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RESUMO

BUSCA DE PRODUTOS NATURAIS COMO INIBIDORES ESPECIFICOS DE
ENZIMAS

Este trabalho descreve a busca de metabdlitos secundarios bioativos
de plantas, com o intuito de serem avaliados contra as enzimas: gGAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal) do Trypanosoma cruzi e as
catepsinas lisossomais K, V, L e S. A descricdo deste trabalho esta dividida em

duas partes.

Parte I: Estudo do 6leo das cascas da castanha de Anacardium occidentale
(Anacardiaceae) - A doenga de Chagas, uma infec¢do parasitaria causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, € um importante problema de saude
publica que afeta milhdes de pessoas na América Latina. Com base no papel
essencial no ciclo de vida de T. cruzi, a enzima gGAPDH tem sido considerada um
alvo atraente para o desenvolvimento de novos agentes tripanocidas. Do extrato
diclorometanico das cascas da castanha de A. occidentale obtiveram-se compostos
fendlicos que foram avaliados frente a enzima gGAPDH e as formas tripomastigotas
de T. cruzi. A substdncia mais promissora foi o acido 2-pentadecenil-6-
hidroxibenzdico (AC 1), com valores de ICso de 28 yM na enzima gGAPDH e 66,7
pMg/mL nas formas tripomastigostas. Além disso, foi determinado que AC1 & um
inibidor do tipo nao-competitivo para a enzima gGAPDH em relagdo tanto ao
substrato G-3-P (K; = 2 uM ) quanto ao cofator NAD" (K; = 4 uM).

Parte Il: Estudo de produtos naturais e derivados sintéticos buscando
inibidores de cisteino peptidases lisossomais - Depois de completado o genoma
humano, onze cisteino peptidases lisossomais foram identificadas. Essas enzimas
tém a funcdo primaria de degradar proteinas, de forma nao seletiva, dentro do
lisossomo e sdo encontradas em varios 6rgéos e tecidos. A catepsina K esta
associada ao processo de reabsorcao ossea, catepsina L ao cancer de pele e as
catepsinas V e S ao sistema imune. Neste trabalho, foram selecionadas quatro
enzimas (catepsinas K, V, L e S) como alvos moleculares para a identificacdo de

novos inibidores. Foi realizada a caracterizagao cinética dos inibidores mais potentes
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frente a catepsina V, através da poténcia bioldgica (ICsp), mecanismo de acao e
constante Ki. A substancia mais promissora foi o alcaldide acridénico citibrasina
(107), com valor de ICs5p de 1,2 pM e K; de 0,24 pM. Além disso, foi determinado que
citibrasina € um inibidor do tipo competitivo para a catepsina V em relacido ao
substrato ZFRMCA. Adicionalmente foi realizado o estudo de modelagem molecular
para os alcaldides acriddnicos que apresentaram inibigcdo significativa frente a
catepsina V.
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ABSTRACT

SEARCH OF NATURAL PRODUCTS AS SPECIFIC INHIBITORS OF ENZYMES

The present work describes the search of bioactive secondary
metabolites isolated from plants, against enzymes: gGAPDH (glyceraldehydes-3-
phosphate dehydrogenase from Trypanosoma cruzi and lysosomal cathepsins K, V,

L and S. This work is divided in two parts:

Part I: Study of the oil from the nut shells of Anacardium occidentale
(Anacardiaceae) - Chagas’ disease, a parasitic infection caused by the flagellate
protozoan Trypanosoma cruzi, is a major public health problem affecting millions of
individuals in Latin America. On the basis of the essential role in the life cycle of T.
cruzi, the enzyme gGAPDH has been considered an attractive target for the
development of novel antitrypanosomatid agents. From the dicloromethane extract of
A. occidentale were isolated phenolic compounds which were investigated on their
inhibition activity against gGAPDH and trypomastigote forms of T. cruzi. The most
promising compound was the 6-n-pentadecylsalicylic acid (AC1) with 1Csy values of
28 uM against gGAPDH and 66.7 pg/mL against trypomastigote forms. In addition, a
detailed mechanistic characterization of the effects of AC1 on the T. cruzi gGAPDH-
catalyzed reaction showed clear noncompetitive inhibition with respect to both
substrate G-3-P and cofactor NAD".

Part Il: Study of natural products and synthetic derivatives searching for
inhibitors of lysosomal cysteine peptidases - After completing the human
genome, eleven lysosomal cysteine peptidases were identified. Those enzymes are
involved in general protein degradation. The lysosomal cysteine peptidases are
found in various tissues and those are found in many organs. Cathepsin K is
associated to bone resorption, cathepsin L to skin cancer, at last cathepsins V and S
are associated to the immune system. In this work, four enzymes (cathepsins K, V, L
and S) were selected as a molecular target for the identification of new inhibitors.
Some potent inhibitors of cathepsin V were found, and a study including kinetic
characterization of the most potent inhibitors, including potency (ICsp), mechanism of

action and constant K; was carried out. The most promising compound is the
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acridone alkaloid citbrasine (107), with values of ICsy of 1.2 yM and K; of 0.24 uM.
Moreover, it was determined that citbrasine is a competitive inhibitor against
cathepsin V in relation to the substrate ZFRMCA. Additionally, it was carried out the
study of molecular modeling for acridone alkaloids that showed significant inhibition

of cathepsin V.
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PARTE I

Estudo do Oleo das Cascas da Castanha de
Anacardium occidentale L.
(Anacardiaceae)

Nessa parte do trabalho foi feito uma descricdo sucinta dos
aspectos mais relevantes da espécie Anacardium occidentale
(Anacardiaceae) e uma breve revisédo da literatura sobre a Doenga de
Chagas, onde sé&o discutidos dados epidemiologicos, tratamento,
formas de prevencao e os impactos sociais. Atencio especial é dada a
via glicolitica do parasita onde se destaca o papel da enzima
glicossomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) como
alvo biolégico na busca de protétipos para o desenvolvimento de novos
farmacos. Posteriormente sdo descritas as metodologias para o estudo
dos extratos vegetais, isolamento e identificagdo dos compostos,
modificagdes estruturais, assim como a avaliagao biolégica nas formas
tripomastigostas de T. cruzi e na enzima gGAPDH. Para os inibidores
mais promissores desta enzima foi determinado a poténcia (ICs),

mecanismo de inibigdo e a constante de afinidade (Ki).
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PARTE I. Estudo do Oleo das Cascas da Castanha de Anacardium occidentale

L. (Anacardiaceae).

1 -INTRODUGAO

Os avangos da quimica e da biologia, bem como a melhor
compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos e farmacolégicos, tornaram possivel
o planejamento de importantes inovagdes terapéuticas. Durante séculos as plantas
representaram para o Homem a unica fonte de agentes terapéuticos. No inicio do
século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas passaram a
representar a primeira fonte de substancias biologicamente ativas para o
desenvolvimento de medicamentos (HOSTETTMANN et al., 2003).

Com o desenvolvimento industrial e da sintese organica, passou-se a
priorizar os produtos farmacoldgicos sintéticos. Dados do FDA (US Food and Drug
Administration) indicam que entre os anos de 1981 e 2006, das 1184 novas
moléculas bioativas aprovadas, 30% sdo de origem sintética e 5% sao produtos
naturais. Entretanto, quando se considera o numero de moléculas que sao derivadas
de produtos naturais ou foram planejadas baseadas em produtos naturais, esse
numero sobe para 52% (FIGURA 1.1). Dos anos quarenta até os dias atuais, um
bom exemplo da importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos esta no tratamento de cancer. Dos 155 farmacos utilizados,
73% sao sintéticos, sendo que desses aproximadamente 47% deles foram baseados
em produtos naturais ou derivados de produtos naturais (NEWMAN & CRAGG,
2007).

Nesta busca por compostos bioativos, procuram-se identificar
moléculas que apresentem algumas das propriedades desejadas para um farmaco
(poténcia e seletividade), mas que ainda precisam ser otimizadas em relagdo a
outras propriedades (biodisponibilidade e toxidez). Os compostos bioativos que se
destacam nesta fase sado selecionados como compostos lideres (lead compounds)
(BARREIRO & FRAGA, 2001).
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DPN
23%

30%

FIGURA 1.1 - Diferentes fontes de agentes terapéuticos.

B: biolégicos (peptideos ou proteinas isolados de organismos/linhagens de células ou
produzidos biotecnologicamente); PN: produtos naturais; DPN: derivados de produtos
naturais; S: sintéticos (droga totalmente sintética); SPN: sintéticos modelados a partir de
produtos naturais; V: vacinas; (*) produtos naturais mimitizados (apresenta influéncia dos
produtos naturais ou sao protétipos com algumas derivatizagbes sintéticas, grupo
farmacoférico ou imitacao da natureza).

No processo de identificacdo e selecdo de compostos capazes de
interagir com o alvo selecionado, é possivel explorar o imenso espago quimico com
o auxilio de diversas técnicas, entre elas os ensaios biolégicos automatizados em
larga escala (HTS - High Throughput Screening) (RAHMAN et al., 2001,
EISENTHAL & DANSON, 2002). A busca racional por farmacos de origem vegetal
tem como base o screening, onde se utiliza uma grande variedade de extratos para
testes biologicos especificos, empregando informagdes de quimiossistematica e/ou
da etnofarmacologia. A procura de substancias biologicamente ativas em plantas
destaca-se dos outros meios, principalmente pelo fato dos vegetais apresentarem
uma grande diversidade molecular e funcionalidade biolégica. As plantas possuem
alta capacidade de produzir estruturas moleculares extremamente funcionalizadas,
complexas e incomuns, fazendo da flora um atraente foco quimico e bioldgico
(BAKER et al., 2007; HARVEY, 2007; LAM, 2007).

1.1 - Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae)

A familia Anacardiaceae possui entre suas espécies A. occidentale L.,

mais conhecida como cajueiro, uma planta tipica de solos argilosos (LORENZI,

1992). O cajueiro, considerado nativo do Brasil, esta presente em todos os estados,



PARTE I: Introdugcdo

porém é na regido nordeste que melhor se adapta (ARAUJO & SILVA, 1995). Ocorre
principalmente em campos e dunas no nordeste do pais, principalmente nos estados
do Piaui e Maranhao (LORENZI, 1992).

Além do Brasil, o cajueiro é cultivado em mais 25 paises, sendo que
em termos de importancia econémica, sua exploracdo restringe-se a india, Brasil,
Mogambique, Vietna, Tanzania e Guiné-Bissau (ARAUJO & SILVA, 1995). Os trés
primeiros juntos sao responsaveis por 80% da producdo mundial de castanha de
caju e o Brasil participa com 35% desse total. A regido nordeste contribui com 99%
da produgao nacional (http://www.brasilrepublica.com/ceara.htm).

O cajueiro é uma planta abundante, de ramificacdo baixa e porte
meédio, sendo aproveitadas todas as partes: tronco, folhas, pseudofruto, castanha,
liquido viscoso da casca da castanha (LCC). As aplicagbes abrangem desde a
construgédo naval, setor industrial (como alimentagcdo e cosméticos), até o uso em
medicina popular (FERRAO, 1995).

E amplamente cultivado para aproveitamento industrial de suas
castanhas e frutos. A parte denominada popularmente “fruto” € na verdade um
“pseudofruto”, sendo que seu verdadeiro fruto € a castanha afixada ao pedunculo
desenvolvido (LORENZI, 1992). O pseudofruto pode ser consumido in natura. Ja a
castanha so pode ser consumida torrada devido ao alto teor de acidos que queima a
mucosa bucal. A sua extracdo e industrializacdo sdo de grande importancia
econbmica para o nordeste do pais. Da casca da castanha é obtido um odleo
resinoso caustico (LCC) e de coloragdo escura de amplo uso na fabricagdo de
vernizes, isolantes e inseticidas. A exudagéao da casca fornece uma goma resinosa
totalmente inatacada por insetos e a propria casca € rica em tanino (DA SILVA,
2003).

O liquido (LCC) pode ser extraido da casca da castanha de caju por
meio de processos artesanais (panelas de ferro furadas no fundo que sdo aquecidas
até que os alvéolos do mesocarpo estourem e liberem o liquido) ou por processos
industriais (por ruptura, forno, por solventes) (FERRAO, 1995).

O LCC, no Brasil, ainda ndo é muito valorizado, ao contrario do que
ocorre no exterior. O Brasil exporta, in natura, 20 mil toneladas do liquido por ano, a
precos que variam entre 200 e 300 ddlares por tonelada. O liquido proveniente das

cascas da castanha de caju € constituido por lipidios fendlicos, ndo isoprendides, de
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cadeias carblOnicas longas, (saturadas e insaturadas) e material polimérico (DA
SILVA, 2003).

A fragdo insaturada € uma mistura de compostos com uma, duas ou
trés insaturagdes nao conjugadas, de configuracdo cis, que se localizam nos
carbonos 8, 11" e 14 (TYMAN et al, 1984; TYMAN, 1991). Alguns desses
compostos estdo na FIGURA 1.2.

OH (0]
g 9 11" 12 14" 15
OH - - -
R
acido anacardico
g 9 11" 12
OH \/\/\/\/W
R= <
R
cardanol
g 9
W\/\/
OH
HO R P P NP P N PN
cardol

FIGURA 1.2 - Constituintes fendlicos de A. occidentale L.

Em um de seus trabalhos, TYMAN e colaboradores, quantificaram os
constituintes do LCC brasileiro por cromatografia liquida de alta eficiéncia (TYMAN
etal., 1984) (TABELA 1.1).
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TABELA 1.1 - Composicado percentual do liquido viscoso da casca da castanha
(LCC) natural brasileiro.

chdo_ Cardanol Cardol 2-metil Polimeros e
anacardico cardol outros
cadeia saturada 0,96 - - -
1 insaturacao 16,98 1,13 1,90 - 7 96
2 insaturagdes 12,72 1,25 5,68 181 ’
3 insaturagdes 30,02 2,33 17,26 ’
Total 60,68 4,71 24,84 1,81 7,96

O 6leo natural é constituido em sua maioria por acido anacardico. Nos
processos de extragcdo, onde sao utilizadas altas temperaturas, obtém-se o LCC
técnico. Esse € formado em grande parte por cardanol, que € obtido pela
descarboxilagdo do acido anacardico (DA SILVA, 2003).

O Odleo industrial, sem ser queimado, possui majoritariamente acido
anacardico, cardol e cardanol (PARAMASHIVAPPA et al., 2001).

Os acidos anacardicos sao inibidores de varias enzimas, entre elas
prostagladina sintase (GRAZZINI et al., 1991), glicerol-3-fosfato desidrogenase (IRIE
et al., 1996), p-lactamase (COATES et al., 1994), tirosinase (KUBO et al., 1994a) e
lipoxigenase (SHOBHA et al, 1994). Possui ainda atividade antitumoral,
antimicrobiana (KUBO et al., 1993a e 1993b) e antiacne (KUBO et al., 1994b). Ja os
cardanois apresentam varias aplicagcdes, entre elas na forma de resinas de fenol
formaldeido em vernizes e tintas (TYMAN, 1980). Além disso, os carddis apresentam
atividades contra a filariose de gado, Setearia digitata (WASSERMANN & DAWSON,
1948; SURESH & KALEYSA RAJ, 1990), acédo antibacteriana contra Streptococcus
mutans e Propionibacterium acne (HIMEJIMA & KUBO, 1991) e contra o molusco
Briomphalaria glabratus (KUBO et al., 1986).

O LCC caracteriza-se por ser amplamente utilizado em diversos
setores. O produto de polimerizagdao é empregado como resina termoplastica, em
isolantes elétricos, superficies de atrito, revestimento para discos de friccdo de
freios, resina para tintas, vernizes e adesivos (DA SILVA, 2003). Além disso, pode
ser usado como inseticida, germicida e precursor em sintese organica para obtencgéo
de compostos de uso farmacolégico, como por exemplo, a lasiodiplodina, um
macrolideo de 12 membros, de ocorréncia natural, que exibe propriedade reguladora

do crescimento de plantas e atividade antileucémica (DOS SANTOS et al., 1999).
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1.2 - Trypanosoma cruzi e a Doenga de Chagas

O Trypanosoma cruzi € o agente etiologico da tripanossomiase
americana ou Doenca de Chagas. Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de
Saude), estima-se que esta doenca afeta cerca de 18 milhdes de individuos,
principalmente da América do Sul e Central (REY, 2002). Essa doenga tem principal
ocorréncia em paises pobres (FIGURA 1.3) devido principalmente as precarias
condicbes sanitarias e de moradia que a populagdo vive, sendo um ambiente
favoravel para a proliferacdo do inseto vetor. Dessa forma, o controle do inseto vetor
requer agdes de saude constantes, seja através de aplicagdo de inseticidas nas
regides endémicas ou pela continua educagcdo da populagdo sob risco de
contaminacgao. Infelizmente, é muito comum a negligéncia dessas agbes quando se
atinge niveis pequenos de transmisséao vetorial, como é o caso Brasil (FIGURA 1.3B)
(MONCAYO & ORTIZ YANINE, 2006).

Doenga de Chagas , )
Incidéncia |:| Area infestada :

(%7 Interrupgédo da transmissdo  J
L vetorial k

FIGURA 1.3 - (A) Incidéncia da Doenga de Chagas na América Latina. (B)
Distribuicdo geografica do inseto-vetor causador da Doenga de Chagas (PAHO,
2008).

A Doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
pertencente a familia Trypanosomatidae, sendo um dos parasitas de maior e mais
bem sucedida distribuicdo na natureza. Apresenta-se sob as formas flageladas
(epimastigota e tripomastigota) e aflagelada (amastigota) (VERONESI, 1991;
COURA & CASTRO, 2002).

10
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O agente transmissor da doenga € um inseto da ordem Hemiptera,
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, usualmente denominado triatomideo e
popularmente conhecido como barbeiro (VERONESI, 1991).

O mecanismo habitual de contaminacdo se da pelo contato com as
fezes do triatomineo infectado com as mucosas ou a pele. As mucosas mesmo
integras, ndo constituem barreira a penetragdo do T. cruzi, ao passo que a pele so
se deixa atravessar quando picada pelo inseto ou por pequenas escarifacoes
causadas pelo individuo ao cocar-se. Este tipo de transmissao representa 80% das
contaminagdes (COURA & CASTRO, 2002; REY 2002). A contaminagao também
pode ocorrer por transfusdo sanguinea, transplantes de 6rgaos, congénita e via oral
através de alimentos contaminados (DIAS & SCHOFIELD, 1999). Esta ultima
contaminagdo é menos frequente, porém no inicio do ano de 2005 foi constatada
através do consumo de caldo de cana contaminado, em Santa Catarina. Episddios
como esse ja haviam sido reportados anteriormente em outras regides do Brasil
(Ministério da Saude 2005).

1.2.1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo e de varias fases com
diferentes estagios de desenvolvimento em diferentes hospedeiros (BOZA-
SEPULVEDA, 1996). Apresenta a caracteristica de se dividir no interior das células
do hospedeiro definitivo e ndo no sangue periférico.

Quando o inseto vetor contaminado com T. cruzi se alimenta de
mamiferos, ele deposita suas fezes contendo as formas tripomastigotas (FIGURA
1.4), que entram no corpo do hospedeiro pela ferida da picada ou pelas mucosas
(1). No mamifero as formas tripomastigotas penetram as células e se transformam
em amastigotas (aflagelada) intracelulares (2). As formas amastigotas multiplicam-se
por fissdo binaria nas células dos tecidos infectados; nesse ponto elas podem
infectar outras células e se transformar em amastigotas intracelulares e provocar
novas infec¢des (3). Em seguida se transformam em tripomastigotas. As células se
rompem e os protozoarios sdo liberados na corrente sanguinea (4). Quando um
triatomineo ndo infectado se alimenta de um mamifero infectado, ele se contamina
ingerindo as formas tripomastigotas do T. cruzi (5). As formas tripomastigotas

ingeridas se transformam em epimastigotas no tubo digestivo do “barbeiro” (6)

11
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seguido por multiplicagdes (7) e se transformam nas formas tripomastigotas (8), que
serdo eliminadas junto com as fezes do barbeiro, dando inicio a um novo ciclo

(http://www.cbu.edu/~seisen/ParasitesOnParade.htm).

Estagios nos Triatomineos Estagios nos Humanos

- ©
A\ = Estégio Intectivo T~ p

A\ = Estégio Diagnosticével (4]

FIGURA 1.4 - Ciclo de vida do protozoario T.cruzi.

1.2.2 - Fases da doenga e tratamentos

Quando o individuo é infectado ocorre um periodo de incubagao
(minimo de quatro dias) e em seguida tem inicio a fase aguda da doenca, que
raramente é fatal (taxa de mortalidade de 2-8%). O parasita invade diferentes células
hospedeiras que se rompem, causando inflamagao nos tecidos. O figado e o bago
apresentam aumento de volume e o coragado sofre dilatagdo global. Apos a fase
aguda ocorre uma tendéncia a imunidade, mas o individuo continua infectado.
Posteriormente tem inicio a fase cronica da doenga onde a maioria dos individuos
desenvolve disturbios cardiacos, neurolégicos e digestivos (VERONESI, 1991;
COURA & CASTRO, 2002).

Apos quase 100 anos, desde a descoberta da doenca, apesar do

genoma e proteoma do T. cruzi ser conhecido, at¢é o momento nenhum novo

12
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farmaco foi desenvolvido para a Doenga de Chagas. Muitos esforgos foram feitos
para tratar a doenga, mas nenhum medicamento efetivo foi encontrado. Os ensaios
clinicos revelaram poucos medicamentos ativos contra T. cruzi. Atualmente, procura-
se amenizar as diversas manifestagcdes da doenca, através da administragado de
diuréticos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva. Os farmacos
indicados h& mais de trés décadas sdo o Nifurtimox (Lampit®, Bayer) e Benznidazol
(Rochagan®, Roche), entretanto sdo ativos somente na fase aguda da doenca.
Violeta genciana é utilizada para esterilizar sangue contaminado (FIGURA 1.5)
(SCHOFIELD et al., 2006). O farmaco mais utilizado no tratamento dos infectados é
o0 benznidazol (um derivado imidazdlico). Entretanto, nenhum dos medicamentos
citados produz a cura da tripanossomiase. O nifurtimox produz severos efeitos
colaterais como anorexia, nauseas, vomitos, alergia cutédnea, dor abdominal e perda
de peso em quase todos os pacientes adultos. Ja com o uso de benznidazol

ocorrem erupgdes cutaneas e disturbios na produgao de sangue (REY, 2002).

; (\so2 (CHa), N(CHj),
O,N NIFURTIMOX
| = N/N\) O O

CH, |

N/QN_/\
o
2 Y'/Q BENZNIDAZOL Hsc/:l\CHs
|
o H

VIOLETA GENCIANA

FIGURA 1.5 - Estruturas quimicas dos farmacos nifurtimox e benzonidazol e do
agente esterilizante violeta genciana.

Diante desta problematica, faz-se necessaria uma busca continua de
substancias com acao tripanocida. Esta necessidade de buscar novos farmacos
estimulou a pesquisa de inibidores altamente especificos podendo ser entéo

utilizados como protétipos para o planejamento racional de farmacos antichagasicos.

13
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1.2.3 - A enzima gGAPDH como alvo terapéutico

Enzimas sao alvos terapéuticos extremamente atrativos para o
planejamento de novas substancias bioativas, devido ao seu papel essencial nos
processos fisiopatoldgicos, facil obtencédo, adequacgao para ensaio bioldgico, e pela
facilidade de elaboracdo de colegbes dirigidas de compostos. Os inibidores
enzimaticos candidatos a farmacos podem ser classificados em inibidores
competitivos, incompetitivos, ndo-competitivos e inibidores irreversiveis (RAHMAN,
et al., 2001; EISENTHAL & DANSON, 2002; COPELAND, 2005).

O processo de planejamento de substadncias bioativas com
propriedades antiparasitarias, baseia-se principalmente na investigacdo bioquimica
comparativa entre parasita e hospedeiro. Essa investigacdo tem como objetivo
identificar rotas bioquimicas potencialmente diferentes, que possam vir a ser alvo de
modulacao seletiva por pequenas moléculas. Como muitos parasitas apresentam
vias metabodlicas extremamente simplificadas, geralmente, estes organismos
possuem enzimas cuja funcao é essencial para a sua sobrevivéncia, enquanto estas
mesmas macromoléculas ndo sdo necessariamente indispensaveis no hospedeiro.
Neste contexto, varias enzimas envolvidas em rotas distintas do metabolismo do T.
cruzi, vém sendo investigadas como potenciais alvos moleculares para o
desenvolvimento de novos agentes tripanocidas. Dentre elas destacam-se: (i)
cruzaina ou cruzipaina (CP), (ii) tripanotiona redutase (TR) e (iii) enzimas
constituintes da via glicolitica, tais como a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(gGAPDH), enzima NAD*-dependente que exerce fungéo central na glicdlise, fonte
vital de energia para o T. cruzi (GUIDO, 2008).

A forma infectante do parasita de T. cruzi (tripomastigota), possui uma
organela especial denominada glicossoma, na qual residem nove enzimas
envolvidas nas reagbes da via glicolitica (FIGURA 1.6). Esta via bioquimica é a
principal fonte de energia da forma tripomastigota do T. cruzi e T. brucei. Isso se
deve ao fato de que o parasita possui mitocondrias inativas durante determinadas
fases de seu ciclo celular, o que impede o funcionamento de rotas metabdlicas
alternativas mais eficientes para a producao de ATP. Além disso, estudos mostram
que as formas amastigostas também s&o amplamente dependentes dessa via para
obtencao de energia (MICHELS, 1988; VERLINDE et al., 1994; GUIDO, 2008).
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Esta grande dependéncia da glicélise como fonte de energia faz das

enzimas glicoliticas potenciais alvos para o desenho de farmacos tripanocidas.

A4
D-glicose

ATP
1. HK C
L 4 ADP

D-glicose-6-fosfato

2. PGI

\J
D-frutose-6-fosfato

ATP
3. PEK C
v ADP

D-frutose-1,6-difosfato

4. ALDO
l 7. TIM _ l
——— diidroxicetona-fosfato < » gliceraldeido-3-fosfato
5.GDH| ™™ =] NAD*:T_ APDH|
' CNW naoH ¢ | 8. GAPDH
<4—1— L-glicerol-3-fosfato D-1,3-bisfosfoglicerato
ADP ADP
6. GK c 9. PGK c
ATP v ATP
glic?rol Glicossoma D-3-fosfoglicerato

Y

FIGURA 1.6 - Metabolismo da glicolise e do glicerol no glicossoma. Enzimas
envolvidas: 1. HK (hexoquinase); 2. PGI (fosfoglicose isomerase); 3. PFK (6-
fosfofrutoquinase); 4. ALDO (frutose-difosfato aldolase); 5. GDH (glicerol-3-fosfato
desidrogenase); 6. GK (glicerol quinase); 7. TIM (triosefosfato isomerase); 8.
gGAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal); 9. PGK (3-
fosfoglicerato quinase) (GUIDO, 2008).

A gGAPDH glicossémica mostra potenciais sitios ativos com diferengas
significativas quando comparada com a enzima homoéloga humana. Assim inibidores
podem ser desenhados, sintetizados ou obtidos de fontes naturais e testados
diretamente na enzima (TOMAZELA et al., 2000).
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A enzima (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH, EC
1.2.1.12) catalisa a conversdo do substrato gliceraldeido-3-fosfato (G-3-P) em 1,3-
bisfosfoglicerato (1,3-BPG) na presenga do cofator NAD" (nicotinamida adenina
dinucleotideo) e fosfato inorganico (FIGURA 1.7A e 1.7B). A gGAPDH é uma enzima
tetramérica composta de subunidades idénticas (359 residuos) e peso molecular de
156 kDa. Como esta enzima também esta presente em humanos, é necessaria a
busca de inibidores especificos para a isoforma do parasita. Estudos cristalograficos
da enzima gGAPDH revelaram diferengas estruturais importantes com relagdo a
homologa humana, principalmente no sitio ativo e no sitio de ligagdo do cofator
NAD", regides promissoras para o desenho de novos inibidores especificos (SOUZA
et al., 1998).

A
NAD* NADH
@ N/ 0
. GAPDH . .
Pi H — Pi Pi
OH (’ OH
Pi
gliceraldeido-3-fosfato 1, 3-bisfosfoglicerato

FIGURA 1.7 - (A) Estrutura quaternaria da enzima gGAPDH de T. cruzi. (B) Reacao
enzimatica catalizada pela gGAPDH (GUIDO, 2008).

Além de sua funcédo ja bem estabelecida na via glicolitica, a gGAPDH
continua a ser investigada por estar envolvida em outros eventos celulares.
Classificada como proteina multifuncional, a gGAPDH de mamiferos esta altamente
relacionada com diversas atividades celulares, como apoptose, transporte nuclear
de RNA, replicagcdo de DNA, reparo de DNA, formagédo de microtubulos e fusédo de
membrana nuclear. Além disso, acredita-se que a gGAPDH esteja envolvida em
doencgas neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Huntington), cancer de prdostata
e disturbios metabdlicos (GUIDO, 2008).

Com o objetivo de desenvolver novos e potentes agentes

antichagasicos, a gGAPDH é considerada um alvo molecular extremamente atrativo.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sio:

¢ Isolamento e identificagcdo dos constituintes quimicos do 6leo das cascas das

castanhas de Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae);

e Avaliar o potencial dos metabdlitos isolados nos ensaios bioldgicos de
atividade antiparasitaria nas formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi e
na enzima gGAPDH,;

¢ Realizar modificagdes estruturais nos principios ativos a fim de potencializa-

los e contribuir para o estudo de relacio estrutura x atividade.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 - Equipamentos

e Evaporadores rotativos
Os extratos e fracdes foram evaporados em evaporadores rotativos BUCHI modelo
Rotavapor R-114, equipado com banho BUCHI B-480 e BUCHI Rotavapor ELB1,
equipado com banho BUCHI 461, ambos com recirculador de &gua refrigerado
NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.

o Espectrometro de ressondncia magnética nuclear (RMN)
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e '>C foram obtidos em
aparelhos BRUKER modelo ARX 200 MHz e DRX 400 MHz. Os deslocamentos
quimicos (6) estdo expressos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de

acoplamento (J) em Hertz (Hz).

e Cromatoégrafo liquido em contracorrente (RLCC)
Cromatografo Rotatorio Locular em Contracorrente (RLCC: Rotation Locular
Countercurrent Cromatography) EYELA modelo RLCC-1000, equipado com uma
bomba de ceramica EYELA modelo VSP-3050, um desgaseificador GASTOR 101 e
um coletor automatico EYELA modelo DC-1200.

o Espectrometro de infravermelho
Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram registrados num
equipamento BOMEM modelo M102 com transformada de Fourier e calibragao
interna. As amostras foram preparadas na forma de um filme liquido sobre pastilhas

de KBr. As absorcdes estdo expressas em nimero de ondas (cm™).
3.2 - Materiais e métodos gerais
e Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

Fase estacionaria: silica gel 60 com Fys4 (¢ = 0,2 mm), em folhas de aluminio da
MERK.
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e Cromatografia de adsor¢gdao em coluna aberta (CC)
Fases estacionarias: silica gel 60 (70-230 mesh), denominada silica comum e silica

gel 60 (230-400 mesh), denominada silica do tipo flash.

e Cromatografia de exclusao em coluna aberta

Fase estacionaria: Sephadex LH-20, Amershan Pharmacia Biotech AB.

e Reveladores
Como reveladores para CCDA foram utilizadas solugdo de vanilina, iodo sdlido,
solucao de cloreto férrico e camara de radiagao ultravioleta, nos comprimentos de
onda 254 e 360 nm.
- Solugdo de vanilina em acido sulfurico: a vanilina (3,0 g) foi dissolvida em uma
solugcado contendo 135 mL de H,O destilada, 135 mL de MeOH e 30 mL de H,SO4
(conc.). A solucdo foi estocada em um frasco escuro e a baixa temperatura
(aproximadamente 10 °C).
- Solugéao de cloreto férrico: o FeCl; foi dissolvido em etanol originando uma solugéo
5%.

e Solventes
Foram utilizados solventes (Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila, Acetona,
Metanol e Agua destilada) todos comerciais destilados no DQ — UFSCar e solventes
deuterados MERCK e ALDRICH para a obtencao dos espectros de RMN.

e Material vegetal (Anacardium occidentale L.)
As cascas e os extratos da casca da castanha do caju (A. occidentale) foram
recebidos do CEIS (Centro de Estudo de Insetos Sociais) da Unesp de Rio Claro.
3.3 - Metodologia do estudo de Anacardium occidentale L.
De A. occidentale foram recebidos extratos preparados a partir de 400

g de cascas da castanha em 1 L de solvente (hexano, diclorometano e metanol),
como mostra a TABELA 3.1.
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TABELA 3.1 - Massa dos extratos das casca da castanha de A. occidentale.

Solvente Massa (g) Cédigo do Extrato
Hexano 37,7 AOH
Diclorometano 32,8 AOD
Metanol 59,8 AOM

Através de testes preliminares em CCDA, o extrato diclorometéanico
(AOD) despertou maior interessante, pois apresentava uma maior variedade de
constituintes, sendo a maioria deles de média polaridade.

O extrato metandlico (AOM) apresentou no fundo do frasco um
precipitado de cor marrom escuro e odor adocicado. Este extrato foi filtrado em um
funil de placa sinterizada e lavado com diclorometano, obtendo-se 5,0 g de um

so6lido denominado AOS.

3.3.1 - Fracionamento do precipitado do extrato Metandlico (AOS)

O sodlido precipitado do extrato metandlico (AOS) (4,4 g) foi fracionado
por CC (h x ¢ = 45,0 x 4,0 cm) utilizando silica flash desativada com MeOH como
suporte cromatografico e eluigdo gradiente com solventes em ordem crescente de
polaridade. O fracionamento deste sodlido originou 36 fragdes sendo reunidas apoés

analise por CCDA em 7 novas fragcbes, como é mostrado na TABELA 3.2.

TABELA 3.2 - Fracionamento do sélido precipitado do extrato metandlico (AOS).

Jungdes Fragao Massa ()
1-7 AOS1 0,8
8-15 AOS2 0,1
16-20 AOS3 0,2
21-23 AOS4 0,1
24-26 AOS5 2,65
27-30 AOS6 0,1
31-36 AOS7 0,1
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3.3.3.1 - Fracionamento da fragao AOS1

Realizou-se o refracionamento de AOS1 (0,8 g) por cromatografia de
exclusédo (h x ¢ = 40,0 x 3,0 cm), utilizando Sephadex LH-20 e eluigdo com MeOH
100%, obtendo-se 16 fragdes que foram analisadas por CCDA e reunidas em 7
novas fragdes (TABELA 3.3). A fragdo AOS1.6 foi identificada através da analise dos

espectros de RMN "H e "*C (uni e bidimensional) como flavondide (Substancia I).

TABELA 3.3 - Fracbes obtidas do fracionamento de AOS1.

Jun¢oes Fragcao Massa (mg)
1-5 AOS1.1 42,8
6-7 AOS1.2 58,7
8-10 AOS1.3 155,5
11-13 AOS1.4 84,4
14 AOS1.5 28,1
15 AOS1.6 183,7
16 AOS1.7 118,1

3.3.1.2 - Reagao de acetilagao do AOS

Em funcdo da alta polaridade do precipitado obtido do extrato
metandlico (AOS), parte da amostra foi acetilada. Dissolveram-se 80 mg da amostra
em 3 mL de piridina e 3 mL de anidrido acético. Deixou-se sob agitagéo por 24 h.
Em seguida, adicionou-se 6 mL de MeOH e deixou-se em repouso por 30 min.
Acrescentou-se 2 mL de agua destilada gelada, deixando mais 30 min em repouso.

Posteriormente transferiu-se o material para um funil de separacao
adicionando 100 mL de AcOEt. Lavou-se entdo a fase organica com 20 mL de agua
destilada, 20 mL de solucado de HCI (5%) e novamente com 20 mL de agua
destilada. Cada lavagem foi feita por duas vezes. Secou-se a fase orgénica com
sulfato de sddio anidro e o solvente foi evaporado.

A purificagdo dessa amostra foi feita por cromatografia de exclusao (h x
¢ = 30,0 x 2,5 cm), com Sephadex-LH 20, eluicdo com MeOH 100%, obtendo-se um
sélido esbranquicado que foi analisado por RMN 'H e ®C e caracterizado como

flavonoide (Substéncia ll).
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3.3.2 - Fracionamento extrato diclorometanico (AOD)

Foram realizados inumeros fracionamentos do extrato AOD utilizando
as técnicas convencionais de cromatografia em coluna (fase estacionaria silica gel e
Sephadex LH-20). Esta metodologia nao foi eficiente, pois grande parte do material

ficou retido na fase estacionaria e ndo houve separagao dos compostos.

3.3.3 - Fracionamento do extrato diclorometanico AOD utilizando cromatografia

liquido-liquido — RLCC (Rotation Locular Countercurrent Chromatography)

O equipamento de RLCC possui 16 colunas de vidro compostas de 37
compartimentos cada. A velocidade de rotagéo, o angulo de inclinagao e o fluxo séo
variados de acordo com a anadlise a ser realizada.

A técnica consiste na introducado de duas fases liquidas imisciveis nas
colunas, sendo que uma delas é a fase estacionaria e a outra é a fase movel
(FIGURA 3.1).

Esta técnica se baseia na diferengca de afinidade da amostra em
solventes de diferentes polaridades (MARSTON & HOSTETTMANN, 1994).

16 COLUNAS { 37 compartimentos

-

\-7 /_,/ >
W A
/\ \’\

Descendente

FASES

Ascendente

COLETOR

INJETOR

FIGURA 3.1 - Esquema de um equipamento de RLCC.

A escolha da mistura de eluentes a ser utilizada é efetuada através de

dois parametros: analises por CCDA e parti¢ao liquido-liquido.
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Na técnica de CCDA a amostra deve apresentar um R¢ superior a 0,8
quando eluida em uma das fases e na outra um Rfna ordem de 0,2.

Ja a particao liquido-liquido é realizada com uma pequena quantidade
da amostra a ser analisada. As fases sdo escolhidas de acordo com a qualidade de
separagao da amostra em cada uma delas.

A fase moével pode ser introduzida nas colunas no modo ascendente ou
descendente, conforme sua densidade em relagcdo a fase estacionaria. Quando a
fase movel € menos densa que a fase estacionaria, o modo de elui¢cao utilizado é
ascendente. Ja quando a fase mével é a fase mais densa, o modo de eluicdo é
descendente.

No equipamento de RLCC s&o introduzidos 400 mL da fase
estacionaria e 700 mL da fase mével. Durante a introducao da fase estacionaria as
colunas sdo mantidas em repouso na posi¢cao horizontal. Ja na introdugao da fase
movel as colunas sao rotacionadas na posicao vertical. Apds as duas fases estarem
introduzidas, a amostra € injetada manualmente em um reservatorio (loop) de 3 mL
e as fragdes obtidas sdo coletadas automaticamente. A fase moével é passada pelas
colunas até a finalizacdo da analise.

Através da analise do extrato AOD por CCDA (eluigdo em
Hex/CH,Cl,/Act na proporgéo de 1:3:1), foi evidenciada a presengca de manchas com
R¢s variando entre 0 e 1, sendo a maioria delas visiveis no UV (254 nm).

Inicialmente foram feitos inUmeros testes de particdo do extrato vegetal
em misturas ternarias e quaternarias bifasicas de solventes organicos. Foram
testados 26 diferentes sistemas. Para isso, 40 mL da mistura de solventes foi
adicionada a 200 mg de amostra. Apos agitacdo em um funil de separacgdo e
formacao de duas fases imisciveis, as fases foram separadas e concentradas para
serem pesadas, analisadas por CCDA e RMN 'H.

A TABELA 3.4 mostra os seis sistemas que apresentaram melhor
eficiéncia no fracionamento do extrato AOD. Alguns dos sistemas que apresentaram
boa resolugdo, quando injetados no equipamento apresentaram alguns

inconvenientes para utilizagdo em maior escala.
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TABELA 3.4 - Sistemas testados para utilizagdo no RLCC para o fracionamento de
AOD.

Sistema Solventes Proporgao
1 Dic/MeOH/H,O 7:4:2
2 Hex/Dic/MeOH/H,O 5:5:8:2
3 Hex/Dic/AcN 10:3:7
4 Hex/MeOH/H,O 10:9:1
5 Dic/MeOH/n-PrOH 6:6:0,5:4
6 Hex/AcOEt/MeOH/H,0 5:2:4:1

O sistema que permitiu melhor fracionamento do extrato AOD entre as
duas fases imisciveis foi o sistema 4 (Hex/MeOH/H,O, na proporgcao de 10:9:1). A
analise por CCDA indicou que o material presente em cada uma das duas fases
tinha caracteristicas bem distintas e isso pode ser comprovado através das analises
de RMN "H.

Depois de estabelecido o sistema de fases a ser utilizado, as condi¢des
de injecao e analise foram otimizadas. Os melhores resultados foram obtidos com as
condigdes que estdo descritas na TABELA 3.5. As fragbes foram coletadas com o
auxilio de um coletor automatico, coletando 800 gotas por fragao, o equivalente a 10
mL cada. As fragdes foram analisadas por CCDA e reunidas conforme suas
similaridades (FLUXOGRAMA 3.1).
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TABELA 3.5 - Condigdes utilizadas para o fracionamento de AOD utilizando RLCC.

Fracionamento Fracionamento

Fracionamento

1 2 3
Massa de material injetado (g) 2,0 1,0 1,1
Fluxo de eluigao (mL/min) 4,0 1,5 1,5
Solventes utilizados Hex/MeOH/H,O Hex/MeOH/H,O  Hex/MeOH/H,0O
Proporgao 10:9:1 10:9:1 10:9:1
mais polar menos polar mais polar

Fase estacionaria

Fase movel

Modo de eluigdo

Total de fragoes

Tempo de analise (h)

(fase mais densa)

menos polar

(fase menos densa)

ascendente

110

(fase menos densa)

mais polar

(fase mais densa)

descendente

55

(fase mais densa)

menos polar

(fase menos densa)

ascendente

22

2,5
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(A)
AOD
20g
AOD1 AOD2 AOD3 AOD4 AOD5
8,3 mg 284,3 mg 429,7 mg 114,9 mg 48,7 mg
(B)
AOD
109
AODG6 AOD7 AODS8 AOD9 AOD10
93,8 mg 8,7 mg 127,4 mg 97,0 mg 147,1 mg
Substancia lll
(C)
AOD
119
AOD11 AOD12 AOD13 AOD14
248,4 mg 129,7 mg 93,7 mg 43,0 mg

ESQUEMA 3.1 - Fracionamento do extrato AOD utilizando RLCC. (A) Fracionamento
A: modo de eluicdo ascendente. (B) Fracionamento B: modo de eluigdo
descendente. (C) Fracionamento C: modo de eluigdo ascendente.

Com o fracionamento A foi conseguido uma fragdo constituida

majoritariamente por acidos anacardicos saturados e insaturados (fragdo AOD3 —
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429,7 mg) que apresentou excelente resultado nos ensaios biolégicos. Sendo assim,
este fracionamento foi repetido algumas vezes até a obtencdo de 2 g da fragéo

enriquecida e esta foi denominada AC, por ser rica em acidos anacardicos.

3.3.4 - Isolamento dos constituintes do extrato AOD por precipitagao
fracionada (PARAMASHIVAPPA et al., 2001)

¢ Isolamento dos acidos anacardicos

O extrato AOD (25 g) foi dissolvido em 150 mL de metanol aquoso
(5%). Aos poucos, sob agitacdo magnética, 15 g de hidroxido de calcio foi
adicionado. Depois de completada a adigao do hidréxido de calcio, a temperatura da
mistura foi elevada para 50 °C e agitada por 1 h e 30 min. Deixou-se em repouso por
mais 1 h e 30 min. A solugao sobrenadante foi monitorada por CCDA. Completada a
reacao, o precipitado (teoricamente o anacardato de calcio) foi filtrado e lavado com
100 mL de metanol por 2 vezes. A pasta foi secada sob vacuo por 45 min. Em
seguida o precipitado foi suspenso em agua destilada (110 mL) e solugédo de acido
cloridrico 11 M (20 mL). A mistura foi agitada por 1 h. A solugdo resultante foi
extraida com 200 mL de acetato de etila por 3 vezes. A fase orgéanica foi lavada com
100 mL de agua destilada por 3 vezes, secada com sulfato de soédio anidro e

concentrada sob pressao reduzida. O solido formado foi denominado AO1.

¢ Isolamento dos cardois e cardanodis

A solugcao metandlica aquosa obtida depois da filtracido do precipitado
foi concentrada a 200 mL sob pressdo reduzida. Posteriormente adicionaram-se 50
mL de solugdo de aménia (25%) e foi deixada sob agitagao por 30 min. Esta solugao
foi entdo extraida com hexano/acetato de etila (98:2) por 3 vezes, utilizando 200 mL
da mistura de solventes para cada extragdo. A fase orgéanica foi lavada com 50 mL
de solugcéo de hidroxido de sodio (2,5%), seguida por 25 mL de solugdo de acido
cloridrico (5%) e 150 mL de agua destilada. Em seguida foi secada com sulfato de
sédio anidro e concentrada, originando o solido AO2. A solugdo metandlica de
amoénia foi extraida com acetato de etila’lhexano (80:20) (200 mL), por 3 vezes. A

fase orgénica foi lavada com 25 mL de solugéo de acido cloridrico (5%), seguida por
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200 mL de agua destilada. Esta foi secada com sulfato de sodio anidro e
concentrada originando AO3. A TABELA 3.6 mostra as respectivas massas das

etapas de isolamento.

TABELA 3.6 - Amostras obtidas por reacdo de precipitagdo a partir do extrato
diclorometanico AOD.

Amostra Massa (g)
AO1 13,10
AO2 3,58
AO3 0,15

3.4 - Modificagoes estruturais

3.4.1 - Reagao de hidrogenagao catalitica da fragao AC para obteng¢ao de AC1

Em um baldo de fundo redondo, sob agitagdo magnética, adicionou-se
paladio 10% em carvéao ativo (3 mg) e a mistura dos acidos anacardicos (AC) (300
mg) em metanol (5 mL) deixando-se a atmosfera do baldo sob H, e a temperatura
ambiente. Apdés 6 h a reagcao havia se completado, entio filtrou-se a solucido em
celite, carvao ativo e silica comum. Em seguida, evaporou-se o solvente a pressao
reduzida em rotaevaporador. O soélido saturado de cor amarelada foi denominado
AC 1.

3.4.2 - Reagao de metilagdo com diazometano para obteng¢ao de AC 2

A solugcdo de diazometano foi preparada dissolvendo 2,1 g de p-
toluilsulfonilmetilnitrosamida em 30 mL de éter etilico. Esta solugao foi resfriada em
banho de gelo e transferida para um baldo de destilagdo, juntando-se uma solugao
de 0,4 g de KOH em 10 mL de etanol 96%. Deixou-se o sistema em repouso por 5
min em banho de gelo e em seguida iniciou-se a destilagdo em banho de 6leo. Uma
aliquota de 3 mL do destilado foi acrescentada a amostra AC 1 (130 mg; 0,37
mmol), deixando-a em repouso até n&o observar mais a liberacdo de gases. O
diazometano foi eliminado a temperatura ambiente deixando o frasco aberto na
capela. Um sdlido de cor esbranquigada foi observado, sendo o mesmo denominado
de AC 2.

33



PARTE I: Procedimento Experimental

3.4.3 - Reacgao de redugao com hidreto de litio aluminio para obtengao de AC 3

Em um baldo de fundo redondo, sob agitagdo magnética e atmosfera
de N, dissolveu-se LiAlHs (50 mg; 0,29 mmol) em éter etilico anidro (3 mL). Em
outro baldo, também sob atmosfera de N, dissolveu-se AC 2 (100 mg; 0,28 mmol)
em éter etilico anidro (3 mL). O baldo que continha LiAlH,4 foi resfriado a 0 °C e em
seguida com o auxilio de uma seringa, adicionou-se lentamente a solugdo que
continha AC 2 ao baldo contendo LiAlH4. Apds a adicdo, o frasco de reacao foi
retirado do banho de gelo permitindo alcangar a temperatura ambiente,
acompanhando seu desenvolvimento por CCDA usando como eluente Hex/Dic/Act
(3,0:1,5:0,5). Depois de 48 h, cessou-se a reacdo embora o material de partida ainda
pudesse ser observado. Transferiu-se o conteudo do baldo reacional para um
Erlenmeyer imerso num banho de gelo e adicionou-se gota a gota 0,5 mL de H,O
destilada e 0,5 mL de solugdo de NaOH 10%. Ocorreu a turvagao da solugdo sendo
esta filtrada em funil de placa sinterizada contendo celite. Em seguida extraiu-se
com a fase organica, lavando-a 3 vezes com H;O destilada e secando-a com
Na,SO4 anidro. Evaporou-se o solvente a pressao reduzida em rotaevaporador. O
produto da reacgdo continha varias impurezas e ainda restava material de partida.
Este foi entdo submetido a cromatografia em silica flash com eluigdo isocratica
utilizando Hex/AcOEt (4,5:0,5). O produto desta reacao foi denominado AC 3.

3.4.4 - Reacao de acetilagao para obtencao de AC 8

Em um baldo contendo 0,5 mL de anidrido acético, foram adicionadas 2
gotas de H,SO, concentrado. Esta solugdo ficou sob agitacdo a temperatura
ambiente, por 5 min, quando foi adicionado AC 1 (50 mg; 0,14 mmol) previamente
solubilizado em 2,5 mL de anidrido acético. Posteriormente o meio reacional foi
aquecido em banho de 6leo a 75 °C, por 45 min, sendo a reagao acompanhada por
CCDA. Depois de terminada a reacgao, a solucao foi diluida com CH,CI, e lavada 2
vezes com H,O destilada e solugdo saturada de NaHCO3;, até a obtengdo de pH
aproximado de 6,5. Em seguida fez-se a extragdo da fase orgénica num funil de
separacao, lavando-a 3 vezes com H,O destilada e secando-a com Na,SO,4 anidro.
Evaporou-se o solvente a pressao reduzida em rotaevaporador. O produto da reacao

continha varias impurezas e ainda restava material de partida. Este foi entédo
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submetido a cromatografia em silica flash, com eluigao isocratica utilizando Hex/Dic

(4:1), para purificagdo do produto (AC 8).

3.4.5 - Reacao de dimetilagao para obtencao de AC 9

Em um baldo contendo AC 1 (50 mg; 0,14 mmol) solubilizado em 4,0
mL de CHCI, foi adicionado 1 mL de solugdgo de NaOH (3 M), 0,03 mL de
catalisador de transferéncia de fase Aliquat 336 e por ultimo, sob agitagao constante,
0,5 mL de (CHj3)2S0O4. A reacao ficou sob agitagdo por 4 h e 30 min, a temperatura
ambiente, quando que através de CCDA, verificou-se o fim da reacdo. A mistura foi
diluida com CH)Cl, lavada 2 vezes com H,O destilada, 2 vezes com solugcédo de
NH4OH (2 M) e 2 vezes com salmoura. Posteriormente foi seca com Na,SO4 anidro
e o solvente foi evaporado a pressao reduzida em rotaevaporador. O produto da
reagao apresentou varias impurezas e foi submetido a cromatografia em silica flash,

com eluicado gradiente, para purificagdo do produto (AC 9).

3.4.6 - Reagao de ozondlise para obtengao de AC 11

Em um baldo de fundo redondo com duas bocas, foram dissolvidos sob
agitacdo magnética, 100 mg da mistura dos acidos anacardicos (AC) em CH.Cl, (4
mL). Apds total dissolugdo, adaptou-se um tubo secante numa das bocas do balédo e
na outra se colocou uma entrada para O3 com a ponta da pipeta de vidro imersa na
solucdo. A temperatura do meio reacional foi mantida a -78 °C com o auxilio de um
banho de etanol com gelo seco. Um cilindro de O, foi conectado ao ozonizador,
sendo o fluxo de Oj controlado para nao haver explosées. O fim da reacgao foi
observado apds 6 h pela mudanga de coloracdo da solugdo, de amarelo claro para
levemente azulado, e confirmado por CCDA. Para destruir o excesso de Og,
adicionou-se 2 mL de uma solugdo de Kl (0,8 g) em acido acético (5 mL). A solugéo
foi deixada para atingir temperatura ambiente ainda sob agitagdo durante 1 h. Em
seguida, lavou-se a mistura com uma solugado 10% de tiossulfato de sodio, até todo
o iodeto ser eliminado. Extraiu-se a fase orgéanica com H,O destilada e solugdo de
bicarbonato de sddio 5%, lavando-a por 3 vezes com H,O destilada e secando-a
com MgSO;, anidro. O produto obtido foi submetido a cromatografia em sephadex
LH-20 eluida em 100 % de MeOH e o produto da reacao foi denominado AC 11.
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3.5 - Ensaios biolégicos

Todos os extratos, fragdes e substancias foram enviadas ao teste de
inibicdo da enzima gGAPDH de T. cruzi e algumas amostras foram testadas nas

suas formas tripomastigotas.

3.5.1 - Ensaios bioquimicos com a enzima gGAPDH de T. cruzi

Os ensaios bioquimicos com gGAPDH foram realizados no Instituto de
Fisica da USP — Sao Carlos. A gGAPDH usada no ensaio de inibicdo enzimatica é
uma enzima recombinante obtida em um sistema de expressao de Escherichia coli.
A preparagdo e purificagcdo da enzima gGAPDH segue procedimento descrito por
Souza (SOUZA et al., 1998).

A atividade da enzima foi monitorada através de ensaio
espectrofotométrico de ultravioleta (UV), com base na reagao bioquimica catalisada
pela enzima gGAPDH de T. cruzi, a temperatura de 25 °C. A reagao enzimatica foi
iniciada com a adicdo da enzima ao meio reacional, monitorando a formacgao do
NADH por UV durante 30 segundos. As condi¢des do meio reacional para os

ensaios enzimaticos estao descritas na TABELA 3.7.
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TABELA 3.7 - Condi¢cdes do meio reacional para a realizacdo dos ensaios na enzima
gGAPDH de T. cruzi totalizando um volume de 1 mL.

Cofator Cofator Cofator

Condi¢gdes do Meio Reacional . . . +
NAD () NAD"(**) Tio-NAD

Solucao tampao trietolamina 50 mM 100 mM 100 mM
pH 8,6 7,5 7,5
Etilenodiaminotetracetato dissddico (EDTA) 1 mM 1 mM 1mM
B-mercaptoetanol 1mM 1mM 1mM
Arseniato de sédio 30 mM 30 mM 30 mM
Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") 2,5mM 400 uyM -
Tionicotinamida adenina dinucleotideo (Tio-NAD") - - 250 uM
DL-gliceraldeido-3-fosfato (G3P) 0,3mM 600 uM 800 uM
Enzima gGAPDH 4-9 mg 13 nM 41 nM
Espectroscopia de absorgao molecular no ultravioleta 340 nm 340 nm 400 nm

(*) condicdes reacionais inicialmente utilizadas para a realizacdo dos ensaios enzimaticos com
gGAPDH. (**) NOVO PROTOCOLO - condigbes reacionais utilizadas atualmente para a realizagdo
dos ensaios enzimaticos com gGAPDH.

Nestes ensaios alguns cuidados devem ser tomados antes da
realizacdo de triagens bioquimicas: (i) aquisicdo de um espectro de varredura da
amostra a ser avaliada (na faixa de 200 e 400 nm) para verificar possiveis
interferéncias do candidato a inibidor na regido do espectro de absor¢gdo em que se
realizam as leituras dos ensaios cinéticos; (i) o composto em estudo deve ser
adicionado ao tampao na presenca de NAD" e analisado a 340 nm, para avaliar se
por si sO ele é capaz de reduzir o NAD" a NADH; (iii) finalizados estes testes
preliminares, os candidatos a inibidores sédo dissolvidos em DMSO e adicionados ao
meio reacional, ndo devendo a concentragcdo de DMSO exceder 10% do volume final
do ensaio, pois nesta concentracido o solvente organico nao afeta significativamente
a atividade da enzima.

No processo de triagem de candidatos a inibidores, um teste em dose

unica (200 pug/mL para mistura de substéancias) ou concentragdo unica (200 uM para
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compostos puros) foi empregado. As misturas de substancias que apresentaram
inibicdo superior a 30% foram selecionadas para purificacdo e os compostos puros
que apresentaram inibicao superior a 50% tiveram sua poténcia determinada através
de valores de [Csp.

Para a determinagdo dos valores de ICsy (concentragao de inibidor
necessaria para reduzir em 50% a atividade enzimatica) foram utilizadas cinco
concentracdes de inibidor, capazes de reduzir a atividade enzimatica em 15-85%.
Todas as medidas foram realizadas em triplicata, utilizando como controle negativo a
mistura reacional acrescida de 10% de DMSO e como controle positivo uma solugao
200 uM de uma amostra denominada inibidor padrdo (cumarina sintética com ICso de
64 uM).

Os dados experimentais coletados foram analisados graficamente
utilizando o programa SigmaPlot versao 7.0 e os valores de ICs, determinados

através de analise ndo-linear de melhor ajuste.

3.5.2 - Ensaio tripanocida in vitro sobre a forma tripomastigota de T. cruzi

Os ensaios tripanocidas foram realizados no Departamento de Analises
Clinicas, Toxolégicas e Bromatolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéutica de
Ribeirdo Preto - USP.

Para a realizagdo do ensaio foi utilizado sangue de camundongos
albinos Swiss experimentalmente infectados com a cepa Y do parasita. O sangue foi
obtido através de punc¢ao cardiaca apoés sete dias de infecgao, onde ocorre o pico de
parasitemia.

O sangue contaminado é diluido em sangue de um animal sadio para
atingir uma populagdo de 50 a 100 formas tripomastigotas em 50 campos
microscopicos, resultando numa concentracdo de 2 x 10° formas tripomastigotas por
mL. Como anticoagulante foi utilizado citrato de sddio (CeHsO7) a 3,8 % e pH 7,3 na
proporgao de um volume de citrato para trés de sangue infectado.

Em uma placa de microtitulagdo com 96 pogos foi colocado o sangue
infectado e os extratos e/ou as substancias puras dissolvidas em DMSO. Em
seguida, todo material foi incubado por um periodo de 24 ha 4 °C.

Como controle positivo foi utilizado o sangue infectado e para controle
negativo utilizou-se o sangue infectado com violeta de genciana a uma concentragao
de 250 pg/mL.
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Apos o periodo de incubacédo, o numero de parasitas foi determinado
colocando-se uma aliquota de 5 uL de sangue sobre uma Iamina coberta com uma
laminula de 22 x 22 mm e contando-se os parasitas em 50 campos microscépicos,
segundo a técnica descrita por Brener (BRENER, 1962).

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e os resultados dos
ensaios foram expressos em porcentagem de lise parasitaria. Os extratos foram
inicialmente ensaiados numa concentragdao de 4 mg/mL e as substancias puras nas
concentragdes de 100, 250 e 500 pyM.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Estudos de Anacardium occidentale

Para investigar a potencialidade de A. occidentale como planta
biologicamente ativa, foi necessario o isolamento e identificagdo de seus
constituintes quimicos. Para isso utilizou-se um o6leo comercial (LCC), também
conhecido por LCC técnico e os extratos obtidos pela maceracdo das cascas da
castanha de caju com solvente organico.

O 6leo comercial e os extratos foram analisados por CCDA e RMN 'H.
O LCC comercial apresentava coloragdo bastante escura e possuia odor
caracteristico de queima. Este oleo obtido como subproduto da industria
castanheira, era constituido majoritariamente por cardanol (a), proveniente da
descarboxilagdo a quente dos acidos anacardicos (b). Ja os extratos das cascas
obtidos por extracdo com solvente organico eram ricos em derivados fendlicos, entre
eles cardanol (a), acidos anacardicos (b) e cardol (¢) (FIGURA 4.1). Visto que o LCC
comercial ndo apresentava acido anacardico em quantidade expressiva, optou-se

pela sua nao utilizagao.

OH OH O OH

(a) (b) (c)

FIGURA 4.1 - Constituintes majoritarios do LCC técnico e dos extratos organicos de
A. occidentale.

Dados da literatura apresentam diversas técnicas de separacido para
estes constituintes fendlicos (KIONG & TYMAN, 1981; SHOBBA &
RAVINDRANATH, 1991; PARAMASHIVAPPA et al., 2001; KUMAR et al., 2002).
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4.1.1 - Extrato metandlico de Anacardium occidentale (AOM)

O extrato metandlico (AOM) foi analisado por CCDA e quando revelado
em vanilina observaram-se manchas de coloragdao vermelho purpuro referente a
presenca de derivados fendlicos € manchas de coloragao marrom escuro.

Observou-se ainda no frasco que armazenava este extrato a presenga
de um precipitado que foi filtrado e analisado por RMN 'H. A presenga de varios
sinais bem definidos na regido aromatica (64 6,0 - 7,5 ppm) e auséncia de sinais
referentes a metilas despertaram o interesse deste material, que foi submetido a CC
e parte acetilada. Em ambos os casos, os solidos obtidos foram analisados por RMN
'H e ®C e caracterizados como flavondides do tipo flavanona.

Os flavonoides sdo biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides
e constituem uma importante classe de polifendis presentes em abundancia entre os
metabolitos secundarios de vegetais. Suas unidades biossintéticas provém de um
caminho misto, onde o anel A tem origem pelo caminho do acetato e os anéis Be C
no caminho do chiquimato. O termo fendlico ou polifenol pode ser definido como
sendo uma substadncia que tem um ou mais nucleos aromaticos contendo
substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais (ésteres, metoxilas,
glicosideos e outros). Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem natural, sendo amplamente
distribuidos no reino vegetal, apresentando enorme variedade estrutural em plantas
superiores, sendo quase ausente em algas e fungos (DEWICK, 2002; SIMOES et
al., 2003).

Existem diversas formas estruturais de flavondides, sendo que a
maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu
esqueleto principal, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés
atomos de carbono entre elas (SIMOES et al., 2003).

4.1.1.1 - Identificagao das flavanonas glicosiladas | e Il
O prunin-6”-O-p-coumarato |, uma flavanona glicosilada, foi isolada do
precipitado oriundo do extrato metandlico de A. occidentale (AOM) como um sdlido

amorfo marrom. A identificacdo deste metabdlito foi realizada inicialmente através de
experimentos de RMN 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) (FIGURA 4.2 e 4.3) e os dados
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obtidos estdo descritos na TABELA 4.1, em comparagdo com os da literatura. El
Sissi e colaboradores descrevem o isolamento desse flavondide de Acacia
farnesiana (Leguminosae) (EL SISSI et al., 1974) e apds alguns anos este mesmo

flavondide foi isolado do extrato aceténico de A. occidentale (RAHMAN et al., 1978).

(hR=H
(IHR = Ac

A analise do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.2) sugeriu a presenca de
uma flavanona devido a presenga de sinais em 6y 2,64 (dd, J = 2,8 e 17,0 Hz), 64
2,99 (dd, J = 12,0 e 17,0 Hz) e em &4 5,21 (dd, J = 2,8 e 12,0 Hz) atribuidos,
respectivamente, aos hidrogénios H-3a, H-3b e H-2 do anel C de flavanonas.

Em &y 7,55 (d, J = 15,8 Hz) e 64 6,30 (d, J = 15,8 Hz) observou-se a
presenca de dois dubletos, integrando para um hidrogénio cada. A constante de
acoplamento (J = 15,8 Hz) foi consistente com valores de deslocamento de prétons
oleofinicos-trans em sistemas carbonilicos a,B-insaturados.

Na regido de hidrogénios aromaticos (o4 6,14-7,35) foram observados
trés conjuntos de sinais. O primeiro conjunto com dois dubletos (4 7,35 e 6,75),
ambos com J = 8,6 Hz e integrando para dois hidrogénios cada, apresentou um
padrao de acoplamento tipico de um anel aromatico dissubstituido, onde dois dos
hidrogénios sao equivalentes. O segundo conjunto também apresentou dois
dubletos (dn 7,22 e 6,79), ambos com J = 8,6 Hz, integrando para dois hidrogénios
cada, também acoplamento tipico de anel aromatico dissubstituido com dois
hidrogénios equivalentes. No terceiro conjunto de sinais foi observada a presenca de
dois dubletos (d4 6,20 e 6,14), ambos com J = 2,2 Hz, integrando para um hidrogénio

cada.
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Os sinais de hidrogénios carbindlicos que apareceram no espectro de
RMN "H entre 54 3,18-3,65 indicaram a presenca de uma glicolisagao.

Os dubletos em 64 6,79 (d, J = 8,6 Hz) e 64 7,22 (d, J = 8,6 Hz) foram
atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-3', H-5 e H-2', H-6’, que sao
quimicamente equivalentes. Ja os dubletos em 6y 6,75 (d, J = 8,6 Hz) e 6 7,35 (d, J
= 8,6 Hz) foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-3”, H-5" e H-2”, H-6”,
também quimicamente equivalentes.

O espectro de RMN C (FIGURA 4.3) apresentou vinte e cinco sinais
referentes a carbonos, sendo que quatro deles estavam com intensidade duplicada
(6c 130,3, 128,4, 115,7 e 115,1 e um deles encoberto pelo sinal do solvente,
totalizando trinta atomos de carbono (TABELA 4.1).

Verificou-se ainda a presenca de um carbono carbonilico em 6¢ 198,42
e dezoito sinais de carbonos aromaticos, indicando a presenca de um terceiro anel
aromatico além dos dois anéis aromaticos do esqueleto principal de uma flavanona.
Oito destes carbonos eram totalmente substituidos, indicando a presenca de
substituintes no anel A e B.

A existéncia de sinais referentes a carbonos carbindlicos sugeriu a
presenca de trés hidroxilas como substituintes, sendo elas nas posigdes 5, 4’ e 4”. A
glicosilagdo foi evidenciada pelos sinais de CH carbindlicos com deslocamento
quimico em 6¢ 99,2 (C-17"), 76,1 (C-3”), 73,8 (C-5"), 72,9 (C-2") € 69,8 (C-4").

A suposicao de trés anéis aromaticos diferentes foi confirmada por
meio das correlagdes 'H-'H, observadas no experimento COSY (FIGURA 4.4),
conforme a TABELA 4.2.

Através da analise do espectro de HSQC (FIGURA 4.5) foram
observadas as correlagdes dos sinais em 6¢c 63,3 com dois hidrogénios (6y 4,54 €
4,27, que acoplavam entre si com J = 11,8 Hz), evidenciando a existéncia de um
CH,. Com isto pode-se atribuir todos os demais carbonos da substancia | (TABELA
4.3).

Os dados de RMN de 'H e *C, associados com aqueles obtidos das
analises dos espectros bidimensionais (COSY e HSQC) e comparagdo com os
dados da literatura (RAHMAN et al., 1978) (TABELA 4.1), possibilitou identificar o
composto | como sendo a flavanona naringenina-7-O-(6”-O-p-cumaroil)-p-D-

glucosideo.
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FIGURA 4.2 - Espectro de RMN "H da flavanona | (MeOD, 200 MHz).
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FIGURA 4.5 - Mapa de contorno de HSQC da flavanona | (MeOD, 400 MHz).
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TABELA 4.1 - Dados de RMN "H e *C da flavanonal .

RMN 'H RAHMAN et al., RMN "c RAHMAN et al.,
H/C (MeOD, 200 MHz) 1978 (MeOD, 50 MHz) 1978
(6= ppm; J = Hz) (DMSO-ds) (6= ppm) (DMSO-ds)
2 5,21 (dd, J=2,8 € 12,0) 5,50 (d, J: 12,0) 80,3 78,6
3a 2,99 (dd, J= 12,0 e 17,0)
2,70 - 4,15 (m) * 42,0
3b 2,64 (dd, J=2,8e 17,0)
4 - - 198,4 197,2
5 - - 164,9 163,0
6 6,20 (d, J = 2,2) 6,22 (s) 97,9 96,3
7 - - 166,7 165,0
8 6,14 (d, J = 2,2) 6,22 (s) 97,2 95,5
9 - - 164,3 162,6
10 - - 104,9 103,3
1 - - 130,8 128,6
2 7,22 (d, J = 8,6) 7,35 (d, J: 8,5) 128,9 128,4
3’ 6,79 (d, J = 8,6) 6,83 (d, J: 9,0) 116,3 115,1
4 - - 158,9 157,7
5’ 6,79 (d, J = 8,6) 6,83 (d, J: 9,0) 116,3 115,1
6’ 7,22 (d, J = 8,6) 7,35 (d, J: 8,5) 128,9 128,4
17 5,18 (m)* 5,13 (d, J: 6,0) 101,0 99,2
2” 3,35 (m) 2,70 - 4,15 (m) 74,6 72,9
3” 3,35 (m) 2,70 - 4,15 (m) 77,7 76,1
4 3,35 (m) 2,70 - 4,15 (m) 71,8 69,8
5” 3,65 (m) 2,70 - 4,15 (m) 75,6 73,8
6a” 454 (dd, J=1,4 e 11,8)
4,41 (m) 64,6 63,3
6b” 4,27 (dd, J=7,0 e 11,8)
1 - - 127,2 125,0
2” 7,35 (d, J = 8,6) 7,55 (d, J: 9,0) 131,2 130,3
3” 6,75 (d, J=8,6) 6,83 (d, J: 9,0) 116,8 115,7
4 - - 161,1 159,8
5" 6,75 (d, J = 8,6) 6,83 (d, J: 9,0) 116,8 115,7
6" 7,35 (d, J = 8,6) 7,55 (d, J: 9,0) 131,2 130,3
7" 6,30 (d, J=15,8) 7,59 (d, J: 16,0) 114,9 113,9
8 7,55 (d, J = 15,8) 6,63 (d, J: 16,0) 146,8 144,9
9" - - 169,0 166,4

(*) Sinal observado nos espectros bidimensionais e encoberto pelo sinal do solvente (MeOD). (**)
Sinal encoberto pelos sinais do solvente.
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TABELA 4.2 - Correlagdes de 'H-'H observadas no experimento de COSY para a
flavanona l.

H &(ppm) &(ppm)
2 521 2,99 e 2,64
3a 2,99 521 e 2,64
3b 2,64 521 e 2,64
6 6,20 6,14
8 6,14 6,20
2e6 7,22 6,79
3e5 6,79 7,22
17 5,18 3,35
o
3” 3,35 518 e 3,35
4
5" 3,65 3,35
6a” 4,54 4,27
6b” 4,27 4,54 3,65
2" e 6™ 7,35 6,75
3" e 5” 6,75 7,35
7" 6,30 7,55
8" 7,55 6,30
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TABELA 4.3 - Correlagdes de 'H-">C a J' da flavanona | observadas no experimento
de HSQC.

H/C H(s) C©)
2 5,21 80,3
3a 2,99 >
3b 2,64 **

6,20 97,9

6,14 97,2
2 7,22 128,9
3 6,79 116,3
5 6,79 116,3
6’ 7,22 128,9
1” 5,18 101,0

27 3,35 74,6
3” 3,35 77,7
4" 3,35 71,8
5” 3,65 75,6

6a” 4,54 64,6

6b” 4,27 64,6
2 7,35 131,2
3 6,75 116,8
5 6,75 116,8
6’ 7,35 131,2
v 6,30 114,9
8” 7,55 146,8

(*) Sinal observado nos espectros bidimensionais e encoberto pelo sinal do solvente (MeOD).
(**) Sinal encoberto pelos sinais do solvente.

O sodlido esbranquicado Il foi obtido pela reagdo de acetilagcdo do
precipitado do extrato metandlico de A. occidentale (AOM) para a confirmagao da
estrutura | que apresentou alguns sinais encobertos pelo sinal do solvente deuterado
(MeOD). Este acetato ja havia sido descrito na literatura por Rahman e
colaboradores e sua identificacéo foi feita através dos experimentos de RMN 'H, "*C
e PENDANT, em comparagédo com os dados da literatura (RAHMAN, et al., 1978).

Os espectros de RMN 'H (FIGURA 4.6) das flavanonas | e Il foram
bastante semelhantes, com diferengas significativas apenas na regido mais
blindada. O espectro de RMN 'H de Il apresentou os sinais referentes a hidrogénios
de metilas e o espectro de RMN 'C (FIGURA 4.70) apresentou sinais

caracteristicos de metilas e carbonilas de éster, mostrando que as seis hidroxilas de

51



PARTE I: Resultados e Discussoes

| foram esterificadas. As multiplicidades dos carbonos foram confirmadas pelo
experimento de PENDANT (FIGURA 4.8) e o sinal referente a C-3 que estava
encoberto pelo sinal do solvente em | pode ser confirmado pelo derivado acetilado Il.

A TABELA 4.4 mostra os dados referentes a flavanona Il denominada

hexacetato de naringenina-7-0-(6”-O-p-cumaroil)--D-glucosideo.

T™S

0.00 -

FIGURA 4.6 - Espectro de RMN "H da flavanona acetilada Il (CDCls, 200 MHz).
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TABELA 4.4 - Dados de RMN "H e 3C da flavanona II.

RMN 'H RAHMAN et al., RMN “C
H/C (CDCl3, 200 MHz) 1978 (CDCl;, 50 MHz) PENDANT
(6=ppm; J = Hz) (CDCls) (6= ppm)
2 5,36 (M) 5,36 (dd, J = 5,0 e 11,0) 78,8 CH
3a 2,69 (dd, J=26 € 16,8)
2,57 - 3,25 (m) 44,9 CH;
3b 2,93 (dd, J= 12,2 ¢ 16,8)
4 - - 188,4 C
5 - - 161,9 c
6 6,38 (d, J = 2,4) 6,43 (d, J = 2,6) 105,9 CH
7 - - 163,6 C
8 6,51 (d, J = 2,4) 6,60 (d, J = 2,5) 97,6 CH
9 - - 166,1 C
10 - - 109,6 C
1 - - 135,6 C
2 7,49 (d, J = 8,6) 7,46 (d, J=9,0) 129,3 CH
3 7,12 (d, J = 8,6) 7,19 (d, J=9,0) 121,9 CH
& - - 152,2 C
5’ 712 (d, J = 8,6) 7,19 (d, J=9,0) 121,9 CH
6’ 7,49 (d, J = 8,6) 7,46 (d, J=9,0) 129,3 CH
17 102,4 CH
2 5,0- 5,5 (m) 5,33 (m) 725 CH
3” 72,3 CH
4” 68,3 CH
57 3,80 - 4,20 (m) 4,08 (m) 70,8 CH
6a” 4,42 (dd, J=26€ 12,2)
4,41 (m) 62,0 CH.
6b” 4,30 (dd, J= 5,6 € 12,2)
17 - - 131,8 C
2 7,68 (d, J = 8,6) 7,57 (d, J = 8,5) 122,3 CH
3 7,09 (d, J = 8,6) 7,19 (d, J=9,0) 127,2 CH
4 - - 150,8 C
5 7,09 (d, J = 8,6) 7,19 (d, J=9,0) 127,2 CH
6 7,68 (d, J = 8,6) 7,57 (d, J = 8,5) 122,2 CH
7 7,64 (d, J = 16,0) 7,72 (d, J = 16,0) 17,1 CH
8 6,35 (d, J = 16,0) 6,41 (d, J = 16,0) 144,7 CH
9 - - 170,1 C
OAc* - - 151,8 C
5, 4'e 4”-OAc - - 169,3 C
2,04 (s) (3 H)
OAc** 2,05 (s) (3 H) 2,06 (s) (9 H) 20,5 (3 C) 3 CHj3
2,07 (s) (3 H)
4 e 47-OAc 2316 O F) 2,33 (s) (9 H) 21,13 C) 3 CHs
5-OAc 2,32 (s) (3 H)

(*) carbonilas referentes a acetilagdo das hidroxilas nas posi¢des 2”, 3" e 4”. (**) metilas referentes a

acetilacao das hidroxilas nas posigdes 2”, 3” e 4”.
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4.1.2 - Fracionamento do extrato diclorometanico de Anacardium occidentale

(AOD) utilizando RLCC (Rotation Locular Countercurrent Chromatography)

O extrato diclorometanico (AOD) foi considerado o mais interessante
do ponto de vista quimico, pois possuia maior variedade dos derivados fendlicos e
outros metabdlitos em menor proporgao.

A caracterizagdo da mistura foi baseada na presenca de sinais na
regido de 6 6,5 - 7,5 ppm, referente aos hidrogénios aromaticos, assim como sinais
na regiao de 6 4,5 - 6,0 ppm referentes aos hidrogénios olefinicos, indicando as
insaturagdes das cadeias alquilicas e os hidrogénios alilicos atribuidos aos sinais na
faixa de 6 2,25 - 3,0 ppm (FIGURA 4.9).

Este extrato quando submetido a CCDA apresentava substéncias com
coloracdo purpura para os acidos anacardicos e vermelha intensa para os cardois e
cardandis, quando revelados com vanilina e H,SO4. Os fracionamentos dos extratos
de A. occidentale realizados por técnicas convencionais de cromatografia em coluna

(CC) nado foram eficientes para o isolamento de substancias.

T™S

1
W — © OO TOHOULNMONOONLNO OO — N M O m o N <t O ©0 o
NONN OONN NRRIITIITIINMDNDNS S S oo~ SO e N PR S
NN NN 0 WLWwwLw ONWLWLWLWwLWw M AN NN o N ~ ~
SN P &8 g G e Ca Ca g g9 U RS T
|

FIGURA 4.9 - Espectro de RMN "H do extrato AOD (CDCl3, 200 MHz).
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Trabalhos ja realizados pelo grupo de Produtos Naturais da UFSCar
utilizando RLCC mostram a eficiéncia desta técnica (LEITE et al., 2005; Beltrame et
al., 2006). Foram realizados 26 testes com diferentes misturas e proporgdes de
solventes. Estes testes foram feitos utilizando pequenas quantidades de amostra,
para estabelecer as melhores condigcbes para o fracionamento do extrato AOD.
Depois de estabelecidos alguns bons sistemas (TABELA 4.5), esses foram aplicados
em grande escala, sendo que alguns deles n&o permitiram resultados satisfatorios.

TABELA 4.5 - Sistemas testados utilizando RLCC para o fracionamento do extrato
diclorometanico (AOD).

Sistema Solventes Proporcao Observagoes
1 Dic/MeOH/H,0O 7:4:2 ocorreu formagao de emulséo
2 Hex/Dic/MeOH/H,0 5:5:8:2 -
3 Hex/Dic/AcN 10:3:7 elevada proporgéo de AcN
4 Hex/MeOH/H,0O 10:9:1 -
5 Dic/MeOH/n-PrOH 6:6:0,5:4 dificil separacao das fases
6 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 5:2:4:1 -

Quando se utilizou o sistema 1, ao injetar a fase movel, ocorreu
formagdo de emulsdo e precipitacdo de parte do material vegetal nas colunas,
havendo assim o entupimento e impossibilitando a utilizacdo desse sistema. Ja o
sistema 3, quando feito em grande escala, proporcionou uma alta concentracao de
acetonitrila, inviabilizando seu uso na velocidade desejada, visto que o sistema do
equipamento é praticamente aberto, logo esse sistema foi descartado. O sistema 5,
quando aplicado em pequena proporgao (40 mL) apresentou uma boa separagao
das fases, mas quando injetado no equipamento, ndo houve boa separagdo das
fases, fazendo com que a fase estacionaria fosse arrastada pela fase movel. Para
tentar melhorar a resolucédo do sistema 5, fizeram-se variagdes no fluxo de insergao
da fase movel, mas o resultado ainda nao foi satisfatério.

Os sistemas 2, 4 e 6 apresentaram resultados bastante satisfatorios,
mas a resolugado do fracionamento foi mais eficiente quando utilizado o sistema 4,
sendo este escolhido para o desenvolvimento das analises.

A FIGURA 4.10 ilustra o equipamento de RLCC utilizado. A utilizagao

deste equipamento requer procedimentos como:
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a) Sempre purgar o sistema no inicio da colocacao da fase estacionaria;

b) Apds o sistema ter adquirido presséo, verificar vazamento entre as conexdes ou
na bomba;

¢) Realizar a variagao do fluxo da fase estacionaria para verificar se a alteracéo de
pressao nao provoca vazamento;

d) Realizar o condicionamento do equipamento injetando a fase estacionaria com as
colunas na vertical (90°) e com rotagao;

e) Posteriormente injetar a fase movel com as colunas na horizontal sem rotagéo
alguma;

f) Depois de observar que a fase movel ja esta saindo do sistema, injetar a amostra;
g) Dissolver a amostra numa mistura de 1:1 das fases a serem utilizadas durante a
analise e filtrar essa mistura num filtro de porosidade pequena, respeitando o limite a

ser injetado.

FIGURA 410 - Equipamento RLCC (Rotation Locular Countercurrent
Chromatography).

O sistema 4 (Hex/MeOH/H,0 - 10:9:1) mostrou-se bastante eficiente no
fracionamento do extrato diclorometanico (AOD), tanto na eluicdo ascendente como
descedente. As condicbes de analise foram estabelecidas por tentativa, fazendo
variagoes de (i) fluxo (0,5-2,0 mL/min), (ii) modo de eluig¢ao e (iii) massa de material
injetada. Os melhores resultados foram obtidos nas condi¢gbes descritas na TABELA
4.6:
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TABELA 4.6 - Condi¢des utilizadas no fracionamento do extrato diclorometanico
utilizando RLCC.

Vantagens Desvantagens

v grande massa de material injetado (2,0 g);
o Y fluxo alto (4,0 mL/min)
<
2 .§ ¥’ pouco tempo de analise (4 h); v n&o houve isolamento de
g § v’ as fragdes apresentavam diferencas nenhuma substancia pura;
g 2 significativas na concer?tragao dos v houve separacdo apenas por
38 compostos fracionados; classe de compostos;
E EO v’ atécnica péde descriminar quantidade de

insaturagdes na cadeia alquilica dos
derivados fendlicos;

- . v" menor massa de material
v’ as fragdes apresentavam diferencas injetado (1,0 g) quando
significativas na concentragéo dos

comparado ao fracionamento A;
compostos; ) )
_ o v fluxo baixo (1,5 mL/min);

v’ isolou-se a substancia lll;

v" muito tempo de analise (36 h);

Fracionamento B
Modo Descendente

A técnica de cromatografia contracorrente (RLCC) foi o método mais
eficiente para o fracionamento do extrato OAD. Mostrou-se bastante eficiente na
separacao das diferentes classes dos constituintes fendlicos, com um baixo custo e
curto tempo de analise. Embora a maioria das fragdes oriundas deste fracionamento
nao estivesse pura, os seus constituintes puderam ser identificados para prosseguir
os estudos monitorados por bioensaios. A fragdo constituida majoritariamente por
acidos anacardicos saturados e insaturados foi denominada AC e apresentou

excelentes resultados nos ensaios realizados.
4.1.2.1 - Identificagdo do cardanol Il
O 8'Z-pentadecenil cardanol (lll), um 6leo marrom claro, foi identificado

através da analise dos espectros de RMN 'H e "*C em comparagdo com dados de
alguns analogos descritos na literatura (YAMAGIWA et al., 1987).
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(1)

A analise do espectro de RMN "H (FIGURA 4.11) sugeriu a presenca
de um derivado fendlico devido a presencga de quatro sinais referentes a hidrogénios
aromaticos: um tripleto (64 7,12, J = 7,6 Hz) integrando para um hidrogénio; dois
dubletos (64 6,64 e 6,74), ambos com J = 7,6 Hz, integrando para um hidrogénio
cada; um singleto largo (6 6,64), integrando para um hidrogénio. Este conjunto de
sinais sugere um fenol dissubstituido na posigao meta.

A presenca de um tripleto (d4 2,54, J = 7,6 Hz), integrando para dois
hidrogénios, pode ser atribuido aos hidrogénios benzilicos. Um tripleto (d4 0,88, J =
5,5 Hz) integrando para trés hidrogénios sugeriu uma metila terminal da cadeia
carbdnica linear.

O espectro de RMN "*C (FIGURA 4.12) apresentou dezessete sinais de
carbono, sendo que dois sinais apresentaram-se com intensidade duplicada,
totalizando vinte e um sinais de carbono. As multiplicidades dos carbonos foram
determinadas pelo experimento de DEPT 135 (FIGURA 4.13).

Observou-se a presenca de dois sinais referentes a carbono
quaternario sendo um deles em 3¢ 144,9 e o outro ligado a oxigénio em dc 155,4.
Pode-se ainda observar um sinal referente a metila (6¢c 14,1), dois sinais referentes a
carbono e dupla ligagédo (6¢c 129,9 e 129,8) e quatro sinais caracteristicos de CH
aromatico (6¢ 129,3, 120,8, 115,3 e 112,5).

As atribuicdes dos sinais de 'H e *C est&o descritos na TABELA 4.7.
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FIGURA 4.11 - Espectro de RMN 'H do cardanol Il (CDCls, 200 MHz).
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FIGURA 4.12 - Espectro de RMN "*C (50 MHz) do cardanol Il (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.13 - Experimento DEPT 135 do cardanol Ill (CDClI3, 50 MHz).

TABELA 4.7 - Dados de RMN 'H e "*C do cardanol Ill (CDCls, 200 e 50 MHz).

1 13
HIC (5 :p“:'nN; JH= a) (':;“:';pr:) DEPT 135
1 : 1554 C
2 6,64 (sl, 1H) 115,3 CH
3 : 144,9 c
4 6,74 (d, 1H, J=7,6) 120,8 CH
5 7,12 (t, H, J=7,6) 129,3 CH
6 6,64 (d, 1H, J=7,6) 12,5 CH
r 2,54 (1, 2H, J=7,6) 35,8 CH,
2.6 1,1-1,7 (m, 24H) ‘ CH,
7 e 10’ 2,01 (ql, 4H, J = 6,0) . CH,
8eQ 5,35 (m, 2H) 129,9 elou 129,83 CH
ok ’ CH,
2 1,1-1,7 (m, 24H) 290 ok
13’ 27,2 CH,
14 22,6 CH,
15 0,88 (t, 3H, J = 5,5) 14,1 CHs

(*) 6: 29,2-31,8 (8C)
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4.1.3. Isolamento dos constituintes do extrato diclorometanico (AOD) por

precipitagao fracionada

O extrato AOD foi extraido da casca, previamente separada da
castanha, utilizando diclorometano. Segundo a literatura, Kiong e Tyman separaram
acidos anacardicos e cardois, do LCC natural, utilizando Pb(OH),s), obtendo-se
assim o anacardato de chumbo, que apds a extragdo com solvente orgéanico fornece
a mistura de acidos anacardicos e o filtrado organico apos cromatografia em coluna,
fornece os cardodis (KIONG & TYMAN, 1981). Recentemente, Paramashivappa e
colaboradores desenvolveram um método para o isolamento dos constituintes
majoritarios do LCC natural, utilizando Ca(OH)ys para a formagdo de um
precipitado estavel com acido anacardico (anacardato de calcio) e apds tratamento
acido e extragdo com solvente organico, obtém-se a mistura de acidos anacardicos.
A solugao organica depois de tratada com base leva a obtengcdo da mistura dos
cardois e cardanois (PARAMASHIVAPPA et al., 2001).

O procedimento descrito por Paramashivappa e colaboradores foi
aplicado ao extrato diclorometanco (AOD), com pouco sucesso, pois 0s cardois e
cardanois nao puderam ser isolados, apenas a mistura dos acidos anacardicos.
Atribui-se a ineficiéncia do procedimento para este extrato em funcdo dele nao
apresentar os derivados fendlicos nas mesmas concentracbées do LCC natural,
variando assim o pH do meio, que é condigdao fundamental para o sucesso da
técnica, inviabilizando a aplicagdo de precipitacdo para o isolamento dos

constituintes do extrato AOD.

4.2 - Modificagoes estruturais

Na busca de inibidores especificos para a enzima gGAPDH de T. cruzi,
foi realizado um screening de varias espécies vegetais, entre elas A. occidentale. A
fracdo AC, proveniente do fracionamento utilizando RLCC, era constituida
majoritariamente por acidos anacardicos saturados e insaturados (FIGURA 4.14) e
foi ensaiada em diferentes modelos bioldgicos, entre eles na enzima gGAPDH do
Trypanosoma cruzi, obtendo-se 88% de inibicdo na concentragao de 1,75 uM. Este
resultado serviu para guiar as demais etapas deste trabalho, uma vez que este foi o

produto natural com atividade inibitéria mais promissora testado nesta enzima.
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Entretanto, devido as diversas dificuldades inerentes ao processo de separagao
destes compostos, foram propostas algumas modificagées quimicas com o objetivo

de potencializar as suas atividades, além de se tentar estabelecer relacdo estrutura-
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FIGURA 4.14 - Espectro de RMN "H da fragdo AC, (CDCls, 200 MHz).

Considerando que a fragao era rica em acidos anacardicos, a proposta
inicial foi a modificagdo da densidade eletrénica préxima ao grupo carboxila (porgao
fendlica) (ESQUEMA 4.1) e variagao cadeia carbonica lateral (ESQUEMA 4.2).
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ESQUEMA 4.1 - Modificagbes sugeridas na parte fendlica do acido anacardico.

OH O OH O
OH o) OH 0
—
H OH
11 12
o o l OH O l
OH 0 OH
NH, OH
1 13
OH O l
OH
NH,
15

ESQUEMA 4.2 - Modificagbes na cadeia lateral do acido anacardico.
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4.2.1 - Reagao de hidrogenagao catalitica da fragao AC para obtengao de AC 1

Devido a dificuldade de separacido dos diferentes acidos anacardicos,
saturados e insaturados, optou-se pela hidrogenagdo da mistura. A reagao de
hidrogenacao catalitica heterogénea foi realizada utilizando a fragdo AC como
substrato, paladio/carvao ativo como catalisador e atmosfera de H, como fonte de
hidrogénio (ESQUEMA 4.3 - TABELA 4.8).

OH O
H,, Pd/C OH
MeOH "
CisH34
n=0,2,4 oub
AC AC 1

ESQUEMA 4.3 - Reagédo de hidrogenagao da fracédo AC.

TABELA 4.8 - Quantidade de material de partida, do produto e rendimento total para
a reacao de hidrogenacgao da mistura de acidos anacardicos AC.

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
Mistura de ac. anacardicos Ac. anacardico saturado Brut
ruto
AC AC1 99
(300,0 mg) (299 mg; 0,86 mmol)

No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.15) a auséncia dos sinais
referentes aos hidrogénios olefinicos (o4 4,8-6,0) e aos hidrogénios alilicos (6y 1,8-
2,8) confirmaram a obtencao do composto saturado.

Através da andlise dos espectros de RMN ®C (FIGURA 4.16) e do
experimento de DEPT 135 (FIGURA 4.17), pode-se confirmar a auséncia de
carbonos insaturados.

No espectro no infravermelho (FIGURA 4.18) foram observadas
absorcdes caracteristicas de ligagdes O-H de hidroxilas livres (vmax = 3439). A
presenca da hidroxila quelada posicionada em C-6 também foi evidenciada pelo
aparecimento de duas bandas de vibracdo C=0, uma banda caracteristica de
carbonila quelada (vmax = 1605), outra referente a carbonila livre (vimax = 1655) e duas

bandas de vibracdo C-O (vmax = 1248 e 1221). A cadeia alquilica pb6de ser

65



PARTE I: Resultados e Discussoes

evidenciada por dois conjuntos de bandas de absorg¢do, deformacido axial de

ligagcoes C-H (vmax = 2918 e 2850) e deformagao angular (vimax = 1466 e 1446).
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FIGURA 4.15 - Espectro de RMN "H de AC 1 (CDCl3, 200 MHz).
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FIGURA 4.17 - Experimento DEPT 135 de AC 1 (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.18 - Espectro de infravermelho de AC 1.

Dados espectroscopicos do acido 2-pentadecil-6-hidroxibenzéico (AC 1)

RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & (ppm) 11,05 (s, 1H); 7,35 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,86 (dd,
1H, J=8,0 e 0,9 Hz); 6,77 (dd, 1H, J = 8,0 e 0,9 Hz); 2,97 (d, 2H, J = 8,0 Hz); 1,20-
1,60 (m, 26H); 0,88 (t, 3H, J = 6,0 Hz).

RMN *C (CDCl;, 50 MHz): 5 (ppm) 176,0 (CO); 163,7 (C); 147,9 (C); 135,4 (CH);
122,9 (CH); 116,0 (CH); 110,8 (C); 36,6 (CHy); 29,7-32,2 (12CHy); 22,8 (CHy); 14,3
(CHa).

IV (pastilha de KBr): vmax (cm™) 3439; 2918; 2850; 1655; 1604; 1466; 1446; 1248;
1221; 733; 708.

4.2.2 - Reagao de metilagao de AC1 para obtencao de AC 2

A reacgao de esterificacdo de AC 1 (ESQUEMA 4.4) foi realizada com
diazometano (TABELA 4.9) e o produto obtido foi caracterizado utilizando técnicas

espectroscopicas.
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OH O OH O

OH Diazometano OCH;

Y

CisHa1 C1sHa
AC 1 AC 2

ESQUEMA 4.4 - Reacao de esterificacdo do acido anacardico AC 1.

TABELA 4.9 - Quantidade de material de partida, produto e rendimento total para
reacao de esterificacdo de AC 1.

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
Ac. anacardico saturado Ester saturado
AC 1 AC 2 93
(130 mg; 0,37 mmol) (127 mg; 0,35 mmol)

A metilacdo da hidroxila fendlica ndo ocorreu, pelo fato de ela estar
quelada com o oxigénio da carboxila. Considerando que as condi¢des utilizadas
para essa reagao sdo muito brandas, n&o foi suficiente para romper as ligagdes de
hidrogénio.

A formacao do éster foi evidenciada através da analise do espectro de
RMN 'H (FIGURA 4.19) que apresentou um singleto em &y 3,96 referente aos
hidrogénios da metoxila do éster. No espectro de RMN "*C (FIGURA 4.20) o éster
formado também foi confirmado pelo conjunto de sinais de metoxila em 6¢c 52,0 e
carbonila em 6¢ 171,9. Os sinais em o4 11,11 e 6¢c 162,5 confirmam a presenca da
hidroxila fendlica ndo esterificada. O experimento de DEPT 135 (FIGURA 4.21) foi
utilizado para determinar a multiplicidade dos carbonos.

A anadlise do espectro no infravermelho (FIGURA 4.22) confirmou a
formacédo do éster através da diminuicdo da banda de absorgcido caracteristica de
ligagbes O-H de hidroxilas (vmax = 3414) e aumento na banda de absorgao referente
as ligagcdes da carbonila (vmax = 1664). A esterificagcdo também provocou um
aumento significativo na intensidade das bandas de absorgdo caracteristicas de
ligagcdes C-H de metilas (vmax = 1472 e 1448).
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FIGURA 4.19 - Espectro de RMN "H de AC 2 (CDCl3, 200 MHz).
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FIGURA 4.20 - Espectro de RMN °C de AC 2 (CDCl3, 50 MHz).
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FIGURA 4.21 - Experimento de DEPT 135 de AC 2 (CDCl3, 50 MHz).
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Dados espectroscopicos do 2-hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (AC 2)

RMN "H (CDCls, 200 MHz): § (ppm) 11,11 (s, 1H); 7,29 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,83 (dd,
1H, J=8,0 e 1,1 Hz); 6,72 (dd,1H, J = 8,0 e 1,1 Hz); 3,96 (s, 3H); 2,88 (t, 2H, J = 8,0
Hz); 1,26-1,53 (m, 26H); 0,88 (t, 3H, J = 6,4 Hz).

RMN *3C (CDCls, 50 MHz): 5 (ppm) 171,9 (CO): 162,5 (C); 146,1 (C); 134,1(CH);
122,4 (CH); 115,5 (CH); 111,8 (C); 52,0 (OCHs); 36,6 (CH.); 29,3-32,1 (12CH,); 22,6
(CH.); 14,0 (CH3).

IV (pastilha de KBr): vmsx (cm™) 3414; 2918; 2852; 1664; 1606; 1472; 1448; 1250;
1203; 818; 712.

4.2.3 - Reagao de redugao de AC 2 com hidreto de litio aluminio para obtengao
de AC 3

O AC 2 foi reduzido com LiAlH; (ESQUEMA 4.5) de acordo com os
dados da TABELA 4.10 e o produto formado foi analisado por RMN 'H e ">C.

OH (@] OH
OCH; LiAH,, N, OH
Eter Etilico
CisH34 CisH34
AC 2 AC3

ESQUEMA 4.5 - Reacéao de redugao do éster AC 2.

TABELA 4.10 - Quantidade de material de partida, do produto e rendimento total e
para a reagao de reducao de AC 2.

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
Ac. anacardico saturado Alcool saturado
AC 2 AC3 3
(100 mg; 0,28 mmol) (3 mg; 0,01 mmol)

As condigbes utilizadas para esta reagdo nao foram consideradas
adequadas em fungao do baixo rendimento alcangado (3%). Isto pode ser explicado

pelo fato do oxigénio da carbonila estar quelado com a hidroxila fendlica, dificultando
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a reducado da carbonila. Para melhor rendimento, sugere-se a utilizagcdo de um
sistema de aquecimento com refluxo ao meio reacional.

A obtencédo do alcool foi confirmada através da analise do espectro de
RMN "H (FIGURA 4.23), onde foi observado um singleto (5 4,85) referente ao CH,
vizinho a hidroxila do alcool.

No espectro de RMN *C (FIGURA 4.24) observou-se um sinal (8¢
59,7) referente ao carbono carbindlico e a auséncia de sinais referentes ao éster.

A anadlise do espectro no infravermelho (FIGURA 4.25) confirmou a
formagao do alcool pelo aumento da banda de absorgao caracteristica de ligagdes
O-H de hidroxilas (vmax = 3379).
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FIGURA 4.23 - Espectro de RMN "H de AC 3 (CDCl3, 200 MHz).
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FIGURA 4.24 - Espectro de RMN "*C de AC 3 (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.25 - Espectro de infravermelho de AC 3.
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Dados espectroscopicos do 2-hidroximetil-3-pentadecilfenol (AC 3)

RMN "H (CDCls, 200 MHz): 5 (ppm) 7,06 (t, 1H, J = 7,8 Hz); 6,69 (d, 1H, J = 7,8 Hz);
6,74 (d,1H, J = 7,8 Hz); 4,85 (s, 2H); 2,54 (t, 2H, J = 7,8 Hz); 1,20-1,60 (m, 26H);
0,88 (t, 3H, J = 6,6 Hz).

RMN **C (CDCls;, 50 MHz): § (ppm) 156,5 (C); 141,3 (C); 128,7(CH); 122,9 (CH);
121,4 (C); 114,2 (CH); 59,7 (CH,OH); 33,2 (CH,); 31,9-29,3 (12CH,); 22,7 (CH,);
14,1 (CHs).

IV (pastilha de KBr): vinax (cm™) 3379; 1566; 1418; 804; 644; 530.

4.2.4 - Reagao de acetilacao de AC 1 para obtencao de AC 8

O rendimento desta reagcdo (ESQUEMA 4.6) ndo foi considerado
satisfatorio (TABELA 4.11). O fato de a hidroxila fendlica estar quelada com a
carboxila dificultou a acetilacio.

A obtencdo do acido acetilado foi confirmada através da analise do
espectro de RMN 'H (FIGURA 4.26), onde foi observada a presenca de um singleto

(61 2,29) referente aos hidrogénios da metila do grupo acetil.

OH (0] OAc O
OH Ac0,H,S0, OH
C1sHa1 A C1sHs;1
AC1 AC 8

ESQUEMA 4.6 - Reacéao de acetilagdo de AC 1.

TABELA 4.11 - Quantidade de material de partida, do produto e rendimento total da
reacao de acetilagdo de AC 1.

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
Ac. anacardico saturado Ac. anacardico saturado acetilado
AC1 AC38 40
(50 mg; 0,14 mmol) (23,4 mg; 0,06 mmol)
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FIGURA 4.26 - Espectro de RMN "H de AC 8 (CDCls, 200 MHz).

Dados espectroscopicos do acido 2-acetoxi-6-pentadecilbenzéico (AC 8)

RMN "H (CDCls, 200 MHz): 5 (ppm) 7,23 (t, 1H, J = 7,5 Hz); 7,01 (d, 1H, J = 7,5 Hz);
6,86 (dd, 1H, J = 3,7 e 1,8 Hz); 2,59 (t, 2H, J = 7,6 Hz); 2,28 (s, 3H); 1,25-1,56 (m,
26H): 0,88 (t, 3H, J = 6,0 Hz).

4.2.5 - Reagao de dimetilagao de AC 1 para obtengado de AC 9

O ESQUEMA 4.7 e a TABELA 4.12 correspondem a reacado de
dimetilacdo de AC 1. A formacéao do éster pode ser confirmada através da analise do
espectro de RMN 'H (FIGURA 4.27), que apresentou sinais caracteristicos de
hidrogénios de metoxilas. Foram observados dois singletos, um em 3y 3,90 referente
a metoxila aromatica e outro em oy 3,81 referente a metoxila do éster.

A anadlise do espectro no infravermelho (FIGURA 4.28) confirmou a
formacgao do éster metoxilado pelas bandas de absorcao referentes as ligagdes da

carbonila (vmax = 1734 e 1267). A dimetilagdo também provocou um aumento
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significativo na intensidade das bandas de absorc¢ao caracteristicas de ligagdes C-H
de metilas (vmax = 1583 e 1468).

OH O OCH; O
OH (CH3);S0,, NaOH (3 M) OCH;
CosHas Aliquat 336, CH,Cl, - Gt
AC 1 AC9

ESQUEMA 4.7 - Reagao de dimetilagdo de AC 1.

TABELA 4.12 - Quantidade de material de partida, do produto e rendimento total da
reacao de dimetilacdo de AC1.

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
Ac. anacardico saturado Ester metilado saturado
AC1 AC9 28
(50 mg; 0,14 mmol) (15 mg; 0,04 mmol)
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FIGURA 4.27 - Espectro de RMN "H de AC 9 (CDCl3, 200 MHz).

7



PARTE I: Resultados e Discussoes

A

VA 14%%
Lo'eerl

1°09¢€T
€9'8LL I~

658G

Pr'€8Sk

G9'818¢
¥€°2L0)

L 9L

12921

1100262
88'€CLL

T T T T T T
2000 1000
Wavenumber (cm-1)

T T
3000

FIGURA 4.28 - Espectro de infravermelho de AC 9.

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-pentadecilbenzoato de metila (AC 9)
RMN 'H (CDClI3, 200 MHz): § (ppm) 7,23 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,79 (d, 1H, J = 8,0 Hz);
6,72 (d,1H, J = 8,0 Hz); 3,89 (s, 3H); 3,80 (s, 3H); 2,52 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 1,24-1,59
(m, 26H); 0,88 (t, 3H, J = 6,5 Hz).

IV (pastilha de KBr): vinax (cm™') 3448; 2920; 2849; 1734; 1583; 1467; 1267; 1072.

4.2.6 - Reagao de ozonodlise da fragao AC para obtengao de AC 11

A formacdo do acido saturado com aldeido na extremidade da cadeia
alquilica (ESQUEMA 4.8 e TABELA 4.13) pode ser confirmada através da analise do
espectro de RMN 'H (FIGURA 4.29), onde foi observada a presenca de um tripleto

(6n 9,76) referente ao hidrogénio do aldeido.
Ja no espectro de RMN *C (FIGURA 4.30), a formacdo do aldeido

pode ser confirmada pela presenga de um sinal em ¢ 201,1. Observou-se ainda a

integridade da funcao acida pelo sinal em &¢ 173,2.
Através da analise cuidadosa dos espectros, pode-se observar que

ainda havia acido anacardico totalmente saturado remanescente da mistura. Devido

78



PARTE I: Resultados e Discussoes

a pequena quantidade de material e a instabilidade do aldeido, o composto AC 11

nao pode ser purificado.

OH O OH O
OH 04 OH
Cy5H31n CHoCly, -78°C C7H44CHO
n=0,2,4 oub
AC AC 11

ESQUEMA 4.8 - Reacgéo de ozondlise da fracdo AC.

TABELA 4.13 - Quantidade de material de partida, do produto e rendimento total da
reacao de ozonolise da fragdo AC.

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
Mistura de ac. anacardicos Ac. anacardico saturado com aldeido Brut
ruto
AC AC 11 51
(100,0 mg) (50,6 mg; 0,13 mmol)

Is¢]
N
o
o«
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FIGURA 4.29 - Espectro de RMN 'H de AC 11 (CDCl3, 200 MHz).
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FIGURA 4.30 - Espectro de RMN "*C de AC 11 (CDCl3, 50 MHz).

Dados espectroscopicos do acido 2-hidroxi-6-(8-oxooctil)benzéico (AC 11)

RMN "H (CDCls, 200 MHz): § (ppm) 9,72 (t, 1H, J = 1,8 Hz); 7,31(t, 1H, J = 7,5 Hz);
6,82 (dd, 1H, J = 7,5 e 1,1 Hz): 6,72 (dd, 1H, J = 7,5 e 1,1 Hz): 2,94 (t, 2H, J = 7,5
Hz); 2,43 (ddd, 2H, J= 7,3, 7,1 e 1,8 Hz); 1,24-1,58 (m, 10H).

RMN *3C (CDCls, 50 MHz): § (ppm) 201,1 (CHO); 173,2 (CO); 161,9 (C); 146,1 (C);
134,0 (CH); 121,8 (CH); 115,1 (CH); 110,2 (C); 44,4 (CH,); 37,1 (CH,); 32,6 (CH>);
30,6 (CH,); 30,3 (CH.); 29,8 (CHa); 23,0 (CHy).

4.3 - Resultados dos ensaios biologicos

4.3.1 - Ensaio para avaliagao do potencial de inibicao de A. occidentale frente a

enzima gGAPDH de T. cruzi

Diversos extratos de plantas e produtos naturais isolados foram

avaliados quanto a atividade inibitéria da enzima gGAPDH de T. cruzi. Dentre as
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varias substancias que apresentaram atividade, destacam-se as cumarinas (ALVIM-
JR. et al., 2005; PAVAO et al. 2002; VIEIRA et al., 2001) e flavondides (TOMAZELA
et al. 2000).

A busca por moléculas capazes de interferir na atividade da enzima
gGAPDH in vitro foi realizada inicialmente através da triagem bioquimica, onde os
extratos e substancias puras foram avaliados em dose uUnica padrdo. Todas as
medidas foram feitas em triplicata e a porcentagem de inibigdo foi determinada de
acordo com equacgao 1 (PEREIRA et al., 2008).

% Inibigdo = 100 x (1 — Vi/Vo) (1)

Sendo, V; a velocidade de reacdo observada na presenca de inibidor e V, a

velocidade de reagao observada na auséncia do inibidor (velocidade de controle).

Os extratos de A. occidentale mostraram uma excelente atividade
frente a enzima gGAPDH, quando testados na concentragdo de 100 pg/mL. A
composicao dos extratos diclorometanico (AOD) e metandlico (AOM) diferiu apenas
pela proporgdo dos seus constituintes, sendo estes majoritariamente compostos
fendlicos com cadeia alquilica de quinze atomos de carbono saturados e
insaturados. Visto que o extrato diclorometanico (AOD) apresentava maior
quantidade de material, iniciou-se o seu fracionamento utilizando diferentes
metodologias, devido a dificuldade de separagao de seus constituintes.

As fragbes provenientes do fracionamento utilizando cromatografia
contracorrente eram constituidas por derivados fendlicos com cadeia alquilica
diferenciada pela quantidade e posig¢ao de insaturagdes. A fragdo mais ativa (AOD4)
era constituida pela mistura de acidos anacardicos com cadeia alquilica de quinze
atomos de carbono, sendo a primeira insaturagdo sempre localizada no carbono
oito. Os resultados de inibigdo mostraram-se bastante significativos (TABELA 4.14).

Diante dos resultados obtidos, foram propostas algumas modificagdes

estruturais a fim de tentar potencializar os compostos ativos ja identificados.
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TABELA 4.14 - Inibicdo dos extratos e fragdes de A. occidentale frente a enzima
gGAPDH de T. cruzi.

Extratos Concentragao (ug/mL) Inibigao (%)
AOD 100 100
AOM 100 99
AOS 100 86

Fracoes Concentragao (ng/mL) Inibicao (%)

AOD1 20 84
AOD2 5 78
AoD4" 2 88

(*) a fragao AOD4 foi renomeada como fragéo AC.

A fracdo mais potente (AOD4) era constituida por uma mistura de
acidos anacardicos com cadeia lateral que continha uma a trés insaturagdes. Esta
mistura apresentou uma inibicdo de 88% na concentragdo de 2 pg/mL e foi
renomeada como fracdo AC. Na tentativa de avaliar a atividade de uma substancia
pura, realizou-se uma reacao de hidrogenagdo da mistura. O acido anacardico
totalmente saturado (AC 1) apresentou 96% de inibicdo na concentragdo 100 pyM.
Considerando o excelente resultado obtido com esta classe de substancia, algumas
modificagdes estruturais foram realizadas com o objetivo de aumentar a poténcia
inibitoria desta molécula (TABELA 4.15).

Devido a similaridade estrutural do acido anacardico com o acido
salicilico e o acido acetil salicilico, estas moléculas também foram avaliadas frente a

enzima gGAPDH, entretanto estes compostos n&o apresentaram atividade inibitoria.
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TABELA 4.15 - Inibicdo das substancias derivadas do acido anacardico frente a
enzima gGAPDH.

Estrutura Composto [100 pg/mL] Inibicao (%)

OH O

OH AC1 96

~

CysHx

OH @)

OCHg AC 2 10

~

CysHs

OH

OH AC3 20

~

CysHa

OAc O

OH AC 8 NT

~

C1 SH 31

OCH, O

OCHjg AC9 28

~

CysHa

OH O

OH AC 110 100

<

C,H,,CHO

NT: composto nao testado devido ao baixo rendimento da reagao e nao obtencdo do composto puro.
(*) AC 11 apresentava 80% de pureza.

Os compostos AC1 e AC 11 se mostraram bastantes promissores
como inibidores da enzima gGAPDH. Como etapa subsequente, os seus valores de

IC5o foram determinados como ilustra a FIGURA 4.31.

83



PARTE I: Resultados e Discussoes
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FIGURA 4.31 - Curvas de concentracdo x resposta utilizadas na determinacao de
ICs50 pelo método de regressao nao-linear de melhor ajuste dos dados cinéticos
coletados experimentalmente. (A) Determinagéo de ICsy para o composto AC 1. (B)
Determinacio de ICso aproximado para o composto AC 11, considerando que este
nao estava puro.

Considerando que os resultados obtidos para esta classe de
compostos foram extremamente promissores, realizou-se uma colaboragdo com o
Laboratério de Sintese Orgéanica de Produtos Naturais da UFSCar. O objetivo foi
sintetizar uma colegdo de acidos anacardicos, variando o tamanho da cadeia lateral
alquilica, contendo ou ndo grupo polar na sua extremidade, e analogos com

substituintes nas fung¢des carboxila e hidroxila (PEREIRA, 2007).

4.3.2 - Ensaio para avaliagao do potencial de inibicao dos acidos anacardicos e
seus derivados frente a enzima gGAPDH de T. cruzi (NOVO PROTOCOLO)

Durante a realizagdo deste trabalho as condi¢des do ensaio sobre a
enzima gGAPDH foram modificadas. As principais modificagbes foram em relagéo
ao tampéo utilizado que garantiu melhor reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados e a concentragdo da enzima. O pH utilizado passou de 8,6 para 7,5,
mimetizando melhor as condicdes fisioldgicas.

Considerando que algumas substancias apresentavam absorgdo no
mesmo comprimento de onda do NADH formado (340 nm), utilizou-se como cofator
o Tio-NAD", detectando assim como produto de reacdo o Tio-NADH no comprimento
de onda de 400 nm.

Os 21 compostos sintetizados (TABELA 4.16) e o AC 1 foram

ensaiados utilizando o novo protocolo. Para se obter o valor de ICso do composto AC
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11 (produto da ozondlise do acido anacardico natural) nas novas condicbes de

ensaio, foi sintetizado o composto 11.

TABELA 4.16 - Derivados do acido anacardico sintetizados por Pereria (PEREIRA et
al., 2008).

R1

A 9 . R
CO,R? COR?
OR3 OR®
7 a-e 8-11
Composto n R’ R? R®
7 a-c 4,6,8 OTHP Et Me
7 d-e 6,9 CH; Et Me
8 a-c 4,6,8 OTHP Et Me
8 d-e 6,9 CH; Et Me
9 a-c 4,6,8 OH Et H
9d-e 6,9 CHj; Et H
10 a-c 46,8 OH H H
10 d-e 6,9 CHs; H H
1 5 CHO H H

Inicialmente todos os compostos foram avaliados na concentragao
unica de 200 uM e suas poténcias foram expressas em % de inibicdo. Para
surpresa, o composto 11 ndo apresentou atividade significativa quando utilizado o
novo protocolo de ensaio. Os dois compostos mais ativos foram o AC 1 e 10e, com
valores de ICs5p de 28 e 55 uM, respectivamente (TABELA 4.17). Estes dois
compostos foram selecionados para a realizacdo de estudos cinéticos com a enzima
gGAPDH de T. cruzi.
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TABELA 4.17 - Resultados da triagem biolégica dos compostos frente a enzima
gGAPDH de T. cruzi.

Inibigao (%)

Composto 200 pM ICs0* (MM)
AC 1 95 28+ 3
7 a-e <10 >300
8 a-e <10 >250
9 a-d <10 >250

9e 13 215+ 17
10a 14 >250
10b 16 >250
10c 19 240 + 22
10d <10 200 + 17
10e 91 55+5

1 <10 >250

* Os valores de IC5, foram determinados com medidas em triplicata (£ SD).

Primeiramente a autenticidade destes compostos como inibidores foi
confirmada pela adi¢do de 0,01% de Triton X-100 ao meio reacional, descartando a
possibilidade de inibicao inespecifica. A literatura descreve a existéncia de inibidores
promiscuos capazes de diminuir a atividade das enzimas através da formacao de
agregados, ou seja, esses compostos capturam a enzima do meio reacional
diminuindo assim sua atividade (McGovern et al., 2003). Com o uso do detergente a
hipotese de formacgao de agregados foi descartada.

Para explorar mais detalhadamente o mecanismo de inibicdo, foram
determinados os valores de K; em relagdo aos substrato G-3-P e o cofator NAD"
(TABELA 4.18).

Os resultados mostrados na TABELA 4.18 e na FIGURA 4.32 indicam
que estes inibidores sao do tipo ndo-competitivos para a enzima gGAPDH de T.
cruzi em relacdo a ambos os ligantes (G-3-P e NAD?). Os inibidores n&o-
competitivos possuem afinidade tanto pela enzima livre quanto pelo complexo
enzima-substrato. Neste caso a constante de dissociacdo foi determinada para o
complexo binario enzima-inibidor (K;j) e para o complexo ternario enzima-substrato-
inibidor (aKi).
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TABELA 4.18 - Valores de Ki e aK; para os inibidores ndo-competitivos da enzima
gGAPDH de T. cruzi.

NAD* G-3-P
Inibidor
Ki (uM) aK; (M) Ki (uM) oKi (UM)
AC1 4 6 2 4
10e 5 43 4 38

Quando o valor de ¢ > 1, o inibidor se liga preferencialmente a enzima
livre, sugerindo que o inibidor se liga a enzima em um sitio distinto do sitio ativo, néo
competindo assim com o substrato.

A FIGURA 4.32 mostra o perfil de inibicdo encontrado para os

compostos AC1 e 10e pelo grafico de Lineweaver-Burk (duplo reciproco).

(A) (B)

1000 - [10€] - 0.0 uM 400
[10e] - 5.0 uM
[10e] - 6.0 uM

[10e] - 7.5 uM

[1]-0.0 uM
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[1]-47.5 M 800
[]-50.0uM
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w
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1/[NADH] x 10 uM.min
N S (2]
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FIGURA 4.32 - Grafico de Lineweaver-Burk mostrando que os compostos AC 1 (A) e
10e (B) inibem n&o-competitivamente a enzima gGAPDH de T. cruzi em relagdo ao
cofator NAD".

Os graficos de Lineweaver-Burk mostram que todas as linhas obtidas
em diferentes concentragcbes de inibidor na presenca do cofator NAD®, se
interceptam no quadrante superior esquerdo. Este mesmo comportamento foi
observado para o substrato G-3-P.

O coeficiente angular das retas (slope) e o ponto de intersecgdo no
eixo y foram afetados pela presenga do inibidor ndo-competitivo, ou seja, observa-se

uma redugdo da velocidade maxima (Vnax) Na presenga de inibidor. Isto pode ser
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explicado pelo fato de que Vmnax depende diretamente da concentragdo de enzima
ativa, uma vez que parte da enzima livre encontra-se ligada ao inibidor, afetando
assim a sua concentragdao. Com isto, o substrato ndo desloca o inibidor, acentuando
assim o decréscimo de Vyax com 0 aumento da concentragao do inibidor.

No grafico os comportamentos das retas variam de acordo com a
concentragdo do inibidor e se cruzam essencialmente pelo valor de a. As retas se

interceptam em valores de 1/[S] inferior a zero e valores de 1/v superior a zero.

4.3.3 - Determinacdao da atividade tripanocida in vitro sobre as formas

tripomastigotas de T. cruzi

Ensaios preliminares com os extratos brutos de A. occidentale
provocaram lise total tanto das células quanto das formas tripomastigostas. Ja nos
ensaios com suas fracdes ocorreu apenas lise parasitaria. Os extratos e fracdes

foram ensaiados na concentracdo de 4 mg/mL (TABELA 4.19).

TABELA 4.19 - Porcentagem de lise dos extratos de A. occidentale nos ensaios
tripanocidas.

Extratos [4 mg/mL] % de lise Fracoes [4 mg/mL] % de lise
AOD lise total AOD2 50
AOM lise total AOD4 100

Ja o precipitado do extrato metandlico (AOS) foi ensaiado em
diferentes concentragdes (TABELA 4.20), sendo que na concentragcao de 250 ug/mL
ocorreu lise parcial e diminuicdo do movimento das formas tripomastigotas. Nas
demais concentragdes observaram-se hemacias crenadas e as formas

tripomastigotas permaneceram normais.
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TABELA 4.20 - Porcentagem de lise do precipitado AOS nos ensaios tripanocidas.

AOS [ug/mL] LISE (%)
50 23
100 68
250 94

Os resultados obtidos nos ensaios tripanocidas com as substancias
puras estdo descritos na TABELA 4.21 e apdiam os resultados obtidos nos ensaios
com a enzima gGAPDH de T. cruzi. O acido anacardico saturado (AC1) continuou

sendo o composto mais ativo, com ICso de 191,4 pM.

TABELA 4.21 - Valores de ICsy determinados para as substancias puras nos ensaios
tripanocidas.

Substancia ICs5o (UM)
AC 1 191,4
AC 2 530,3

| 300,2

Controle positivo: violeta genciana (ICsp = 83,0 uM); controle negativo: sangue infectado + 5% de
DMSO.
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Estudo de Produtos Naturais e Derivados
Sintéticos Buscando Inibidores de Cisteino
Peptidases Lisossomais

Essa parte inicia com uma breve introducdo sobre cisteino
peptidases, em especial as catepsinas K, V, L e S, e os principais tipos
de inibidores enzimaticos. Em seguida ha uma breve descricdo do
procedimento experimental utilizado para a realizagao dos ensaios de
triagem de produtos naturais e derivados sintéticos como inibidores de
cisteino peptidades lisossomais. Por ultimo foi descrito os resultados de
inibicdo frente as catepsinas (K, V, L e S) e a selegcado dos inibidores
mais potentes frente a catepsina V. Para estes ultimos foi determinada
a poténcia (ICsp), a constante de afinidade (Ki) e o mecanismo de
inibicdo. Realizaram-se ainda estudos de modelagem molecular para
melhor compreender as interagdes intermoleculares predominantes no

mecanismo de agao destes inibidores.
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PARTE Il. Estudo de Produtos Naturais e Derivados Sintéticos Buscando

Inibidores de Cisteino Peptidases Lisossomais.

5 - INTRODUCAO

A natureza, especialmente os vegetais, sdo fontes ricas de substancias
com grande variedade estrutural e com alto potencial farmacolégico
(HOSTETTMANN et al., 2003).

De acordo com dados recentes do FDA, entre os anos de 1981 e 2006,
5% das novas entidades quimicas (NCEs) aprovadas, sao produtos naturais.
Entretanto, quando se considera o numero de NCEs derivadas de produtos naturais
ou planejadas a partir de produtos naturais, esse numero sobe para 52%,
evidenciando a grande importancia dos produtos naturais no processo de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN & CRAGG, 2007).

Desta forma, as plantas representam uma fonte promissora de
diversidade molecular na busca de inibidores enzimaticos especificos. Os produtos
naturais de origem vegetal apresentam ampla e diversa arquitetura molecular. A
espetacular diversidade molecular de padrdes estruturais observados nas distintas
classes de produtos naturais, como flavondides, isoflavondides, lignanas,
neolignanas, glicosideos, cumarinas, cromonas, isocromonas, quinonas, alcaldides,
entre outras, representa fonte inesgotavel de modelos originais de arquitetura
molecular enantiopura, sendo que muitos se transformam em modelos para sintese
de um grande numero de farmacos (BARREIRO & FRAGRA, 2002).

Com os grandes avangos tecnolégicos e cientificos em cultura de
células, técnicas de extracdo e identificacdo estrutural, processos de triagem,
genética, bioquimica de proteinas, biologia estrutural e quimica sintética, ha uma
convergéncia para se criar um futuro promissor entre as ciéncias de produtos
naturais e o desenvolvimento de novos farmacos. A descoberta de novos agentes
terapéuticos inicia-se pela busca de uma molécula que apresente uma propriedade
biolégica: composto bioativo. O uso de receptores especificos como enzimas alvo,
através de ensaios bioquimicos, representa uma 6tima estratégia na identificacao de

substancias bioativas, como inibidores enzimaticos (ROUHJ, 2003).
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5.1 - Cisteino peptidases lisossomais

As catepsinas estdo distribuidas entre as familias das aspartil
peptidases (catepsinas D e E), serino peptidases (catepsinas A e G) e cisteino
peptidases (catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X) (TURK et al., 2000;
BROMME & KALETA, 2002).

As cisteino peptidases lisossomais formam uma numerosa e
importante familia de enzimas similares a papaina (do inglés, papain-like) (BARRET
et al., 1981). Existe um interesse crescente em caracteriza-las e confirmar o seu
envolvimento em importantes processos celulares. Estas enzimas s&o geralmente
conhecidas como enzimas que degradam aleatoriamente proteinas no lisossomo.
Entretanto, este conceito tem sido revisto e demonstrou-se que algumas delas estao
envolvidas em processos seletivamente controlados, tendo funcdes associadas a
sua restrita localizagao tecidual.

Recentemente, extensas revisbes foram publicadas sobre as
catepsinas lisossomais (TURK et al.,, 2000; BUHLING et al., 2000; BROMME &
KALETA, 2002; MCGRATH, 1999). Completado o genoma humano, 11 catepsinas
lisossomais foram descritas e estao relativamente bem caracterizadas: B, H, L, S, C,
K, O, F, V, X e W. Em relacdo a funcido, sabe-se que as cisteino peptidases
lisossomais tém a fungédo primaria de degradar, de forma nao seletiva, proteinas
dentro dos lisossomos. No entanto, recentemente ficou demonstrado que muitas
destas enzimas ndo sao estritamente encontradas nos lisossomos, podendo
acumular-se em diferentes organelas e participar de processos celulares mais
especializados levando a processos patologicos (TABELA 5.1) como, progressao de
tumores malignos (SLOANE et al., 1994; KOS & LAH, 1998), distrofia muscular
(KOMINAMI et al., 1997), doenca de Alzheimer (CATALDO & NIXON, 1990), artrite
reumatoide e osteoporose (YASUDA et al., 2005).

As cisteino peptidases lisossomais sdo encontradas em diferentes
organismos, incluindo fungos, plantas, protozoarios, invertebrados, peixes e
mamiferos (LECAILE et al., 2002). Todas as cisteino peptidases lisossomais de
mamiferos sdo conhecidas como catepsinas, embora o contrario ndo seja

verdadeiro.
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TABELA 5.1 - Catepsinas lisossomais, localizagcao e funcéo fisiopatoldgica.

ENZIMA LOCALIZAGAO FUNGAO
Catepsina B constitutiva em mamiferos processo de invasdo e progressao tumoral
Catepsina C varios tecidos de envolvida no processamento de serino
P mamiferos peptidases
macréfaqos e células do importante papel na hidrdlise de lipoproteinas
Catepsina F g : de baixa densidade (LDL), o que pode levar ao
musculo liso
processo de aterosclerose
Catepsina H varios tecidos de progressao de tumores;
P mamiferos hidrolisar neuropeptideos
osteoclastos, células importante enzima no processo de
Catepsina K gigantes multinucleadas, remodelagem Ossea, mutacdes nesta enzima
P fibroblastos sinuvial e provocam graves anormalidades 6sseas
células epiteliais (osteoporose)
participa do processo de apresentagao de
Catepsina L constitutiva em mamiferos antigenos em células ou tecidos que nao
P expressam a catepsina S (envolvida na
progresséo de tumores)
Catepsina O ovario, testiculos, timo, desconhecida
P figado e coragao
tecido linfatico, principal enzima processadora da cadeia
Catepsina S especificamente nas invariante do MHC, sendo essencial para o
P células apresentadoras de processamento e apresentacao de antigenos
antigeno (envolvida na progresséo de tumores)
timo. testiculos e células hidrolisa as cadeias invariantes do complexo
Catepsina V o ; MHC; possui a mais potente atividade
epiteliais da cornea b
elastolitica dentre as proteases humanas
Catepsina W linfécitos desconhecida
Catepsina X figado, puimo, coragdo e envolvida cancer de prostata
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5.1.1 - Catepsinas humanas como alvo terapéutico

a) Catepsinas na biologia do cancer

Ha crescentes evidencias da contribuigdo das catepsinas nos eventos
proteoliticos relacionados a progressao tumoral, tais como proliferagdo celular,
apoptose, angiogénese tumoral, invasao tecidual e metastase, indicando que elas
sao alvo em potencial no desenvolvimento de farmacos para o tratamento do cancer
(TURK et al.,, 2002; TURK & GUNCAR, 2003). Independentemente de serem
secretadas, de estarem presentes na superficie celular ou intracelular elas atuam
nas vias proteoliticas responsaveis pelo aumento da progressdo neoplasica.
Recentemente foi descoberto que a inibicdo dessas catepsinas provoca uma
diminui¢ao significante na proliferagao celular tumoral em camundongos (JOYCE et
al., 2004; PALERMO & JOYCE, 2007).

A angiogénese €& necessaria para o crescimento invasivo do tumor e
metastase, sendo um processo fundamental no controle da progressao do cancer.
Estudos recentes tém mostrado o papel das catepsinas neste processo. Estudos
mostram que a expressao da catepsina B em tumores esta correlacionada com a
angiogénese e acredita-se que ela promova o remodelamento da matriz extracelular
para permitir a formacéo de capilares (MAI et al., 2002; BUCK et al., 1992).

Estudos recentes tém mostrado o envolvimento das catepsinas nos
processos de invasao e metastase, onde essas enzimas participam da degradacao
de proteinas da matriz extracelular. Essa degradag&o ocorre tanto no interior quanto
no exterior das células, ja que as catepsinas podem também ser excretadas, como
por exemplo, a catepsina B, que é secretada pelas células do carcinoma colo-retal
humana, hepatomas e no céancer de pulmdo. Uma vez que estas enzimas estao
localizadas extracelularmente, elas podem agir nos sitios de contato entre as células
tumorais e a membrana basal. Essas areas estdo, geralmente, acidificadas pelas
células tumorais, gerando condigbes favoraveis para a ativagdo dos precursores das
catepsinas que sao secretados (MACIEWICZ et al., 1989; HEIDTMAN et al., 1997).
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b) Catepsinas nas doencgas cardiovasculares

O remodelamento da matriz extracelular € um dos mais importantes
mecanismos nas doencas cardiovasculares. As catepsinas tém um papel central
nesse remodelamento participando do desenvolvimento e da progressdo das
doencas cardiovasculares, incluindo a aterosclerose e a formacgao de aneurismas. A
aterosclerose € o endurecimento e estreitamento das artérias causado pelo
aparecimento de placas obstrutivas nas paredes das artérias, podendo com o
tempo, restringir o fluxo sanguineo. Ha dois tipos de placas: as duras e estaveis e as
macias e instaveis. Essa ultima pode se quebrar, separando-se da parede arterial e
entrando na circulagdo, o que pode causar a coagulagdo do sangue, bloqueando
parcialmente ou totalmente o fluxo sanguineo. A degradacdo da elastina e do
colageno, que sado os dois principais componentes da matriz extracelular
responsaveis pela elasticidade da parede arterial, acarreta o afinamento e a perda
da elasticidade dessa parede. As catepsinas K, S e V sdo as que apresentam a mais
potente atividade elastolitica dentre as catepsinas (YASUDA et al., 2004) e sua
presenca foi identificada em macréfagos nas areas de formacdo de placas
ateroscleroticas (LUTGENS et al., 2007).

c) Catepsinas nas atividades cinino-liberadora e cinino-degradadora

As cininas sao peptideos pro-inflamatérios, que participam da
manutengdo da homeostase cardiovascular e desempenham um papel central em
varias doencas, incluindo fibrose pulmonar e hipertensdo. Recentemente tem-se
mostrado fortes evidéncias do envolvimento das cisteino-catepsinas tanto na
liberagdo quanto na degradacao de cininas in vitro (PUZER et al., 2004) e in vivo
(PUZER et al., 2005). Entretanto, apesar dessas fortes evidéncias, ainda nao se
sabe se a acgado dessas enzimas pode influenciar diretamente na regulacdo da

pressao arterial pela liberagéo e ou degradagao de cininas.

d) Catepsinas na osteoporose

A osteoporose caracteriza-se pela perda progressiva de massa 6ssea,

levando a um grande aumento da frequéncia de fraturas 6sseas. Os 0ssos sao
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formados por matriz protéica, que em mais de 90% ¢é colageno do tipo I. O processo
de remodelamento do esqueleto € um processo ciclico que envolve fases de
reabsorcdo e de substituicdo, sendo continuamente remodelados pela acao
compensatéria dos osteoblastos (que sintetizam a matriz organica dos ossos na qual
os componentes minerais sao depositados) e os osteoclastos (que solubilizam a
matriz mineralizada dos ossos pela secre¢cdo de enzimas proteoliticas ao interior de
um pogo extracelular de reabsor¢cdo O0ssea, que é mantido em pH 4,5). A fungao
especifica da catepsina K na reabsor¢cao éssea foi demonstrada pela observagao
que a deficiéncia dessa enzima causa uma displasia 6ssea conhecida como
picnodisostose (doenca hereditaria rara caracterizada pelo endurecimento e
fragilidade dos ossos) (GELB et al.,, 1996). A degradagao do colageno tipo | € o
principal evento que ocorre durante o processo de remodelacéo 6ssea e depende da
formacao do complexo da catepsina K com condroitil sulfato.

Assim, o importante papel desempenhado pela catepsina K na
reabsorcdo Ossea fez desta enzima um alvo interessante para as industrias
farmacéuticas. A empresa Merck divulgou recentemente estudos clinicos em fase Il
com um inibidor especifico da catepsina K, denominado odanacatibe. Pacientes
tratados durante dois anos com este inibidor apresentaram aumento significativo na
densidade mineral Ossea, reforcando o potencial deste inibidor como uma nova

opgao no tratamento da osteoporose (MERCK, 2008).

5.1.2 - Catepsinas lisossomais estudadas

5.1.2.1 - Catepsina K (EC 3.4.22.38)

A sequéncia de aminoacidos da catepsina K mostra uma identidade
relativamente alta com as catepsinas S e L (52% e 46%, respectivamente). Em
humanos, catepsina K é predominantemente expressa em osteoclastos (BROMME
& OKAMOTO 1995). Além da atividade da catepsina K estar envolvida no processo
de remodelamento 6sseo, ela também tem acdo sobre as proteinas do tecido
conjuntivo, como colageno e elastina. A catepsina K foi caracterizada como uma das
mais efetivas colagenases em mamiferos capaz de hidrolisar o colageno do tipo |, Il
e IV, sendo que os sitios de clivagem da catepsina K na molécula de colageno séo

unicos entre as proteases de mamiferos (GARNERO et al., 1998).
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5.1.2.2 - Catepsina V (EC 3.4.22.43)

A catepsina V é expressa somente em humanos, predominantemente
no timo, nos testiculos e na cérnea epitelial, sendo sua fungao nesses tecidos ainda
desconhecida (SANTAMARIA et al., 1998; ADACHI et al., 1998). No entanto, ha
indicios que ela esteja envolvida no controle da selegao de células T (responsaveis
pela imunidade celular) (TOLOSA et al., 2003). Em situagdes patoldgicas, a
catepsina V é considerada um potente marcador de diagndstico de tumores no célon
(SANTAMARIA et al., 1998). Além disso, recentemente foi descrito que esta enzima
apresenta a mais potente atividade elastolitica dentre as enzimas proteoliticas
conhecidas, sendo inclusive mais eficiente que a elastase. Essa capacidade de
hidrolisar a elastina tem sido associada, juntamente com as catepsinas K e S, ao
processo de desenvolvimento da aterosclerose (YASUDA et al., 2004). Estudos de
especificidade da catepsina V usando substratos peptidicos, mostraram que ela
apresenta caracteristicas semelhantes as das catepsinas L e S (BROMME et al.,
1999; PUZER et al., 2004).

5.1.2.3 - Catepsina L (EC 3.4.22.15)

Além de humanos, a catepsina L € descrita em rato, ra, pomba, carpa e
Euglena gracilis (ndo sendo detectada em levedura ou E. coli) (BOHLEY & SEGLEN,
1992). Esta peptidase é geralmente encontrada em todos os tipos de células de
mamiferos e tem como fungdo primaria degradar outras proteinas como: colageno,
elastina, miosina, actina, glucagon, insulina, ovoalbumina, entre outras. Esta enzima
esta associada a processos patoldgicos como reabsorgéo 6ssea, metastase e artrite
reumatoide. Sua deficiéncia provoca perda de cabelo e esta associada ao processo
de desenvolvimento do cancer de pele. Estudos com ratos comprovam que a
auséncia dessas catepsinas causa alteragdo na morfologia do coracdo (TURK &
GUNCAR, 2003). Ratos deficientes em catepsina L apresentam perda de pelo e
hiperplasia epidérmica, além de exibirem alteragdes histomorfoldgica e funcionais no
coracao, resultando em cardiopatia dilatada, frequente causa de infartos. Também
esta associada a inumeras doencgas, como reabsorcdo Ossea, metastases de

tumores e artrite reumatoéide. A similaridade da atividade da catepsina L para com as
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outras catepsinas (como a K e S) obscurece seu possivel papel em alguns

processos.

5.1.2.4 - Catepsina S (EC 3.4.22.27)

A catepsina S foi purificada pela primeira vez de linfonodos (TURNSEK
et al., 1975) e bago bovinos (KIRSCHKE, et al., 1986). Sua estrutura tridimensional
revelou caracteristicas tipicas da cisteino-peptidases lisossomais, evidenciando
semelhangas com as catepsinas K e L (McGRATH et al., 1998). Em relacdo a
substratos naturais, a catepsina S apresenta atividade colagenolitica (KIRSCHKE et
al., 1989) e elastinolitica (XIN et al., 1992). Além disso, catepsina S é a principal
enzima processadora da cadeia invariante do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) classe Il, sendo essencial para o processamento e apresentacao de
antigenos, em células da medula 6ssea (NAKAGAWA & RUDENSKY, 1999;
VILLADANGOS et al., 1999). A catepsina S estda aparentemente envolvida na
patogénese de diversas doencas degenerativas como, por exemplo, doenga de
Alzheimer (MUNGER et al., 1995; LEMERE et al., 1995) e em desordens associadas
a celulas do sistema fagocitario mononuclear (REDDY et al, 1995). Estudos
recentes mostraram que a catepsina S, que degrada varios componentes da matriz
extracelular, é produzida por células adiposas humanas e esta diretamente
associada a obesidade (TALEB et al., 2006a e 2006b) e a lesdes aterosclerdticas
(TALEB et al., 2005).

5.1.3 - Caracteristicas estruturais e mecanismo de agao

As catepsinas humanas B, H, K, L, S, V e X tiveram suas estruturas
determinadas (TURK & GUNCAR, 2003). A massa molecular destas enzimas varia
entre 20 e 30 kDa, néo incluindo a pro-regido, que pode estender-se de 60 a 100
aminoacidos.

A atividade proteolitica das catepsinas é altamente conservada e
formada por trés residuos: Cys25, His159 e Asn175 (numeragao da papaina). Cys25
e His159 formam um par ibnico que é estabilizado por ligagdo de hidrogénio pelo
residuo Asn175. O residuo nucleofilico (Cys25) deve ser pré-ativado para que fique
ionizado e possa reagir com o substrato. Durante a hidrélise do peptideo, o

nucledfilo (S da Cys25) ataca a carbonila da ligacdo peptidica do substrato,

102



PARTE II: Introducdo

formando um intermediario tetraédrico. Posteriormente, por um processo de
acilacdo, este intermediario tetraédrico libera a porgdo C-terminal do substrato,
deixando a enzima acilada (enzima-substrato tiol éster). Uma hidrolise forma um
segundo intermediario tetraédrico e em seguida este intermediario sofre uma reagéao
de desacilacado, liberando a por¢cao N-terminal e a enzima livre (FIGURA 5.1)
(LECAILE et al., 2002).

CySas desacilagéao o o
< 25

His15g—©NH o \His1594<j\NH

2° intermediario tetraédrico

(0]
R)k /R' @O

—/O | i
S R ) ~ S R
Cys2s "NH —R < "ﬁm\gao CyS2s
E H R—NH, E/

*Ne N—
\ Hi31594§:\NH \His1594©NH

1° intermediario tetraédrico

FIGURA 5.1 - Mecanismo de hidrélise de peptideos por cisteino peptidase.

Nos ultimos anos, estudos de enzimologia e de biologia estrutural vém
tentando desvendar o papel que os aminoacidos situados préximo ao sitio catalitico
destas enzimas exercem sobre o mecanismo de catdlise. Estruturas de cisteino
peptidases em complexos com inibidores tém permitido a identificagdo e
mapeamento do sitio de ligagdo dos substratos. Estas informagdes estruturais, em
combinagdo com os estudos cinéticos, tém levado ao desenvolvimento de inibidores
do tipo tight-binding e altamente seletivos para algumas das catepsinas conhecidas.

No entanto, o processo de otimizacdo de inibidores especificos para uma
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determinada protease ainda apresenta muitas dificuldades, principalmente quando
se trata de enzimas com alta identidade sequencial (FIGURA 5.2) (SOMOZA et al.,
2000; LECAILE et al., 2002).

FIGURA 5.2 - Sobreposicao estrutural das catepsinas K (verde), V (ciano), L
(amarelo) e S (magenta). Em destaque os residuos conservados entre as
catepsinas. Residuos pertencentes a triade catalitica estdo indicados com a legenda
em vermelho.

5.2 - Substratos fluorogénicos

Um avango consideravel no estudo das peptidases se deu a partir da
introdugdo dos substratos fluorogénicos. Dentre estes, destacam-se os peptideos
que contém a sonda fluorescente 7-amino-4-metilcumarina (MCA). Estes substratos,
quando hidrolisados apresentam um espectro de absor¢ao e de emissao diferentes
daqueles da 7-amino-4-metilcumarina (MCA) ligados aos peptideos. O fator limitante
no uso destes substratos é de permitir o estudo da especificidade dos subsitios S
(nomenclatura de Schechter & Berger). Esta restricdo deve-se ao fato da

fluorescéncia aparecer somente quando a ligacado X-MCA (X = diferentes
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aminoacidos) é clivada e o produto fluorescente é liberado. O uso do substrato
fluorescente Z-Phe-Arg-MCA (Z-FR-MCA) (FIGURA 5.3) tem sido amplamente
difundido devido a alta sensibilidade do método de dosagem do produto fluorescente
7-amino-4-metil-cumarina (BARRETT & KIRSCHKE, 1981).

7-amino-4-metil-cumarina (MCA)

A

o y \
@) O
N
O PhetiArg’]
=
z CHj

FIGURA 5.3 - Estrutura do substrato comercial Z-FR-MCA, onde Z = carbobenzoxi,
Phe = fenilalanina, Arg = arginina e MCA = 7-amino-4-metil-cumarina.

Essas diferencas espectrais dos diferentes substratos (peptidil-MCA) e
do produto de hidrolise permitem que as atividades enzimaticas das peptidases
sejam acompanhadas no fluorimetro usando os comprimentos de onda Aexc = 380
nmM e Aem = 460 nm (revisto por JULIANO et al., 2002).

Por outro lado, os estudos de especificidades podem ser estendidos a
inibidores com o emprego de cole¢cdes de substancias isoladas de plantas, que
permitam um ensaio com grande variedade estrutural, proporcionando informacdes
do modo de interagao desses inibidores com as enzimas e um maior entendimento
das relagdes estrutura atividade. Essas informacdes convergem para obtencao de

inibidores enzimaticos cada vez mais especificos.
5.3 - Inibidores enzimaticos

Inibidores enzimaticos sao substancias quimicas capazes de reduzir a
velocidade de reagdes catalisadas por enzimas (COPELAND, 2000).

As reagbes bioquimicas catalisadas por enzimas ocorrem em geral
pela associacdo de uma enzima (E) ao seu substrato (S) formando um complexo,
chamado de complexo enzima-substrato (EeS). A formacédo desse complexo ocorre
de forma rapida e reversivel, envolvendo interagbes intermoleculares nao-
covalentes, sem registro de modificagdes quimicas. Em seguida, a espécie EeS

passa por um rapido estado de transicao (EoS*) resultando no complexo enzima-
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produto (EeP), que por sua vez se dissocia rapidamente liberando a enzima integra
(E) e o produto (P) no meio reacional. Esse processo € mostrado na FIGURA 5.4
(COPELAND, 2005).

ES < st ~— EP —> E+P

FIGURA 5.4 - Equilibrio cinético estabelecido entre enzima e substrato. A formacéao
das espécies EeS, EoP e EeS* ¢ determinante na velocidade da reacéo e formagao
dos produtos.

A atividade catalitica de uma enzima pode ser alterada na presencga de
substancias quimicas que podem interagir com as diferentes formas associadas da
enzima através de ligagcdes reversiveis ou irreversiveis, interferindo assim no
equilibrio estabelecido entre E, S e P, caracterizando o seu modo de ligagao e

mecanismo de agao.

5.3.1 - Poténcia e seletividade dos inibidores

A triagem de substancias quimicas frente a uma enzima (alvo
macromolecular) geralmente é abordada pelos aspectos da avaliagdo em dose unica
(% inibicdo) e determinagdao da poténcia inibitéria (ICso). Durante as triagens
bioquimicas (ensaio in vitro), a capacidade de uma substancia quimica (candidato a
inibidor) em inibir a enzima-alvo é avaliada a partir de doses unicas, que se referem
a concentracdes padrdes pré-estabelecidas. As substancias que mostram inibigao
significativa nesse ensaio sédo selecionadas para estudos mais detalhados, visando
a determinacgédo da poténcia (POSTIGO, 2008; COPELAND, 2005).

A poténcia dos candidatos a inibidores, por sua vez, é estabelecida
através de experimentos que levam a geragao de graficos do tipo concentragéo x
resposta. A analise por regressao nao-linear desses graficos leva a determinagao do
fator de poténcia ICsp, que se refere a concentracdo de inibidor necessaria para
reduzir em 50% a atividade enzimatica em condi¢cdes experimentais padrdes. Esse
importante parametro cinético permite a analise quantitativa comparativa dentro de
uma seérie de compostos, gerando dados uteis para o estabelecimento de relagdes

entre a estrutura e a atividade (SAR — Structure-Activity Relationships).
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Quando uma série de inibidores é planejada para exercer uma agao
farmacologica com finalidade terapéutica, € muito importante a determinagdo da
seletividade. Para isso a poténcia de cada inibidor é determinada para cada uma das
enzimas, sendo o resultado dessa razao a seletividade enzimatica (COPELAND,
2005).

E de grande importancia que um inibidor candidato a farmaco seja
seletivo apenas para a enzima-alvo, n&o interagindo de forma significativa com

outras enzimas presentes no metabolismo alvo.

5.3.2 - Modo de ligacao e mecanismo de agao

Os inibidores enzimaticos atuam por mecanismos reversiveis ou
irreversiveis, associando-se as enzimas através de ligagdes intermoleculares nao-
covalentes (Eel) ou covalentes (E-l), respectivamente. Os inibidores irreversiveis
causam inativacdo enzimatica, enquanto que os inibidores reversiveis podem se
ligar as varias espécies da enzima em equilibrio e ndo causam modificagdes na
estrutura da enzima, sendo que a atividade enzimatica pode ser recuperada com a
remogao do inibidor (COPELAND, 2000).

Para o planejamento racional de farmacos através de inibicdo
enzimatica é desejavel que o inibidor se ligue a enzima ndo covalentemente, de
forma rapida e reversivel, ndo produzindo assim mudancgas na estrutura da enzima,
formando o complexo enzima-inibidor (Eel). Os inibidores reversiveis podem ser

classificados em trés categorias:

a) Inibidores competitivos: estes inibidores muitas vezes se assemelham
estruturalmente com o substrato natural da enzima, resultando na mimetizagao dos
padrdes intermoleculares de ligagdo fazendo com que a enzima reconhega o inibidor
como um “possivel substrato”. Entretanto, pelo fato da sua estrutura quimica ser
diferente do substrato, o inibidor ndo sofre reagdao quimica caracteristica do
substrato, ndo levando a formacao de produto pela agdo da enzima. Por definicao,
este tipo de inibidor requer a competicao entre S e | pela ocupagao da cavidade de
interacao do sitio ativo da enzima-alvo, havendo a formagao da espécie EeS ou Eel
(FIGURA 5.5).
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FIGURA 5.5 - Esquema classico de inibidor competitivo, onde o inibidor se liga
exclusivamente a enzima livre.

O perfil caracteristico de um inibidor competitivo pode ser observado
pelo grafico de Lineweaver-Burk (ou duplo reciproco) (FIGURA 5.6). De acordo com
o grafico, variando a concentrag&o de inibidor, as intersecgbes com o eixo y (valores
reciprocos da velocidade de reacéo) fornecem valores de reciproco da velocidade
maxima (1/Vnax), que ndo se alteram na presenga de inibidor competitivo. Por outro
lado, as intersecg¢des do grafico com o eixo x (valores reciprocos da concentragao
de substrato) fornecem valores de reciproco do Ky, aparente (-1/Ky), que aumentam
com a elevagao da concentragado de um inibidor competitivo por um fator igual a (1 +
[ 1 /K)). Esse efeito caracteristico do modo de agao de inibidores competitivos ocorre
uma vez que mais substrato é requerido para manter a metade da V.. Os valores
de Vpax permanecem inalterados devido a capacidade do substrato (em condi¢des
de saturagao) de deslocar totalmente o inibidor, j& que competem pelo mesmo sitio
da enzima (COPELAND, 2005).
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FIGURA 5.6 - Grafico Lineweaver-Burk caracteristico de um inibidor competitivo.

b) Inibidores nao-competitivos: sao inibidores que nao se ligam ao sitio ativo da
enzima e sim a outra regido da enzima denominada sitio alostérico. Os inibidores
nao-competitivos podem se ligar a enzima livre para formar o complexo Eel, ou
entdo ao complexo enzima-substrato, para formar o complexo EeSel, ambos
cataliticamente inativos. Nos dois casos a ligagao ao sitio alostérico induz mudancas
conformacionais na estrutura da enzima, modificando assim a conformacao do sitio

ativo e impedindo a interacao eficaz com o substrato (FIGURA 5.7).
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FIGURA 5.7 - Esquema classico de inibidor ndo-competitivo, onde o inibidor se liga a
enzima livre e ao complexo enzima-substrato.

Para inibidores n&o-competitivos o grafico de Lineweaver-Burk
apresenta redugao de Viax (Vmax aparente) por um fator igual a (1 + [ | /K)) (FIGURA
5.8). Isso pode ser explicado pelo fato de que V,.x depende diretamente da
concentragcao da enzima ativa, uma vez que parte da enzima livre encontra-se com a
conformacdo modificada pelo inibidor, afetando de maneira proporcional a
concentracdo da mesma. Desta forma o substrato ndo desloca o inibidor como
ocorre no caso dos inibidores competitivos. O decréscimo nos valores de V.« se
acentua com o aumento da concentragao do inibidor.

Uma vez que inibidores desta categoria podem apresentar afinidades
diferentes pela enzima livre e para o complexo EeS, é necessario expressar suas

constantes de dissociacédo na forma de K; (para a enzima livre) e aK; (para o
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complexo EeS). Se « = 1, a afinidade do inibidor & idéntica tanto para a enzima livre

como para o complexo EeS.

()

FIGURA 5.8 - Grafico de Lineweaver-Burk caracteristico de um inibidor n&o-
competitivo.

c) Inibidores incompetitivos: sio inibidores que se ligam exclusivamente ao
complexo EeS e nado possuem afinidade por qualquer sitio da enzima livre (FIGURA
5.9).
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FIGURA 5.9 - Esquema classico de inibidor incompetitivo, onde o inibidor se liga
exclusivamente ao complexo enzima-substrato.

O complexo EeSel representa um ciclo termodindmico entre as
espécies EeS, Eel e EeSel, sendo este complexo cataliticamente inativo. O
aumento da afinidade de um inibidor incompetitivo que acompanhe a formag¢ao do
complexo EeS requer um balango por um aumento igual da afinidade de substrato
pelo complexo Eel. Como consequéncia ocorre a diminuicdo nos valores aparentes
de Ky € Vpnax, de acordo com o aumento da concentragao de inibidor por um fator
igual a (1 + [ 1)/K;) (FIGURA 5.10).
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FIGURA 5.10 - Grafico de Lineweaver-Burk caracteristico de um inibidor
incompetitivo.

O mecanismo de acdo de inibidores enzimaticos € de extrema
importancia, pois permite o estabelecimento racional de estudos de modelagem
molecular. A determinacdo do mecanismo de acdo também fornece informacdes
valiosas a respeito da afinidade do inibidor pela enzima-alvo, quantificada em termos

da constante K;, que se refere a dissociacdo do complexo enzima-inibidor.
5.4 - Inibidores de cisteino peptidases

A maioria dos inibidores descritos interage com as cisteino peptidases
através de residuos de aminoacidos em subsitios especificos que facilitam a agao
dos grupos funcionais reativos com o grupo tiol do centro ativo. Um exemplo bem
sucedido sdo os epoxidos peptidicos, potentes inibidores de cisteino peptidases. O
E-64, L-trans-epoxisuccinil-leucilamido(4-guanidino)butano (FIGURA  5.11),
produzido pelo fungo Aspergillus japonicus, foi o primeiro destes compostos a ser
isolado e caracterizado como inibidor irreversivel especifico para cisteino peptidase,
mas que nao permite distinguir as varias enzimas desta classe. Esse composto &
comumente utilizado para titulagdo do sitio ativo de varias destas enzimas
(BARRETT et al., 1982).
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FIGURA 5.11 - Estrutura do inibidor irreversivel especifico de cisteino peptidases, E-
64.

Alguns analogos sintéticos ao E-64 mostraram-se eficientes inibidores
para a papaina, catepsina L e B. Existem ainda varios tipos de inibidores derivados
de peptideos com grupos reativos na extremidade C-terminal que se ligam ao grupo
tiol das cisteino peptidases, como os peptidil-aldeidos, halometilcetonas,
aciloximetilcetonas, diazometilcetonas, sais de peptidil-sulfonas, peptidil-
vinilsulfonas, peptidil-nitrilas, N-peptidil-O-acilhidroxilaminas, entre outros. Apesar de
potentes, estes inibidores sdo pouco seletivos e isto decorre da similaridade de
especificidade dos subsitios em torno do centro de catdlise dessas enzimas.
Investigagbes estdo sendo realizados na busca de inibidores especificos de cisteino
peptidases. Baseado no mecanismo de ag¢ao dessas enzimas, colecbes de
inibidores peptidicos e ndo peptidicos foram sintetizados, na tentativa de inibir a
acao dessas enzimas (CUNHA et al., 2005; YASUDA et al., 2005; LIM et al., 2004;
ROBICHAUD et al.,, 2003; SCHIRMEISTER & KAEPPLER, 2003; BROMME &
KALETA, 2002; LECAILLE et al., 2002; OTTO & SCHIRMEISTER, 1997).

Tendo em vista a necessidade de investigacao de novos inibidores
potentes e seletivos para as catepsinas, estudos do extrato acetdnico dos galhos e
folhas de Taxodium mucronatum (Taxodiaceae) e do extrato metandlico das folhas
de Cycas guizhouensis (Cycadaceae) levaram ao isolamento de biflavonas (I - VI)
com expressiva atividade inibitdria frente as catepsinas B e K, sendo os valores de
ICso determinados para catepsina B (FIGURA 5.12) (ZENG et al., 2006).
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(l) R1 =R2=R3=H-|C50=1,17HM

() Ry = R = H; Ry = CHy - ICs = 1,03 uM
("I) R1 = R2 = CH3, R3 =H- ICSO = 0,67 },lM
(IV) Ry =Ry = H; R3 = CH3 - ICsp = 0,81 uM

(V) ICsp = 0,62 uM

(V1) ICsp = 0,58 uM

FIGURA 5.12 - Biflavondides naturais inibidores das catepsinas B, com valores de
ICs0 determinados utilizando o substrato Z-FR-MCA.

Investigagdes realizadas com o extrato metandlico da esponja marinha
Theonella aff. mirabilis levou ao isolamento de um peptideo (VII) com moderada
atividade biolégica (FUSETANI et al, 1999). Trabalhos realizados com o
sobrenadante de uma espécie de Pseudomonas sp., também de origem marinha,
propiciou o isolamento e identificacdo de ftalatos (VIII e IX) com atividade inibitoria
de ordem micromolar (HOANG et al., 2008) (FIGURA 5.13).
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FIGURA 5.13 - Produtos naturais inibidores da catepsina B, com valores de ICsg
determinados utilizando o substrato Z-RR-MCA.

Estudos dos extratos metandlicos de uma esponja pertencente a ordem
Haplosclerida  (PAL93-05) (PATIL et al, 2002a) e do extrato
metanolico/diclorometanico de Artocarputs altilis (Moraceae), levaram ao isolamento
de flavonoides (X - XII) e alcaléide (XIII), respectivamente, com expressiva atividade
frente a catepsina K (PATIL et al., 2002b) (FIGURA 5.14).

A atividade das cisteino peptidases da familia papaina também é
regulada por diversos inibidores enddgenos protéicos naturais, entre os quais se

destacam as cistatinas e as serpinas (TURK et al., 2002).
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(XI) ICs = 0,84 uM

NH
A\ N:\

NH X _NH
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(XI1) ICs = 0,10 uM

FIGURA 5.14 - Produtos naturais inibidores da catepsina K, com valores de ICsg
determinados utilizando o substrato Z-FR-MCA.

5.5 - Estudos de docagem molecular e modelos de interagao

Uma dificuldade freqliientemente encontrada durante as etapas de
planejamento e otimizagdo de compostos com atividade biolégica é a definicdo da
conformacao bioativa da molécula em estudo (KLEBE, 2006; KITCHEN et al., 2004).

Na auséncia de estruturas cristalograficas ou ressonancia magnética
nuclear que permitam a determinacdo do modo de interagao entre o ligante e o sitio
de ligacdo da macromolécula, os estudos de modelagem molecular sao alternativas
bastante uteis para a geragdo de modelos de interagdo que permitam identificar a

conformacgao bioativa da molécula do ligante (KITCHEN et al., 2004).
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Devido ao rapido avango na area estrutural e de biologia molecular, as
técnicas de desenvolvimento de moléculas bioativas baseadas na estrutura do
receptor tém assumido grande importancia. Baseado na capacidade dos programas
de docagem molecular predizerem, com certo intervalo de confianga, o modo de
interacao entre o ligante e o alvo molecular, varios estudos utilizando esse método
vém sendo amplamente empregados para a identificagdo da conformacgéo bioativa
de moléculas e elucidagdo do mecanismo de acédo (KLEBE, 2006; KITCHEN et al.,
2004).

Basicamente, os programas de docagem molecular realizam o
acoplamento da molécula do ligante dentro do sitio de ligagdo da macromolécula de
interesse. Para isso, o processo de docagem molecular € divido em duas etapas
principais:

- geragao de todos os complexos possiveis entre a molécula do ligante e a
macromolécula (amostragem);

- identificagdo dentre os complexos gerados daquele que poderia corresponder ao
complexo real (pontuagéo e selecdo).

Assim, para realizar essas etapas os programas utilizam diferentes
funcdes de busca e diferentes fungdes de pontuacdo. Neste trabalho foram
empregados dois programas de docagem molecular: FlexX (RAREY et al., 1996) e
GOLD 3.1 (JONES et al., 1997). Esses programas apresentam métodos distintos de
amostragem e pontuagao para a identificagdo das conformagdes bioativas das
moléculas em estudo.

O programa FlexX, disponivel na plataforma SYBYL 7.3 (SYBYL,
2004), € um método de docagem molecular automatico de ligantes nos sitios de
ligacao de proteinas. Este programa associa um método eficiente de amostragem do
espaco conformacional da molécula do ligante, algoritmo de construgao incremental,
com um meétodo robusto para o calculo da energia de interagdo, baseado na fungéo
de pontuacéo de Bohm (RAREY et al.,, 1996; RAREY et al., 1997). Ja o programa
GOLD 3.1 utiliza o algoritmo genético para explorar a flexibilidade conformacional da
molécula do ligante, além disso, atribui a uma flexibilidade parcial da molécula da
proteina. Durante a etapa de pontuacdo e selegdo, este programa emprega uma
funcdo baseada em mecanica molecular para a identificacdo das conformacdes

bioativas.
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6 - OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade de
metabdlitos secundarios de plantas e alguns derivados sintéticos, buscando
inibidores especificos das catepsinas K, V, L e S, usando como ferramenta o
substrato com apagamento intramolecular de fluorescéncia Z-FR-MCA. Para isto é

necessario:

Padronizar e validar os ensaios bioquimicos utilizando produtos naturais

como candidatos a inibidores;

e Realizar triagem bioquimica, identificacdo e selecdo de inibidores das

catepsinas K, V,L e S;

e Aplicar a metodologia desenvolvida em fluorimetro de cubeta para placa de
ELISA (96 pogos);

e Utilizar enzimas recombinantes humanas (ndo comercial);

e Determinar a poténcia (ICsp) dos inibidores mais promissores, assim como o

mecanismo de agdo e suas constantes de afinidade (Kj);

e Estudar as interagbes intermoleculares de complexos enzima-inibidor através

de modelagem molecular.
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7 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

7.1 - Equipamentos e Materiais

7.1.1 - Espectrofluorimetros

e Leitor de cubeta: marca Perkin Elmer, modelo Luminescence Spectrometer -LS
50 B; marca Hitachi, modelos F-2500 e F-2000.

e Leitor de placa de ELISA: Molecular Devices Corporation — Spectra MAX
GEMINI XS.

7.1.2 - Solventes e reagentes

e Os reagentes e solventes de grau analitico (P.A), foram adquiridos da Aldrich,
Sigma e Merck.

¢ Inibidor irreversivel especifico de cisteino peptidase E-64 [L-3-carboxi-trans-2,3-
epoxipropionil-leucilamido(4-guanino)butano] e DTE (ditioeritreitol) foram obtidos da
Sigma.

e O substrato Z-FR-MCA (Cbz-Phe-Arg-MCA ou carbobenzoxi-fenilalanina-
arginina-7-amino-4-metilcumarina ou benziloxicarbonil-fenilalanina-arginina-4-metil-

7-coumarilamida) foram adquiridos da empresa Bachem Inc e Sigma.

7.1.3 - Enzimas estudadas

As catepsinas K, V, L e S recombinantes humanas foram expressas em
Pichia pastoris de acordo com a metodologia descrita previamente por Linnevers e
cols. (1997) e gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Dieter Bromme, da University of
British Columbia, Vancouver, Canada. A concentracdo molar das enzimas foi
determinada por titulagdo do sitio ativo com E-64 [L-trans-epoxisuccinil-leucilamida-
(4-guanidino)-butano], de acordo com o procedimento descrito por Barrett e cols.
(BARRETT et al., 1982). Estas enzimas foram estocadas em solu¢des contendo
0,01% de Tween 20 (v/v) para melhorar a estabilidade das enzimas durantes os

ensaios.
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7.2 - Padronizagao e validagao dos ensaios cinéticos

Os ensaios cinéticos das catepsinas K, V, L e S foram desenvolvidos
com base nos ensaios reportados na literatura (OTTO et al., 1997; LECAILLE et al.,
2002; SCHIRMEISTER & KAEPPLER, 2003).

7.2.1 - Determinagcao dos parametros cinéticos para hidrélise do substrato Z-
FR-MCA pelas catepsinas K,V,Le S

Nos ensaios cinéticos das catepsinas K, V e L foi usado o tampéo
acetato de sédio 100 mM, com 5 mM de EDTA, pH 5,5. Para a catepsina S usou-se
o tampao fosfato de sédio 100 mM, com 1 mM de EDTA, pH 6,5. As enzimas foram
utilizadas na concentragao estimada de 3 nM, sendo estas pré-ativadas com DTE
5,0 mM durante 5 minutos, a 27 °C.

As concentracbes das enzimas para a determinacdo das velocidades
iniciais foram escolhidas de modo que a hidrdlise do substrato nao fosse superior a
5%. Os valores de fluorescéncia obtidos foram convertidos para pM/min usando uma
curva de calibragado determinada através da hidrolise total do substrato.

Considerando que os compostos avaliados estavam dissolvidos em
DMSO, foi necessario determinar as condi¢des ideais onde o solvente utilizado nao

afetasse significativamente a atividade da enzima.

7.2.2 - Metodologia e condigdoes gerais dos ensaios cinéticos em cubeta e
placa de ELISA

A determinacdo da atividade enzimatica foi monitorada pela hidrolise
do substrato fluorogénico Z-FR-MCA, monitorada continuamente pelo aumento de
fluorescéncia. Os experimentos foram feitos inicialmente em cubeta de quartzo e

posteriormente em placa de ELISA.
e Cubeta de quartzo: utilizou-se cubetas com volume de 500 e 1000 pL,

mantidas em compartimento termostatizado, sendo a fluorescéncia detectada

em espectrofluorimetro com fenda de excitagdo ajustada para A=380 nm e
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emissao Aem=460 nm. Para a padronizagcdo e validacdo dos ensaios, as

medidas de atividade das enzimas foram inicialmente realizadas a 37 e 27 °C.

e Placa de ELISA: foram utilizadas placas de 96 pogos, com volume de 300
ML/pogo, coloragdo preta e fundo plano, mantidas em compartimento
termostatizado a 27 °C, sendo a fluorescéncia detectada em

espectrofluorimetro com fenda de excitacdo ajustada para 1e=380 nm e

emissao Aem=460 nm.

A metodologia geral utilizada nos ensaios esta esquematizada na
FIGURA 7.1. As condi¢cdes experimentais foram as mesmas tanto para as medidas
realizadas em cubeta quanto em placa de ELISA. As medidas realizadas no
espectrofluorimetro de cubeta foram importantes para otimizar as condi¢des
utilizadas na placa de ELISA.

As enzimas foram pré-ativadas com DTE por 5 minutos e
posteriormente pré-incubadas por mais 5 minutos com as amostras a serem
testadas. No caso do controle negativo utilizou-se DMSO e no controle positivo E-64
(10 pM), também dissolvido em DMSO. A determinagédo da atividade enzimatica foi
feita através do monitoramento continuo e direto da hidrolise do substrato

fluorogénico Z-FR-MCA durante 300 segundos.

127



PARTE II: Procedimento Experimental

7-amino-4-metil-cumarina (VICA)
tampdo + enzima + DTE 0 ’ i 8 .6
AN i
O PheftArgT.
pré-ativada por =
5 minutos 5 < s
Z CH;
INIBIDOR
Baixa fluorescéncia
in;:ub_ad(t) por o . Ponto de clivagem
TNUIos —> Hidrélise pelas catepsinas
Z-FR-MCA \j
E MCA Livre
leitura por P
300 segundos E
O HzN O _ 0]
espectrofluorimetro C @ Al =
k v ® CH
= 3

Alta fluorescéncia

FIGURA 7.1 - Esquema geral dos ensaios enzimaticos com o substrato fluorogénico
Z-FR-MCA, mostrando o ponto de clivagem pelas catepsinas.

7.2.3 - Determinacao experimental do valor de K,

A concentragdo do substrato a ser utilizada foi selecionada apos a
determinacao experimental do valor de Ky, para o Z-FR-MCA frente a cada uma das
catepsinas. Para isto, realizaram-se medidas de velocidade da reacao utilizando
diferentes concentragdes de substrato, até que se atingisse um claro grau de
saturagao, ou seja, onde o aumento da concentragcdo de substrato n&o produzisse
mais mudangas significativas na velocidade da reag¢do. A determinacdo do valor de
Kn foi feito através do método de regressdo nao-linear de melhor ajuste, sendo os
valores experimentais comparados com os valores ja descritos na literatura (valores

utilizados como referéncia).
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7.2.4 - Triagem, identificagao e selegao de inibidores das enzimas estudadas

Inicialmente realizou-se uma triagem bioquimica para identificacdo de
moléculas capazes de inibir a atividade das catpesinas K, V, L e S. Todos os
compostos foram avaliados em triplicada e em dose unica padrédo de 25 uyM. A
comparacgao da atividade enzimatica na auséncia e na presenga do inibidor forneceu

o percentual de inibicao que foi calculado pela equacéao 1.

% Inibigdo = 100 x (1 — Vi/Vo) (1)

Sendo, V; a velocidade de reacdo observada na presenca de inibidor e V, a

velocidade de reagao observada na auséncia do inibidor (velocidade de controle).

Realizada a triagem inicial, os compostos que apresentaram inibigéo
significativa (superior a 50%) frente a catepsina V foram selecionados para a etapa

posterior de determinacao dos valores de |Csp.

7.2.5 - Determinagao da poténcia dos inibidores (ICs) frente a catepsina V

O valor de ICsq € definido pela concentracdo de inibidor responsavel
por provocar uma queda de 50% na atividade da enzima. O valor de 50% ¢é apenas
uma convengao criada com o objetivo de se comparar valores de poténcia de
inibidores entre si.

A determinagdo da poténcia (ICso) dos compostos selecionados foi
realizada de maneira direta empregando-se o0 ensaio cinético padronizado durante o
desenvolvimento deste trabalho.

Para calcular os valores de ICsq utilizou-se os dados de inibigao de
cada composto, quando testados a uma unica concentragao (25 uM). Desta forma,
determinou-se a porcentagem de inibigao utilizando dez diferentes concentragdes de
inibidor. Nesta etapa, procurou-se explorar valores de inibicado no intervalo de 15 a
90%, construindo assim uma curva concentragao x resposta. Os valores de ICs
foram determinados através do método de regressdo ndo-linear de melhor ajuste

empregando o programa de SigmaPlot 9.0. Uma curva caracteristica cinética
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empregada na determinacao do valor de ICsp esta sendo representada na FIGURA
7.2

100 -

% inibicao

O T T T T
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[ inibidor ]

FIGURA 7.2 - Curva ilustrativa utilizada na determinacdo dos valores de ICsy pelo
método de regressdo nao-linear de melhor ajuste dos dados cinéticos coletado
experimentalmente.

7.2.6 - Determinagcao do mecanismo de agcao e afinidade (K;) dos inibidores

frente a catepsina V

Apos determinados os valores de ICsp 0s compostos mais ativos foram
submetidos aos ensaios cinéticos para determinagdo do mecanismo de acédo e
consequentemente obtencao do valor de Ki.

Os estudos dos mecanismos de acdo dos inibidores envolveram a
coleta experimental de dados e o tratamento adequado usando o método de
Lineweaver-Burk. O método experimental consistiu em medir a velocidade de reagao
em auséncia de inibidor e com trés diferentes concentragdes de inibidor, em pelo
menos cinco concentragdes de substrato. A escolha das concentracdes de inibidor é
feita com base no valor de ICsy, optando-se inicialmente pelas concentragdes de
metade e o dobro do valor de 1Cso. Considerando o valor de K, do substrato Z-FR-
MCA frente a catepsina V (K, = 6,4 uM), as concentragcbes de substrato utilizadas
nesta fase do trabalho foram: 1,6, 3,2, 6,4, 9,6, 12,8, 19 e 38 pM. Os dados
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coletados deram origem a graficos de duplo-reciproco e através do padrdao de
interseccdo das curvas no plano de coordenadas cartesianas, foi possivel
determinar o mecanismo de agao.

Com os mesmos dados foi possivel também determinar a constante de
dissociagao do complexo Eel (K;), através de um grafico da razao entre K, aparente
e Vmax Observados em fungdo da concentragao de inibidor. Esta constante é dada

pelo modulo do valor numérico da intersecgao da curva no eixo x (FIGURA 7.3).
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FIGURA 7.3 - Grafico padrao utilizado na determinagao da constante Ki.

7.3 - Modelagem molecular dos inibidores da catepsina V

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr.
Adriano D. Andricopulo, pertencente ao Instituto de Fisica de Sdo Carlos — IFSC /
USP. Os estudos de modelagem molecular foram feitos através do emprego de dois
programas de docagem molecular: FlexX e GOLD 3.1, sendo a inspeg¢ao visual

realizada no programa Pymol.
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8 - RESUTADOS E DISCUSSOES

A importdncia do estudo de cisteino peptidases lisossomais esta
baseada nos processos patologicos aos quais elas estdo envolvidas e a dificuldade
de se encontrar inibidores especificos, visto a similaridade estrutural que elas
apresentam. Essas enzimas também sao de grande interesse das industrias
farmacéuticas, pois estdo diretamente associadas a muitas doencas do século XXI e
sdo consideradas potenciais alvos no desenvolvimento de farmacos, pelo fato de
suas estruturas tridimensionais ja terem sido determinadas (SOMOZA et al., 2000;
LECAILE et al., 2002).

Considerando a grande diversidade de produtos naturais existente em
nosso laboratério, foram selecionados inicialmente vinte compostos de diferentes
classes que foram avaliados em diversas enzimas: (i) cisteino peptidases (papaina,
xylellaina, cruzaina, falcipaina-2, catepsinas B, L, K, S e X); (ii) metalo peptidase
(ECA - enzima conversora da angiotensina), oligopeptidase de Trypanosoma cruzi
(OP-Tc) e oligopeptidase de T. brucei (OP-Tb); (iii) serino peptidase (quimotripsina).

Através destas analises preliminares, foi possivel observar que os
produtos naturais avaliados mostraram-se potenciais inibidores de cisteino
peptidases, sendo esta classe de enzimas selecionada para estudo.

Na busca de inibidores especificos de cisteino peptidases, foram
selecionadas quatro catepsinas lisossomais: K, V, L e S. Estas enzimas foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Dieter Bromme da University of British Columbia,
Vancouver, Canada.

Para a realizagcao deste estudo, desenvolveu-se uma metodologia
capaz de avaliar um grande numero de compostos, utilizando pequena quantidade
de amostra. Para isto, foi necessario determinar as condicbes ideais para que
solvente utilizado (DMSQO) nao afetasse significativamente a atividade da enzima e
dissolvesse totalmente as amostras a serem testadas. Depois disto determinaram-se
as condi¢des cinéticas favoraveis para a quantificagao dos resultados.

Na parte inicial do trabalho foi utilizado num espectrofluorimetro de
cubeta com volume final de 1000 uL. Apds determinadas as condigdes ideais de
trabalho para cada uma das enzimas, a metodologia foi adaptada para um

espectrofluorimetro de placa de ELISA, trabalhando com placas pretas de 96 pogos
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com volume final de 200 pL por pocgo. Depois de validado o método em
espectrofluorimetro de placa, iniciou-se a avaliagao dos possiveis inibidores.

Os compostos a serem testados foram preparados em solucdes
estoque de 10 e 1 mM. O substrato utilizado foi o Z-FR-MCA, pelo fato das
catepsinas estudadas possuirem uma boa afinidade por este substrato e ja

possuirem seus K, determinados.

8.1 - Otimizagdes das condi¢coes de ensaio em espectrofluorimetro de cubeta

A metodologia para os testes de inibicdo foi desenvolvida em um
espectrofluorimetro de cubeta, com volume final de 1000 uL. As catepsinas K, V, L e
S recombinantes foram obtidas e estocadas numa temperatura de -80 °C em
solugdes estoques com diferentes concentragdes molares.

As concentragdes molares dessas enzimas foram determinadas pela
titulagdo do sitio catalitico com o inibidor E-64 de acordo com metodologia descrita
por Barrett e colaboradores (BARRET et al., 1982). Depois de tituladas, as
concentracdes molares foram convertidas para concentragdo molar por unidade de
slope (TABELA 8.1). Isso s6 foi possivel porque o espectrofluorimetro foi calibrado
anteriormente com solugdes padroes de MCA livre. O trabalho foi desenvolvido
inicialmente utilizando a catepsina K, que depois de titulada com E-64, apresentou
concentragdo molar de 92 pyM. Para determinar a correlacdo de slope x
concentracdo molar, diluiu-se a enzima 100 vezes no tampao adequado e
determinou-se a velocidade de hidrélise do substrato Z-FR-MCA em auséncia de
inibidor, por um periodo onde ndo houvesse consumo superior a 5% do substrato
(300 segundos). Essas condigdes garantiram que a enzima nao estivesse saturada
pelo substrato e que a velocidade era inferior a V. Foi possivel correlacionar o
valor de slope adquirido, com a concentracdo da enzima em estoque. O mesmo
procedimento foi adotado para as catepsinas V, L e S. Com isto, a concentragao
molar de enzima utilizada em cada teste foi monitorada pela velocidade de hidrélise
do substrato, ou seja, estabeleceu-se o valor de slope “6timo” para trabalhar com
cada uma e com isto estimou-se a concentracao molar de cada uma delas, para néao
haver a necessidade de titulagbes diarias. Para dar sequéncia ao desenvolvimento
do protocolo dos ensaios cinéticos, realizou-se também a determinagao

experimental do valor de K, para o Z-FR-MCA frente as catepsinas K, V, L e S.
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TABELA 8.1 - Dados utilizados no desenvolvimento da metodologia de triagem de
inibidores.

Erzima Titulagao z.rrmca Km zrrmca (UM) Km zrrmca (MM)
(pmol/unidade de slope) experimental literatura
) 7,5
Catepsina K 0,18 82 (BROMME et al., 1996a)
) 6,4
Catepsina V 0,06 6.2 (BROMME et al., 1999)
_ 2,4
Catepsina L 0,07 3.1 (MASON, et al., 1985)
Catepsina S 0,36 17,8 55

(BROMME et al., 1996b)

Para um melhor controle das variaveis envolvidas neste ensaio, optou-
se em trabalhar primeiramente com as catepsinas K, V e L, pois todas elas utilizam o
mesmo tampao e a concentragdo molar de substrato péde ser mantida constante (10
MM), visto o K, que elas apresentam para o Z-FR-MCA. Pelo fato da catepsina S
possuir um valor de K, para Z-FR-MCA muito superior (18,2 uM) aos valores de Kn,
das demais catepsinas estudadas, a concentracido de substrato utilizada para os
ensaios com esta enzima foi de 20 uM.

Posteriormente, foi avaliado o volume de DMSO a ser utilizado, sem
que interferisse na atividade da enzima. Segundo a literatura (BEYNON & BOND,
1990), quando se trabalha com avaliagdo de inibidores, o volume total de solvente
ndo deve ultrapassar 5% do volume final do ensaio. Conseguiu-se estabelecer total
solubilidade dos inibidores no meio reacional utilizando 2,5% de volume de DMSO.
Esta concentracdo de solvente nado interferiu significativamente na atividade da
enzima. Com isto, a triagem inicial dos candidatos a inibidores foi feita com a

concentracido de 25 yM.

8.2 - Adaptagoes da metodologia de ensaio para espectrofluorimetro de placa
de ELISA

Depois de determinadas as condicbes no espectrofluorimetro de
cubeta, foi possivel desenvolver a metodologia para o espectrofluorimetro de placa
de ELISA, onde o volume final para cada poco foi de 200 uL. Antes da avaliacdo dos
inibidores, foi necessario avaliar as condi¢gdes do controle positivo e negativo para

validar o teste, uma vez que na placa se trabalha com um volume 5 vezes menor
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que na cubeta. Com o auxilio do software do espectrofluorimetro foi possivel checar
o coeficiente de correlagcdo dos pontos das curvas de velocidade para cada um dos
pocos e saber se a velocidade de hidrélise estava dentro da faixa de linearidade da
atividade da enzima. A leitura foi feita durante 300 segundos, sendo adquirido um
ponto a cada 30 segundos. No final de 300 segundos obteve-se uma curva de 10
pontos para cada pogo. O experimento foi realizado com agitagdo constante durante
toda leitura, com temperatura a 27 °C.

Algumas consideracdes foram necessarias para o desenvolvimento da
metodologia em espectrofluorimetro de placa. Considerando que a placa possui 96
pocos e que todas as medidas foram realizadas em triplicata, foi possivel avaliar 30
compostos por placa, realizando ainda o controle positivo e negativo. Como
estratégia inicial de trabalho, optou-se em realizar a triagem dos compostos na
concentragéo de 25 uM/pocgo.

Inicialmente foi preenchido cada poco da placa com 5 uL de inibidor
com solugéo estoque 1 mM (em triplicata) e 5 yL de DMSO nos pogos controle
negativo. Em seguida adicionou-se o MIX 1 (enzima em tampao pré-ativada por 5
minutos). Deixou-se a enzima pré-incubada por mais 5 minutos em presenca dos
compostos a serem testados e do DMSO no pogo controle. Posteriormente, com o
auxilio de uma pipeta multicanal, adicionou-se o MIX 2 (substrato diluido em
tampao). A pipetagem total da placa foi feita em tempo inferior a 1 minuto e
imediatamente realizou-se a leitura da hidrolise do substrato.

Finalizada a leitura (300 segundos), os graficos de hidrélise de cada
poco foram avaliados um a um quanto as suas linearidades. Com o auxilio do
software do espectrofluorimetro foi possivel calcular o coeficiente angular de cada
reta, sendo este valor a velocidade de hidrolise do substrato (V). Para o controle
negativo essa velocidade foi a maxima atividade da enzima, determinada como V; e
na presenca dos compostos a serem testados foi determinada como V..

Considerando que os testes foram feitos em triplicata, calculou-se a
média das medidas e com isto obteve-se um valor de velocidade para cada
composto avaliado (V).

Depois de obtidos os valores de velocidade para o controle (V) e para
os possiveis inibidores (V;), foram realizados os tratamentos dos dados
determinando assim a porcentagem de inibicdo para cada composto frente as

diferentes enzimas (catepsinas K, V, L e S).
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8.3 - Consideragodes gerais sobre os parametros cinéticos

Ha varios métodos para se determinar os parametros cinéticos de uma
reagcao enzimatica. Para valores de [S] bastante elevados a velocidade inicial (Vo)
aproxima-se assintoticamente da velocidade maxima (Vmax). Nesse estagio, tem-se
uma elevada concentracdo de substrato na qual a enzima esta saturada, isto €, ela
esta inteiramente na forma de complexo enzima-substrato [EeS]. No entanto, na
pratica, € muito dificil determinar Vmax com precisédo a partir de graficos de Vg versus
[S], porque mesmo para concentragdes de substratos tdo altas quanto [S] = 10 Ky,
Vo € somente 91% da Vmax, de modo que o valor de Vmnax sera certamente
subestimado.

O valor de K, € uma medida relativa de afinidade da formagao do
complexo EeS em condi¢cbes do estado estacionario, que se caracteriza pela alta
concentragdo do mesmo quando comparado com a espécie E (enzima livre). O Ky
determina a concentracdo de substrato na qual a velocidade da reacao corresponde
a metade da velocidade maxima, ou seja, representa metade dos sitios ativos da
enzima saturado. E, portanto uma medida de afinidade da enzima pelo seu
substrato, sendo este unico para cada par EeS, e totalmente dependente da
temperatura e do pH do meio.

Nestes ensaios de inibicdo, a concentracdo da enzima para
determinacao das velocidades foi mantida de modo que a hidrélise do substrato ndo
ultrapassasse 5%, ou seja, durante os 300 segundos de leitura garantiu-se a
condicdo de “excesso” de substrato.

Tipicamente esses inibidores naturais ou sintéticos imitam um substrato
e com isso pode-se determinar a constante de afinidade entre inibidor e enzima (Ki).
Considerando que bons inibidores tenham constante cinética de afinidade (K e
valores de turnover para inibidores reversiveis), essas constantes sao varias ordens
de magnitude inferiores aquelas apresentadas pelos substratos (K,). Isso significa
que, inibidores enzimaticos competem com substrato e muitos s&o ligantes
extremamente fortes (tight-binding). Portanto, inibidores tight-binding nao podem ser
avaliados por tratamentos graficos usuais, baseados na equagédo de Michaelis-
Menten.

A mais importante consideragdo nesses casos € a de que a

concentragéao total do inibidor ndo é significativamente diminuida pela forte interagéo
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da enzima com o inibidor. De fato, muitos inibidores formam essencialmente
complexos irreversiveis com as enzimas.

Inibidores irreversiveis ou tight-binding diminuem o numero de sitios
ativos disponiveis para o substrato, consequentemente, quando a reagado é
analisada com tratamentos usuais, aparecem agindo como inibidores n&o
competitivos, sendo que de fato seus mecanismos sao estritamente competitivos

com o substrato. Mas estes tipos de inibidores ndo sao o foco deste trabalho.

8.4 - Consideragdes gerais para avaliagao da colegao de possiveis inibidores

naturais e derivados sintéticos

A hidrélise do substrato fluorogénico foi monitorada pelo aumento da
fluorescéncia detectada com fenda de excitacao ajustada para Aex 380 nm e emissao
Aem 460 nm. O aumento da fluorescéncia devido a hidrolise do substrato foi
continuadamente registrado por 300 segundos. A leitura convertida em pmol de
substrato antes e depois da hidrdlise total. As constantes cinéticas Vy e V; foram
obtidas por regressao linear usando o software do espectrofluorimetro. Numa
catalise enzimatica, a velocidade de hidrélise do substrato em auséncia de inibidor é
determinada como V, e na presenca de inibidor essa velocidade é determinada
como V..

A selecdo das catepsinas para este trabalho foi baseada nos
importantes papéis fisiopatologicos que elas estdo envolvidas e no desafio que
representa a busca de um inibidor especifico, visto a similaridade estrutural que elas
possuem. Além disso, levou-se em consideracdo a facilidade de acesso a estas
enzimas.

Na busca de possiveis inibidores das catepsinas K, V, L e S, os
compostos avaliados foram ensaiados em espectrofluorimetro de placa ELISA,
utiizando a concentragao fixa de 25 pM de inibidor por pogo. Esse valor foi
estipulado como a concentragdo maxima a ser testada, visto que este trabalho busca
potentes inibidores.

Embora estas enzimas apresentem uma melhor atividade a 37 °C
optou-se em trabalhar com a temperatura em 27 °C, pois nesta temperatura elas séo
mais estaveis, permitindo assim ensaios mais seguros e reprodutiveis. Isto foi

observado através de uma curva de variagao de temperatura para estas catepsinas.
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A agitacdo utilizada pelo espectrofluorimetro de placa apresenta
algumas limitacbes. Considerando que o0s pog¢os possuem um volume muito
pequeno (300 pL) e o volume final utilizado no ensaio foi de 200 uL, a agitacéo é
limitada dificultando a homogeneizacao total do meio, fazendo com que as leituras
das triplicatas sejam afetadas consideravelmente. Visto que este trabalho tem um
carater de triagem, o valor mais discrepante da triplicata foi desconsiderado quando
necessario.

Os compostos avaliados que nao interferiram significativamente na
velocidade de hidrélise do substrato pelas enzimas foram considerados como nao
ativos (0% de inibi¢cdo), ou seja, n&o diferiram do controle positivo. Ja os compostos
que apresentaram valor de inibigdo superior a 50% de inibicdo foram considerados
ativos e selecionados como promissores para avaliagao de poténcia (ICsp), sendo

este um parametro cinético quantitativo.

8.5 - Triagem e identificagcao de novos candidatos a inibidores das catepsinas

lisossomais K,V,Le S

Foi realizado uma triagem bioquimica em larga escala de compostos
de origem natural e sintética contra as catepsinas K, V, L e S. O trabalho de triagem
de um grande numero de substancias quimicas puras resultou na identificagdo de
moléculas capazes de interferir significativamente na atividade destas enzimas.
Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram avaliados 270 compostos, sendo
111 produtos naturais isolados de plantas e 159 derivados sintéticos. A seguir estao
descritos os resultados de inibicdo (%) na concentragcdo de 25 uM, utilizando as
condigbes padroes de ensaio. Os resultados preenchidos com asterisco (*) s&o
referentes aos dados das triplicatas nao reprodutiveis.

8.5.1 - Derivados do acido cinamico e diidrocinamico
Os compostos derivados do acido cindmico e diidrocinamico, na

concentracdo de 25 uM, nao apresentaram inibicdo frente as enzimas testadas
(TABELA 8.2)
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TABELA 8.2 - Porcentagem de inibicdo dos derivados do acido cinamico e
diidrocindamico na concentragéo de 25 uM.

OCHj 0 o OCHj 0

OCH; X OCH,8 OH

o] OCHs CHs0 o] OCHj
= 01 OCHjs 02 = 03

0 o]
CH4;0
OCH, OCHj
o) OCH; (0] OCHj3
= 04 > 05
0
o] OCHs o]

OH
OH X OCH,4
CHZ0 0
CH;0 o) HO ){ 0 OCH;
0
06
N 07 Z 08
0
X OCHjs
0 OCH,
=
10

HO

Composto Inibicao (%) catk Inibigdo (%) catv Inibigdo (%) catL Inibicéo (%) cats
01 0 0 0 0
02 0 2 0 0
03 0 19 0 7
04 0 0 0 8
05 0 0 0 0
06 0 13 0 0
07 0 20 0 10
08 0 0 41 *
09 0 0 0 7
10 0 0 0 13
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8.5.2 - Cumarinas

Dentre as cumarinas descritas na TABELA 8.3, apenas a 15 mostrou-

se ativa (73%) frente a catepsina V.

TABELA 8.3 - Porcentagem de inibicdo das cumarinas preniladas e outras
cumarinas na concentracio de 25 yM.

N
CH50 o) o)
OH
12
OH
CH;0
GO T
HO o) o CH30 o) o
14 15
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibicao (%) catL Inibigdo (%) cats
11 0 8 0 20
12 0 0 0 0
13 6 19 0 0
14 0 15 0 0
15 0 73 19 21

A TABELA 8.4 mostra os resultados obtidos com pirano cumarinas,
lineares e angulares, com as diferentes catepsinas. Os melhores resultados foram
obtidos frente a catepsina V.

As pirano cumarinas angulares 18 (63%) e 22 (71%) apresentaram
atividade inibitoria moderada, mostrando que a variagéo na posi¢cao da metoxila nao
difere significativamente nos resultados. Ja na auséncia de substituinte (19) a
atividade é nula e com uma prenila na posigédo 6 (20), ha um aumento da atividade
(41%).

Para as pirano cumarinas lineares a presenga de substituinte
potencializou a atividade. Quando ha prenilagdo na posi¢cado 8 (21 — 54%), ha um
aumento significativo de atividade, quando comparada com a cumarina sem
substituinte (16 — 11%). Vale ressaltar que o fato da pirano cumarina ser angular (19)

ou linear (16), nao diferenciou os resultados.
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TABELA 8.4 - Porcentagem de inibigdo das pirano cumarinas na concentragao de 25
MM,

OCHj

Composto Inibigédo (%) catk Inibigdo (%) catv Inibigao (%) catL Inibigado (%) cats
16 0 11 10 11
17 0 11 14 0
18 27 63 9 16
19 0 0 0 8
20 19 41 36 11
21 0 54 0 18
22 0 71 0 24

Entre as furano cumarinas (TABELA 8.5), os resultados também foram
mais expressivos frente a catepsina V. A cumarina 25 apresentou 62% de inibigao
enquanto que a 26 foi praticamente inativa (14%), sendo a diferenga entre elas
apenas a posicao da substituicio. No caso das cumarinas 23 e 24, que
apresentaram inibicdo préoxima de 50%, a diferenca na posicado do substituinte

(metoxila) nao diferiu nos resultados.
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TABELA 8.5 - Porcentagem de inibicao das furano cumarinas na concentragao de 25
MM,

/ X

OCH;
0 0 o] 0 07on ©

OCHs, o)
23 24 25 26 OH

Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
23 0 48 10 4
24 0 45 32 10
25 0 62 16 29
26 0 14 0 22

8.5.3 - Limonodides

Os limondides apresentados na FIGURA 8.6 ndo apresentaram
atividade expressiva frente as catepsinas testadas. A falta de um maior numero de
estruturas impossibilita maiores conclusées, mas esta classe de compostos nao

demonstra ser promissora na busca de inibidores.

TABELA 8.6 - Porcentagem de inibicdo dos limondides testados na concentragao de
25 uM.

(0]
Composto Inibigao (%) catk Inibigdo (%) catv Inibigao (%) catL Inibigdo (%) cats
27 0 0 0 0
28 0 43 0 0
29 44 27 0 36
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8.5.4 - Triterpenos

Os triterpenos possuem varias propriedades medicinais. Sao
antiinflamatarios, antibacterianos, fungicidas, antivirais, analgésicos,
cardiovasculares e antitumorais. Devido a sua grande diversidade estrutural, seu
estudo tem despertado grande interesse na tentativa de novas e reais
aplicabilidades (POTOCKA, 2003).

A TABELA 8.7 mostra uma série de triterpenos. Os triterpenos 34 e 35
apresentaram uma boa atividade frente a catepsina V. Observacdes interessantes
podem ser feitas quando se compara as estruturas dos triterpenos 32, 33, 34 e 35. A
diferenca do composto 34 em relacdo a 35 é a reducgao da carbonila na posicéo 3. O
composto reduzido (34) apresenta menor atividade (70%) que sua forma oxidada (35
- 89%). Ja o triterpeno 33 apresenta uma oxidagdo na posi¢ao 2, que quando
comparado ao triterpeno 34, sua atividade é praticamente nula (18%) frente a
catepsina V. Isso indica que os substituintes do anel A sdo extremamente
importantes para a atividade desta classe de compostos. Outra observacao
interessante sdo as diferencas de atividades ocasionadas pela posicado das metilas
19 e 20. Quando ambas as metilas estdo posicionadas no carbono 20 (34), o
composto apresenta 70% de inibicdo e quando posicionadas no carbono 19 e 20
(32), ndo possui atividade significativa (16%).

Estudos com células carcinbmicas mostram que quando tratadas com
acido ursolico (32), essas apresentaram 90% de inibigdo em seus crescimentos
(apbs 96 horas) e 60% de apoptose (apos 48 horas). Experimentos comprovam essa
atividade biolégica associada com a ativagao proteolitica da caspase-3 e outras

caspases similares, que também sao cisteino peptidases (HOLLOSY et al., 2001).
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TABELA 8.7 - Porcentagem de inibigao para triterpenos do tipo ursanico testados na
concentragédo de 25 uM.

OH OH

OH

HO,,,

HO

34

Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
30 0 34 0 6
31 0 0 0 0
32 0 16 0 7
33 0 18 0 0
34 28 70 46 0
35 9 89 36 6

A TABELA 8.8 mostra alguns triterpenos que nao apresentaram
atividade inibitoria significativa. A falta de um maior numero de estruturas
impossibilita maiores conclusdes.

Estudos mostram que as enzimas lisossomais possuem importante
funcdo no desencadeamento de processos inflamatérios, sendo aumentadas
significativamente em condi¢cbes de artrite. Em artrite reumatéide estas enzimas

também sao envolvidas na destruicdo estrutural de macromoléculas do tecido
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cognitivo e da cartilagem. Os triterpenos lupeol (38) e linoleato de lupeol foram
administrados oralmente (50 mg/Kg) em ratos com artrite por oito dias, revelando
uma reversibilidade do quadro patolégico, com estabilizacdo da membrana
lisossomal. O linoleato de lupeol mostrou-se mais ativo que o lupeol (GEETHA &
MARALAKSHMI, 1999).

TABELA 8.8 - Porcentagem de inibicado para diferentes triterpenos testados na
concentracédo de 25 uM.

OH OH

: OH : OH

36 37

38

Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
36 0 0 0 3
37 0 0 0 0
38 25 26 40 0

8.5.5 - Acidos e derivados

Os acidos avaliados e seus derivados (TABELA 8.9), néao
apresentaram resultados expressivos. Apenas o acido anacardico (43) apresentou
boa inibigdo, mas foi pouco seletivo, inibindo todas as enzimas testadas.

Segundo a literatura, os acidos anacardicos sao inibidores de varias
enzimas, entre elas prostaglandina sintase (GRAZZINI et al, 1991), tirosinase
(KUBO et al., 1994), lipoxigenase (SHOBHA et al., 1994) e GAPDH de T. cruzi
(PEREIRA et al., 2008).
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TABELA 8.9 - Porcentagem de inibicdo de alguns
testados na concentracao de 25 uM.

acidos e derivados quando

(0] OH (0] OH
OH (0]
OCH,CH;,
CgH1cOH HO OH CH,0 OCHs
OH OH
39 40 41
OCH; O OH (0] OH (0]
OCH,CH, OH OCHs
CgH1gOTHP CisHaq CisHa1
42 43 44
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigdo (%) cats
39 0 0 0 9
40 0 41 0 0
41 0 27 0 0
42 0 24 0 0
43 95 78 61 92
44 0 38 0 0
8.5.6 - Amidas

A TABELA 8.10 apresenta os resultados obtidos com algumas amidas

naturais que possuem o mesmo esqueleto principal, sendo diferenciadas apenas

pelos substituintes. De acordo com os resultados obtidos para a catepsina K, péde-

se concluir que a diferenga de substituinte na cadeia lateral é fundamental para a

atividade. A presenga de um grupo acetato no carbono 4” da amida 47 (70%)

aumenta significativamente a atividade quando comparada com a amida 45 (1%). Ja

a presenga de um epoxido no carbono 6” (46) diminui a atividade pela metade

(35%). A auséncia de substituinte (48) deixa o composto inativo (0%).
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TABELA 8.10 - Porcentagem de inibicdo das amidas naturais testadas na
concentracéo de 25 uM.

OAc

O
I /\/©/ \/\H\/\( I ,\/\/©
N
I I
H H
47 48
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
45 1 38 0 0
46 35 0 0 12
47 70 43 35 12
48 0 0 0 0

8.5.7 - Lignanas

Dentre as lignanas (TABELA 8.11), nenhuma apresentou atividade

significativa frente as enzimas testadas.
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TABELA 8.11 - Porcentagem de inibicdo das lignanas testadas na concentragcdo de
25 uM.

OCH;
OH
OCHs
CH40.
CH,O
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
49 0 0 0 0
50 10 0 6 0
51 0 0 0 0

8.5.8 - Flavondides e derivados

Os flavondides e derivados testados frente as catepsinas K, V, L e S
apresentaram alguns resultados bastante interessantes, mostrando-se como uma
classe promissora na busca de inibidores especificos para essas enzimas.

Trabalhos da literatura mostram trés biflavonas isoladas de Taxodium
mucronatum com atividade inibitéria frente a catepsina B (ICsy de 1,75, 1,68 e 0,55
MM) (PAN et al., 2005). Na busca de inibidores de cisteino peptidases parasitarias, Li
e colaboradores descrevem chalconas e derivados sendo desenhados para o
desenvolvimento de inibidores n&o peptidicos (LI et al., 1996).

As flavonas polimetoxiladas (TABELA 8.12) n&o apresentaram
atividade frente as enzimas testadas. Estas flavonas possuem apenas metoxilas
como substituintes, com excegcdo a flavona 53 que apresenta um anel

metilenodioxila como substituinte do anel B.
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TABELA 8.12 - Porcentagem de inibicao das flavonas polimetoxiladas testadas na
concentracéo de 25 uM.

OCH;

CH50
‘ | OCH;
OCHj

Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats

52 0 0 0 12
53 0 22 8 26
54 0 0 0 17
55 0 0 0 11
56 0 0 0 10
57 0 0 0 21
58 0 0 0 0

59 0 0 0 0

60 0 11 0 21
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A TABELA 8.13 apresenta flavonas com diferentes substituintes e que
algumas delas inibiram seletivamente a catepsina V. As flavonas 63 e 65
apresentaram cerca de 60% de inibicdo. Ressalta-se que a diferenca entre a flavona
64 (0%) e 65 (63%) € apenas o substituinte na posicao 4’, hidroxila e metoxila
respectivamente. Ja a flavona 62 (89%), quando comparada a flavona 64 apresenta
apenas uma hidroxila a mais na posi¢céo 3’, diferenciando significativamente sua
atividade frente a catepsina V.

Dentre as flavonas com anel pirano (TABELA 8.14), destaca-se a
flavona 68 como um promissor inibidor, exceto para catepsina S. Ja a flavona 69
apresentou atividade significativa frente as catepsinas V (70%) e L (85%). Vale
salientar que a diferenca entre as flavonas 69 e 70 (0%) é a troca de um padrao de
substituicdo dimetoxila por metileno dioxila.

As flavonas da TABELA 8.15 apresentam em suas estruturas um anel
furano entre C-7 e C-8, sendo a flavona 72 (64%) mais ativa frente a catepsina V

que a flavona 71 (35%), sendo a diferencga entre elas uma metoxila na posi¢ao 3.
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TABELA 8.13 - Porcentagem de inibicao das flavonas com diferentes substituintes
testadas na concentracao de 25 uM.

OCH; O OCH; O
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigado (%) cats
61 0 30 23 22
62 0 89 37 0
63 0 61 20 13
64 0 0 0 0
65 0 63 16 9
66 14 11 0 11
67 3 6 ) 21
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TABELA 8.14 - Porcentagem de inibicdo das flavonas substituidas com anel pirano
testadas na concentracao de 25 uM.

Composto Inibicao (%) catk Inibigdo (%) catv Inibigdo (%) catL Inibigéo (%) cats
68 67 84 98 31
69 22 70 85 20
70 0 46 29 21

TABELA 8.15 - Porcentagem de inibicdo das flavonas substituidas com anel furano
testadas na concentragéo de 25 pM.

7 72
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
71 0 35 26 34
72 0 64 8 14

Os resultados descritos na TABELA 8.16 mostram que apenas a
catequina 75 mostrou-se ativa frente a catepsina V. Ja os flavanondis 73 e 74 n&o
apresentaram atividade significativa. Estes compostos apresentam diferencas na
substituicdo da posicdo 3 e no caso do composto 75 reducdo da carbonila na
posicao 4.

Na busca de inibidores especificos de caspases (cisteino peptidases) e
na prevencao de apoptoses, Katunuma e colaboradores estudaram derivados da
catequina com inibicdo frente as caspases-3, 7 e 2, além de testes in vitro com
células. Neste estudo, encontraram-se derivados da catequina com excelente

atividade frente as caspases-3, 7 € 2 (50% de inibi¢gao frente a caspase-3 com 10 nM
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— testes in vitro), mas que n&o foram capazes de inibir a caspase-8 e as catepsinas
B e L. Ja a catequina (75) ndo apresentou atividade em nenhuma das caspases e
catepsinas avaliadas (KATUNUMA et al., 2006), confirmando os dados obtidos nos

nossos testes com a catepsina L.

TABELA 8.16 - Porcentagem de inibicdo para flavanonas substituidas na posigéo 3
testadas na concentracido de 25 yM.

OH
OH
OH OH
o CH;,
OH
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
73 0 0 0 14
74 0 0 0 0
75 0 83 26 20

A TABELA 8.17 apresenta flavanonas com diferentes substituintes. As
flavanonas preniladas (77 e 81) s&o as mais ativas, sendo 77 ativa frente as
catepsinas V (92%) e L (99%), e 81 ativa somente frente a catepsina V (74%). Ja a
flavanona 79 foi ativa somente frente a catepsina V (60%). Vale ressaltar que a
flavanona 79 e a flavona 68 (inibicdo: 67% catepsina K; 84% catepsina V; 98%
catepsina L) apresentam estruturas bastante semelhantes, diferenciando apenas na
dupla ligagdo entre os carbonos 2 e 3. No entanto os resultados de atividade
inibitéria sdo bem distintos, o que nos leva a correlacionar a importancia da dupla
ligagdo no mecanismo de inibicdo dessas enzimas. Um resultado bastante
interessante foi com a flavanona 78 que foi ativa somente frente a catepsina S

(55%), sendo este um dos poucos produtos naturais inibidor desta enzima.
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Estudos com uma espécie de Moraceae mostram flavanonas
preniladas como potentes inibidores da catepsina K (estruturas na FIGURA 5.14),
com ICsp de 840 nM (PATIL, et al., 2002b).

A falta de um maior numero de estruturas impossibilita maiores
conclusdes, mas os resultados obtidos corroboram os dados ja descritos na
literatura, fazendo das flavanonas preniladas um alvo interessante para o

desenvolvimento de inibidores de cisteino peptidases lisossomais.

TABELA 8.17 - Porcentagem de inibicdo para flavanonas com diferentes
substituintes testadas na concentragcédo de 25 uM.

OCH;

OCH,
CH40 O
OCH;

76
OCH; O CHs o

HO
0
OH OH
o OH
OCHs
HO
of I o
78
OH O
OCHs
Ho C © O HO
80
OH O

OH O
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
76 0 0 0 13
77 34 92 99 0
78 0 0 0 55
79 0 60 36 0
80 0 0 0 19
81 0 74 26 10
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A TABELA 8.18 descreve as atividades inibitorias da chalcona 82 e
da diidrochalcona 83, sendo a segunda mais ativa frente a catepsina V (64%).

Trabalhos descritos na literatura utilizam cisteino peptidases de
Plasmodium falciparum como modelo para estudo de modelagem molecular de
chalconas, onde obteve-se I1C5o de 200 nM em testes in vitro com parasitas (LI et al.,
1995). Em outro trabalho com uma espécie de Moraceae, foram isoladas duas
diidrochalconas com boa atividade frente a catepsina K, com ICso de 170 e 98 nM
(PATIL et al., 2002b).

TABELA 8.18 - Porcentagem de inibicdo para a chalcona e a diidrochalcona
testadas na concentracido de 25 yM.

Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
82 0 26 0 20
83 0 64 35 11

8.5.9 - Alcaldides

Estudos de extratos metandlicos de esponjas marinhas, Theonella aff.
mirabilis (FUSETANI et al., 1999) levou ao isolamento de compostos nitrogenados
(peptideos) com ICso de 0,02 e 0,06 uM frente a catepsina B. Ja em estudos com
Micronesian (PAL93-055) (PATIL et al., 2002a), isolou-se um alcaldide derivado da
triptamina, com 1Csy de 26 uM, enquanto que a triptamina apresenta IC5y de 15 uM,
ambos determinados para catepsina K.

Os alcaléides avaliados neste trabalho foram divididos em cinco
subclasses para uma melhor discussdo dos resultados. De um modo geral, seus
resultados foram bastante expressivos, visto que ha poucos relatos na literatura
estudando esta classe de compostos como inibidores de catepsinas lisossomais.

A TABELA 8.19 apresenta os resultados obtidos com alcaloides

quinolinicos, mostrando que esses compostos ndo apresentaram atividade inibitéria
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significativa. O numero restrito de compostos testados também impossibilita maiores

informagdes quanto a potencialidade desta classe.

TABELA 8.19 - Porcentagem de inibicdo dos alcaloides quinolinicos testados na
concentragédo de 25 uM.

84 85
OCH; OCH; OCHj
X X = A
ll\l (0] | O Il\l O
CHj3 CH3 OCH; H
86 87 88
Composto Inibicdo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigcdo (%) catL Inibicdo (%) cats

84 0 26 11 6
85 0 16 0 0
86 0 0 0 0
87 19 0 1 11
88 0 2 0 9

Os resultados obtidos com os alcaldides furoquinolinicos estao
descritos na TABELA 8.20. Dentre os compostos testados, destaca-se apenas a
atividade inibitéria do alcaldide 89 (51%) frente a catepsina V. Embora uma atividade
pouco expressiva, mas significativa, pois as demais catepsinas ndo foram inibidas.
Uma importante observacdo pode ser feita quando se comparam os resultados
obtidos frente a catepsina V para os compostos 89, 90 e 94. Estes compostos
diferem entre si pelos substituintes da posi¢cao 8: o composto 89 (51%) apresenta
uma hidroxila, o composto 90 (0%) uma metoxila e o composto 94 (0%) nao
apresenta substituinte. Esses dados mostram como a atividade € influenciada pela

diferenca de substituintes.
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TABELA 8.20 - Porcentagem de inibicdo dos alcalodides furoquinolinicos testados na
concentragédo de 25 uM.

OCH; OCH; OCHs OCH,
A A o X CH:0 A

A\ A\ < A\ A\

OH OCHj OCHj3 OCHj4

89 20 91 92
OCHj, OCHj, OCH;, OCH,

CH;0 N~ O N~ O CH;0 N N
93 94 95 96

Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigado (%) cats
89 0 51 0 10
90 0 0 0 29
91 0 3 0 11
92 0 3 0 0
93 0 0 7 0
94 0 0 42 0
95 0 5 17 4
96 0 2 8 0

A TABELA 8.21 mostra os resultados obtidos com os alcaldides
indolpiridoquinazolinicos. Estes alcaldides apresentaram excelente atividade
principalmente frente a catepsina V. Analisando as estruturas desses alcaldides, a
diferenca entre eles é o substituinte da posi¢cao 10 (anel E). Os compostos 97 e 98
apresentaram significativa atividade inibitéria frente as catepsinas V e L (cerca de
100%). O composto 98 foi igualmente ativo frente a ambas as enzimas, enquanto

que 97 foi menos ativo frente a catepsina L (52%).
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TABELA 8.21 - Porcentagem de inibicdo dos alcaldides indolpiridoquinazolinicos
testados na concentracao de 25 uM.

CH;0
| N o | N o
N N
| I | |
H N H N
97 98
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
97 43 93 52 0
98 25 98 90 25

Ja o alcaldide cantinénico 99 (TABELA 8.22) apresentou atividade
significativa frente as catepsinas K e V, com 50% e 59% de inibigao,
respectivamente. Entretanto seu analogo 100 n&o mostrou nenhuma atividade,

sendo a diferenga entre eles apenas uma metoxila na posicéo 3'.

TABELA 8.22 - Porcentagem de inibicdo dos alcalbides cantinbnicos testados na
concentracdo de 25 uM.

OCH,

OCH,
99 100
Composto Inibicdo (%) catk Inibicao (%) catv Inibigcdo (%) catL Inibicdo (%) cats
99 50 59 27 30
100 0 0 10 0

Na TABELA 8.23 s&o apresentados os resultados obtidos com alguns
alcaldides acridbnicos prenilados. Os alcaléides 101 e 102 foram ativos frente a
catepsina V (cerca de 85%), sendo o ultimo também ativo frente a catepsina L
(83%). A diferencga estrutural entre os alcaléides 101 e 102 esta na posigao 4. A
presenca da metoxila nesta posicdo (101) diminui significativamente a atividade
inibitoria frente a catepsina L (24%). Ja a auséncia da unidade prenila na posi¢ao 8
(103 e 104) e na posicdo 2 (104), diminui drasticamente a atividade destes

compostos, tornando-os praticamente inativos.
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TABELA 8.23 - Porcentagem de inibicdo dos alcalbides acridonicos prenilados
testados na concentracao de 25 uM.

(0] OH Z (0] OH Z
I 9 T 98
OH CH; OCH; OH  CHs
101 102
(0] OH Z
LI,
OH CHs OCHs
103
Composto Inibicdo (%) catk Inibicao (%) catv Inibigcdo (%) catL Inibicdo (%) cats
101 0 83 24 3
102 0 89 83 4
103 0 22 10 16
104 0 39 6 0

Os alcaldides acridonicos com diferentes substituintes mostraram ser
mais ativos frente a catepsina V (TABELA 8.24). Os compostos 105, 106 € 107 nao
apresentaram diferenca significativa de atividade, quando analisados frente a
catepsina V. Ja quando analisados frente a catepsina L, apenas o composto 107
mostrou atividade expressiva (82%), sendo a diferenga estrutural entre eles o padrao
de substituicdo do anel A. A diferenga entre os compostos 106 (16%) e 107 é a

metoxila presente na posigéo 2.
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TABELA 8.24 - Porcentagem de inibicado dos alcaldides acridonicos testados na
concentragédo de 25 uM.

O OH O OH O OH
909 909 T
ll\l OH ll\l OCH; ll\l OCH;
OH CH; OCH; OH CH; OCH; OH CH; OCH;
105 106 107
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
105 0 60 9 0
106 0 58 16 18
107 0 76 82 0

Os alcaloides acridonicos tetraciclicos (TABELA 8.25) mostraram
resultados interessantes na busca de inibidores para essas catepsinas. Destacam-se
os resultados obtidos com as catepsinas K, Ve L.

Os resultados obtidos frente a catepsina V mostram que de um modo
geral, a presengca de um anel cromeno (108 e 109) diminui significativamente a
atividade destes compostos. O fato de 108 (12%) ser angular diminui em cinco vezes
a capacidade de inibicdo quando comparado com seu analogo 109 (61%) que é
linear, embora uma comparacao direta ndo possa ser feita, pois o composto 109
possui um grupo metoxila na posi¢cdo 4. O composto 109 também se mostrou mais
potente que o composto 103 (22%), sendo a diferenca entre eles a ciclizagdo do
grupo prenila na posi¢éo 2 (103), formando o anel cromeno (109).

Ja os alcaloides 110 e 111 mostraram-se mais potentes, principalmente
frente as catepsinas V e L, com cerca de 90% de inibicdo, sendo 110 também ativo
frente a catepsina K (50%). Para este modelo péde-se observar que a troca de um
grupo benzocromeno entre as posigcoes 2 e 3 (108 e 109) por um grupo 2-hidro-
isopropil-dildrobenzofurano nesta mesma posicéo (110 e 111) trouxe um aumento

significativo na atividade inibitoria destes compostos.
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TABELA 8.25 - Porcentagem de inibigdo dos alcaldides acridénicos tetraciclicos
testados na concentracdo de 25 uM.

(0] OH O OH
989 9996
| (0] Il\l O
109
108
OH
(0] OH O O
I ke 989
ll\l (6] ll\l OH
OH CH; OCH, OH CH; OCH;,
110 111
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
108 0 12 0 0
109 0 61 30 14
110 50 95 95 14
111 0 94 83 11

8.5.10 - Amidas sintéticas

As amidas descritas nas TABELAS 8.26 e 8.27 apresentam em comum
0 esqueleto principal variando somente os substituintes do anel B, com excecéo dos
compostos Si-03, Si-04 e Si-08 que possuem como anel A um anel pirazina.

Na TABELA 8.26 estdo descritas as amidas que possuem Cl e/ou NO,
como substituintes do anel B. Somente o composto Si-08 apresentou resultado
significativo frente a catepsina V. Uma analise interessante pode ser feita quando se
correlacionam as estruturas dos compostos com nucleo pirazinidico e as atividades
frente a catepsina V. Os compostos Si-04 (13%) e Si-08 (66%) sdo meta
substituidos com um grupo NO,, sendo que composto Si-04 também possui um CI
em orto, modificando totalmente a atividade. J& o composto Si-03 (0%), possui um
grupo NO, como substituinte em para, sendo também inativo. Comparando os
resultados obtidos com os compostos Si-07 (18%) e Si-08, observa-se que quando
se tem o anel benzénico ao invés do anel pirazina, o composto ndo apresenta

atividade significativa. Pelo numero limitado de estruturas contendo o nucleo
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pirazinidico fica dificil afirmar a potencialidade desse tipo de esqueleto na busca de

inibidores da catepsina V.

TABELA 8.26 - Porcentagem de inibigdo para amidas sintéticas que possuem Cl e
NO, como substituintes do anel B testadas na concentracédo de 25 uM.

COOH : COOH : COCH

5

Si-01 Si-02
Esqueleto Principal

EI;OHO 2 Eimﬁ; @ o

Si-03 Si-04 Si-05
COOH N COOH
cl COOH [/ I
e B heS
I \©/ I
Si-06 Si-07 Si-08
COOH COOH

%5

Si-09 Si-10
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
Si-01 0 0 0 0
Si-02 0 11 0 0
Si-03 0 0 0 0
Si-04 0 13 0 0
Si-05 0 0 0 0
Si-06 0 0 0 0
Si-07 0 18 0 0
Si-08 0 66 0 0
Si-09 0 3 0 0
Si-10 0 27 22 0
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Os compostos descritos na TABELA 8.27 s&do amidas que possuem
diferentes substituintes no anel B.

As amidas Si-12 e Si-13 apresentaram uma excelente atividade e
seletividade, sendo ativa somente frete a catepsina L. A amida Si-12 apresentou
97% de inibicdo, enquanto que a amida Si-26 foi inativa, sendo a diferenca entre
elas a presenca de duas metoxilas no anel B, e um anel metilenodioxila nas
posicoes 3 e 4. Ja a amida Si-13 (90%) apresenta duas metilas como substituinte do
anel B, ambas na posigcao orto. O composto Si-27 apresentou boa atividade frente
as catepsinas L (96%) e V (77%), enquanto que o composto Si-28 foi ativo somente
frente a catepsina V (82%). Destaca-se que a diferengca na posi¢céo da hidroxila do
anel B em Si-27 (para-substituido) e Si-28 (meta-substituido) provocou diferenca
significativa de atividade frente a catepsina L, mas nao frente a catepsina V. No
entanto, a amida Si-29 que é hidroxilada na posicédo orto nao foi ativa em nenhuma
das enzimas testadas. Esses dados sugerem que o posicionamento da hidroxila do
anel B é fundamental para a atividade desses compostos. Ja o composto Si-11 que
nao possui substituinte no anel B ndo apresentou atividade inibitéria. Vale ressaltar
que a diferenca entre os compostos Si-01 (inativo) e Si-27 é o substituinte do anel B,
sendo que Si-27 inibiu em 77% a catepsina V e em 96% a catepsina L.

Um dado interessante € observado quando a hidroxila é trocada por
outro substituinte. Embora os substituintes estejam na mesma posicéo, a atividade
inibitéria € nula (Si-15, Si-18 e Si-25). Todos sdo para substituidos, mas nenhum
possui atividade como o composto Si-27 que € hidroxilado. O mesmo ocorre quando
se analisa os resultados obtidos com Si-17 e Si-24, ambos sdo meta substituidos,
mas nenhum possui atividade como o composto Si-28.

Com esses dados fica evidente a influéncia dos substituintes neste tipo

de estrutura e a potencialidade que eles representam.
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TABELA 8.27 - Porcentagem de inibicdo para amidas sintéticas, com diferentes
substituintes no anel B, testadas na concentragao de 25 yM.

COOH COOH COOH COOH
CH,
2
o 6 4 \© \©[ >
‘@ 0 0 o
e Y HaC

Esqueleto Principal Si-11 Si-12 Si-13

COOH COOH COOH COOH
COOH F
NH NH NH NH F
o o \©\ o) o \©/
COOH

Si-14 Si-15 Si-16 Si-17

COOH CooH COOH COOH
F
NH @;(NH NH @;‘/NH F
0 \©\ 0 0 0 \O:
F F F
F

Si-18 Si-19 Si-20 Si-21

COOH COOH COOH COOH
OCH;g OCHj3
NH NH NH OCHs NH
OCHs OCHs

o o)

si-22 OCH; Si-23 Si-24 Si-25

COOH COOH COOH COOH
OH
NH OCH; NH NH OH NH
OCH; OH

Si-26 Si-27 Si-28 Si-29

Composto Inibicdo (%) catk Inibicdo (%) catv Inibicao (%) catL Inibicdo (%) cats

Si-11 0 *
Si-12 11 97
Si-13 30
Si-14
Si-15
Si-16
Si-17
Si-18
Si-19
Si-20
Si-21
Si-22
Si-23
Si-24

N

(e}
©
o

O O 0 O O O O O oo oo o o
O O O O O O O o o o

O O O O O O O o o o o

O 0O oo oohdbd wWwoO o b~ o o
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Si-25 0 0 0 0
Si-26 0 0 0 0
Si-27 38 7 96 9
Si-28 0 82 0 0
Si-29 0 0 0 0

Dos compostos descritos na TABELA 8.28, apenas a amida Si-32
apresentou inibicdo frente as catepsinas V (68%) e L (88%). A falta de derivados

impossibilita maiores conclusdes a respeito desse tipo de estrutura.

TABELA 8.28 - Porcentagem de inibicdo para diferentes amidas testadas na
concentragédo de 25 uM.

COO'Na* COONa* Cl
NO N 0 NH
/ O
O 0

(0]
Si-30 Si-31 Si-32
Composto Inibicao (%) catk Inibigdo (%) catv Inibigao (%) catL Inibigdo (%) cats
Si-30 0 0 0 5
Si-31 0 0 0 0
Si-32 6 68 88 0

Os compostos apresentados nas TABELAS 8.29 n&o apresentaram
atividade significativa frente as enzimas testadas, somente o composto Si-40

apresentou inibigao préxima de 50% para a catepsina V.
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TABELA 8.29 - Porcentagem de inibicdo para amidas com diferentes padrdes de
substituicdo testadas na concentragédo de 25 uM.

NO, NO>
O,N
COOH
COOCH; COOH
NH
NH NH
o)
Cl o] Cl 0

Si-35
Si-33 Si-34
COOCH;
COOH
(I’(NH\/O NH
o 0 \O\
NO,
Si-36
Si-37
COOCH; COOH COOH
Cl Cl
NH NH NH
0 0 \O\ 0
NO,
NO, NO,
Si-38 Si-39 Si-40
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
Si-33 0 0 0 0
Si-34 0 0 0 0
Si-35 0 0 0 3
Si-36 0 0 0 5
Si-37 0 26 0 8
Si-38 0 0 0 0
Si-39 0 9 0 6
Si-40 0 46 3 0

8.5.11 - Peptideos
A TABELA 8.30 apresenta os resultados obtidos com pequenos

peptideos frente as diferentes catepsinas. A diferenca estrutural destes compostos

esta nos espacgadores do esqueleto principal.
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Uma comparacgao direta pode ser feita entre os compostos Si-41 e Si-
42, que se diferenciam pela presenca de um éster isobutilico e uma fungao acida,
respectivamente. Ambos os compostos apresentaram inibicao frente as catepsinas
K (aproximadamente 50%) e V (aproximadamente 90%). Ja frente a catepsina L a
inibicdo do composto Si-41 foi de 96% enquanto que de Si-42 foi de 24%, sendo o
primeiro quatro vezes mais potente que o segundo. Entretanto para a catepsina S os
resultados foram opostos, sendo o composto Si-42 (67%) mais ativo que o Si-41
(0%).

O composto Si-44, que pode ser comparado com Si-43 (praticamente
sem atividade), foi ativo frente as catepsina K (78%) e L (62%), sendo a diferenga

entre eles uma ligagao peptidica com um éster isobutilico.
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TABELA 8.30 - Porcentagem de inibicdo para peptideos com diferentes espagadores
testados na concentragéo de 25 pM.

) o
e °'
. NH—Emidades diferentes]\'(NH
(o]
NO,

Esqueleto Principal

0)< COOH

)‘k NH )‘k NH
O NH O NH
N02 NOZ

Si-41 Si-42

NO,
o
)k NH
' 07 NH NH
0 o
o

- Tk

o Cl

o o
)k NH NH
0”7 ONH NH
0 0

O NO,

Si-44
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibicao (%) catL Inibigdo (%) cats
Si-41 54 90 96 0
Si-42 50 94 24 67
Si-43 0 19 24 4
Si-44 78 2 52 5
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8.5.12 - Acido anacardico e derivados

Os derivados fendlicos sintéticos que foram avaliados neste trabalho
estdo divididos em oito grupos para facilitar as discussoes.

A TABELA 8.31 mostra os resultados obtidos com os derivados
fendlicos que apresentam diferentes substituintes no anel B. Todos os compostos
apresentaram inibicao significativa frente as catepsinas K, V e L, com exce¢ao dos
compostos Si-45 e Si-50, sendo este ultimo ativo somente frente a catepsina L
(96%). Destaca-se o fato que o composto Si-45 que ndo apresenta nenhum
substituinte no anel B foi praticamente inativo. Esta classe de compostos apresentou
resultados bastante expressivos e que valem a pena serem investigados mais

detalhadamente.

TABELA 8.31 - Porcentagem de inibigdo para o grupo (lI) dos derivados fendlicos
testados na concentracdo de 25 uM.

Br Cl
OH O OH O M@/ OH O /@/
N N
I I I
CisHa C1sHa CigHas
Si-45 Si-46 Si-47
NO, CH;, OCH;
I I Q/ I i ’\/©/ I I /O/
N N
I I I
H H @f‘\H
CisHa1 CisHa1 CysHa1
Si-48 Si-49 Si-50
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
Si-45 25 9 12 5
Si-46 68 84 97 0
Si-47 66 78 98 0
Si-48 68 95 97 3
Si-49 50 94 97 8
Si-50 34 42 96 3
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Os derivados fendlicos apresentados na TABELA 8.32 apresentam
diferentes substituintes no anel C. O composto Si-51 que n&o possui nenhum
substituinte, foi ativo somente frente a catepsina L (74%). Ja& os compostos que
apresentam halogénios como substituintes (Si-52 e Si-53), foram ativos frente as
catepsinas V e L. Nos resultados obtidos com a catepsina V, a diferenca de
substituinte nao influenciou significativamente na atividade, ambos com
aproximadamente 75% de inibicdo. Ja para a catepsina L, o composto Si-52 (96%)
que apresenta um atomo de Br como substituinte, foi cerca duas vezes mais ativo
que seu analogo Si-53 (41%), substituido por um atomo de CI no anel C. O
composto Si-54 que apresenta um grupo NO2 como substituinte foi praticamente

inativo.

TABELA 8.32 - Porcentagem de inibigdo para o grupo (ll) dos derivados fendlicos
testados na concentragéo de 25 pM.

J D 3O 0T O
Sellie s ©\* @5

C1sHs
Si-51 Si-52 Si-53 Si-54
Composto Inibicao (%) catk Inibigcao (%) catv Inibigdo (%) catL Inibicao (%) cats
Si-51 0 0 74 3
Si-52 0 73 96 3
Si-53 8 76 41 1
Si-54 0 9 8 0

A TABELA 8.33 apresenta os resultados obtidos com os compostos Si-
55 e Si-56, ambos ativos frente a todas as enzimas, portanto ndo apresentaram
seletividade. O composto sintético Si-55 também foi testado em sua forma natural
(43) e os resultados mostraram que o mecanismo pelo qual este composto age
parece ser bastante complexo, necessitando de estudos mais detalhados, mas que

nao foram explorados neste trabalho.
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TABELA 8.33 - Porcentagem de inibicado para o grupo (lll) dos derivados fendlicos
testados na concentragéo de 25 pM.

(0]
OH © /lko 0
OH OH
CisHay CisHa1
Si-55 Si-56
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibicao (%) catL Inibigdo (%) cats
Si-55 80 81 57 60
Si-56 65 62 48 61

Os resultados mostrados na TABELA 8.34 apontam que somente o
composto Si-57 foi ativo frente a catepsina K (81%). A diferenga entre os compostos
Si-57 e Si-58 esta na presenca de um atomo de Br na cadeia alquilica lateral. Os

demais resultados nao foram significativos.

TABELA 8.34 - Porcentagem de inibigdo para o grupo (V) dos derivados fendlicos
testados na concentragéo de 25 pM.

O O O O
o~ o~
CiaHz7 CiaHz7
Br
Si-57 Si-58
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats

Si-57 81 0 34 3
Si-58 20 13 0 3

Na TABELA 8.35 estao descritos os resultados obtidos com diferentes
derivados fendlicos, sendo dois deles (Si-59 e Si-60) ativos frente a catepsina V. As
estruturas destes dois compostos ndo apresentam correlacbes diretas,
impossibilitando maiores conclusées. Observa-se que o composto Si-61 (mono-
hidroxilado) é praticamente inativo frente a catepsina V enquanto que seu analogo

Si-59 (di-hidroxilado) apresenta 75% de inibigao.
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TABELA 8.35 - Porcentagem de inibicdo para o grupo (V) dos derivados fendlicos
testados na concentracido de 25 pM.

OH o
—NOH
HO CisHa
Si-59 Si-60
OH o/go
CisHa1 C1sHas
Si-61 Si-62
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats

Si-59 0 75 20 0
Si-60 0 50 6 8
Si-61 0 0 0 0
Si-62 8 0 0 0

Os resultados descritos com os derivados fendlicos nas TABELAS 8.36
e 8.37 nao foram significativos, pois nenhum dos compostos apresentou inibicdo
superior a 50% na catepsinas testadas. Estes dados, embora negativos, s&o

interessantes para estudos de estrutura x atividade.
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TABELA 8.36 - Porcentagem de inibicao para o
testados na concentracdo de 25 uM.

grupo (VI) dos derivados fendlicos

(0] (0]
O O
N
CisHs; CisHs;
Si-63 Si-64
(0] (0]
HaCO ON @\
CisHas CisHas
Si-65 Si-66
(0]
A o]
CisHa
Si-67
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
Si-63 7 0 0 0
Si-64 0 32 0 0
Si-65 2 0 0 0
Si-66 0 0 0 0
Si-67 0 4 0 0

TABELA 8.37 - Porcentagem de inibicdo para o
testados na concentracido de 25 yM.

grupo (VIl) dos derivados fendlicos

OH OCH; OCH,
Si-68 Si-69 Si-70
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibicdo (%) cats
Si-68 4 34 0 0
Si-69 0 40 0 0
Si-70 10 2 0 0
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Dos compostos apresentados na TABELA 8.38, apenas o composto Si-
73 apresentou 64% de inibig&do frente a catepsina V. Ja seu analogo esterificado (Si-

71) néo foi ativo.

TABELA 8.38 - Porcentagem de inibicao para o grupo (VIIl) dos derivados fendlicos
testados na concentracdo de 25 uM.

OH OH
CO,CHs CO,0H
(0] (0]
CO,CH
CysHaq @i s CisHas
Si-71 CisHas Si-73

Si-72
o
O
H
Si-74
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats

Si-71 15 13 0 0
Si-72 12 27 0 0
Si-73 0 64 0 0
Si-74 8 30 0 0

8.5.13 - Retro-chalconas sintéticas

As retro-chalconas ou dibenzoilmetanos mostraram interessantes
atividades frente as catepsinas testadas (TABELA 8.39). Os compostos Si-76 e Si-
78 nao foram ativos frente a nenhuma das enzimas. Este fato pode estar
correlacionado com a redugcdo dos grupos benzoila (de cetona para alcool), pois
quando comparadas com as formas oxidadas (Si-75 e Si-79), estas foram mais
ativas.

Os compostos Si-79 e Si-80 apresentaram resultados muito
semelhantes frente as catepsinas V e L, cerca de 80% e 90% respectivamente. Isto
mostra que a diferenga de substituinte entre as carbonilas (propargila para Si-79 e

alila para Si-80) nao influencia na atividade. Ja quando comparados com o composto
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Si-77, que apresenta um grupo fenil como substituinte, este foi mais ativo frente as

catepsinas K e L, com 50% e 95% de inibicdo respectivamente.

TABELA 8.39 - Porcentagem de inibigdo para retro-chalconas testadas na
concentracdo de 25 uM.

O Z
O O O / T
OH
O Si-76
‘ ‘ . ‘\(5’(‘/“0@'3
OH (0]
Si-77 Si-78
4
W sudes ® ‘O
(0] O O (0]
Si-79 Si-80
Composto Inibigédo (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigédo (%) cats
Si-75 25 38 58 9
Si-76 0 25 0 0
Si-77 50 28 95 14
Si-78 0 15 0 0
Si-79 27 82 94 0
Si-80 29 76 92 29

8.5.14 - Eteres sintéticos

Os éteres descritos na TABELA 8.40, apenas os compostos Si-89 e Si-
90 foram ativos frente a catepsina L. A diferenca entre eles sdo dois carbonos na
cadeia lateral, sendo o composto Si-89 mais ativo (86%) que Si-90 (56%). Uma
estratégia interessante seria a sintese de derivados com diferentes cadeias laterais

para avaliacdo da influéncia do tamanho e dos substituintes.
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TABELA 8.40 - Porcentagem de inibicdo para éteres sintéticos testados na
concentragcéo de 25 uM.

O/CGH13 O/C8H17 O/C10H21 O/C1zH25
O O ) O
\_o \_o o \_o

Si-81 Si-82 Si-83 Si-84
O/CBH'IGOH O/C10H20H O/C7H14Br
(0] o (0]
\_o o 0
Si-85 Si-86 Si-87
CgH41cOTHP CgH CqoH
o~ 816 @/\O/ 817 @/\O/ 100121
(@)
o _ _ _
Si-88 Si-89 Si-90
H3CO. CgH CgH
3 \@E\O/ 817 O/ 817
OCH; F
F
Si-91 Si-92
Composto Inibigao (%) catk Inibigao (%) catv Inibigao (%) catL Inibigao (%) cats
Si-81 0 5 0 0
Si-82 0 36 0 0
Si-83 0 38 0 0
Si-84 0 20 0 6
Si-85 0 0 0 0
Si-86 0 39 0 0
Si-87 0 44 0 11
Si-88 0 26 18 9
Si-89 0 5 86 0
Si-90 0 22 56 0
Si-91 0 47 0 0
Si-92 0 45 0 0
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8.6 - Busca de novos inibidores da catepsina V

Depois de realizada a triagem inicial, observou-se que os compostos
testados foram mais ativos frente as catepsinas V e L. Considerando que a
catepsina V é uma enzima recente e ainda pouco estudada, optou-se em realizar
alguns estudos mais detalhados na busca de inibidores especificos para esta
enzima. Dentre os produtos naturais testados, merecem destaque os flavondides,
cumarinas e alcaléides que apresentaram expressivas atividades frente a catepsina
V. A selegcao dos compostos para esta nova triagem foi baseada nos resultados
obtidos anteriormente e na disponibilidade de alguns derivados sintéticos cedidos
pela Profa. Dra. Arlene Gongalves Correa do Laboratério de Sintese de Produtos
Naturais, da UFSCar. Todos os compostos foram testados na concentracdo de 25

MM, seguindo o protocolo padréao ja estabelecido.

8.6.1 - Flavonoides sintéticos

Algumas consideragdes gerais devem ser feitas quanto ao potencial
dos flavondides como possiveis inibidores de catepsinas lisossomais. Extensos
trabalhos sintetizando derivados de flavondides foram publicados buscando
inibidores especificos de diferentes cisteino peptidases, sendo em sua maioria
peptidases de parasitas. Em 1996, Li e colaboradores descrevera estudos de
chalconas e derivados, sendo desenhados para o desenvolvimento de inibidores de
cisteino peptidases parasitarias (LI, et al., 1996). Estudos com uma espécie de
Moraceae mostram flavanonas preniladas como potentes inibidores da catepsina K,
com ICsq de 840 nM. Foram isoladas ainda, duas diidrochalconas com ICsq de 170 e
98 nM (PATIL, et al., 2002b). Os estudos descritos anteriormente utilizaram cisteino
peptidases de Plasmodium falciparum como modelo para modelagem molecular de
chalconas, onde obteve-se um ICsy 200 nM em testes in vitro com parasitas (LI, et
al., 1995). Trabalhos recentes mostram ainda trés biflavonas isoladas de Taxodium
mucronatum com atividade inibitoria frente a catepsina B (ICso de 1,75, 1,68 e 0,55
MM) (PAN, et al.,, 2005) e posteriormente Zeng e colaboradores descrevem
biflavonas de Taxodium mucronatum e Cycas guizhouensis com atividades frente as

catepsinas B e K (ZENG, et al., 2006). Estes trabalhos sugerem a potencialidade
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desta classe de compostos na busca de inibidores especificos para cisteino

peptidases.
Os flavonoides sintéticos testados frente a catepsina V pertencem a

duas subclasses: flavonas e chalconas (FIGURA 8.1).

FIGURA 8.1 - Esqueleto principal de uma chalcona (a) e uma flavona (b).

A TABELA 8.41 apresenta algumas chalconas com diferentes
substituintes no anel A e B, sendo que nenhuma delas apresentou atividade inibitoria

significativa.

TABELA 8.41 - Porcentagem de inibicdo das chalconas com diferentes substituintes
testadas na concentracdo de 25 uM.
Composto Estrutura Inibicdo (%) catv

OCH;,
HyCO OH ‘
Si-93 | 36
OCH;,

Si-94 14

Si-95
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A TABELA 8.42 mostra algumas chalconas com baixo potencial de
inibicdo, com exceg¢do da chalcona Si-96, que apresentou 64% de inibicdo. Estes
resultados sugerem que o padrdo de substituicdo do anel A difere nas atividades,

sendo o composto ativo substituido na posi¢cao 3 por um grupo metoxila.

TABELA 8.42 - Porcentagem de inibicdo de chalconas com diferentes susbtituintes
no anel B, testadas na concentracao de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicao (%) catv

O\/ o) OH O

. OCHs

Si06 o4
o

OCH,
©\/o OH O

H,CO OCH,
Si-98 @\/O OH O 35

¢
O
(0] F
@\/ O \|<F
(0] OH F
Si-99 O |

As chalconas descritas na TABELA 8.43, apresentam o mesmo padrao

de substituicdo do anel B, sendo hidroxiladas na posicao 2’ e dimetoxiladas em 4’ e
6’. As chalconas metoxiladas no anel A ndo apresentaram atividade inibitoria, ja a
chalcona substituida na posigdo 4 por um grupo fenil (Si-103) apresentou 57% de
inibicdo. As chalconas Si-103 e Si-95 podem ser comparadas diretamente, pois Si-
103 (57%) apresenta duas metoxilas no anel B (posi¢cdes 4’ e 6’) enquanto que Si-95

(7%) apresenta uma unica metoxila na posi¢ao 5'.
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TABELA 8.43 - Porcentagem de inibicdo de chalconas dimetoxiladas no anel B e
com diferentes substituintes do anel A, testadas na concentracédo de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv

OCH,
H,CO OH O
Si-100 ‘ ‘ 24

OCH; O

H,CO OCH,
H,CO OH O

Si-101 ‘ 22

OCH; O

Si-102

Si-103 57

As chalconas Si-104 e Si-106 apresentaram cerca de 50% de inibicao
(TABELA 8.44). Os dados desta tabela podem ser correlacionados com os dados
das TABELAS 8.42 e 8.43. No caso das chalconas Si-104 (53%), Si-100 (24%) e Si-
97 (21%), a substituicdo na posicdo 5 por um atomo de fluor, potencializou a
atividade inibitéria. Ja as chalconas trimeoxiladas no anel B (Si-105, Si-102 e Si-98)
nao apresentaram atividade significativa, mostrando que a diferenca dos

substituintes do anel A ndo potencializa a atividade.
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TABELA 8.44 - Porcentagem de inibigdo das chalconas substituidas por metoxilas
no anel A, testadas na concentragao de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv

Si-104 O | 53

H3CO O OCHj,
OH
Si-105 ‘ 26
F
F |

Si-106 | 48

A TABELA 8.45 apresenta flavonas com diferentes substituintes. Todas
as substituicdes do anel A sdo no carbono 7, enquanto que as substituicdes do anel
B sdo em posicoes variadas. Os compostos Si-107, Si-108 e Si-110 apresentam o
mesmo padrdo de substituicdo no anel B, sendo metoxilados na posigédo 2’ e 4’,
todos com 100% de inibicdo. Vale ressaltar que as chalconas Si-93 apresenta 36%
de inibicdo enquanto que a respectiva flavona (Si-107) apresenta 100%, sendo a
diferenca entre elas apenas a ciclizagao do anel C.

A importancia dos substituintes do anel B pode ser observada nas
flavonas Si-110 (100%), Si-111 (19%) e Si-109 (18%), onde somente a flavona

dimetoxilada foi ativa.
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TABELA 8.45 - Porcentagem de inibicdo de flavonas com diferentes substituintes no
anel A e B, testadas na concentracéo de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv
OCH;

H,CO o] O

Si-107 | 100
OCH,
O
OCH,
Br (0] O

Si-108 | 100

OCH,

(0]

a
e L
Si-109 | 18
OCH,
|
o
OCH,
.
Si-110 | 100
OCH,
]

)

Cl

Si-111 19

A TABELA 8.46 apresenta algumas flavonas com diferentes
substituintes no anel B e com consideravel potencial inibitério. As flavonas Si-113 e
Si-117 apresentaram 100% de inibicdo, enquanto que as Si-118 e Si-112
apresentaram 85% e 72% de atividade, respectivamente. Ja as flavonas Si-115 e Si-
116 apresentaram cerca de 50% de atividade. A atividade inibitéria da flavona Si-
114 ndo pode ser quantificada pelo fato deste composto apresentar fluorescéncia
intrinseca, ou seja, sua fluorescéncia foi maior que a do controle. As flavonas
descritas na TABELA 8.46 possuem maior atividade inibitéria que suas respectivas
chalconas (TABELA 8.42), com excec¢ao da flavona Si-112.
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TABELA 8.46 - Porcentagem de inibicdo de flavonas testadas na concentracao de

25 uM.
Composto Estrutura Inibicdo (%) catv
[ j\ (0] (0] ‘
. OCH,
Si-112 O | 72
(6]
OCH,
e
Si-113 ‘ | 100
O
H,CO OCH,
.
Si-114 O | ND
(6]
OCH,
©\/ H,CO O OCH,4
Si-115 © O Ol 52
O
(0] F
\|<F
(0] (@] F
si116 O | 56
(0]
(6]
o P
Si-117 O | 100
(0]
Si-118 85
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Os compostos apresentados na TABELA 8.47 sao flavonas com
diferentes substituintes no anel B. Destacam-se desse grupo os compostos Si-119
(100%), Si-120 e Si-123 (ambos com cerca de 50%). Observa-se que suas
respectivas chalconas, Si-100 (24%) e Si-102 (1%), ndo apresentaram potencial
inibitorio significativo. A atividade da flavona Si-122 nao pdde ser quantificada, pois
a fluorescéncia detectada para este composto foi maior que a fluorescéncia do

controle.
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TABELA 8.47 - Porcentagem de inibicdo de flavonas dimetoxiladas no anel A
testadas na concentracao de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv

OCH,
H,CO o O
Si-119 O | 100

H4CO 0
Si-120 O | 56

OCH,

OCH,
H,CO OCH,
Si-121 HiCO ‘ © ‘ 6

OCH,

F
\ﬁ i
H,CO O F
Si-122 O ND

OCH;,

o
HaCO o) O o>
Si-123 O | 51

OCH; O

Si-124 26

A TABELA 8.48 apresenta flavonas substituidas com um atomo de fluor
na posi¢ao 6 do anel A e com significativo potencial inibitério. Os compostos Si-125
e Si-126 apresentaram 100% de inibicdo enquanto que Si-127 e Si-128
apresentaram 84% e 74% de inibigao, respectivamente. As flavonas da TABELA
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8.48 apresentam um melhor potencial inibitério, que suas respectivas chalconas da
TABELA 8.44.

TABELA 8.48 - Porcentagem de inibigdo de flavonas substituidas na posi¢cédo 6 do
anel A por um atomo de fluor, testadas na concentragdo de 25 yM.

Composto Estrutura Inibigao (%) catv
OCH,
e
Si-125 | 100
F
(0]
H,CO OCH,
e
Si-126 | 100
F
(0]

Si-127 84

Si-128 74

Na TABELA 8.49 estao descritas flavonas metoxiladas na posi¢cao 6 do
anel A. No anel B encontram-se diferentes substituintes. As flavonas Si-129 e Si-132
apresentaram inibigao significativa, 100% e 65% de inibigao, respectivamente. Ja as
flavonas Si-130 e Si-131 apresentaram aproximadamente 35% de atividade
inibitéria. As chalconas analogas as flavonas Si-130 e Si-132 n&o apresentaram

atividade inibitoria expressiva, 36% e 7% respectivamente.
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TABELA 8.49 - Porcentagem de inibicao de flavonas substituidas na posicao 6 do
anel A com um grupo metoxila, testadas na concentragédo de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv
OCH,
e
Si-129 | 100
H,CO
O
H,CO OCH,
e
Si-130 | 30
H,CO
(0]

Si-131 35

Si-132 65

De um modo geral as flavonas foram mais ativas que suas respectivas
chalconas. As flavonas mais ativas foram aquelas que apresentaram metoxilas como
substituintes no anel B, especialmente na posicdo 4’. Quanto a influéncia dos
substituintes do anel A, nada pode ser afirmado com precisdo, pois a atividade

inibitéria parece estar mais associada ao anel B.

8.6.2 - Cumarinas sintéticas

As cumarinas sintéticas metoxiladas na posicédo 7 (TABELA 8.50) ndo

mostraram ser promissoras como inibidores da catepsina V.
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TABELA 8.50 - Porcentagem de inibicdo de cumarinas metoxiladas na posicéao 7,
testadas na concentracao de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv
\N/
Si-133 A o 10
H,CO o) o]
Si-134 21
N 0]
H,CO o] o]
[oj
N
Si-135 26
X 0
H,CO o) o}
HN :
Si-136 16
X o]
H,CO o] 0
HN)\
Si-137 2
A o]
H,CO o) o]

A TABELA 8.51 mostra algumas cumarinas com potencial atividade
inibitoria. As cumarinas Si-138 e Si-139 (substituidas na posigao 7 por uma hidroxila
e na posicao 8 por um atomo de halogénio) apresentaram 100% de inibigao,
mostrando que a mudancga de halogénio nao alterou a atividade. Ja a cumarina Si-

140 (substituida somente na posigao 7) apresentou 70% de inibi¢ao.
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TABELA 8.51 - Porcentagem de inibicdo de cumarinas testadas na concentragao de
25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv
»
Si-138 X 0 100
HO O O

Si-139 X (o] 100

HO O (6]
Br

Si-140 ~ 70

8.6.3 - Alcaldides e intermediarios sintéticos

As estruturas dos intermediarios sintéticos foram numeradas de acordo
com a numeracao utilizada para os alcaldides acridénicos aos quais eles precedem.

A TABELA 8.52 apresenta alguns intermediarios que apresentaram
inibicdo superior a 50%, merecendo destaque os compostos Si-143 e Si-144, ambos
com aproximadamente 90% de inibigdo, sugerindo que a diferenga de posigdo do
substituinte no anel B n&o altera a atividade. Ja o composto Si-145 apresentou 97%
de atividade inibitéria, mostrando que a auséncia de substituinte na posicdo 2 do

anel A melhora a atividade.
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TABELA 8.52 - Porcentagem de inibicdo dos intermediarios sintéticos com diferentes
substituintes no anel A e B, testados na concentracdo de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv

Si-141 ‘\ /,/ 59
CO,H
H,CO
Si-142 \O\ /Q/ 75
H CO,H

Si-143 0\©\ NO, 88
N
I

H CO,H

EQ@ :
CO,H
Si-145 /@\ 97
T
H CO,H

Os intermediarios sintéticos mostrados na TABELA 8.53 apresentam

diferentes substituintes do anel A. Os compostos Si-146 e Si-149 apresentaram
cerca de 100% de inibicdo, mostrando que as substituicdes nas posi¢coes 1 e 2,
potencializaram a atividade destes compostos. Ja a substituicdo na posicdo 9 nao

influenciou significativamente (Si-147 e Si-148).
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TABELA 8.53 - Porcentagem de inibicdo dos intermediarios sintéticos com diferentes
substituintes no anel A e metoxilados na posicao 6, testados na concentracao de 25
MM,

Composto Estrutura Inibicao (%) catv

L
0d -

o)
HCO |
H CO,H
Si-147 Ojij'*s\co 50
H,CO

CoH
Si-148 Oji)\ 40
H,00 N

I
H COH

Si-149 Oji)\ F 98
H,CO N

H COH

Si-146

Todos os compostos descritos na TABELA 8.54 apresentaram
atividade inibitéria bastante expressiva, mostrando que a diferenca de substituintes
no anel A nao influenciou nos resultados.

Os compostos substituidos na posi¢édo 6 por um grupo NO, (TABELA
8.54) podem ser diretamente comparados com seus analogos substituidos por um
grupo OCH; (TABELA 8.53). Os compostos Si-150 e Si-154 e seus analogos (Si-146
e Si-149, respectivamente) apresentaram atividade equivalentes (aproximadamente

100% de inibicdo). Ja& os analogos dos compostos Si-151 e Si-152 (ambos com
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aproximadamente 100% de inibigao) tiveram a atividade reduzida pela metade (Si-
148 (40%) e Si-147 (50%).

TABELA 8.54 - Porcentagem de inibigdo dos intermediarios sintéticos com diferentes
substituintes no anel A e substituidos na posigdo 6 por um grupo NO,, testados na
concentracido de 25 M.

Composto Estrutura Inibicao (%) catv

Si-150 /’ 95

H CO,H
Si-151 jij\ /@ 98

H CO,H
Si-152 jij*s\ooji; 97

H CO,

i W OCH,

COH

F
Si-154 m F 100
O,N r|\1
H CO.H
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Os alcaldides acridénicos descritos na TABELA 8.55 apresentaram
100% de inibicdo, evidenciando a potencialidade desta classe de compostos. A falta

de um maior numero de estruturas impossibilitou maiores conclusées.

TABELA 8.55 - Porcentagem de inibicado dos alcaldides acridonicos testados na
concentragéo de 25 uM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv
o)
Si-155 ‘ ‘ 99
o) N
)
(0]
O,N
Si-156 ‘ ‘ 98
N
||-| CO,H

Os alcaldides descritos na TABELA 8.56 sdao do tipo 4-quinolinico,
substituidos na posicdo 2. Os compostos Si-157 (100%) e Si-158 (31%) sé&o
substituidos na posicdo 2 por um grupo fenil. No entanto o composto Si-147
apresenta um grupo fenil para-substituido, o que o torna mais ativo que seu analogo
sem substituinte (Si-158). Ja o composto substituido na posigcdo 2 por um anel

furano, apresentou atividade inibitoria moderada (58%).
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TABELA 8.56 - Porcentagem de inibigdo dos alcaldides 4-quinolinicos-2-
substituidos, testados na concentracdo de 25 uyM.

Composto Estrutura Inibicdo (%) catv

Si-157 100

Si-158 31
(o]

Si-159 | 58
Tl °
H /

8.7 - Determinacgao do valor de K, para Z-FR-MCA frente a catepsina V

Conforme citado anteriormente, para a realizacdo dos ensaios
cinéticos, inicialmente foi determinado o valor de K, para o Z-FR-MCA frente as
catepsinas K, V, L e S. Considerando que os compostos avaliados foram mais
promissores frente a catepsina V, por questdo meramente ilustrativa, optou-se em
realizar o detalhamento do calculo do valor de K, para esta enzima.
Experimentalmente isto foi possivel através de medidas da velocidade inicial de
reacao para diferentes concentragdes crescentes de substrato. Os dados obtidos
foram submetidos ao método de regressao nao-linear de melhor ajuste, originando o
grafico mostrado na FIGURA 8.1.

De acordo com a equagao de Michaelis-Menten, a velocidade de

reacao varia em funcao de V., da concentracido de substrato e do K.

V = Viax X [S]/ K + [S] (2)
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Através dos dados experimentais, determinou-se o valor de Ky, para o

Z-FR-MCA de 6,2 uM. Por conveniéncia, foi estabelecida uma concentracdo padrao

de Z-FR-MCA de 10 uyM para a realizacdo dos ensaios cinéticos, obtendo-se a
relacéo [S])/Kn igual a 1,6 para a catepsina V.

1,0 -

0,8 -

0,6

0,4

Velocidade (uMs™)

0,2

0,0 T T T T
0 5 10 15 20

[ZFRMCA] pM

FIGURA 8.1 - Curva para determinacao da constante de Michaelis-Menten (Kq) do
substrato Z-FR-MCA frente a catepsina V.

Quando se avaliam candidatos a inibidores através de ensaios de
cinética enzimatica, € importante que se trabalhe com concentragcdes de substrato
proximas ao valor de K, pois a utilizacdo indevida de altas ou baixas concentracdes
de substrato pode levar a problemas experimentais para a identificagao de inibidores

competitivos.

8.8 - Determinacgao da poténcia (ICsp) para os melhores inibidores da catepsina
Vv

A triagem bioquimica inicial tinha como objetivo identificar a faixa de
poténcia dos compostos a serem estudados como inibidores. Dentre os compostos
testados merecem destaque alguns alcaldides e flavondides que tiveram seus
valores de ICso determinados (TABELA 8.57).
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TABELA 8.57 - Avaliacdo da poténcia da série de produtos naturais frente a
catepsinaV.

Inibidor Estrutura ICso (UM)

62 25+0,5
77 13,5+5,3
| N (0]
N
97 | I 48+0,6
H N.
CH,0.
| N (0]
N
98 | | 1,8+0,2
H N
| =
(6] OH

101 ‘ ‘ 24,0 +10,7
N OH
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|
(0] OH Z
102 ‘ ‘ 3,9+0,9
III OH
OH  CH,
(0] OH =

103 O O 200 + 18
N OH

OCH,
O  OH
104 ] T l OH 25,7149
OH  CH,
|

OH
105 ‘ ‘ 9,8+25
N OH

I
OH CH; OCH,

O  OH
40¢
ll\l OCH,
OH CHy, OCH,
O OH
OCH,
107 ‘ ‘ 1,2+0,6
N OCH,

|
OH CH; OCH,
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o}

OH
108 ‘ ‘ 48,2+5,0
'l\l O
OH CH; A
OH

0]

A
109 56,4 + 18,3
ll\l O
Cl

OH CH; OCH,

OH

110 O O OH 52+1,3
O

o)
|
OH CHy OCH,

OH
(@] O
111 ‘ ‘ 28407
ll\l OH
C

OH CHy OCH,

O fator de poténcia desta série de produtos naturais é representado
pela razdo entre os compostos de maior (103, IC5p = 200 yM) e menor (107, I1Csp =
1,2 UM) poténcia (ICso™P*"?/ |Csp“P*"?). O fator de poténcia deste conjunto é da
ordem de 166,67, sendo considerado um conjunto de moderada atividade, mas de
grande valia, visto que sdo estruturas naturais, sem modificagcdes planejadas e
quimicamente inéditas para a enzima alvo estudada. Os dados obtidos também
foram importantes para identificar os compostos mais ativos que posteriormente

foram estudados por modelagem molecular.
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8.9 - Determinacao do mecanismo de ag¢ao e do valor de K;

A determinacao da afinidade do inibidor pela enzima alvo na formacéao
do complexo Eel é de grande interesse no processo para descoberta de candidatos
a novos farmacos. Esta afinidade é definida pelo valor de K;je pode ser determinada
através de dados cinéticos obtidos em experimentos especificos para determinagao
do mecanismo de agao.

Dentre os compostos que tiveram os valores de ICsy determinados,
selecionaram-se os inibidores mais potentes para determinagdo do mecanismo de
inibicdo e dos valores de Ki. Na TABELA 8.58 estao apresentados os valores de K;

para os inibidores estudados.

TABELA 8.58 - Determinacdo da afinidade para uma série de alcalodides frente a
catepsina V.

Inibidor ICso (uM) K; (uM) ICs0/K;
97 4,8 2,97 1,6
98 1,8 0,62 2,9
102 3,9 1,16 3,4
104 25,7 10,31 2,5
105 9,8 4,22 2,3
106 2,2 1,03 2,1
107 1,2 0,24 5,0
110 5,2 4,36 1,2
111 2,8 1,68 1,7

A determinagcdo da afinidade para esta série de alcaldides apresenta
uma boa consisténcia, evidenciada pela razao 1Cs¢/K; que varia entre 1,2 e 5,0 (um
fator 4,17) dentro da série. Considerando que a série possui inibidores de alta
afinidade (107, K; = 0,24 uM) e média afinidade (104, K; = 10,31uM), a variacédo da
razao 1Cso/K; foi bastante pequena.

Os experimentos para determinacdo do mecanismo de inibicado foram

realizados de acordo com os procedimentos descritos anteriormente, gerando para
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cada inibidor um grafico de duplo-reciproco, que é também chamado de grafico de
Lineweaver-Burk (FIGURA 8.2 a 8.10). Todos os graficos apresentam quatro curvas,
sendo uma delas referente ao controle e as demais a diferentes concentracdes de
inibidor. A curva de menor inclinagao refere-se a auséncia de inibidor e as demais a

concentragdes crescentes do mesmo.

® [97]-0.0 uM
O [97]-3.0 uM
v [97]-5.0 uM
A [97]-9.0 uM
=
15
<
O
=
=
2
2
T T U,O T T T
-0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15

1/[ZFRMCA] (uM™)

FIGURA 8.2 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 97.
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FIGURA 8.3 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 98.
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FIGURA 8.4 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 102.
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FIGURA 8.5 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 104.
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FIGURA 8.6 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 105.
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FIGURA 8.7 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 106.
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FIGURA 8.8 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 107.
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FIGURA 8.9 - Gréfico de Lineweaver-Burk para o inibidor 110.
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FIGURA 8.10 - Grafico de Lineweaver-Burk para o inibidor 111.
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Analisando os graficos de duplo-reciproco (1/V vs 1/[Z-FR-MCA]),
observa-se que tanto os alcaldides indolpiridoquinazolinicos quanto os acridonicos
apresentaram comportamento caracteristico de mecanismo competitivo em relagao
ao substrato Z-FR-MCA. A determinagcdo do mecanismo de acao desses inibidores
proporcionou o entendimento do modo de ligagao e dos padrdes de reconhecimento
molecular na enzima alvo. Considerando que estes compostos pertencem a uma
nova classe quimica de inibidores para a catepsina V, o conhecimento do

mecanismo de agao tornou-se de suma importancia.

8.10 - Estudos de docagem molecular e modelos de interacao

A determinagdo experimental do mecanismo de agdo enzimatico
permite o estabelecimento racional de estudos de modelagem molecular,
empregando-se, por exemplo, técnicas avangadas de docagem molecular (do inglés,
molecular docking). Esta técnica consiste na predicdo da conformagéo bioativa de
uma pequena molécula (ligante) no sitio de ligagdo de uma macromolécula (que
pode ser enzima, receptor, DNA ou RNA) seguido de avaliagdo (pontuagao) e

classificagdo do modo de ligagao proposto (GUIDO et al., 2008).

8.10.1 - Modelo farmacoférico baseado na estrutura dos complexos

cristalograficos

A combinagcdo das informacgdes obtidas através dos diferentes
complexos cristalograficos e o conhecimento do modo de interagdo entre proteina e
ligantes conhecidos (complexos cristalograficos), determina um conjunto de
caracteristicas fisico-quimicas essenciais que devem estar presentes na molécula do
ligante em potencial, resultando assim numa hipétese farmacoférica (ALVARES &
SHOICHET, 2005). Assim, para a melhor compreensao e avaliagdo do modo de
ligacao proposto pelos programas de docagem molecular, um estudo de hipotese
farmacoférica foi realizado.

Atualmente, no banco de dados de proteinas (PDB) (BERMAN et al.,
2000) estao depositados mais de 30 complexos cristalograficos de catepsina K com
ligantes diversos. Entretanto, apenas um complexo da catepsina V encontra-se

disponivel. Apesar da identidade sequencial de aproximadamente 60%, essas
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enzimas apresentam um alto grau de conservagao dos residuos de aminoacidos
presentes no sitio de ligagcdo (FIGURA 8.11). Assim, os diversos complexos
cristalograficos da catepsina K foram utilizados para a criagdo de um modelo
farmacoférico que auxiliasse na identificacdo da conformacao bioativa das moléculas

em estudo no presente trabalho.

10 20 30 40 50 &0 70 80

Cath-v 1 VOMRKRGYVIEVENQKQCGSCHAESRTGALEG TGR NIVDOSRPQG FQY ;
Cath-K 1 VDYRKKGYVIEVENQ(HCGSCRAFSISVGALEG TGR NLVDGVS-E- NAEQYVOKN

90 100 110 120 130 140 150 160

Cath-v 81 S PY 1 NsviflopTiFTVV. EADMKAVATVGHIEY HSSFQ TffrED
Cath-K 79 TDSEPAYPYVICO GRAAKC IPEGNEKALKRAVARVGEVSY LTSEQE E

170 180 190 200 210 220

Cath-v 161 GYGFEGANSD) SWEPE TAKDRENHEGT AT 2
Cath-K 159 GYGIQ---KGN- IRNSWEEN T LMARNENNRACGIANT]

FIGURA 8.11 - Alinhamento das estruturas primarias das enzimas catepsina V e
catepsina K. Os numeros acima das sequéncias sido referentes a sequéncia de
aminoacidos da catepsina V.

As coordenadas cristalograficas dos 30 complexos da catepsina K
foram sobrepostas (FIGURA 8.12) e em seguida uma analise do modo de interagao
de cada um dos ligantes foi realizada para identificacdo das principais caracteristicas
fisico-quimicas comum entre as moléculas dos inibidores. Finalmente, para a
obtencdo do modelo farmacoférico, foram geradas esferas de 2,5 A e 2,0 A de raio
delimitando as posicbes espaciais favoraveis para a presenga de substituintes
hidrofobicos e doadores/aceptores de ligagdo de hidrogénio, respectivamente
(FIGURA 8.13).
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FIGURA 8.12 - Sobreposi¢cao dos Ca de 30 complexos cristalograficos da catepsina
K. As estruturas dos 30 ligantes (amarelo) estdo sobrepostas na conformagao
bioativa (cristalografica).

FIGURA 8.13 - Modelo farmacoférico derivado dos complexos cristalograficos.
Esferas verdes delimitam as posigcbes espaciais no sitio ativo favoraveis para
presenca de grupos hidrofébicos. Esferas vermelhas delimitam as posicoes
espaciais no sitio ativo favoraveis para presenga de grupos aceptores de ligagdo de
hidrogénio e a esfera azul delimita a posi¢do espacial no sitio ativo favoravel para
presenca de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio.
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8.10.2 - Analise dos resultados de docagem molecular

A anadlise do modo de interagdo proposto pelos programas FlexX e
GOLD dos inibidores derivados de produtos naturais foi realizada com base:
¢ Na concordancia entre as solugdes encontradas pelos diferentes métodos de
docagem molecular;
¢ Na concordancia com as propriedades fisico-quimicas indicadas pelo modelo
farmacofario;

¢ Na complementaridade estérea com o sitio de ligagao.

A andlise dos resultados obtidos com os alcaldides
indolpiridoquinazolinicos (97 e 98) sugere as interagcbes apresentadas na FIGURA
8.14. O modo de ligagdo proposto pela docagem molecular apresenta boa
complementaridade com a cavidade da proteina, satisfazendo tanto as
caracteristicas topologicas impostas pelo sitio de ligagdo, quanto as propriedades
fisico-quimicas identificadas pelo modelo farmacoférico.

Este modo de ligagdo sugere que a maior poténcia observada para
composto 98 (ICsp 1,8 uM; Ki = 0,62 yM) em relagdo ao composto 97 (ICsp 4,8 uM; K;
= 2,97 uM) estaria relacionada a formagao de uma ligagédo de hidrogénio extra com a
cadeia lateral do residuo Asn18. Assim, o substituinte (metoxila) do anel E atuaria
como atomo receptor de ligagao de hidrogénio enquanto o NH, da cadeia lateral da
Asn18 atuaria como atomo doador de ligagdo de hidrogénio. Além disso, pode-se
observar que os aneéis aromaticos A, D e E estdo localizados nas regides
previamente identificadas pelo modelo farmacoférico como bolsdes hidrofébicos
presentes no sitio de ligagdo da catepsina V, sugerindo que interagdes hidrofébicas
e de van der Waals sdo componentes importantes para o reconhecimento molecular

e poténcia desta classe promissora de moléculas inibidoras da catepsina V.
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FIGURA 8.14 - Modo de interacdo proposto pela docagem molecular com o
programa GOLD para dois compostos testados frente a catepsina V (composto 97 e
98, magenta e ciano, respectivamente). (A) Modo de ligacdo apresentado
simultaneamente com o modelo farmacoférico. (B) Detalhes do modo de ligagdo dos
compostos com os residuos de aminoacidos do sitio de ligagao.
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A FIGURA 8.15 mostra o alinhamento obtido para as estruturas de
alguns alcalbides acridbnicos para os quais foi realizado o estudo de modelagem
molecular. Através do alinhamento obtido, € possivel concluir que todos os
compostos se posicionam satisfatoriamente no modelo faramacoférico sugerido e
que as distancias encontradas entre as moléculas de inibidores e os residuos do
sitio catalitico sugerem a existéncia de interagdes intermoleculares importantes para
o reconhecimento molecular. Além disso, pode-se observar que em todos os casos
0s anéis aromaticos A e B estéo localizados nas regides previamente identificadas
como bolsdes hidrofébicos, sugerindo que interagdes hidrofébicas e de van der
Waals sdo componentes importantes para o reconhecimento molecular e poténcia
destes compostos. Este efeito € menos pronunciado no caso dos alcaldides

acridénicos tetraciclicos (110 e 111).

FIGURA 8.15 - Alinhamento obtido para os alcaldides acridénicos, 102 (alaranjado),
104 (azul), 106 (ciano), 108 (magenta), 110 (lilas) e 111 (cinza), simultaneamente
com o modelo farmacoférico (esferas hidrofébicas).

O composto 102 (ICs 3,9 pM; Ki = 1,16 uM) é cerca de 10 vezes mais
potente que o composto 104 (ICso 25,7 pM; K; = 10,31 uM). Segundo os dados de

modelagem (FIGURA 8.16) essa atividade pode estar associada a dois fatores
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principais: (i) em ambos os compostos ha formagao de uma ligagao de hidrogénio
entre o oxigénio da hidroxila na posigao 5 com o residuo GIn19, que é doador de
atomos de hidrogénio; (ii) o composto 102 ocupa simultaneamente os dois sitios
hidrofébicos do sitio ativo, estando a prenila da posicao 2 acomodada , evento que

nao ocorre com o composto 104 devido a auséncia deste substituinte.

His159

|

| SN - \

FIGURA 8.16 - Modo de interagdo proposto pela docagem molecular com o
programa GOLD para os compostos 102 (alaranjado) e 104 (azul), testados frente a
catepsina V.

Os compostos 106 (ICsp 2,2 uM) e 108 (ICsp 48,2 uM) possuem uma
diferenca de ICso de 22 vezes e segundo os dados de modelagem molecular
(FIGURA 8.17) essa diferenca pode estar associada a dois fatores principais: (i)
formacgdo de uma ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio da metoxila na posi¢cao 4
(composto 106) com o residuo GIn19, que é supostamente o residuo que
estabilizaria o intermediario de transi¢ao, ou seja, esse residuo possui uma fungéao
biolégica importante e, portanto, outras moléculas que interajam com ele podem
influenciar significativamente na atividade bioldgica da enzima; (ii)) o composto 106

ocupa simultaneamente os dois sitios hidrofobicos do sitio ativo (com o anel fendlico
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e o substituinte 4-metoxila), evento que ndo ocorre com o composto 108 devido a

auséncia do substituinte 4-metoxila.

| SN - \

FIGURA 8.17 - Modo de interagdo proposto pela docagem molecular com o
programa GOLD para os compostos 106 (ciano) e 108 (magenta), testados frente a
catepsina V.

Considerando a semelhancga estrutural que os compostos 105 (ICsp 9,8
MM; Ki = 4,22 uM), 106 (ICs 2,2 uM; K; = 1,03 uM) e 107 (ICsp 1,2 uM; K; = 0,24 uM)
apresentam, a diferenca de atividade deve estar associada a diferengca de
substituintes no anel A. De acordo com os resultados de modelagem molecular, os
substituintes deste anel influenciam significativamente na atividade dos compostos.
Sugere-se que a maior poténcia do composto 107 é em fungdo das duas metoxilas
existentes nas posicoes 2 e 3.

A analise dos resultados obtidos com os compostos 110 (ICsp 5,2 uM;
Ki=4,36 uM) e 111 (IC5s0 2,8 uM; K; = 1,68 uM) esta apresentada na FIGURA 8.18. A
atividade destes compostos pode estar associada a dois fatores principais: (i)
formacgao de ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio das metoxilas (posi¢ao 4) e das
hidroxilas (posi¢céo 5) com o residuo GIn19; (ii) quanto as interagdes hidrofébicas do

anel A, o composto 111 apresenta uma melhor acomodagao dos seus substituintes
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no sitio hidrofébico que o composto 110, sendo a diferenga entre eles a posigao

substituicdo (posi¢des 2 e 3 para 110 e 1e 2 para 111).

\Lr’ ™ pr-— \

FIGURA 8.18 - Modo de interagdao proposto pela docagem molecular com o
programa GOLD para os compostos 110 (lilas) e 111 (cinza), testados frente a
catepsina V.

O composto 107 (ICsp 1,2 uM; Ki 0,24 uM) foi o inibidor mais potente da
série estudada e possui o valor de ICsy 167 vezes maior que do composto 103 (ICsp
200 pM). Segundo os dados de modelagem molecular (FIGURA 8.19) essa poténcia
pode estar associada a trés fatores principais: (i) formagdo de uma ligagdo de
hidrogénio entre o oxigénio da hidroxila na posicédo 5 com o residuo GIn19, que é
supostamente o residuo que estabilizaria o intermediario de transigédo; (ii) o
composto 107 ocupa simultaneamente os dois sitios hidrofébicos (A e B) do sitio
ativo, com os substituintes do anel A e B; (iii) ocupacéao parcial do sitio hidrofébico C
pelo grupo N-CHs;. Diante dos resultados obtidos para o composto 107, uma
sugestdo interessante seria a modificagdo estrutural do substituinte CH3 para um

substituinte capaz de interagir mais efetivamente com o sitio hidrofébico C.
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FIGURA 8.19 - Modo de interacdo proposto pela docagem molecular com o
programa GOLD para o composto 107 (verde), testado frente a catepsina V. O
modelo farmacoférico esta representado pelas esferas A, B e C e a ligagado de
hidrogénio esta ilustrada em azul. O sitio de ligagcédo esta representado contornado
pela superficie de Connolly (amarelo).

Os estudos de modelagem molecular com a catepsina V ajudaram a
elucidar as bases predominantes no processo de reconhecimento molecular e
afinidade dos inibidores estudados. Do ponto de vista qualitativo, a boa ocupagao do
sitio ativo por estes inibidores, juntamente com as interagdes intermoleculares
(forgas eletrostaticas, hidrofdbicas e ligacbes de hidrogénio), forneceu uma boa
compreensao da potencia relativa desta série de compostos como inibidores da

catepsina V.
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9 - CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que os produtos naturais e os derivados
sintéticos sdo promissoras substancias na busca de inibidores especificos de
enzimas.

Com o estudo do ¢6leo das cascas das castanhas de Anacardium
occidentale, foi possivel identificar uma nova classe de inibidores da enzima
gGAPDH de Trypanosoma cruzi. Através de estudos cinéticos determinou-se que o
acido anacardico saturado (AC1) € um inibidor do tipo n&o-competitivo, ligando
preferencialmente a enzima livre. Este estudo permitiu o desenvolvimento de uma
técnica de baixo custo capaz de separar as diferentes classes dos constituintes
fendlicos. Considerando que este 6leo € um subproduto da industria castanheira do
Brasil e que é de baixo valor comercial, sua utilizacdo como matéria prima para o
desenvolvimento de inibidores enzimaticos passa a ser um desafio. As atividades
biolégicas descritas neste trabalho para estes compostos contribuem com os dados
de atividade ja descritos na literatura.

A padronizacao e validacdo dos bioensaios permitiram a avaliagao de
um grande numero de compostos através da triagem bioquimica, resultando na
identificacdo e selecédo de novos inibidores para as catepsinas K, V, L e S. A triagem
deixou clara a potencialidade de alguns produtos naturais, merecendo destaque
aqueles pertencentes as classes das flavonas, alcaldides acridbnicos e
indolpiroquinazolinicos. Ja entre os derivados sintéticos destacam-se as amidas,
flavonas, cumarinas, alcaloides e derivados dos acidos anacardicos.

Os novos inibidores da catepsina V tiveram sua poténcia, afinidade e
mecanismo de agao determinados, originando uma nova base de dados cinéticos
para um conjunto de produtos naturais. Os alcaldides que tiveram seus mecanismos
de agdo determinados apresentaram-se como inibidores do tipo competitivo em
relagdo ao substrato Z-FR-MCA. O alcaldide acridénico 107 foi o inibidor mais
potente frente a catepsina V, sendo o valor de K;igual a 0,24 uM. Em relagédo as
demais enzimas estudadas, o composto 107 nao foi ativo frente as catepsinas K e S.
Os estudos de modelagem molecular foram de grande utilidade no entendimento
das interacdes intermoleculares predominantes nos complexos Eel. Estes dados
contribuem no processo de planejamento de inibidores da catepsina V e

consequentemente na identificagao de sua real fungao.
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As informacdes geradas neste trabalho sao inéditas para todas as
enzimas-alvo estudadas, constituindo uma grande contribuicdo na busca de

inibidores especificos destas enzimas.
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11 — ANEXO

Relacao das substancias naturais com suas respectivas espécies e familias de onde foram isoladas.

COMPOSTO NOME ESPECIE FAMILIA
1 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2",2"-dimetilpirano]propionato de metila Hortia oreadica Rutaceae
2 * * Rutaceae
3 3-fenil-[2’,6’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2",2”-dimetilpirano]propidnico Hortia oreadica Rutaceae
4 3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2",2"-dimetilpirano]propionato de metila Hortia oreadica Rutaceae
5 3-fenil-[2’-metoxi-(3’,4’-0:5”,6")-2”,2”-dimetilpirano]propionato de metila Hortia oreadica Rutaceae
6 acido 3-fenil-[4’-metoxi-(2’,3’-0:6",5")-2",2”-dimetilpirano]propitnico Hortia brasiliana Rutaceae
7 acido 3-fenil-{2”,2”-dimetil-4”h-2’,4”-dioxina-[4"-(2"",3"’-diidroxi-1"""-metil-propil )]} Hortia brasiliana Rutaceae
8 * * Rutaceae
9 * * Rutaceae
10 * * Rutaceae
11 murrangatina Ruia sp Rutaceae
12 * * Rutaceae
13 munomicrolina Ruia sp Rutaceae
14 umbeliferona Ruia sp Rutaceae
15 escoparona Swinglea glutinosa Rutaceae
16 xantiletina Enxerto Citrus §ineqsis sobre Citrus Rutaceae
limonia
17 rauianina Ruia sp Rutaceae
18 5-metoxiseselina Hortia oreadica Rutaceae
19 * * Rutaceae
20 6-prenil-seselina Swinglea glutinosa Rutaceae
21 * * Rutaceae
22 braialina Hortia oreadica Rutaceae
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

5-metoxi-furanocumarina (bergapteno)
8-metoxi-furanocumarina (xantotoxina)
5-o-prenil furanocumarina (prangol)
8-o-prenil furanocumarina (heraclenol)
limonina
cipadesina a
11B,19a-dihidroxi-7deoxo-7acetoxi-ichangina
acido 2a.,3a,19a-triidroxiurs-12-en-28-6ico
6B-hidroximaslinato de B-d-glucopiranosila
acido ursodlico
acido 2a,3a-diidroxiolean-12-en-28-6ico
acido oleandico
acido oleandnico
hispidol a
piscidinol
lupeol
modificado a partir do acido anacardico
acido protocatéico
acido siringico
modificado a partir do acido anacardico
6-pentadecil-acido salicilico (acido anacardico)
modificado a partir do acido anacardico
n-benzoil-o-geraniltiramina
4”-acetilseverina
n-benzoil-4”-acetoxi-o-geraniltiramina
n-(1’-feniletil)amida
epieudesmina

seringaresinol
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Hortia oreadica
Hortia oreadica
Hortia superba
Hortia superba
Raulinoa echinata
Cipadessa fruticosa
Raputia praetermissa
Vitex polygama
Siphoneugena densiflora
Vitex polygama
Vitex polygama
Vitex polygama
Cedrela fissilis
Cedrela fissilis
Cedrela fissilis
Siphoneugena densiflora
Vitex polygama
Siphoneugena densiflora

Anacardium occidentale
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa

Balfourodendron riedelianum
Helietta apiculata

Balfourodendron riedelianum

Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Meliaceae
Rutaceae
Verbenaceae
Myrtaceae
Verbenaceae
Verbenaceae
Verbenaceae
Meliaceae
Meliaceae
Meliaceae
Myrtaceae
Verbenaceae
Myrtaceae

Anacardiaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae

Rutaceae



51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
66
67
68
69
70
71
72
76
77
79
82
83
84
85

eudesmina
3',4',5',5,7-pentametoxiflavona
3',4'-metilenodioxi-5,7-dimetoxiflavona
5-hidroxi-3’,4’,5’,3,7,8-hexametoxiflavonol
3',4',5',5,7,8-hexametoxiflavona
3',4’,5",3,5,6,7-heptametoxiflavonol
3',4',5,3,5,7,8-heptametoxiflavonol
8-hidroxi-3',4',5',5,7-pentametoxiflavona
3',4',5',5,6,7-hexametoxiflavona
3',4',7,8-tetrametoxi-5,6-(2",2"-dimetilpirano)-flavona
3-0-B-d-rhamnopiranosideo (quercitrina)
luteolina
isoorientina
schaftosideo
8-hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona
8-hidroxi-5,7-dimetoxiflavona
7,8-(2",2"-dimetilpirano)-flavona
3',4'-metilenodioxi-7,8-(2",2"-dimetilpirano)-flavona
7,8-(2",2"-dimetilpirano)-flavona
lanceolatin b
karanjin
3'.4',5',5,7-pentametoxiflavanona
5,4’-dihidroxi-6-(3,3-dimetilallil)-7-metoxi-flavanona
isolonchocarpina

2'-hidroxi-3,4,4',5,6'-pentametoxichalcona

3,4-metilenodioxi-2’-metoxi-[2”,3":4’,3’]-furanodihidrochalcona

flindersina

n-metil-flindersina
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Helietta apiculata
Neoraputia magnifica
Neoraputia magnifica

Murraya paniculata
Murraya paniculata
Murraya paniculata
Murraya paniculata
Murraya paniculata
Murraya paniculata
Neoraputia alba
Siphoneugena densiflora
Vitex polygama
Vitex polygama
Vitex polygama
Zeyhera montana
Lonchocarpus subglaucescens
Lonchocarpus subglaucescens
Lonchocarpus subglaucescens
Lonchocarpus latifolius
Lonchocarpus latifolius
Neoraputia magnifica
Deguelia hatschbachii
Lonchocarpus campestris
Neoraputia magnifica
Lonchocarpus subglaucescens
Hortia superba

Hortia superba

Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Myrtaceae
Verbenaceae
Verbenaceae
Verbenaceae
Bignoniaceae
Leguminoseae
Leguminoseae
Leguminoseae
Leguminoseae
Leguminoseae
Leguminoseae
Rutaceae
Leguminoseae
Leguminoseae
Rutaceae
Leguminoseae
Rutaceae

Rutaceae



86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

n-metil-4-metoxi-2-quinolona
n-metilantanina
edulitina
robustina
y-fagarina
evolitrina
maculosidina
kokusaginina
dictamina
flindersiamina
maculina
rutecarpina
hortiacina
4,5-dimetoxicantin-6-ona

5-metoxicantin-6-ona

1,3,5-triidroxi-2,8-di-(3-metil-butenil-2)-4-metoxi-10-metil-9-acridona
1,3,5-triidroxi-2,8-di-(3-metil-butenil-2)-10-metil-9-acridona

glicocitrina-IV

1,3,5-triidroxi-4-prenil-9-acridonica

citrusinina-Il
citrusinina-|
citbrasine
5-hidroxi-acronicina

piranofolina

1,5-diidroxi-4-metoxi-2,3-diidrofurano-10-metil-2’-hidroxiisopropil-acridona

3,5-diidroxi-1-(2’-hidroxi-3’,3’-dimetilcromeno)-4-metoxi-10-metil-9-acridona

Hortia superba
Hortia oreadica
Hortia superba
Hortia oreadica
Hortia oreadica
Balfourodendron riedelianum
Balfourodendron riedelianum
Balfourodendron riedelianum
Hortia oreadica
Helietta apiculata
Helietta apiculata
Hortia brasiliana
Hortia brasiliana
Simarouba versicolor
Simarouba versicolor
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa
Swinglea glutinosa

Swinglea glutinosa

Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Simaroubaceae
Simaroubaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae
Rutaceae

Rutaceae

(*) dados nao disponiveis.
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