATI et al.
2014). Isto, diminui os custos, como por exemplo, os da sintese de substancias que
possuem pouca atividade ou sdo extremamente toxicas, uma vez que é possivel fazer
uma triagem das moléculas mais promissoras, aumentam-se as chances de se obter
sucesso, além disso, esse planejamento racional de farmacos, também, diminui o
namero de animais que seriam utilizados primordialmente, ajudando na diminui¢cao do
uso indiscriminado de animais ( DIMASI, HANSEN, GRABOWSKI, 2003).

O estudo das caracteristicas toxicoldgicas é extremamente importante, ja que
a seguranca de um farmaco € indispensavel, devendo, estas, serem rigorosamente
avaliadas (DIMASI, HANSEN, GRABOWSKI, 2003). Algumas substancias possuem
atividade biolégica elevada, porém a sua toxicidade as tornam inapropriadas para a
terapia farmacologica (LIMA et al. 2004). Outras caracteristicas importantes sao as
farmacocinéticas que apenas sao estudadas a partir dos ensaios clinicos de Fase 1,
dando margens para que algumas substancias venham a serem excluidas apenas
nessa fase, deixando gastos que nao terdo retorno. Para otimizar as buscas por um

novo farmaco e poupar recursos tém-se programas como o PreADMET que € um
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aplicativo baseado na web para a predicdo de dados farmacocinéticos como
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME), através de calculos e
comparacao com drogas semelhantes, sendo uma ferramenta excelente para uma
rapida previsdo das caracteristicas de ADME. O PreADMET também prediz de forma
semelhante dados toxicologicos (ADME/Tox; PreADMET, 2016). Kovalevi¢ e
colaboradores (2014) pesquisando as propriedades farmacocinéticas in silico da 1,2-
O-lsopropylidene Aldohexose e seus derivados concluiram que o PreADMET pode
ser utilizados com sucesso para predicéo dessas propriedades. A fim de avaliar se os
derivados de Quercetina propostos teriam uma maior absor¢éo pelo intestino delgado
humano outro estudo também utilizou este programa como método de triagem das
moléculas (KARTASASMITA, HEROWATI E GUSDINAR, 2010). Kartasasmita e
colaboradores (2014) também demostraram que tal programa é util para a predicdo

de moléculas menos toxicas ao avaliarem compostos derivados do Acido asiético.

A atividade biol6gica de um composto quimico depende da interacdo deste
com o alvo farmacoldgico. Os programas como o Prediction of Activity Spectra for
Substances (PASS) podem predizer uma possivel atividade através da comparacao
dos compostos quimicos estudados com o seu possivel receptor, em outras palavras
a similaridade quimica dos compostos é relacionada com receptores de alvos
terapéuticos (PASS, 2016). O PASS nada mais € do que um programa online que
prevé, por meio de célculos, centenas de atividades biolégicas de forma virtual e
simultaneamente. Caldas e colaboradores (2016) utilizaram o PASS online e obtendo
o resultado positivo para atividade antimicrobiana fizeram uma avaliacao in vitro,
utilizando varias cepas de Cladosporium, e concluiram que este monoterpeno
apresenta uma promissora atividade antimicrobiana, em especial antifungica contra
espécies de C. oxysporum e C. sphaerospermum. A predicéo de atividade biologica
€, portanto, importante, pois acelera o processo de busca por novas terapias, ja que,
pode direcionar o estudo para aquelas atividades bioldégicas com mais possibilidade
de sucesso. Aliado, também, na busca por novos farmacos esta o chamado molecular
Docking ou ancoragem molecular que simula a interagéo das moléculas estudas a um
alvo, ou seja, simula a interagdo proteina-ligante. Este ensaio in silico pode ser
realizado quando a estrutura alvo € conhecida e pode predizer o modo que o composto
quimico se liga ao sitio ativo (VENKATESAN e DUBEY, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.2.  Objetivo geral

Avaliar a toxicidade e a atividade in silico de novos analogos do Lapachol

em enzima de Leishmania amazonensis.

3.3. Objetivos especificos

v" Realizar um estudo de Modelagem Molecular, tendo como molécula de partida
o Lapachol;

v" Desenvolver a triagem virtual com todos os analogos do Lapachol e compara-
los;

v Realizar o isolamento do Lapachol;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

4.1.1. SOLVENTES, REAGENTES E OUTROS

o NaHCO3 (Sigma-Aldrich)

o HCI (Isofar®)

o Silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) para coluna cromatogréafica (Merck)

o Hexano (Isofar®)

o Diclorometano (Isofar®);

o Cloroférmio- D4 deuterado (Merck®);

o Agua deionizada (filtrada em sistema Milli-Qplus);

o Fitas de pH (Kasvi)

o Papel filtro MN 618

o Algodéao

o Placa industrial de cromatografia em camada delgada- silica gel 60
(MACHEREY-NAGEL)

4.1.2. MATERIAIS PLASTICOS, DE METAL E DE VIDRO

o Cuba cromatografica;

o Espatulas de metal;

o Espalhador;

o Estantes plasticas;

o Frascos Eppendorf (Sigma Chemical Company);
o Suporte de ferro.

o Vasilhame de plastico 20L

o Espatula de plastico
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. Dessecador de vidro

o Coluna cromatografica

o Pipetas graduadas de 1, 5 e 10 mL;

o Pipetas de Pasteur de vidro;

o Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL ( Vidrolabor);
o Provetas 15, 25, 50, 100, 500 e 1000 mL (Vidrolex);

. Bastéo de vidro;

o Becker de 10, 50, 100, 500 e 1000 mL (Satelit);

4.1.3. EQUIPAMENTOS

o Balanca analitica - Bioprecisa, modelo FA2104 N Eletronic Balance;

. Sistema de filtragdo a vacuo 250 mL, membrana 0,22 ym- TPP-
Switzerland.

o Computador Notebook Dell Inspiron 14, série 5000, processador Intel

Core i5 com 8GB de memobdria.

4.1.5. PROGRAMAS UTILIZADOS NAS PREDICOES

° PreADMET versao 2.0, COPYRIGHT © 2005.

o PASS online (Prediction of activity spectra for substances; Previsédo de
espectros de atividade para substancias), Way2Drug.com © 2011 Version 2.0 -
2016.

o MVD (Molegro Virtual Docker; Molegro Ancoragem virtual) versao 5.5,
CLC bio ® 2015.

. Sistema operacional Windows 2010

o ChemStech versdo 11.02, 2008.
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4.2. Metodologia

4.2.1. SELECAO DAS MOLECULAS A SEREM INCLUIDAS NESTE

ESTUDO

Na modelagem molecular levou-se em consideracdo 0s seguintes

referénciais tedricos para serem desenhadas:

a)- Hidroxilacdo: (TARANTO et al. 2012).

b)- Halogenacéo: (AUFFIRGER et al. 2004).

c)- Mudanca de posi¢coes para e orto: (VECHIA, GNOATTO, GOSMANN,

2009;

GUIMARAES et al. 2013)

d)- Alcanos: (VIANNA et al. 2011)

e)- Acido carboxilico: (FERREIRA et al. 2010)

As estruturas dos substancias planejadas foram desenhadas no programa
ChemStech verséo 11.02 de 2008 no sistema operacional Windows 2010 e salvas
no formato MOL. Posteriormente, usou-se o programa Avogadro para a conversao
deste formato para MOL.2, ja que, o programa para Docagem molecular exige o
formato MOL.2.
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4.2.2. ESTUDOS DE PREDICAO DE ATIVIDADES

Para selecionar a(s) molécula(s) para sintese considerou-se 0s aspectos
farmacocinéticos, toxicolégicos e docking. Desta forma, utilizou-se os programas

abaixo:

4.2.2.1. Predicdo da Absorcdo, Distribuicdo, metabolismo e toxicidade
(ADME/Tox)

Para o calculo dos descritores molecular, o ADME/Tox se fundamentou em
propriedades fisico-quimicas, tais como a lipofilicidade (log P), o peso molecular, a

area de superficie polar, e solubilidade em agua.

Em geral, todo o célculo é realizado por comparacdo com substancia
semelhante, seguindo a regra de Lipinski ou "regra dos cinco" e de lider-similar, onde
estabelece que uma molécula para ser um bom farmaco deve apresentar valores para
4 parametros multiplos de 5: log P maior ou igual a 5, Massa Molecular menor ou igual
a 500, aceptores de ligacao de Hidrogénio menor ou igual a 10 e doadores de ligacao

de hidrogénio menor ou igual a 5. (lipinski, 2004).

Nos estudos farmacocinéticos avalia-se a absor¢cdo em nivel do intestino
delgado (Human intestinal absorption = HIA) e intestino grosso (Caco-2 cell
permeability). Como o principal local de absorcao dos farmacos € o intestino delgado,
a taxa dessa absorc¢éo foi utilizada com referéncia principal para a classificagdo da

absorcéo oral dos analogos do Lapachol: HIA

0-20% baixa absorcéo

20-70%: moderada absorcéo

>70%: elevada absorcao (YEE, 1997).
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Ainda se avaliou a permeabilidade dos analogos do Lapachol em células do
intestino grosso (Caco-2), sendo classificada esta permeabilidade como: baixa < 4%;
moderada entre 2-70% e elevada > 70% (YAZDANIN et al. 1998).

Apds a absorgdo, a substancia pode se ligar a proteina plasmatica e ser
distribuida pelos érgaos e tecidos. No caso do SNC, a substancia precisa ter
lipossolubilidade suficiente para atravessar a barreira hematoencefalica. Entéo,
calculou-se a porcentagem da fracéo ligada a proteina plasmaética e relacionou esta
informacdo a probabilidade de ocorrer interagcdo farmacocinética (competicao pela
ligacdo a proteina plasmatica com outro farmaco que liga-se fortemente a albumina;
Quadro 3).

Quadro 3: Classificacdo da ligacdo do analogo do Lapachol a proteina
plasmética e probabilidade de interacdo medicamentosa.

% ligado a proteina Classifi Interacéo
plasmatica cacao medicamentosa
>
90 Forte Alta probabilidade
Modera Menor
<90 a fraca probabilidade

Fonte: Adaptado de YEE, 1997.

Muitas patologias acometem o SNC, tornando-se essencial que o farmaco
seja capaz de atravessar a barreira hematoenceféalica (BHE), dessa forma, pode ligar-
se aos receptores e produzir a resposta. Neste estudo avaliou-se esta distribuicao
pelo método in vivo sangue- penetracdo da barreira do cérebro (Concentracao
cerebral/Concentragdo sanguinea). Para a interpretacdo dos resultados obtidos

utilizou-se os seguintes critérios (AJAY, 1999):

>2.0: atravessa livremente a BHE
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2,0-0,1: atravessa de forma moderada a BHE

<0,1: atravessa de forma reduzida a BHE
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Em relagdo a avaliagdo do metabolismo considerou-se 0s seguintes

critérios:

eInibicdo das seguintes isoformas de CYP: CYP_2C19, CYP_2C9,
CYP_2D6, CYP_3A4.

eInducédo das seguintes isoformas de CYP: CYP_2C19, CYP_2C9,
CYP_2D6, CYP_3A4.

¢Cyp envolvida no metabolismo da substancia isoformas de CYP: CYP_2D6,
CYP_3A4.

Para a interpretacdo destes resultados considerou-se os seguintes critérios:
a)- Substancia que inibi 2 ou mais CYP, em especial CYP3A4 e CYP2C9, pode
interferir no metabolismo de um grande nimero, pode contribuir para elevacéo de

sua toxicidade

b)- Substancia que inibi apenas 1 CYP: pode ocorrer reducado do nimero

de farmacos que possuem interacdo farmacocinética com esta.

c)- N&o inibidora e ndo indutora de CYP: substancia ideal, pois né&o interfere
no metabolismo de outros farmacos.

Além da avaliacdo dos aspectos farmacocinéticos, avaliou-se os aspectos
toxicologicos (mutagenicidade e carinogenicidade). Na avaliacdo da mutagenicidade
utilizou-se o Teste de Ames, sendo usando varias estirpes da bactéria Salmonella
typhimurium (TA98, TA100 e TA1535) com mutagdes nos genes envolvidos na sintese
de histidina, a fim de que eles requeiram histidina para o crescimento. A variavel a ser
testado é a capacidade do agente mutagénico para provocar a reversdo para o
crescimento em meio isento de histidina (AMES, DURSTON, YAMASAKI, 1973). As
caracteristicas genéticas das bactérias utilizadas estdo representadas no Quadro 4.

Para interpretacdo dos resultados do teste Ames considerou: positivo quando

houve reversao da mutacdo em 1 ou mais bactéria; negativo quando nao foi observada
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reversao da mutacao nas bactérias. Quando houve falso +, isto €, ndo houve reversao
da mutacdo em nenhum clone da bactéria e mesmo assim o0 programa classificou

como mutagénico, este resultado néo foi considerado.

Quadro 4: Caracteristicas genéticas de Salmonella typhimurium utilizadas no teste de Ames.

TA1535 TA98 TA100

Mutacéo his hisG46 hisD3052 hisG46
Tipo de mutacéo SPB DQL SPB
Alvo da mutagéo GC GC GC
TER 20-35 25-75 75-225
Reparo uvrp Uvrp UvrB
Mutacao para

Biotina bio bio” bio”
Plasmidio - PKM101 PKM101

Legenda: his — mutacdo responsavel pela sintese da histidina; SPB — substituicdo de
pares de base; DQL — Deslocamento do quadro de leitura; bio™ - mutacdo para biotina negativo; TRE

— taxa de reversao expotanea (numero de colbnias; uvr3 — delecdo do gene uvr.

Fonte: Adaptado de MORTELSMANS e ZEIGER 2000.

Teoricamente, uma substancia mutagénica pode ser carcinogénica, entao
realizou-se a predicdo do potencial carcinogénico dos analogos do Lapachol em
roedores (Rodent Carcingogenicity). Este estudo prediz a carcinogenicidade a partir
dos dados de National Toxicology Program (NTP) e FDA (Food and Drug
Administration), que sao os resultados dos testes in vivo de carcinogenicidade de ratos

e camundongos por 2 anos. Os resultados sdo expressos em + (carcinogénico) e —
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(n&o carcinogénico). Os resultados da mutagenicidade e carcinogenicidade foram

relacionados e inferidos os possiveis mecanismos envolvidos:

eTeste de Ames + e Carcinogénese +: provavelmente a carcinogénese
esta relacionada aos danos ao DNA (MARON E AMES, 1983).

eTeste de Ames — e Carcinogénese +: outros mecanismos podem estar

envolvidos na carcinogenicidade, como por exemplos: 0S mecanismos
envolvidos citotoxicidade com regeneracdo acompanhada de aumento na sintese de
DNA, imunossupressores e promotores de expressao de oncogénese (AMES e
GOLD, 1991).

4.2.3. PREDICAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

A atividade biolégica dos analogos do Lapachol foi avaliada por similaridade
com mais de 250.000 substancias biologicamente ativas, incluindo farmacos e
compostos toxicos. Como critério de avaliacdo adotou-se o Pa (Probabilidade de
acontecer) de 0.7, ou seja, 70% (PreADMET, 2016).

4.2.3.1. Docagem molecular (Docking molecular)

4.2.3.1.1. Critérios utilizados para a selecdo do alvo farmacoldgico

eProteina presente no minimo no Género Leishmania (FAIRLAMB e
CERANI, 1992)

eEstar cristalografada (MOLFETTA et al. 2009)

eSeletividade para o parasito (MULLER et al. 2003)
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eEstar envolvido na prevencédo do estresse oxidativo do parasito
(FAIRLAMB, 2001)

Critérios relacionados ao programa: Busca em base de dados confiavel
(Protein Data Bank= PDB- Banco de dados de Proteinas); proteina com maior
qualidade de resolugao.

4.2.3.1.2. Docagem molecular

A Selecdo e a validacdo de um protocolo de Docagem molecular (critério de
selecdo RMSD foi de valor menor que 2,0A). Para validar o protocolo de docking,
usamos as coordenadas cristalograficas da TR disponiveis no PDB, através do codigo
selecionado 2JK6 de resolucéo 2.95 A, ou seja, o sitio de ligacdo do FAD. O protocolo
escolhido para fungéo score foi MolDock score [GRID] e algoritmo de busca MolDock
Optimizer a partir do raio da esfera de docking de 10 A e coordenadas (x= 26,29, y=
52,29 e z=-3,83) A, no dimero B. Esse protocolo revelou melhores valores de RMSD.
Depois que um protocolo de docking € escolhido, seleciona-se um banco de dados de
com os analogos. Os ligantes em mol.2 file (tipo de arquivo) para iniciam-se as
simulacdes de docking para cada ligante presente no banco de dados selecionado.
Durante as simulag@es, diversas orientacfes ou poses podem ser obtidas para cada
ligante. Assim, selecionamos 0s menores scores obtidos, ou seja, menor energia livre
(Formula da energia na equacao 1). O critério de selecdo escolhido foi Moldock Score.
A funcao escore utilizada pelo MOLDOCK melhora a precisao de fungcbes escores
com as ligagBes de hidrogénio e novos sistemas de carga. Avaliou-se também as
interacdes dos ligantes e dos residuos de amino&cidos da pelo MVD. Foi considerado
a distancia de 1,5 a 2,6A boas (BERG, TYMOCZKO, STRYER, 2014). O MVD foi
utilizado, pois ele possui varias vantagens como a identificagdo automaticamente de
cavidades ou sites ativos, usando seu algoritmo de deteccdo de cavidade o GRID
(KUSUMANINGRUM et al. 2014).

48



W AGY? = - RTln(Keq)

Equacédo 1: Formula da energia livre.
Legenda: AGo = Padrao Livre mudanga de energia; R = constante de gas Universal; Keq =

Equilibrio constante; AT = temperatura.

Quanto maior for o AG menos estavel é tal conformacao da molécula, ou seja,
sera exigido mais energia para estabiliza-la, com isso a ligacao no sitio se torna mais
dificil ou menos favoravel, e quanto menor for a energia mais estavel e espontanea é

esta conformacéo. Por isso, seleciona-se a molécula com menor energia livre.

4.2.4. CRITERIOS UTILIZADOS PARA A SELECAO DA MOLECULA PARA
SINTESE

Inicialmente avaliou-se os critérios da farmacocinética, sendo considerado
ideal:

- Absorcéo: ampla absor¢ao no intestino delgado

- Ligar de forma moderada a fraca as proteinas plasmaticas, em

especial a albumina.

- N&o ser inibidor ou indutor do metabolismo de outros farmacos.

Como nenhum andlogo do Lapachol cumpriu o critério 3 (ndo inibiu
metabolismo), buscou-se uma substancia com menor capacidade inibitoria (inibicdo

de somente uma enzima).

Apos a avaliacao dos aspectos farmacocinéticos, avaliou-se as caracteristicas
toxicologicas, sendo considerada a molécula ideal a que ndo causa mutacdo e nem
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carcinogénese. Nos estudos de docagem molecular foi considerado aquela molécula
que:

- Possui a conformag&o mais estavel, ou seja, que apresentar menor
energia.

- Se liga ao sitio catalitico presente no dominio de ligacéo do co-fator FAD
gue conta com residuos como Tr51, Serl4, Glil27, Asp327, Tr335, Lis60, lle 199,
Gli56 e Tr198 (BAIOCCO et al. 2009)

- E que se liga os residuos cataliticos que é Cis 52 e 57 (BAIOCCO et al.
2009).

4.2.5. SINTESE DO LAPACHOL

4.25.1. Obtencéo do Lapachol

A serragem da madeira do Ipé (1,859 g) foi adicionado a 10 L de uma solucéo
1% de NaHCOg3. A mistura foi deixada em repouso por 45 min., seguida de filtagem.

O pH da solugéo extrativa foi ajustado para pH 3 com solucdo de HCI 6M, e a solugéo
vermelha tornou-se amarela, havendo formacao de um precipitado amarelo. Apés a
filtracdo em papel filtro, o material retido no filtro foi levado ao dessecador para a
retirada da umidade (FERREIRA, 1996). Para a obtencéo do Lapachol, o residuo que
ficou no papel de filtro foi raspado e acondicionado em frascos. A partir desse material
utilizou-se o seguinte método: 5,540g do raspado do papel filtro foi fracionado em
coluna cromatografica (utilizando-se 125g silica gel MERK 70-230 mm, com altura de
38 cm e largura de 4 cm), utilizando-se diclorometano como fase moével. As fracdes
foram monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando como
eluente o sistema de solventes diclorometano:hexano(8:2). A fracdo F2 (2,0g) rica em
Lapachol foi fracionada novamente, utilizando agora apenas aproximadamente 2g de

fracdo F2. A fracdo com maior rendimento foi levada para analise. O Lapachol foi
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identificado pela analise de seus dados de Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio-1 e de Carbono-13, e comparacéo com a literatura (MOREIRA et al. 2006).

A determinacao estrutural do Lapachol da Fr3 foi realizada através do método

instrumental de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

(RMN da 1H) e Carbono 13 (RMN de 13C). Os espectros de RMN de 14 e de RMN
13¢ foram obtidos pelo aparelho Varian Unity Plus 300 utilizando solucéo de

cloroférmio deuterado (CDCI3) como solvente, utilizando tetrametilsilano (TMS) como

referéncia interna. Os valores dos deslocamentos quimicos foram aferidos em parte
por milhdo (ppm) em relacdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz
(H2).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos anteriores demonstraram que, em geral, a orientacdo alfa e beta
favorecem as atividades biologicas e citotoxicidade dos anélogos do Lapachol
(VECHIA, GNOATTO, GOSMANN, 2009), por isso inclui-se neste estudo, além do
lapachol (A; Figura 11), a a-lapachona (B; Figura 11) e B-lapachona (C; Figura 11). A
presenca de OH favorece a formacao da ligacdo de hidrogénio, dessa forma pode
contribuir para ligacdo farmaco-receptor (TARANTO et al. 2012), entdo acredita-se
gue as moléculas que possuem maior nimero de hidroxilas (OH) serdo mais ativas
gue o Lapachol: 2-Hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (E; Figura 11);
3,4-diidroxi-2-(3metilbut-2-en-1-il)naftalen-1(4H)-ona (H; Figura 11); 2,4-diidroxi-3-(3-
metilbut2-en-1-il)naftalen-1(4H)-ona  (I; Figura 11); 3-(3-metilbut-2-en-1-il)-
1,4dihidronaftalene-1,2,4-triol (J; Figura 11); 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftalen1(4H)-
ona (M; Figura 11); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (N; Figura 11); 3,4-
diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O; Figura 11); 2,4-diidroxi-3-(2-
hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P; Figura 11).

Outra alteracao estrutural que contribui para atividades biolégicas é a adicao
de halogénio, geralmente esta ligacdo se da entre um halogénio e o oxigénio, criando
um efeito eletrostatico (AUFFIRGER et al. 2004). Dessa forma, inclui-se neste as
moléculas: 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona (G; Figura 11); 3-(2-
chloro-3-metilbutil)-2,4diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S; Figura 12); 3-(2-cloro-3-
metilbutil)-1,4dihidronaftaleno-1,2,4-triol (T; Figura 12).

Em um estudo, Ferreira e colaboradores (2010) demonstraram que uma
molécula com &cido apresentava boa atividade leishmanicida, entdo adicionou-se ao
estudo as moléculas acido (3-Hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftalenil) (F; Figura 11);
acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) (Q; Figura 12); acido (1,3-diidroxi-4-
oxo-1,4-diidronaftalen-2-il; R; Figura 12).

Apesar da retirada do grupo hidroxila poder causar uma diminuicdo da
atividade biolégica, um fato que pode tornar a sintese desses analogos atrativa é a
reducdo na toxicidade (VIANNA et al. 2011). Afim de, sintetizar analogos menos
toxicos decidiu-se incluir a molécula 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona (L; Figura
11).
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Figura 11: Estrutura quimica das moléculas utilizadas no estudo de docagem.

Legenda: (A)Lapachol; a-lapachona (B); B-lapachona (C); 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (D); 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metil-butil)-1,4-
naftoquinona (E); acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno) (F); 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona (G); 3,4-diidroxi-2-(3-
metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (H); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)naftalen-1(4H)-one (I); 3-(30metilbut-2-en-1-il)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-
triol (J); 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona(L); 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona(M); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona
(N); 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(3H)-ona (O); 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P).
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Figura 12: Estrutura quimica das moléculas utilizadas no estudo de docagem.
Legenda: (Q) acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il); (R) acido acético (1,3-

diidroxi-4-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il); (S) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-
ona; (T) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol.

5.2. Estudos de predicdo dos aspectos farmacocinéticos, farmacodinamicos
e toxicolégicos

O primeiro parametro avaliado foi o aspecto farmacocinético. O Lapachol
apresenta as seguintes caracteristicas farmacocinéticas: alta absor¢éo intestinal
(95,50%), baixa absorcdo pelas células Caco2 (21,35%), alta afinidade pelas
proteinas plasmaticas (98,28%), atravessa de forma moderada a barreira
hematoenceféalica, sofre metabolismo de fase 1 pela CYP3A4, e provavelmente inibi
varias CYP (2C9, 2C19 e 3A4; Tabela 3). Todos os analogos sédo bem absorvidos pelo
intestino com absorc¢éo entre 79,745% a 99,036%, podendo ser administrados por via
oral. As vantagens de administrar farmacos por essa via € ha a diminuicdo do
incomodo, jA que € menos dolorida para o paciente do que a intramuscular e
intravenosa, porém os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose séo
administrados por via intravenosa e intramuscular e, por isso, devem ser utilizados
apenas em ambiente hospitalar, 0 que aumenta o tempo de permanéncia destes

pacientes e assim elevam-se 0s custos hospitalares (MONZONOTE, 2009).
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A infeccdo do SNC pelos parasitos do género Leishmania é raro e ocorre em
pacientes imunocomprometidos (ALBRECHT et al. 1996), como 0s pacientes com
SIDA (Sindrome da Imuno Deficiéncia adquirida), por isso, a distribuicdo de farmacos
torna-se importante para o tratamento desses casos. As analises dessa propriedade
farmacocinética demostraram um analogo com baixa distribuicdo e analogos com
moderada ou elevada distribuigédo para o SNC.

O aumento da distribuicio no SNC aparentemente esta relacionado com a
presenca das carbonilas nos carbonos C1 e C4 e da cadeia lateral de alceno ou
alacanos, como pode-se visualizar comparando o Lapachol que possui moderada
distribuicdo com os analogos 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-naftalen-1(4H)-ona (H)
e 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (M) que possuem elevada
distribuicdo. Entretanto, algumas alterac6es diminuem a distribuicdo para este sistema
como a presenca de grupo carboxilico, hidratacdo e o numero de carbonilas, entre
outras.

A entrada de grupo carboxilico tornou a distribuicdo baixa da molécula (3-Hidroxi-
1,4-dioxo-1,4-dihidro-2-naftalenil) acido acético em comparacédo com o Lapachol que
possui moderada distribuicdo. A hidratacéo e a halogenacao do alceno parece reduzir
a distribuicdo no SNC, e pode-se visualizar isto comparando-se a moderada
distribuicdo da molécula 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P)
com a distribuicdo elevada da molécula 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona
(N) ou da destruicio moderada da molécula 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-
diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S) e a elevada distribuicdo da molécula 2,4-diidroxi-3-(3-
metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (1).

Todas as alteracdes que possivelmente provocam diminuigdo da destruicdo no
SNC parecem ser compensadas ou revertidas pelo numero de reducdo das
carbonilas, por exemplo, a molécula acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-dihidronaftalen-2-il)
(R) que apresenta 4cido carboxilico melhorou a sua distribuicdo em comparagéo com
a acido (3-Hidroxi-1,4-dioxo-1,4-dihidro-2naftalenil) (Q) reduzindo uma das carbonilas
e a molécula 3-(2cloro-3-metilbutil)-1,4-dihidronaftaleno-1,2,4-triol (T) mesmo com um
halogénio chegou a uma distribuicdo elevada reduzindo todas as suas carbonilas.

Muitas vezes, os farmacos séo utilizados de forma associada podendo ocorrer
interacdes medicamentosas, sendo a mais frequente a farmacocinética (MARCOLIN

et al. 2004; ALMEIDA, GAMA, AKAMINE, 2007). Em relagdo a farmacocinética,
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alteracdes no metabolismo (inducdo ou inibicdo de CYP) sdo responsaveis pela
maioria das intera¢des. Quando se avalia quimicamente a cimetidina, inibidor de CYP-
450, percebe-se que ela possui 4 grupos aceptores de hidrogénio, os quais sao
passiveis de fazer ligacGes de hidrogénio com os residuos protonados da enzima, ela
também apresenta 3 grupos doadores de H. Na molécula do Lapachol estao presentes
dois grupos de carbonilas que sao aceptores de hidrogénio e na cadeia lateral uma
dupla ligacdo que se comporta como um doador de elétrons. Neste estudo observou-
se que a reducao da carbonila e a hidratacdo da cadeia lateral diminuiu a inibicdo das
CYPs, como pode-se verificar comparando o Lapachol e a molécula 3,4-diidroxi-2-(3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (M).

Os mecanismos envolvidos na inibicdo do CYP s&o: inibicdo reversivel ou
competitiva, inibicdo nao-competitiva e inibicao irreversivel. Entre estas, a inibicdo
reversivel €, provavelmente, 0 mecanismo mais comum resulta da competicdo pelo
sitio ativo da enzima. Por outro lado, agentes que atuam durante a ligagdo do oxigénio
ou em etapas subsequentes levam a inibicbes nao-competitivas ou inibicdes
irreversiveis (HALPERT, 1995). Muitos dos inibidores reversiveis potentes do CYP
sao substancias que contém o nitrogénio, ligam-se ao ferro do grupo prostético heme
e/ou também a regido lipofilica da proteina no CYP. As substancias que se ligam
simultaneamente a estas duas regifes sao inibidores mais potentes. A poténcia de
um inibidor pode ser determinada por seu carater lipofilico e pela forca de ligacao entre
o par de elétrons do nitrogénio e o ferro (LIN e LU, 1994). Por mais que as moléculas
deste estudo ndo tenham nitrogénio em sua estrutura & maioria delas apresenta uma
cadeia lateral mais lipofilica, o que pode estar contribuindo para a inibicdo das CYPs,
como pode ser o caso das moléculas estudadas. Bai e colaboradores (2014)
investigando o metabolismo do Lapachol em ratos sugeriram que as principais regides
reativas sdo a cadeia lateral e as carbonilas do C1 e C4, além do anel aromética
guando fala-se de metabolismo de fase Il.

No caso especifico, o Lapachol pode inibir o metabolismo de diferentes classes de
farmacos, e isto pode ocasionar alteracdo da concentracdo plasmatica deste farmaco
e elevacéao do risco de efeitos toxicos (SIMONS 2004; CRIADO et al. 2010;). Visando
verificar se a orientacdo orto e para interfere nesta inibicdo da CYP avaliou-se a a e
B- lapachonas. Estas mudancas nao interferiram na inibicdo da CYP, no entanto

favoreceram a passagem pela barreira hematoenceféafica (Tabela 3).
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Outra tentativa para minimizar esta inibicdo da CYP ocasionada pelo Lapachol foi
a adicdo de OH ou reducédo da carbonila gerando as moléculas 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-
3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (E); 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona
(H); [6] 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)ona (1); 3-(3-metilbut-2-enil)-1,4-
dihidronaftaleno-1,2,4-triol (J); 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (M); 2,4-
diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (N); 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O); 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-
ona (P). Mas estas mudancas estruturais ndo alteraram totalmente o efeito inibitorio
sobre a CYP totalmente, porém pode-se verificar uma reducdo no numero de inibicdo
de CYPs quando a dupla ligacdo da cadeira lateral é hidratada e com reducédo de uma
carbonila (Tabela 3).

A fim de verificar se apenas a retirada da dupla ligacdo da cadeia lateral tem papel
fundamental na inibicdo das CYPs, essa dupla ligacdo foi hidrogenada, porém a
alteracdo nao demonstrou ter nenhum efeito na diminui¢ao da inibicdo, como pode-se
verificar analisando a molécula 2-hidroxi3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (D; Tabela 3).
A presenca de halogénio nas moléculas 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-
1,4-diona (G); 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S); 3-(2-cloro-3-
metilbutil)-1,4dihidronaftaleno-1,2,4-triol (T) também n&o resultou em melhorias nesse
parametro, bem como a presenca de carboxila (COOH) na cadeia lateral, como pode-
se averiguar avaliando as moléculas acido (3-Hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftalenil)
(F); acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) (Q); acido (1,3diidroxi-4-oxo-1,4-
diidronaftalen-2-il) (R; Tabela 3). Com base nesses dados, o niumero de inibi¢cdo das
CYPs parece diminuir com a redugdo da carbonila, concomitantemente com a
hidratacdo da cadeira lateral quando comparamos o Lapachol e a molécula 3,4-
diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O).

Outra interagcdo medicamentosa do tipo farmacocinética que pode ocorrer entre as
naftoquinonas e outros farmacos é a competicéo pela ligacédo a proteina plasmatica
(albumina). De modo semelhante a atovacona (naftoquinona utilizada para o
tratamento da maléaria), muitos analogos do Lapachol ligam-se, provavelmente,
fortemente a proteina plasmatica (Tabela 3). Quando associado a outro farmaco que
também se ligue fortemente a albumina pode ocorrer competicdo, gerando uma
alteracdo da relacdo fracdo livre e fragdo ligado. Neste caso, ndo haver3,

provavelmente, aumento do metabolismo da fracdo livre, visto as enzimas hepaticas
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estarem inibidas. O aumento da fracdo livre pode propiciar a elevacdo em sua
distribuic&o para tecidos e 6rgéos, talvez, aumento da toxicidade.

Vale ressaltar que sempre existe um equilibrio entre a % do farmaco ligado a
proteina plasmatica e a fracéo livre, este equilibrio pode ser estabelecido com a quase
totalidade do farmaco ligado (99,9 ligado e 0,1 livre), mais ndo 100% ligado e 0% livre.
Logo, acredita-se que o 100% de 2-hidroxi-3-(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (D) e de
2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona (L) deve estar relacionado as limitacdes do
programa.

Visando reduzir o risco deste tipo de interacdo medicamentosa foram realizadas
alteragcOes estruturais no Lapachol, sendo obtidas moléculas que se ligam, de forma
moderada, a albumina (50 a 89%). Estas moléculas apresentam as seguintes
alteracdes estruturais:

¢ Adicao de grupamento acido: acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno)
(F); &cido (1,3-diidroxi-1-oxo0-1,4-diidronaftalen-2-il) (Q); acido (1,3-diidroxi-4-
oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) (R).

e A presenca de hidroxila na cadeia lateral e nos carbonos C1 e C4: 2,4-diidroxi-
3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona  (P); 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O); 3-(3-metilbut-2-en-1-il)-1,4diidronaftaleno-
1,2,4-triol  (J), 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen1(4H)-ona (H), 2,4-
diidroxi-2-(3-metilbut-2-en-1-il)naftalen-1(4H)-ona ().

Dentre as proteinas plasmaticas a Albumina é considerada a principal, essa
proteina apresenta grande afinidade com moléculas &cidas (KRAGH-HANSEN,
CHUANG, OTAGIRI, 2002), indo de encontro com os resultados obtidos que mostra
diminuicdo da porcentagem de ligagdo. Porém uma justificativa para tal fato pode estar
relacionado com o fato de que a Albumina tem a capacidade para se ligar a muitos
produtos farmacéuticos hidrofobos (HE E CARTER, 1992) e em todas as moléculas,
mesmo aquelas com grupo acido (com excecdo da acido (3-Hidroxi-1,4-dioxo-1,4-
diidro-2-naftalenil; F), houve a reducéo de pelo menos uma carbonila e adigédo de OH
e Cl na cadeia lateral. Outra explicacdo seria a diminuicdo de ligacdo em outra
proteina plasmatica.

Alguns estudos avaliaram o mecanismo envolvido na atividade antitumoral da
B-lapachona e menandiona. A B-lapachona néo induz fragmentacao do DNA mediada
pela topoisomerase. A menandiona e a 3 lapachona induzem quebra do DNA mediada
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pela Topoisomerase Il. Ambas as quinonas formam adutos com mercaptoetanol, e (3-
lapachona foi 10 vezes mais reativa que a menandiona. H4 uma correlacao entre as
taxas de o aduto e o efeito sobre a topoisomerase (FRYDMAN et al. 1997).

A atividade tripanocida da B-lapachona foi estudada extensivamente, sendo
relacionado este efeito relacionado a producéo de espécies reativas de oxigénio que
danificavam o DNA do parasito (DOCAMPO et al. 1979; BOVERIS et al. 1978; CRUZ,
DOCAMPO, SOUZA, 1978; FRYDMAN et al. 1997). Do mesmo modo, a atividade
antibacteriana e citotoxicidade tém sido associadas a formacéo de espécies reativas
de oxigénio (DOCAMPO et al. 1979; CRUZ, DOCAMPO, BOREVIS,1978). Estas
informacdes sugerem que talvez o Lapachol e seus analogos possam ser genotéxicos
e mutagénicos. Estudos preditivos demonstraram que derivados do Lapachol
geravam estresse oxidativo: a-Lapachona, B-lapachona e alil-B-lapachona
(TONHOLO et al. 1998; SAUDE-GUIMARAES e FARIA, 2007; HILLARD et al. 2008).
Em virtude disso, foram avaliados os resultados obtidos na predicdo de
mutagenicidade (Tabela 3).

59



Tabela 3: Propriedades farmacocinéticas do Lapachol e seus analogos.

Substancias Absorcéo % Distribuicéo Metabolismo
HIA Caco2 %PP SNC* CYP

Inibe CYP2C9

Inibe CYP2C19
(A) Lapachol 95,50 21,35 98,28 M Inibe CYP3A4

Substrato da CYP3A4

Inibe CYP2C9

(B) a-lapachona 97,94 44,09 89,62 E Inibe CYP3A4
Substrato da CYP3A4

Inibe CYP2C9

Inibe CYP2C19

Inibe CYP3A4
Substrato da CYP3A4

(C) PB-lapachona 97,94 39,58 98,28 E

Inibe CYP2C9

" U . o
(D) 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona 95,29 21,41 100% M Inibe CYP2C19

Inibe CYP2C9

Inibe CYP2C19

Inibe CYP3A4
Substrato da CYP3A4

(E) 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona 92,91 20,20 99,36 M

Inibe CYP2C9

(F) Acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno) 89,82 0,39 79,65 B Substrato fraco da CYP3A4

Inibe CYP2C9

Inibe CYP2C19

Inibe CYP3A4
Substrato da CYP3A4

(G) 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona 95,68 20,47 98,95 M

21,07 85,52 E Inibe CYP2C9

(H) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona 92,07 Substrato fraco da CYP3A4

92,05 21,07 87,95% E Inibe CYP2C9
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(I) 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona

Substrato fraco da CYP3A4

Inibe CYP2C9

(J) 3-(30metilbut-2-enil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol 87,86 20,93 80,61% E Inibe CYP2C19
Substrato da CYP3A4
Inibe CYP2C9
(L) 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona 29,27 100% E Inibe CYP2C19
Substrato da CYP3A4
(M) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftglen-1(4H)-ona 91,71 21,10 95,66% E Inibe CYP2C9
(N) 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona 91,68 21,10 97,54% E Inibe CYP2C9
(O) 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona 86,46 20,19 87,84% M Inibe CYP2C9
(P) 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona 86,43 20,19 86,43% M Inibe CYP2C9
(Q) Acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) 79,75 0,39 66,85% M Inibe CYP2C9
(R) Acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) 79,74 0,38 65,64% M Inibe CYP2C9
__ .. . Inibe CYP2C9
S) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona .
(S) 3 ) (4H) 88,80 18,67 63,14% M Inibe CYP2C19
Substrato da CYP3A4
Inibe CYP2C9
(T) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftgleno-1,2,4-triol 89,70 20,02 81,88 E Inibe CYP2C19

Substrato da CYP3A4

Legenda: Absorcéo intestinal humana HIA; Absor¢céo avaliada em células CACO; SNC* — E: atravessa a barreira hematoencenfélica de forma elevada >2; M:
moderadamente 0,3-2; B:n&o atravessa de forma significativa a barreira hematoencefélica< 0,3
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O teste Ames utiliza varias estirpes da bactéria Salmonella typhimurium com
mutacdes nos genes envolvidos na sintese de histidina. Estas estirpes sdo mutantes
auxotroficos, isto é, que necessitam de histidina para o crescimento. O método testa
a capacidade de uma substancia reverter a mutacdo, de modo que as células podem
crescer em meio isento de histidina. As cepas utilizadas detectam qualquer desvio de
enquadramento (estirpes TA-1537 e TA-1538) mutagbes (estirpe TA-1531). Alguns
compostos revertem apenas uma ou duas estirpes (BRUCE e AMES, 1973), como por
exemplos o proprio Lapachol e os analogos 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona
(D); 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (E); acido (3-hidroxi-1,4-
dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno; F); 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona
(G); 3,4-diidroxi-2-(3metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (H); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-
2-enil)naftalen-1(4H)-ona (1); 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona (L); 3,4-diidroxi-
2(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (M); 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-
metilbutil)naftalen1(4H)-ona (P) e acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il; Q).
Com isso, observa-se que a adicdo de acido carboxilico, a permanéncia da carbonila
do C1 e a dupla ligacéo da cadeia lateral (Quadro 5).

A a-lapachona e B-lapachona, nos estudos preditivos, reverteram a mutacéo
em 3 linhagens de S. typhimurium, enquanto que 3-(3-metilbut-2-enl-il)-1,4-
diidronaftaleno-1,2,4-triol (J); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)ona (N); 3,4-
diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O), 3-(2-cloro-3metilbutil)-2,4-
diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S) e 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4diidronaftaleno-1,2,4-triol
(T) ndo reverteram as mutacdes. Estas Ultimas moléculas possuem mudancas
estruturais tais como presenca de OH no C4 e OH ou CI na cadeia lateral, o que
pareceu desfavorecer a atividade mutagénica, segundo alguns autores a
mutagenicidade esta relacionada, entre outros fatores, com a presenca de
heterociclicos e grupos mais eletronegativos (KELLER-SEITZ et al. 2004; APTULA e
ROBERTS, 2006), justificando a maior mutagenicidade da a-lapachona e B-lapachona
(Quadro 5).

Os compostos 3-(3-metilbut-2-enil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol (J);
2,4diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (S); 3,4-diidroxi-3-(3-
metilbutil)naftalen1(4H)-ona (N); 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-
ona (O); 3-(2-cloro-3metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S) e 3-(2-cloro-3-

metilbutil)-1,4diidronaftaleno-1,2,4-triol (T) ndo reverteram as mutacdes, porém foram
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classificados como mutagénicos (Quadro 5). Esta divergéncia de resultado pode estar
relacionada a limitagbes analiticas do programa utilizado neste estudo (PreADMET).
O teste de mutagénese é considerado um ensaio de triagem para prever o
potencial carcinogénico das substancias; mas eles apenas avaliam as substancias
que produzem cancer por mecanismos genotoxicos (MARON e AMES, 1983). Existe
substancia que produz cancer por mecanismo ndo genotoxico, sendo 0s mecanismos
envolvidos citotoxicidade com regeneracdo acompanhada de aumento na sintese de
DNA, imunossupressores e promotores de expressdo de oncogénese (AMES e
GOLD, 1991). Estas substancias apresentam os testes de mutagénese negativos.
No presente estudo, observou-se que a maioria das substancias
carcinogénicas, provavelmente, se deve a eventos genotoxicos (Quadro 5). Este fato
pode estar relacionado ao estresse oxidativo ocasionado pelas moleculas a-
lapachona; B-lapachona; 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (D); 2-hidroxi-3-(2-
hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (E); é&cido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4diidro-2-
naftaleno); 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3- hidroxinaftaleno 1,4-diona (S); 3,4-diidroxi-2-(3-
metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (H); 2,4-diidroxi-3(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-
ona (I); 3-(3-metilbut-2-enil)-1,4diidronaftaleno-1,2,4-triol  (J); 2-(3-metilbut-2-
enil)naftaleno-1,4-diona (L); 2,4diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona
(P); &cido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4diidronaftalen-2-il; Q); acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-
diidronaftalen-2-il; R). As substancias envolvidas no estresse oxidativo aumentam as
ROS que danificam o DNA, gerando assim a genotoxicidade (KUMAGAI et al. 1997).
Os compostos 3-(3-metilbut-2-enil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol (J) e 2,4-
diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P) ndo reverteram a mutacao das
bacterias, porém foram carcinogénicos. Estes resultados sugerem que estas
substancias podem produz cancer por mecanismo ndo genotbéxico, sendo o0s
mecanismos envolvidos citotoxicidade com regeneracdo acompanhada de aumento
na sintese de DNA, imunossupressores ou como promotores de expressdo de
oncogénese. A 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (I) possui reducao
da cabonila da posicao 4, enquanto que 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-
1(4H)-ona (P) possui além da reducéo dessa carbonila tem a adicdo de OH na cadeia

lateral.
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Kirkland e Marzin (2003) avaliaram a genotoxicidade de uma naftoquinona, a
2-Hydroxy-1,4-naftoquinona (HNQ), segundo os autores esta substancia foi nao-
mutagénico nos testes bacterianos (teste de Ames) ou ensaios de mamiferos (V79
HPRT), porém houve evidéncia de hematotoxicidade em hamster, com aumento da
incidéncia de microtubulo na medula as 72 h em concentragédo de 110 e 250 mg/kg.
Em 2004 os mesmos autores confirmaram que a HNQ n&o possui caracteristica de
agente genotéxico (MARZIN e KIRKLAND, 2004). Esses estudos evidenciam que
algumas naftoquinonas podem produzir efeito citotOxico por mecanismos nao
genotdxicos, porém nao se sabe ao certo o mecanismo dessa citotoxicidade. Apesar
das caracteristicas toxicologicas serem semelhantes a HNQ e as moléculas 3-(3-
metilbut-2-enil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol J) e 2,4-diidroxi-3(2-hidroxi-3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P) ndo possuem caracteristicas estruturais
extremamente semelhantes, pois a HNQ n&o possui cadeia lateral como pode-se ver
na Figura 13. Por tanto, mais estudos devem ser realizados, afim de elucidar os

mecanismos citotoxicos de algumas naftoquinonas.

>0

O
Figura 13: Estrutura da 2-Hydroxy-1,4-naftoquinona (HNQ).
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Quadro 5: Predicdo da mutagenicidade e carcinogenicidade do Lapachol e analogos.

Mutagenicididade: teste de Ames

Carcinogenicidade

Compostos Tleg)Lol' TA,&XO' TA1535-10RLI TA15A35—N Resultados Cam”:dong Rato

(A) Lapachol + + - - Mut + -
(B) a-lapachona + + + - Mut + -
(C) B-lapachona + + + - Mut + +
(D) 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona + + - - Mut + -
(E) 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona + - - - Mut + -
(F) Acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno) + - - + Mut - +
(G) 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona + - - - Mut + -
(H) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona + + - - Mut + -
() 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona - + - - Mut + +
(i) 3-(3-metilbut-2-enil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol - - - - Mut + -
(L) 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona + + - - Mut + -
(M) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftglen-1(4H)-ona + - - - Mut -

(N) 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona - - - - Mut - -
(O) 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona - - - - Mut - -
(P) 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona - - - - Mut - +
(Q) Acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) acido acetico - - - Mut - +
(R) Acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il)acido acetico - - - + Mut - +
(S)3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona - - - - Mut - -
(T) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftgleno-1,2,4-triol - Mut - -

Legenda: Mut (Mutagénico), -:Negativo, +: Positivo, Bactéria com TA1535 (LIeNA) e TA100 (1ORLI e NA): mutac¢é@o no aminoacido His G-46 no caso TA100

possui um plasmideo pKM101
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5.3. Predicao de atividades biolégicas

As expectativas iniciais na predicdo de atividade bioloégicas eram que
alteracdes na estrutura do Lapachol como, por exemplo, a adicdo de halogénio e a
conversédo para forma orto fosse contribuir para atividade leishmanicida. No entanto,
todas as alteracOes realizadas retiraram esta atividade do Lapachol (Quadro 6).
Quando se compara os resultados aos dados de estudos de avaliacdo de atividade
leishmanicida fica clara a limitacdo do PreADMET para triar moléculas com potencial
na Leishmanicida. Fatos que sustentam essa ideia sdo os estudos com B-lapachona
que demonstram que esse analogo do Lapachol, em conversao orto, possui alta
atividade leishmanicida (LIMA et al. 2004), o que contraria o resultado do PreADMET.
Em sintese, quando o objetivo for avaliar as possiveis moléculas com atividade sobre
a Leishmania recomenda-se utilizar outro programa ou realizar estudos de docking,
pois no caso deste Ultimo ha a avaliacdo da interacdo da molécula com o alvo, ao
contrario do PreADMET que relaciona a estrutura quimica da molécula com
substéancias biologicamente ativas ja conhecidas do seu banco de dados (MOLFETTA
et al. 2009; PREADMET, 2016).

A atividade antitumoral do Lapachol e seus analogos tém sido extensivamente
relatada na literatura (LI, WANG e PARDEE, 1995; FRYDMAN et al. 1997; OLIVEIRA
et al. 2002). No entanto, sabe-se que a B-lapachona, negativa para esta atividade
neste estudo (Quadro 6), € a mais promissora como antitumoral. A atividade sobre a
topoisomerase, inducéo de apoptose e dano em consequéncia do estresse oxidativo
tem sido relacionado a atividade antitumoral da B-lapachona (FRYDMAN et al. 1997;
KATOH et al. 2014), demonstrando, mais uma vez, a fragilidade do programa na

predicéo de atividades biologicas.
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Quadro 6: Predicédo de atividade biologicas do Lapachol e seus analogos.

Substancias Leishmanicida Antitumoral Tonico Antiseborréico Outros
cardiovascular

(A) Lapachol + + + + Coagulante;
Hemostético

(B) a-lapachona - - - + -

(C) B-lapachona - - - + Anti-isquémico cerebral

(D) 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona - - - + transtorno fobico

(E) 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona - - - + -

(F) Acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno) - - - + transtorno fobico

(G) 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona - - - + -

(H) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona - + - - Carminativo

() 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona - + + + Tonico respiratorio;
Carminativo

(J) 3-(30metilbut-2-en-1-il)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol - + + - Carminativo

(L) 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona - + + - Coagulante

(M) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftglen-1(4H)-ona - + - + -

(N) 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona - - - + transtorno fébico

(O) 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)- - + - + -

ona

(P) 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)- - - - + -

oha

(Q) Acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) - + - + -

(R) Acido (1,3-diidroxi-4-ox0-1,4-diidronaftalen-2-il) - - - + Alopecia

(S) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona - - - + -

(T) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftqleno-1,2,4-triol - - - + -
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As seguintes alteracdes estruturais realizadas no Lapachol para as moléculas
2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (D); 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-
naftoquinona (E); acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno) (F); 2-(2-cloro-3-
metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona (G); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-
ona (N); 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen1(4H)-ona (P); &cido (1,3-diidroxi-
4-o0x0-1,4-diidronaftalen-2-il);  3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona
(S) e  3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4diidronaftaleno-1,2,4-triol  (T)  contribuiram
negativamente para a atividade antitumoral. Krishnam e Bastow (2000) associam a
inibicdo da Topoisomerase | e Il a piranonaftoquinonas, demonstrando a importancia
do grupo pirano e de sua posicdo para a inibicdo dessas proteinas, por consequéncia
os analogos estudados ndo o possuem, o que comprometer a ligacdo destes com a
Topoisomerase | ou Il.

Os seguintes analogos do Lapachol, nos estudos preditivos, mostraram
atividade antitumoral: 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (H); 2,4-
diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (; 3-(3-metilbut-2-enil)1,4-
diidronaftaleno-1,2,4-triol (J); 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona (L); 3,4-diidroxi-
2-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (M) e acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-
il; Q). As caracteristicas que parecem forecer essa atividade € a sao as presencas da
cabonila no C4 e a da dupla na cadeia lateral. A atividade tonico vascular ndo tem sido
relacionada na literatura com as naftoquinonas, no PreADMET as moléculas 2,4-
diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona M); 3-(3-metilbut-2-enil)-1,4-
diidronaftaleno-1,2,4-triol (J); 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona (L) e o Lapachol
foram relacionadas para tal atividade (Quadro 6).

A atividade tdnico cardiovascular pode estar relacionada com a bomba de Na+/
K+-ATPase que participam do processo de processo de hiperpolarizacdo de células
excitaveis, como por exemplo do musculo cardiaco (HAUPTMAN, 1999). De acordo
com Laursen e colaboradores (2014) OH e grupo lipofilico na posicdo beta sdo
importantes nas interacdes de esteroides cardiotbnicos como a digoxina com este
alvo.

A principal atividade biologica atribuida as naftoquinonas foi antiseborréica, e
as seguintes moléculas mostraram-se ativas: Lapachol; a-lapachona; p-lapachona; 2-
hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (D); 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-
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naftoquinona (E); &cido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno; F); 2-(2-cloro-3-
metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona (G); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-
1(4H)-ona (I); 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftglen-1(4H)-ona (M); 2,4-diidroxi-3-(3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (N); 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-
ona (0O); 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P); acido (3,4-
diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il; Q); acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-diidronaftalen-2-
il; R); 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S) e 3-(2-cloro-3-
metilbutil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol (T; Quadro 7). Essa atividade esta associada
a agentes antiproliferativos, antiinflamatérios, corticoteroides e antifungicos, podendo
esse caso ser associado a alteracdes hormonais ou ao sistema imunitario, pois ha
grande incidéncia em pacientes com HIV (MICHELIM et al. 2004), porém alguns
agentes antiseborréicos ndo possuem mecanismos de acdo definidos (GUPTA e
BLUHM, 2004; NALDI e REBORA, 2009; SCHWARTZ, 2006). Sabe-se que o
Lapachol possui grande atividade fungicida (ANTUNES et al. 2006), possivelmente os
seus analogos também, com isso talvez essa atividade esteja atribuida a essa
caracteristica.

A vitamina K é lipossoluvel e pode ser encontrada em trés formas: filoquinona
(K1, predominante), diidrofiloquinona (dK), menaquinona (K2) e menadiona (K3). A
vitamina K atua como co-fator para a carboxilacdo de residuos do &cido glutamico
formando o acido gama carboxiglutdmico, aminoacido presente nos fatores de
coagulacéo (fatores Il, VII, IX e X; DORES, PAIVA, CAMPANA, 2001; ELDER et al.
2006, KLACK e CARVALHO, 2006). Quando se compara essa quinonas- vitamina K,
Lapachol e 2-(3-metilbut-2-enl-il)naftaleno-1,4-diona observa-se que todas possuem
duas carbonilas na posicao para e uma cadeia lateral de alcenos.

Outra atividade atribuidas a estas nafotquinona [2-hidroxi-3-(3-metilbutil)1,4-
naftoquinona (D); acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno; F); 2,4-diidroxi-3-
(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (N)] é para o tratamento do Transtorno fobico. Dessas
0 acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno; F) possui uma baixa distribuicao
para o SNC e isso dificultaria a chegada ao local de acéo, ja a 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-
1,4-naftoquinona (D) e a 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (N) possuem
moderada e alta distribuicdo no SNC, respectivamente. No tratamento do Transtorno

fébico sdo utilizados, frequentemente, os inibidores da monoaminooxidase (IMAO;
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Fenelzina, Tranilcipromina, Selegilina, etc.). Os IMAOs aumentam a concentragéo de
neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e dopamina na fenda sinaptica,
ja que essa enzima, esta, envolvida no metabolismo desses neurotransmissores, com
isso se tem o efeito antidepressivo (LIVINGSTON e LIVINGSTON, 1996). Cerqueira e
colaboradres (2011) avaliaram o potencial de umas naftoquinonas (Menadione ou
Vitamina K3 da 2,3,6-trimethyl-1,4-naftoquinona ou TMN e da 1,4-naftoquinona, que
sao estruturalmente semelhantes ao Lapachol, e propuseram que estas naftoquinonas
inibiam a MAO. Os analogos estudados que apresentaram a atividade de tratamento
de transtorno fébico possuem, assim como, a menadione, uma cadeia lateral de
alcanos em um sistema de ressonancia, com excec¢éo do acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-
1,4-diidro-2-naftaleno; F).

Substancias carminativas possuem atividade anti-gases, geralmente atuam
diminuindo a tensdo superficial dos fluidos digestivos, rompendo ou dificultando a
formacao de bolhas gasosas que retém os gases e que provocam flatuléncia e dores
abdominais. O estudo preditivo apresentou as moléculas 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-
enil)naftalen-1(4H)-ona (H); 2,4-diidroxi-3(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (I); 3-
(3-metilbut-2-enil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol (J) como carminativas. Sabe-se que
moléculas que diminuem a tensdo superficial geralmente possuem uma regido
hidrofébica e outra hidrofilica (CAMEOTRA e MAKKAR, 1998), o que pode justificar
essa atividade para as moléculas citadas.

Visando avaliar se estes andlogos do lapachol possuem potencial
leishmanicida realizou-se o docking. A primeira etapa deste estudo foi a selecédo do
alvo, tendo encontrada a limitacdo de poucas proteinas de Leishmania ter sido
cristalografada até o presente. Os principais alvos cristalografados encontrados para
0 género foram: Arginase, Dihydroorotate dehydrogenase, Tryparedoxin peroxidase,
UDP-glucose pyrophosphorylase, Trypanothione reductase, Malate dehydrogenase,
Pyruvate kinase, Topoisomerase | e Glucose-6-phosphate isomerase. Destes, ha
indicios que as naftoquinonas inibam a Topoisomerase e desencadeiam o estresse
oxidativo (JOCKERS-SCHERUBL; SCHIRMER e KRAUTH-SIEGEL, 1989)

A Topoisomerase | apesar de aparentar ser um bom alvo para design de novos
farmacos leishmanicida tem como problematica: a inespecificidade, uma vez que essa

enzima também ¢ encontrada em células humanas (MULLER et al. 2003). Em
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contrapartida, a Tripanotiona reductase, maior responsavel pela regulacdo do
estresse oxidativo em parasitos da Tripanossomideos nao esta presente em células
humanas (FAIRLAMB e CERANI, 1992). Tripanotiona redutase € um homodimero
(Cadeias A e B) com trés dominio estrutural ou seja, dominio de ligacdo FAD, NADPH
e tripanotiona. A Tripanotiona redutase (TR) € uma flavoproteina dissulfeto redutase
que FAD-dependente de NADPH encontrada somente em parasitas da familia
Trypanosoma, sua funcéo é controlar a concentracéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) nesses parasitas, pois estes sao desprovidos glutationa redutase (GR) que é
encontrada nos seres humanos (FAIRLAMB e CERANI, 1992; MULLER et al. 2003).
A TR é importante na reduc¢éo da tripanotiona dissulfeto [T(S)2], forma oxidada, em
tripanotina ditiol [T(SH)2], forma reduzida, pois catalisa esse processo,
consequentemente desencadeia uma cascata de eventos que ao final neutralizam
ROS (FAIRLAMB e CERANI, 1992).

Conforme dito anteriormente, a tripanotiona redutase liga-se ao FAD, sendo
que o grupo catalitico da enzima pode realizar duas ligagdes importantes com o FAD:
ligacdo de hidrogénio ligacéo hidrogénio com as cisteinas 52 e 57. Além disso, outras
ligacdes hidrogénio importantes séo: tirosina 51, serina 14, glicina 127, asparagina 35,
glicina 15, aspartato 327, tirosina 335, lisina 60, Isoleucina 199, glicina 56, tirosina
199. A Figura 14 encontra a cristalografia do FAD ligado a enzima. Devido as varias
ligacbes FAD e proteina este complexo apresenta alta estabilidade (energia de
ligacdo=-248,31 KJ/mol).

Figura 14: Ligacéo do FAD a tripanotiona redutase com os residuos Ala 46; Ala 46; Ser 14; Ser 14; Arg
290; Lis 60; Lis 60; Tr 335; Tr 335; Tr 51; Tr 51; Met 333; Met 333; Asp 327; Asp 327; Asp
327; Asp 35; Asp 35; Cis 52; Thy 198.
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Acredita-se que este pode ser um alvo potencial devido a ligagdo de uma
substancia no sitio catalitico ou na regido de ligagdo do FAD possa ocasionar
impedimento para a ligacdo do FAD (antagonismo competitivo). Dessa forma pode
ocorrer uma elevacdo na concentracdo de espécies reativas de oxigénio como o
peroxido. Esta elevacdo pode ocasionar dano no DNA do parasito e sua morte
(FAIRLAMB, 2001; EVANS, DIZDAROGLU, COOKE, 2004). Um derivado de
naftoquinona, 0 2,3-bis[3-(2-amidinohydrazono)-butil]l,4-naftoquinona
dihydrochloride, demostrou inibir a TR com IC= 1 uM, enquanto que a droga controle
(Nifurtimox) a IC50=200 pM, o mesmo n&o aconteceu frente a GR, indicando que tal
naftoquinona é mais seletiva (JOCKERS-SCHERUBL; SCHIRMER e KRAUTH-
SIEGEL, 1989). Infelizmente, este alvo tem sido pouco explorado para a busca de

novos farmacos leishmanicida.

Embora o Lapachol e os seu analogos a e 3-lapachona tenham sido estudados
como possiveis inibidores da TR em um estudo de docking, utilizando o programa
AutoDocking, demonstrando que estes compostos possuem boa interacéo
(MOLFETTA et al. 2009), uma limitacdo para esse estudo foi ndo ter sido descrito
nenhum estudo de docking utilizando o MVD. Enté&o, adotou-se como controle positivo
(substancia de referéncia) a Quinacrase mustard que € uma mustard nitrogenada
derivada de mepacrina, na qual € uma substancia inibidora da TR (BONSE et al.
1999). Foi cristalografada junto a enzima TR de Trypanosoma cruzi para demostrar a
sua interacdo e reafirmar sua inibicdo (SARAVANAMUTHU et al. 2004). Esta
substancia forma um complexo com a enzima (energia da ligacdo= -149,664 KJ/mol),
sendo estabelecida 2 ligacdes de hidrogénio Tr 335 e Lis 60, estas distancias da
ligagdo (A) ligagdes estdo acima da faixa considerada ideal (BERG, TYMOCZKO,
STRYER, 2014).

A energia livre (AG) € um método de medi¢cao do trabalho maximo realizado
durante um processo e acompanha a maioria dos processos reacionais. Analisando a
energia livre pode-se predizer se uma reagdo € espontanea caso a temperatura e a
pressao sejam constantes. Para que um processo ocorra espontaneamente AG® deve
ser negativa. Logo, a ligacéo do Lapachol e seus analogos ocorrem espontaneamente

(AG negativo). Sendo que ao se comparar a quinacrase mustard e as naftoquinonas,

72



nenhuma naftoquinona ligou-se a enzima de forma mais estavel que o controle

positivo. Mais alguns fatos interessantes merecem ser destacados:

1. Algumas naftoquinonas se ligam a um residuo de aminoacido presente no
sitio catalitico, possuindo uma energia de ligagdo proximas (103 a 110
KJ/mol) e distancia de ligacdo fora da faixa ideal (1,5 a 2,6; BERG,
TYMOCZKO, STRYER, 2014): 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-
1(4H)-ona (I; energia da ligacdo= -103,769 KJ/mol); 3,4-diidroxi-2-(2-
hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O; energia da ligacdo= 109,235
kJ/mol); acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il; Q; energia de
ligacdo= -107,631 KJ/mol); 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-
1(4H)-ona (S; energia de ligagcado=-109,577 KJ/mol; Quadro 7; Quadro 8).

2. Muitas moléculas podem se ligar ao residuo de tirosina 51 (1 ou 2 ligacdes):
Lapachol (energia da ligagdo= -109,643 KJ/mol); a-lapachona (energia da
ligacdo= -100,507 KJ/mol); B-lapachona (energia da ligacdo= -94,343
KJ/mol); 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona (D; energia da ligacédo= -
102,216 KJ/mol); 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4naftoquinona (E;
energia da ligagdo=-105,161 KJ/mol); 4cido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-
2-naftaleno; F; energia da ligacdo= 100,777 KJ/mol); 2-(2-cloro-3-
metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona (G; energia da ligacdo= -107,494
KJ/mol); 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona (H; energia da
ligagdo= -108,248 KJ/mol); 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-
ona (I; energia da ligacdo= -103,769 KJ/mol); 3-(3-metilbut-2-enil)-1,4-
diidronaftaleno-1,2,4-triol (J; energia da ligacdo=-103,51 KJ/mol); 2-(3-
metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona (L; energia da ligagao=-108,01 KJ/mol);
2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (N; energia da ligacdo= -
115,635 KJ/mol); 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona
(O; energia da ligacdo= 109,235 KJ/mol); 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P; energia da ligagcdo= -114,082 KJ/mol);
acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il; R; energia da ligacao= -
98,269 KJ/mol) e 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol (T;
energia da ligacao=-114,314 KJ/mol; Quadro 7; Quadro 8)
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3. Outra ligagdo observada foi com residuo de serina 14: 2-hidroxi-3(3-
metilbutil)-1,4-naftoquinona (D; energia da ligacdo=-102,216 KJ/mol); 3,4-
diidroxi-2-(3-metilbutil)naftglen-1(4H)-ona (M; energia da ligacdo=-101,281
KJ/mol); 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (P;
energia da ligacdo-114,082 KJ/mol; Tabela Quadro 7; Quadro 8).

ModificagBes estruturais ndo alteraram, de forma significativa, a distancia das
ligagbes. As energias de ligagBes oscilaram entre -98 a 115 KJ/mol.O numero de
interacdo oscilou de 3 a 7 ligacdes. Também foram observadas ligacées em alguns
residuos de forma mais frequente, no entanto, acredita-se que o0s blogueios nos
residuos de cisteina 52 e 57 sejam mais significativas. Baseado neste estudo, as
substancia mais promissoras, provavelmente s&o: 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O; energia da ligacdo= 109,235 KJ/mol) e 3-(2-cloro-3-
metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S; energia de ligacdo= -109,577 KJ/mol;
Quadro 7; Quadro 8).

O redocking do Substrato NAD apresentou energia de interacdo (Figura 16) e
RMSD (Figura 15) de -248,31 e 1,844 A, respectivamente. Baixos valores de RMSD
(Root-mean-square deviation) indicam que as estruturas sdo esteroquimicamentes
semelhantes, ou seja, demonstram que com a metodologia empregada alcanca-se a
sobreposicdo das estruturas que € importante para obtencdo da posicéo inicial
cristalografada. Por isso, o ideal sdo valores de RMSD (menores que 2,0 A, o que
demostra uma boa reprodutibilidade deste estudo, visto que o RMSD foi menor que
este valor (FRIESNER et al. 2004).

Figura 15: Redocking do FAD com obtengdo de RMSD de 1,844A, apresentando boa sobreposicao.
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Quadro 7: Avaliacdo da energia e da distancia das ligagGes das naftoquinonas analogos do Lapachol.

Energia de 3
Composto interagé@o Residuos de ligagdo Distancia da ligagéo A
(KJ/mol)
Ala 46; Ala 46 3,223; 2,948
Ser 14; Ser 14 2,694; 2,782
Arg 290 3,051
Lis 60; Lis 60 3,03; 2,962
Tr 335; Tr 335 3,521; 3,282
FAD -248,31 Tr51; Tr51 2,839; 2,965
Met 333; Met 333 3,124; 2,785
Asp 327; Asp 327; Asp 327 2,917; 2,926; 2,773
Asp 35; Asp 35 3,099; 2,442
Cis 52 2,888
Thy 198 2,969
QUM- Quinacrase mustard -149,664 Tr 335; Lis 60 3,467; 2,981
Gli 15; Ala 159 2,744; 2,653
(A) Lapachol -109,643 Tr51; Tr51 3,512; 2,974
Tr51; Tr51 3,222; 2,927
(B) a-lapachona -100,507 Gli 16 3472
Tr51;Tr51 3,193; 2,820
(C) b-lapachona -94,343 Gli 16 3.264
(D) 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona -102,216 Asp 327; Ser 162; Ser 14 2,983, 3,031, 3,137
Tr 51 2,577
. . . . N . Tr51; Tr51 2,534; 3,207
(E) 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona -105,161 Ala 159 2.460
) Ala 159; Gli 15 2,465; 2,607
(F) Acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno) -100,777 Tr51; Tr51 2,630; 3,401
Glil3 3,562
. . . . . Tr51 2,671
(G) 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona -107,494 Ala 159: Gli 15; Asp 272 2.367: 2.866: 2,671
, . . . Tr 51 3,038
(H) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona -108,248 Tr 335; Asp 327; Asp 327; Asp 327 3.297: 3.515: 3,472; 2,932
Ser 14; Ser 14; Tr 335 3,218; 3,063,096
. . . . Tr 51 2,123
(I) 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona -103,769 Asp 327 3.045
Cis 57 2,794




Leu 334 3,105
. . . Tr 335; Leu 334 3,143; 3,066
&JiZ)I 3-(30metilbut-2-en-1-il)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4- 110351 Tr51: Tr 51 3181 3.226
Asp 327; Gli 15 2,508; 2,895
. . . Tr51; Tr 51 3,093; 2,825
(L) 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona -108,01 Gli 15 2.895
. . . . Ser 14; Ser 14; Ser 14 2,77, 3,089; 2,731
(M) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftqlen-1(4H)-ona -101,281 Tr 335: Ser 162 2613: 3.069
. . I Tr 51 3,094
(N) 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona -115,635 Gli 15: Ala 159 3.001: 2,42
Cis 52 3,236
, . . . e Tr 335 3,27
E)On?a 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)- -109,235 Asp 327; Asp 327; Asp 327 3.534: 3.35: 3,115
Tr51; Tr51 3,236; 3,530
Asp 327 2,350
Tr51 3,28
Ala 159 3,037
(P) 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)- 114082 Ser 14; Ser 14 3,039; 3,138
ona ' Arg 287 3,34
Ser 162; Ser 162; Ser 162 3,126; 2,986; 3,123
Gli 15; Tr 335 3,032; 3,28
) Ser 14 2,93
(Q) Acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) -107,631 Cis 52 2,704
Gli 326; Gli 161; Ala 159 3,097; 3,255; 3,015
Ser 162 3,034
. .. . . . Tr 160; Tr 160 3,212; 3,56
(R) Acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) -98,269 Trs1 2776
Ala 159; Gli 15; Arg 287 2,54; 3,266; 3,156
. . " . Ser 14 3,022
E)Sn)a 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)- -109,577 Asp 327; Asp 327 3.066: 3,296
Cis 52 2,768
_— . . Tr 51 2,659
(T) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol -114,314 Gli 15: Ala 159 2.892: 2,862

Legenda: Distancia da ligacéo ideal< 2,0 A
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No campo de modelagem molecular, o docking (ancoragem) € um método que
permite prever a orientagdo preferida de uma molécula ligada ao receptor formando
um complexo estavel (LENGAUER e RAREY, 1996). O conhecimento dessa
orientacdo € importante para avaliar a resisténcia ou afinidade dessa associacdo. As
demais ligacdes sao avaliadas utilizando alguma funcéo de pontuacéo, sendo que a
pose indica a probabilidade de que a postura represente uma interagdo de ligagao
favoravel. A maioria das funcdes de pontuacdo sdo campos de mecanica molecular
em que estimam a energia da pose dentro do sitio de ligacdo. No Quadro 8 estédo as
poses de menor energia, isto €, a forma mais favoravel da ligagdo naftoquinona e

proteina. O grupamento farmacoférico me parece que € o c=0 ou c-oh e cadeia lateral.
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Quadro 8: Ligacao do Lapachol e seus analogos a tripanotiona redutase, apresentando as ligagdes com os residuos que interagiram.

Composto Figura Observacéao

I Quinacrase mustard Tr 335; Lis 60

{/ﬂ' e
V ¢ X
I (A) Lapachol “"'fh(‘"{f‘*j) Gli 15; Ala 159; Tr 51; Tr 51

i (B) a-lapachona g~ L Tr51; Tr51; Gli 16
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\Y,

(C) B-lapachona

Tr51;Tr51; Gli 16

(D) 2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona

Asp 327; Ser 162; Ser 14; Tr
51

(E) 2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-

naftoquinona

Tr 51; Tr 51; Ala 159
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VI

(F) Acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-

naftaleno)

Ala 159; Gli 15
Tr51; Tr 51; Gli13

(G) 2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-
1,4-diona

Tr 51; Ala 159; Gli 15; Asp 272

(H) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-
1(4H)-ona

Tr 51; Tr 335; Asp 327; Asp
327; Asp 327
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Xl

Xl

X1

() 2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-
1(4H)-ona

Ser 14; Ser 14; Tr 335; Tr 51;
Asp 327; Cis 57; Leu 334

(J) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-en-1-il)naftalen-
1(4H)-ona

Tr 335; Leu 334; Tr 51; Tr 51;
Asp 327; Gli 15

(L) 2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona

Tr 51; Tr 51; GIi 15

(M) 3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftqlen-1(4H)-

one

Ser 14; Ser 14; Ser 14; Tr 335;
Ser 162
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XV

XV

XVI

XVII

(N) 2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-

ona

Tr 51; Gli 15; Ala 159

(O) 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-
metilbutil)naftalen-1(4H)-ona

Cis 52; Tr 335; Asp 327; Asp
327; Asp 327; Tr 51; Tr 51;
Asp 327

(P) 2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-

metilbutil)naftalen-1(4H)-one

Tr 51; Ala 159; Ser 14; Ser 14;
Arg 287; Ser 162; Ser 162; Ser
162; Gli 15; Tr 335

(Q) Acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-

diidronaftalen-2-il)

Ser 14; Cis 52; Gli 326; Gli
161; Ala 159
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(R) Acido (1,3-diidroxi-4-oxo0-1,4-

Ser 162; Tr 160; Tr 160; Tr 51

XV
diidronaftalen-2-il) Ala 159; Gli 15; Arg 287
(S) 3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-
XIX 1(4H)-ona Ser 14; Asp 327; Asp 327; Cis
52
(T)3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftgleno-
XX 1,2,4-triol Tr 51; Gli 15; Ala 159

83



5.4. Selecado dos analogos para sintese

Ap6s a andlise de todos estes parametros teoricos (farmacocinética,
mutagenicidade, carcinogenicidade, predicdo de atividade e docking) observa-se que
varios parametros nao foram alterados para a maioria dos compostos. Conforme dito
anteriormente, todas as moléculas inibem o CYP (metabolismo), podendo ocorrer
interacdo medicamentosa do tipo farmacocinética. O Lapachol inibe trés classes de
CYP, alteracdes estruturais levaram a obtencdo de compostos que inibem somente
uma classe de CYP cuja principal caracteristica quimica destes compostos € a
reducdo de pelo menos uma das carbonilas e a hidrogenacdo da cadeia lateral
(Quadro 9). O Lapachol apresentou potencial mutagénico e carcinogénico. As
alteracdes estruturais como a reducdo das carbonilas e a hidrogenacdo ou
halogenacdo da cadeia lateral levaram a obtencdo de compostos que parecem nhao
ser mutagénico e carcinogénico (2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (N),
3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona (O), 3-(2-cloro-3-metilbutil)-
2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona (S) e 3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftgleno-1,2,4-
triol (T); Quadro 9). O candidato a farmaco ideal precisa ser bem absorvido no
tratogastrintestinal, ndo ligar fortemente a proteina plasmatica, ndo interferir no
metabolismo de outros farmacos e de preferéncia nédo induza/ iniba a CYP 3A4 e
CYP2C9. Estas enzimas estdo envolvidas no metabolismo da maioria dos farmacos
disponiveis. As altera¢cfes estruturais apenas reduziram o numero de enzimas inibidas
(Quadro 9). Outros critérios importantes sao nao ser mutagénico (Teste Ames -) e
carcinogénico. Por ultimo, ligar ao sitio receptor de forma espontanea (AG negativo),
sendo que o analogo mais promissor o 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-
1(4H)-ona (O).
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Quadro 9: Associacéo de informacgdes sobre ao Lapachol e seus analogos.

Farmacocinética Docking

Compostos LPP Inib(i:gsg de Mutagen Carcino Leish Energia Distancia Pose
Lapachol Sim 3 + + + -109,643 4 >ideal -
a-lapachona N&o 2 + + - -100,507 3 >ideal -
B-lapachona Sim 3 + + - -94,343 3 >ideal -
2-hidroxi-3(3-metilbutil)-1,4-naftoquinona Sim 2 + + - -102,216 4 >ideal -
2-hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)-1,4-naftoquinona Sim 3 + + - -105,161 3 >ideal -
Acido (3-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-diidro-2-naftaleno) N&o 1 + + - -100,777 5 >ideal -
2-(2-cloro-3-metilbutil)-3-hidroxinaftaleno-1,4-diona Sim 3 + + - -107,494 4 >ideal -
3,4-diidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona Nao 1 + + - -108,248 5 >ideal -
2,4-diidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftalen-1(4H)-ona Nao 1 + + - -103,769 7 >ideal Cis 57
3-(30metilbut-2-en-1-il)-1,4-diidronaftaleno-1,2,4-triol Nao 2 - + - -103,51 6 >ideal -
2-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,4-diona Sim 2 + + - -108,01 3 >ideal -
3,4-diidroxi-2-(3-metilbutil)naftglen-1(4H)-ona Sim 1 + - - -101,281 5 >ideal -
2,4-diidroxi-3-(3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona Sim 1 - - - -115,635 3 >ideal -
3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona Néao 1 - - - -109,235 8 >ideal Cis 52
2,4-diidroxi-3-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-ona N&o 1 - +¥* - -114,082 10 >ideal -
Acido (3,4-diidroxi-1-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) N&o 1 + + - -107,631 5 >ideal -
Acido (1,3-diidroxi-4-oxo-1,4-diidronaftalen-2-il) N&o 1 + + - -98,269 7 >ideal -
3-(2-cloro-3-metilbutil)-2,4-diidroxinaftalen-1(4H)-ona N&o 2 - - - -109,577 4 >ideal Cis 52
3-(2-cloro-3-metilbutil)-1,4-diidronaftgleno-1,2 ,4-triol N&o 2 - - - -114,314 3 >ideal -

Legenda: LPP- ligagdo elevada a proteina plasmatica> 90%; Inibicdo de CYP: nimero de isoformas inibidas; Mutagen= mutagenicidade; Carcino=

carcinogenicidade; leish= Leishmanicida: distancia: € a distancia da ligagdo em A, sendo exposto o nimero de ligacdo e considerado < 2,0A a ideal

** apenas em rato

85



5.5. Planejamento da sintese

5.5.1. OBTENCAO DO LAPACHOL

O Lapachol foi obtido a partir da extracdo de serragens da madeira adquirida
em uma serraria de Belém-PA. O rendimento do extrato foi de 0,88% (16,348(Q), e
esse baixo rendimento possivelmente foi devido ao uso de solugédo de NaHCO3 (pKa=
6.37), em vez de solucdo de Na2CO3 (pKa=10,32); outros autores conseguiram um
rendimento maior utilizando o Na2CO3 (FERREIRA, 1996). Posteriormente, fez se
uma coluna cromatogréafica com 5,540g para a obtencéo das fracdes. Os rendimentos
das fracdes podem ser observados no Figura 16A que conta apenas com aquelas
fracOes que a corrida na placa CCD é semelhante ao Lapachol (Figura 16B), sendo
que a fracéo 2 foi a que apresentou maior rendimento com 63,18% e possuia bandas

semelhante ao Lapachol utilizado (Figura 16C).

Fragoes peso (g) rendimento (%)
0,303 5,469
3,500 63,176
0,195 3,516
0,080 1,444
0,003 0,054
0,120 2,166
0,003 0,054
0,062 1,119
0,008 0,0144
0,020 0,361
0,011 0,198
0,011 0,198
0,003 0,054

Figura 16: (A) Rendimento das fracGes obtidas a partir das serragens de Tabebuia spp.; (B) placas de
cromatografia em camada delgada (CCD) das fragcbes de 1 a 13; (C) placa de CCD com as
amostras de B-lapachona [B], Lapachol [L] e fracdes 1 e 2.

Apoés a analise dos rendimentos e dos cromatogramas decidiu-se fazer um

novo fracionamento da Fracdo 2 para obter-se um produto mais puro. Nesse novo
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fracionamento utilizou-se 2,2g da Fracdo 2 e foram coletadas nove fracbes. A Fr3
apresentou maior pureza e rendimento e, portanto, foi utilizada para as analises de
RMN (Tabela 4).

Tabela 4: Rendimentos das Fragdes obtidas a partir do fracionamento da Fracdo 2 (coluna
cromatogréfica, solvente dicloro metano)

Fracbes Peso Rendimento
(8) (%)

Frl 0 0
Fr2 0,09 3,5
Fr3 1,2 46,79
Fr4 0,029 1,12
Fr5 0,1 3,89
Fré 0 0
Fr7 1,03 40,07
Fr8 0 0
Fr9 0 0

5.5.1.1. Identificacdo do Lapachol

O Lapachol foi obtido como um sélido amarelo cristalino e seu espectro de RMN
de 'H em CDCIls, Figura 17, apresenta dois sinais simpletos em &1 1,67 (s; 3H) e dn

1,78 (s; 3H) referentes aos hidrogénios dos grupos metilas CHs3-14 e CHs-15,
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respectivamente; um sinal duplo tripleto em &4 3,31 (dt; 2H; J=7,5 Hz e J=0,9 Hz)
devido aos hidrogénios H-11; um sinal multipleto em &n 5,20 (m; 1H) referente ao
hidrogénio olefinico H-12; um sinal simpleto em &u 7,35 (s; 1H) devido ao hidrogénio
da hidroxila ligada a carbono sp?; um sinal tripleto de dupleto em &+ 7,66 (td; J=7,5 Hz
e J=1,8 Hz; 1H) devido ao hidrogénio aromético H-7; um sinal tripleto de dupleto em
On 7,74 (td; J=7,5 Hz e J=1,5 Hz; 1H) devido ao hidrogénio aromatico H-6; um sinal
duplo duplo dupleto de dupleto em &+ 8,05 (dddd; J=7,5 Hz; J=1,8 Hz e J=0,6 Hz; 1H)
devido ao hidrogénio aromatico H-8 e um sinal duplo duplo dupleto de dupleto em &+
8,11 (dddd; J=7,5 Hz; J=1,8 Hz e J=0,6 Hz; 1H) devido ao hidrogénio aromatico H-5.
A Figura 18 apresenta a expanséo de sinais do espectro de RMN de *H.

O Lapachol possui 15 atomos de carbono (FIGURA 19), porém seu espectro
de RMN de *3C (em CDCIz) apresenta apenas 14 sinais, porque o sinal em &c 132,84
€ devido aos carbonos C-7 e C-10. Os sinais em &c 17,87; 6c 22,59 e dc 25,73 séo
devidos, respectivamente, aos carbonos C-15, C-11 e C-14; os sinais em dc 119,62;
Oc 126,02; &c 126,73; dc 132,84 e dc 134,82 sao devidos, respectivamente, aos
carbonos hidrogenados (CH) C-12, C-5, C-8, C-7 e C-6; os sinais em &c 123,44; dc
129,41; 8¢ 132,84; 6¢c 133,82 e 6c 152,67 sdo devidos, respectivamente, aos carbonos
nao hidrogenados C-3, C-9, C-10, C-13 e C-2; e os sinais em dc 181,67 e dc 184,54
sao devidos, respectivamente, ao carbonos carbonilicos C-4 e C-1. A Figura 20 mostra
a expansdo de sinais do 13C. O espectro de DEPT do Lapachol (figura 21), confirma
a presenca de cinco carbonos CH, um carbono CHz e dois carbonos de grupo metila.
Os dados espectrométricos do Lapachol estdo de acordo com os dados da literatura
(Quadro 10 e 11; MOREIRA, 2006).
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Quadro 10: Espectros de RMN 1H da fragcdo Fr3 em comparacdo com a literatura.

Compostos
H Fr3 8¢ Lapachol (MOREIRA et al. 2006)
Oc

5 8,11 dd 8,1dd

6 7,741 7,7t

7 7,66 td 7,7t

8 8,05 dd 8,1 dd

11 3,31 dt 3,20 d

12 5,20 m 5,20 t

14 1,67s 1,65s

15 1,78 s 1,75s
OH-2 7,35s 7,20's
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Quadro 11: Espectros de RMN 13C da fracdo Fr3 em comparacdo com a literatura

Compostos
BC Fr3 8¢ Lapachol (MOREIRA et al. 2006)
Oc
1 184,54 184,5
2 152,67 152,7
3 123,44 123,5
4 181,67 181,7
5 126,02; 126,0
6 134,82 134,8
7 132,84 132,8
8 126,73 126,7
9 129,41 129,4
10 132,84 132,9
11 22,59 22,6
12 119,62 119,6
13 133,82 133,8
14 25,73 25,7
15 17,87 17,8
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6. CONCLUSAO

As mudancgas estruturais propostas que partem da molécula do Lapachol, em
geral, melhoram as caracteristicas farmacocinéticas in silico em comparacdo com o
Lapachol. Os analogos propostos sdo bem absorvidos pelo intestino. Algumas
mudancas estruturais aumentam a distribuicdo para o SNC como OH nos carbonos
C1 e/ou C4, bem como a presenca de uma cadeia lateral lipofilica. Apesar das
mudancas estruturais e melhora dos outros parametros farmacocinéticos, os analogos
ainda inibem a CYP, porém apresentam um pequeno progresso em relacdo a isto,
pois alguns analogos inibem apenas um ou duas CYPs.

A toxicidade da maioria dos analogos do Lapachol, ndo apresentaram
mudancas favoraveis. Entretanto, alguns analogos n&o mostraram serem
mutagénicos ou carcinogénicos em teste in silico. Talvez este resultado possa estar
relacionado com a auséncia da carbonila, substituida pela OH, assim como a presenca
da OH na cadeia lateral.

Em relacdo a atividade bioldgica, as substancias estudadas podem apresentar
um ou mais atividades biolégicas. Porém, nenhum dos analogos apresentou atividade
Leishmanicida, mesmo os que possuem atividade contra promastigotas e amastigotas
de Leishmania, como a a-lapachona e [-lapachona. Portanto, esse programa
utilizando pode néo ser o mais adequado para estudos de predicdo de atividade
Leishmanicida.

Basicamente, todas as mudancas estruturais propostas aumentaram a
interacdo dos analogos com a proteina alvo. Embora a energia de interacdo seja
menor, quando comparados com o inibidor padrdo, os analogos apresentaram boa
energia.

Na avaliagdo segundo os critério pré-estabelecidos o analogo
selecionado mais promissor foi 0 3,4-diidroxi-2-(2-hidroxi-3-metilbutil)naftalen-1(4H)-
ona (O), pois apresentou boas propriedades farmacocinéticas, toxicologicas e boa
interacdo com a proteina alvo. Porém, sugere-se que estudos futuros sejam
realizados, a fim de comprovar os dados dos estudos in silico e sintetizar tal analogo

para avaliar sua atividade frente a parasitos de L. amazonensi.
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