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Abstract: The experience of the Laboratory of Bioorganic Chemistry of the Federal University do Rio de Janeiro
(LOB-UFRJ") on the use of abundant natural products such as safrole, eugenol and derivatives, as starting
material for the synthesis of new anticancer, antiparasitic and antiophidic drug candidates is briefly described.

Twelve derivatives of the naturally occurring coumestan wedelolactone and six derivatives of the naturally
occurring pterocarpan edunol were synthesized and evaluated as antiophidic. Two coumestans (LQB-34, LQB-
93) and one pterocarpan (LQB-100) were more potent and bioselective than the natural products used as
reference, being active in vitro (antihaemorragic effect and myoprotection) and in vivo (mice) against different
snake venoms.

The naturally occurring pterocarpan 4-hydroxymaackian (LQB-79) and five derivatives were also prepared and
evaluated on leukemia cell lines, including multi drug resistance (MDR) cell lines. The natural product (LQB-79)
was the most potent and bioselective.

Fourteen compounds, bearing a new molecular architecture (pterocarpanquinone) designed by molecular
hybridization of 4-hydroxymaackian, lapachol and calafungin, were synthesized and evaluated as anticancer and
antiparasitic. These pterocarpanquinones showed to be more active and bioselective than LQB-79 on leukemia,
breast and lung cancer cell lines, as well as on Plasmodium falciparum and Leishmania amazonensis in culture.
One among these compounds, LQB-118 was active in mice infected (footpad) by Leishmania amazonensis.
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Resumo

A experiéncia do Laboratério de Quimica Bioorgdnica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (LQB-UFRJQ) no uso
de produtos naturais abundantes como safrol, eugenol, e
derivados, como matéria prima para a sintese de novos
candidatos a farmacos com acdo anticancer, antiparasitaria
e antiofidica é descrita de forma breve.

Doze derivados do cumestano natural wedelolactone (entre
eles trés produtos naturais) e seis derivados do
pterocarpano natural edunol foram sintetizados e estudados
como antiofidicos. Dois cumestanos (LQB-34, LQB-93) e um
pterocarpano (LQB-100) foram mais potentes e biosseletivos
que os produtos naturais usados como referéncia, sendo
ativos in vitro (efeito anti-hemorragico e prote¢cao muscular)
e in vivo (camundongos) contra diferentes tipos de veneno.

O pterocarpano natural 4-hidroximaackiana (LQB-79) e cinco
derivados foram preparados e estudados em cultura de
células de leucemia, incluindo com o fendtipo MDR
(resisténcia a multiplos farmacos). O produto natural (LQB-  profs. Alcides J. M. da Silva (NNPN-UFRJ), Paulo R. R.
79) foi o mais potente e biosseletivo. Costa (NPPN-UFRJ)e Chaquip D. Netto (IQ-UFRJ-Macaé)

Quatorze substancias possuindo uma nova arquitetura molecular (pterocarpanquinona) planejada por
hibridizacdo molecular da 4-hidroximaackian, lapachol e calafungina, foram sintetizados e avaliados como
anticancerigenos e antiparasitarios. Estas pterocarpanoquinonas mostraram ser mais ativas e biosseletivos que
LQB-79 em linhagens de células de leucemia, cdncer de mama e pulmao, e frente ao Plasmodium falciparum e a
Leishmania amazonensis em cultura. Uma entre estas substancias, LQB-118, foi ativa em camundongos
infectados (lesdo cutanea na pata) por Leishmania amazonensis.
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antiparasitario, antiofidico
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Ao usar produtos naturais bioativos como ponto de partida para o desenvolvimento de novos
fdrmacos a industria farmacéutica se depara, em geral, com a baixa concentra¢do das substdncias
selecionadas nas fontes naturais, o que muitas vezes inviabiliza a explora¢éo comercial. Porém, a
sintese destas substdncias e de derivados planejados, permite frequentemente que se estabelegca o
farmacdforo e que se module o perfil bioldgico, representando uma excelente oportunidade para a
atuagdo de quimicos orgdnicos sintéticos e quimicos medicinais. Muitos produtos sintéticos em uso

em clinica foram inspirados em produtos naturais.

A experiéncia do LOB-UFRI® no uso de pterocarpanos e cumestanos como inspira¢éo para a
obten¢do de novos candidatos a fdrmacos para a quimioterapia antiofidica, anticdncer e
antiparasitdria é brevemente discutida neste artigo. Produtos naturais abundantes e de baixo
custo, como os alilbenzenos safrol, eugenol, e derivados, foram usados como matéria-prima.

1. A importancia dos produtos naturais para a industria farmacéutica

2. Novos protétipos desenvolvidos no Laboratorio de Quimica Bioorgénica (LOB-UFRJ®) para
o tratamento de acidentes ofidicos e quimioterapia anticincer e antiparasitaria, tendo
pterocarpanos e cumestanos naturais como inspiracio e alilbenzenos naturais e seus

derivados como matéria-prima

3. Conclusao

1. A importancia dos produtos naturais
para a industria farmacéutica

A descoberta do ouro e a sua excepcional resisténcia
a deteriorizagdo e a corrosdao fez com que se
acreditasse que estas caracteristicas pudessem ser
transmitidas aos seres humanos. Os primeiros
remédios preparados para combater o
envelhecimento usavam ouro em sua formulagdo e
as pessoas eram aconselhadas a beber em tagas de
ouro para aumentar a sua longevidade. Durante a
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idade média médicos-alquimistas europeus, entre
eles  destacando-se Paracelso  (1493-1541),
introduziram o uso de outros metais como mercurio,
enxofre e ferro, além de sais de metais com o sulfato
de cobre, na terapéutica. Entretanto, os produtos
naturais foram os principais componentes das
farmacopéias por milhares de anos, sendo usados
até fins do século XIX na forma de chds, infusdes, e
outras formulagdes farmacéuticas.

Os produtos naturais também se destacaram
economicamente pelo uso como corantes, e o
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indigo, isolado de espécies do género Indigofera e a
alizarina, isolada de Rubia tinctoria (Figura 1), sdo
exemplos significativos. Em fins do século XIX, com o
florescimento da carboquimica na Alemanha, a
alizarina foi sintetizada a partir do antraceno e
comercializada por um preco vinte vezes menor do
gue o do produto natural. O indigo também foi
obtido de forma mais barata a partir de
hidrocarbonetos isolados do carvdo, anunciando a
importancia que a Sintese Organica viria a assumir,
brevemente, como estratégia para a obtencdo de
insumos em grande escala.®

O isolamento de produtos naturais em forma
pura, no final do século XIX, foi um passo decisivo
para a criacdo da industria farmacéutica. Durante a
primeira fase os produtos naturais se constituiram
na principal fonte de insumos para a preparagdo de
medicamentos. A quinina (Figura 1) foi isolada da
casca de quina (Cinchona sp) por P. ). Polletier e J.
Caventou, em 1820. Em 1826 estes professores da
Ecole  Superieure de Pharmacie de Paris
desenvolveram um método para obtengdo em
grande escala e passaram a comercializar a quinina
em forma pura. Em 1848 Merck isola a papaverina
de Papaver somniferum e instala na Alemanha a
primeira farmdcia-fabrica. Ambos contribuiram de
forma muito importante para o surgimento da
indUstria farmacéutica.’

Outros produtos naturais introduzidos em
terapéutica a partir do inicio do século XX, alguns
dos quais ainda sdao usados em clinica, sao
mostrados na Figura 2.1
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indigo - corante azul
isolado de plantas
do género Indigofera

Alizarina - corante vermelho
isolado de Rubia tinctoria

= MeO =
Ho AN MeO O AN
MeO N MeO O
N7 MeO

Quinina - antimalarial
isolado de espécies
de Chinchona

Papaverina - vasodilatador
isolado de Papaver somniferum

Figura 1. Primeiros produtos naturais usados como
corantes e medicamentos
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Plantas da familia Solanaceae
Usadas por feiticeiros e pajées, provocam alucinacoes
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para dilatar a pupila
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isolado de Atropa belladonna

Tratamento da asma.
Hipnético e sedativo

Alcaléides do 6pio (Papaver somniferum)
Suas propriedades ja eram conhecidas dos Egipcios

Morfina

Analgesico, hipnotico
e antitussigeno. Ainda
usada em clinica, como
analgésico em casos
graves.

Codeina

Ainda usada como
antitussigeno, em
xaropes.

|
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Figura 2. Outros produtos naturais usados
como drogas e farmacos

Em 1897 foi lancado pela Bayer o primeiro
farmaco sintético, o acido acetil salicilico (aspirina®),
inspirado na salicina, um glicosideo natural isolado
de Salix alba e usado desde os tempos de Hipdcrates
como anti-inflamatério (Figura 3).!

A sintese de analgésicos locais como a procaina,
um produto derivado da cocaina, pode também ser
considerada um marco na implantagdo da industria
farmacéutica (Figura 3).

O terceiro exemplo mostrado na Figura 3 trata
da cloroquina, um potente antimalarial desenvolvido
durante a 22 guerra mundial, inspirado na estrutura
da quinina.
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Figura 3. Alguns dos primeiros farmacos sintéticos

Os avangos da Quimica, Farmacologia e Biologia
Molecular a partir de meados do século XX, aliados a
introducdo de novos ensaios  bioquimicos,
conduziram ao desenvolvimento da Quimica
Medicinal, com o planejamento racional de
farmacos baseado na abordagem fisiolégica.
Gradativamente os produtos sintéticos ganham
posicdo de destaque no arsenal terapéutico. A
introducdo do high-throughput screening nos anos
1990 por parte da industria farmacéutica e o
desenvolvimento da Quimica Combinatorial,
diminuiram sensivelmente o interesse em produtos
naturais entre 1984 e 2003, que se traduziu no
menor volume de investimentos da Industria
Farmacéutica neste setor. Entretanto diminuiu
também, nos ultimos anos, o nimero de novos
farmacos langados no mercado e pode-se observar
um ressurgimento no interesse por produtos
naturais como fonte de novas substancias bioativas.
Os avangos nas técnicas de separacdo, purificagdo e
identificacdo de misturas complexas de produtos e a
diversidade estrutural presente na natureza sdo os
fatores responsaveis por este renovado interesse.’

Embora o uso de produtos naturais in natura
como insumos na Industria Farmacéutica tenha
decrescido ao longo dos Uultimos anos, estas
substancias ainda vém sendo bastante usadas como
fonte de inspiracdo. Dos 847 farmacos de baixo peso
molecular (micromoléculas) lancados no mercado
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entre 1981 e 2006, 43 eram produtos naturais, 232
produzidos por hemi-sintese a partir de produtos
naturais e 572 obtidos por sintese total. Entretanto,
262 entre estas ultimas substancias possuiam um
grupo farmacoférico inspirado em produtos naturais
ou poderiam ser considerados analogos de produtos
naturais. >

Alguns exemplos adicionais de farmacos obtidos
por sintese ou hemi-sintese, inspirados em produtos
naturais sdao mostrados na Figura 42

2. Novos prototipos desenvolvidos no
Laboratério de Quimica Bioorganica
(LOB-UFRJ®) para o tratamento de

acidentes ofidicos e quimioterapia
anticancer e antiparasitaria, tendo
pterocarpanos e cumestanos como

inspiragao e alilbenzenos naturais e seus
derivados como matéria-prima

Antiofidicos

No final da década de 1980, o Prof. Walter B.
Mors, do NPPN-UFRJ e o Prof. Paulo A. Melo, do ICB-
UFRJ descobriram o potente efeito antiofidico da
wedelolactona, um cumestano isolado de Eclipta
prostata.® A planta produz o cumestano sob algum
tipo de estresse, como os espécimes que cresciam
sob o sol e a goteira de um ar condicionado no
estacionamento do CCS-UFRJ. Extratos destes
espécimes foram sempre ativos quando testados
pelo Prof. Paulo A. Melo.

Entretanto, tentativas do Prof. Paulo A. Melo de
cultivar esta planta conduziram a espécimes que
simplesmente nd3o produziam o mencionado
cumestano. Ha que se acrescentar que a
wedelolactona representou um alvo sintético
relativamente complexo e sd recentemente este
cumestano foi preparado em laboratério.*

Por outro lado, a cabenegrina A-l, isolada por
Nakanish e colaboradores de um medicamento
popular brasileiro, o especifico pessoa, produzido
por Frades Beneditinos no Ceara a partir de uma
mistura de plantas de natureza sigilosa, também
apresentou um potente efeito antiofidico e foi
patenteada por estes pesquisadores.” Tal qual a
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cabrenegrina A-l, o edunol, isolado por Chiapas e
cols no México® e por Matos no Ceard,” também se
mostrou um potente antiofidico.

As trés substancias mencionadas foram ativas in
vivo, em ensaios com camundongos, sendo a
cabenegrina A-l ativa também em cdes, segundo
Nakanish e cols.

Em 1998, ao iniciarmos a nossa participa¢ao no
PRONEX “Desenvolvimentos de Novos Farmacos:
Quimica, Farmacologia e Toxicologia",8 foi
estabelecida uma cooperacdao com o Prof. Paulo A.
Melo, visando buscar substitutos para
wedelolactona e o edunol em sua acao antiofidica. A
avaliagdo da acdo antiofidica vem sendo também
usada para selecionar inibidores de lipases e
proteases, que sdao as principais enzimas presentes
nos venenos de serpentes e outros animais

peconhentos.

Foram preparados no LOB-UFRJ® um total de 12
cumestanos’ e 7 pterocarpanos,’® entre eles quatro
produtos naturais, sendo os demais de estrutura
inédita. Na Figura 5 selecionamos as trés substancias
mais promissoras, dois cumestanos e um
pterocarpano, que apresentaram efeito inibitério
sobre fosfolipases e proteases presentes no veneno,
sendo este provavelmente o principal mecanismo de
acao.

Em trabalhos envolvendo a colaboragdo do Prof.
Frangois Noel (ICB-UFRJ)**'' foi mostrado, pela
primeira vez, que cumestanos, mas ndo o0s
pterocarpanos, apresentam efeito inibitério sobre
NaK-ATPases e afinidade pelo sitio alostérico
(benzodiazepinico) de receptores do GABA. Como
estas acdes poderiam representar in vivo fonte de
efeitos laterais adversos, foram consideradas como
mais promissoras as substancias inativas nestes
alvos farmacolégicos. Como se pode observar na
Figura 5, a wedelolactona é muito potente como
antiofidico, porém também apresenta elevada
poténcia como inibidor de NaK-ATPases e afinidade
pelo receptor do GABA. O cumestano LQB-34 ja foi
mais seletivo, enquanto que o cumestano LQB-93% e
o pterocarpano LQB-100 foram inativos nestes alvos.
Como o LQB-93 é mais potente, foi a substancia de
escolha para um estudo farmacolégico mais
aprofundado.®
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albuterol
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Taxol

isolado de
Taxus brevifolia

: AcO
OH 0Bz
Tratamento do cancer
de ovario, seio e pulmao

Taxoter

semi-sintese a partir
da baccatina lll

H R=H
podofilotoxina

OH etoposido

isolada de espécies de Podophilon
semi-sintese a partir da podofilotoxina

Tratamento de cancer de testiculo,
pulm3o e leucemia

0]

Mevanolina MK866
Lovostatina

isolada de uma linhagem
de Aspergillus terreus

0

R -
Simvastatina Zocor@

semi-sintese a partir
da lovastatina

Hipolipidémico

Figura 4. Farmacos e substancias em fase pré-clinica

produzidos por sintese ou hemi-sintese
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cérebro de galinha)

IC50 = 2.0 mM ( (sitio alostérico do
GABA)

LQB-100

IC50 = 10.0 mM (veneno de serpente)
Inativo em receptores do GABA
inativo em NaK ATPases

A 100 mM,

65% de inibicdo da PLA,
80% inibigdo da atividade proteolitica
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LQB-34 OH

IC50 = 1.0 mM (veneno de serpente)

IC50 = 4.3 mM (NaK-ATPase de
cérebro de galinha)

IC50 = 11.04 mM (NaK-ATPase de
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GABA)
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IC50 = 0.1 mM (veneno de serpente)
Inativo em receptores do GABA
inativo em NaK ATPases
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75% de inibicdo da PLA,
90% inibicdo da atividade proteolitica

Figura 5. Wedelolactona e derivados preparados no LQB como antiofidicos

Anticancerigenos e antiparasitarios

Foram preparados o pterocarpano 4-hidroxi-
maackiana (LQB-79), cuja acdo toxica em células KB
havia sido descrita previamente na literatura,™ e
cinco derivados, os quais foram ensaiados em
cultura de diversas linhagens de leucemia, incluindo
linhagens resistentes ao estresse oxidativo e
linhagens com fendtipo de resisténcia a multiplos
farmacos (MDR). A citotoxicidade seletiva foi
avaliada estudando-se o efeito em linfécitos e
células assemelhadas do tecido sanguineo
(peripheral blood mononuclear cells-PBMC).

O produto natural (LQB-79) e seu derivado orto-
quinona (LQB-80) foram os mais potentes, porém
LQB-80 mostrou-se téxico para as células PBMC.">*®
Como o produto natural poderia ser metabolizado in

vivo conduzindo a LQB-80, estudos mais
aprofundados foram interrompidos, conduzindo,
posteriormente, ao planejamento de uma nova
familia de produtos, denominada de
pterocarpanoquinona, desenhada por hibridizacdo
molecular entre LQB-79, lapachol e
calafungina.'”'*®*
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Nestas novas moléculas, o anel catecdlico
presente em LQB-79 foi substituido por um anel
naftoquinona. Destacamos, entre as substancias
preparadas, a LQB-118,° ativa nas mesmas
linhagens de células de leucemia, células leucémicas
frescas obtidas de pacientes do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) e sobre células de cancer de
pulmdo.” Esta substancia também apresentou
atividade anti-leishmanicida in vitro e in vivo
(camundongos).”?  Outra  pterocarpanoquinona
merece destaque, a LQB-86, com agdo sobre
Plasmodium falciparum em cultura, na faixa de
nanomolar.”

Foram obtidas evidéncias em laboratério que
LQB-118 pode ser ativada por reducdo, levando apds
rearranjo molecular a um aceptor de Michael que foi
interceptado como um aduto de tiofenol.”® Este
mecanismo pode responder pela agdo toxica sobre
células resistentes ao estresse oxidativo, ja que
substancias que atuam principalmente por este
mecanismo, como o lapachol por exemplo, foram
inativas nestas células. Necessario salientar que
estas substancias ndo sdo substratos para bombas
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de efluxo presentes em células com fendtipo MDR.
O fenbmeno MDR se constitui em um dos principais
problemas e desafios a serem vencidos na
guimioterapia do cancer e de doencas parasitarias.

OH o
HO_A__O- ]
| e : y O*‘-h; U O
~F /{ L. | H
(0] (0]
3 "o 0
LQB-79 o LQB-80 J
IC50 (mM) IC50 (mM) 2
K562 2,95 K562 1,49
Lucenal 3,70 Lucenal 1,79
HL-60 2,10 HL-60 0,24
Jurkat 7,65 Jurkat 1,88
Daudi 2,73 Daudi 0,89
PBMC 24,13 PBMC 2,40
O
Sl i 2
T e 7™
R e H
T 47\ R OH
0] 0 ||
0 O OMe
LQB-118 LOB-86
IC50 (mM) IC50 (mM)
El??jna 1 ;?g MCF-7 220
HL-60 2'00 Plamodium falciparum 0,04
Jur_kat 6’?7 .'.gishmcm.-'a amazonensis 11,75
Daudi 310 Linfocitos de Murinos >32,5
L. amazonensis  ~3,0
PBMC >20

Figura 6. Acdo antineopldsica e antiparasitaria de
pterocarpanoquinona

3. Conclusao

Ao longo dos ultimos dez anos o Laboratério de
Quimica Bioorganica (LQB) do NPPN-UFRJ vem
contribuindo para a identificacgdo de novos
compostos bioativos, tendo como fonte inspiradora
arcaboucos moleculares presentes em fontes
naturais, a exemplo de cumestanos e pterocarpanos.
Neste artigo foi demonstrada a evolucdo desde a
identificagdo de cumestanos antiofidicos, passando
a pterocarpanos com amplo espectro de atividade
bioldgica até a descoberta da pterocarpanoquinona
LQB-118. Este derivado, planejado aplicando-se a
estratégia de hibridacdo molecular sobre a estrutura
do protétipo natural LQB-79, representa exemplo
impar do sucesso do “casamento” entre a Quimica
de Produtos Naturais e a Quimica Medicinal. Ensaios
de atividade antitumoral e antiparasitaria, in vitro,
realizadas com LQB-118 demonstraram o potencial
desta pterocarpanoquinona, de estrutura original,
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como protdtipo ativo sobre linhagens de células com
fendtipo resistente a multiplos farmacos (i.e. MDR)
e, ainda, como potente agente anti-plasmodium e
anti-leishmania.

Os excelentes resultados biolégicos obtidos em
nosso laboratério a partir da sintese e avaliacdo
farmacolégica de um numero reduzido de
substancias mostram que o uso de produtos
naturais como fonte de inspiracdo aliado ao uso dos
instrumentos da Quimica Medicinal é ainda uma
estratégia bastante util na prospeccdo de novas
moléculas bioativas.?*
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