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RESUMO

O céncer € segunda causa de morte no mundo sendo considerado um problema de saude
publica. Devido a este panorama, a pesquisa por substdncias que possuam potencial
anticancer é crescente, bem como utilizacdo de métodos in silico com o intuito de predizer
propriedades farmacocinéticas, toxicologicas e atividade biolégica de moléculas para um
planejamento racional de farmacos. Objetivou-se nesta pesquisa, planejar, sintetizar e avaliar
o potencial anticancer de derivados do lapachol e da umbeliferona, associando métodos in
silico e in vitro com o intuito de potencializar a chance de se encontrar compostos bioativos.
Foram planejados 25 derivados da umbeliferona e 25 derivados do lapachol, os quais foram
avaliados por meio da ancoragem molecular utilizando o software Autodock vina® tendo as
enzimas topoisomerase | e Il como alvos bioldgicos, bem como tiveram suas propriedades
moleculares, toxicologicas e farmacocinéticas avaliadas por meio dos softwares
Molinspiration®, Osiris® e PreADMET®. Os derivados selecionados foram sintetizados e
tiveram sua estrutura confirmada por analise de RMN e espectrometria de massas e avaliados
in vitro quanto ao seu potencial anticancer por meio da analise de citotoxicidade pelo método
do Alamar Blue, genotoxicidade que foi avaliada pelo ensaio do cometa de pH alcalino, que
detecta qualquer dano causado ao DNA, e de pH neutro, especifico para quebras da fita dupla
e dano causado ao DNA por inibidores da topoisomerase | e Il, bem como a avali¢cdo da
expressdao génica destas enzimas. ApoOs a realizagdo das analises in silico, foram selecionados
os derivados LP04, LP017, LP18, LP20, LP23, LP24, LP25, UMB22, UMB24 e UMB25 por
apresentarem melhor perfil de complementariedade com o sitio ativo da topoisomerase | e Il,
bem como interacbes com residuos de aminoacidos criticos caracteristicos dos inibidores
destas enzimas. Além disso, apresentaram bons perfis moleculares, farmacocinéticos e baixo
efeito toxicologico, caracteristicas desejadas no planejamento de farmacos. Os derivados
LP04, LP17, LP18, LP20 e LP25 apresentaram atividade citotdxica nas linhagens de cancer
de mama (MCF-7) e colorretal (HCT116), exibindo uma Clsp; em 72 horas para a linhagem
MCF7 que variou de 2,41 a 8,20 uM, e de 5,40 a 18,68 uM na linhagem HCT116,
apresentando maior atividade quando comparados a molécula de partida. Tanto os derivados
da umbeliferona quanto sua molécula de partida apresentou atividade citotoxica maior que 20
MM, Através da analise do indice de dano, observou-se que os derivados apresentaram danos
significativos (p<0,05) em pH alcalino, em pH neutro e na analise de inducdo de dano
causado ao DNA por inibidores da topoisomerase, apresentando maior indice de dano no
cometa neutro, que variou de 37,6+0,76 a 83,0+3,5 na linhagem HCT116 e de 40,6+2,7 a
105,3+2,0 na linhagem MCF7 sugerindo que estes possam atuar como inibidores da
topoisomerase Il. Na analise da expressdo dos genes da topoisomerase, 0 LP25 apresentou
uma reducdo na expressao dos genes da topoisomerase I, Il alfa e 11 beta na concentracdo de
7,5 UM e 15 uM. Assim, os derivados apresentaram potencial anticancer sendo necessaria a
realizacdo de estudos mais especificos com intuito de avaliar a inibicdo da topoisomerase de
forma direta bem como avaliar outras vias de inibicdo e de mecanismos de morte destes
derivados.

Palavras-chave: ancoragem molecular, topoisomerase, genotoxicidade.



ABSTRACT

Cancer is the second cause of death in the world and is considered a public health problem.
Cancer is the second leading cause of death in the world and is considered a public health
problem. Due to this scenario, the search for substances that possess anticancer potential from
compounds of natural or semi-synthetic origin is increasing, as well as the use of in silico
methods in order to predict pharmacokinetic, toxicological and biological activity of
molecules for rational planning of drugs. The objective of this research was to plan,
synthesize and evaluate the anticancer potential of lapachol and umbelliferone derivatives,
associating in silico and in vitro methods in order to potentiate the chance of finding bioactive
compounds. 25 umbelliferone derivatives and 25 lapachol derivatives were designed, which
were evaluated by molecular anchoring using the Autodock vina® software having
topoisomerase | and Il enzymes with biological targets, as well as their molecular,
toxicological and pharmacokinetic properties evaluated by through Molinspiration®, Osiris®
and PreADMET® software. The selected derivatives were synthesized and confirmed by
NMR analysis and mass spectrometry and evaluated in vitro for their anticancer potential by
cytotoxicity, genotoxicity analysis that was evaluated by the alkaline pH comet assay, which
detects any damage caused to the DNA, of neutral pH, specific for breaks of the double tape
and damage caused to the DNA by topoisomerase inhibitors | and 11, as well as the evaluation
of the gene expression of these enzymes. After the in silico analysis, the derivatives LP04,
LP017, LP18, LP20, LP23, LP24, LP25, UMB22, UMB24 and UMB25 were selected
because they presented a better complementarity profile with the active site of topoisomerase
I and 11, as well as interactions with critical amino acid residues characteristic of the inhibitors
of these enzymes. In addition, they presented good molecular profiles, pharmacokinetics and
low toxicological effect, characteristics desired in the planning of drugs. The cytotoxicity
evaluation was performed by the Alamar Blue method, the derivatives LP04, LP17, LP18,
LP20 and LP25 presented cytotoxic activity in the breast cancer (MCF-7) and colorectal
(HCT116) strains, being selected for the subsequent tests, exhibiting an IC 50 in 72 hours for
the MCF7 strain ranging from 2.41 to 8.20 uM and from 5.40 to 18.68 uM in the HCT116
strain, all derivatives having better activity when compared to the starting molecule . Both the
umbelliferone and the starter molecules showed cytotoxic activity greater than 20 uM, and did
not present an anticancer potential. Through the analysis of the damage index, it was observed
that the derivatives presented significant damage (p <0.05) in alkaline pH, neutral pH and in
the analysis of induction of DNA damage by topoisomerase inhibitors, presenting a higher
index of neutral comet, which ranged from 37.6 £ 0.76 to 83.0 + 3.5 in the HCT116 line and
from 40.6 + 2.7 to 105.3 = 2.0 in the MCF7 strain suggesting that to act as inhibitors of
topoisomerase Il. In the analysis of topoisomerase gene expression, only the activity of LP25,
which showed a reduction in the expression of the topoisomerase I, Il alpha and 11 beta genes
at the concentration of 7.5 uM and 15 pM, could be evaluated. Thus, the derivatives showed
anticancer potential and more specific studies were necessary to evaluate topoisomerase
inhibition directly as well as to evaluate other pathways of inhibition and mechanisms of
death of these derivatives.

Keywords: docking molecular, topoisomerase, genotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um conjunto de doencas complexas cuja origem esta relacionada com as
alteragdes na homeostase celular com um componente genético associado, que culminam no
crescimento desordenado de células andmalas, incapazes de formar uma estrutura funcional, e
que possuem a capacidade de invadir tecidos adjacentes e orgaos distantes (FLOOR et al.,
2012).

Cerca de 8,7 milhdes de mortes por ano sdo ocasionadas pelo cancer, sendo a
segunda causa de mortalidade em todo o mundo, devendo superar as doengas cardiacas como
principal causa de morte nos proximos anos. Além disso, estima-se que no ano de 2030, cerca
de 75 milhdes de pessoas serdo acometidas desta doenga, cujo aumento ird incidir,
principalmente, em paises emergentes, como o Brasil (FITZMAURICE et al., 2016; SIEGEL;
MILLER; JEMAL, 2016; INCA, 2018). Assim, devido a magnitude ¢ ao impacto desta
doenca, a procura por medidas preventivas, ferramentas que auxiliem no diagnostico precoce
e a descoberta de novas alternativas terap€uticas sdo necessarias (THOMA et al., 2014;
YANG, 2015).

Os farmacos disponiveis na terapia anticancer possuem diversos mecanismos de
acdo. No entanto, a grande maioria € altamente toxica e age principalmente nas células de
rapida divisao celular o que ocasiona diversos efeitos adversos. Além disso, muitos farmacos
utilizados atualmente sdo muitas vezes ineficazes e muitos pacientes ja ndo respondem ao
tratamento devido o desenvolvimento de resisténcia a estes agentes. Assim, a introdugdo de
novas opgdes na terapia anticincer ¢ de suma importincia (GARRAWAY; JANNE, 2012;
HOUSMAN et al., 2014).

Planejar e desenvolver um novo firmaco consiste em um complexo, longo e de alto

custo, que para maioria dos medicamentos ja disponiveis no mercado consumiu entre 15 e 20
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anos para ser concluido (LOMBARDINO; LOWE, 2004; DIMASI; GRABOWSKI;
HANSEN, 2016).

A evolugdo da quimica medicinal tem permitido a descoberta de diversas inovagdes
terapéuticas. Os métodos in silico tém se tornado uma ferramenta amplamente empregada nos
estagios iniciais de pesquisa e desenvolvimento para a identificag¢do, sele¢do e otimizagao de
moléculas com potencial terapéutico, com o intuito de reduzir a quantidade de moléculas
avaliadas in vitro e in vivo e aumentar as chances de sucesso na identificagdo de moléculas
bioativas. Além disso, tém sido adotada estratégias de sintese ou semissintese orientada pelo
alvo, empregando a quimica combinatoria para a produgdao de um grupo de substancias
bioativas (MODA, 2007; DAMIAO, 2014; SANGI, 2016).

A diversidade de espécies de plantas, animais, micro-organismos marinhos resultam
em uma multiplicidade de metabolitos secundarios com grande diversidade quimica,
especificidade bioquimica e outras propriedades moleculares que possibilitam que estas
moléculas se tornem compostos lideres e prototipos para o planejamento e desenvolvimento
de farmacos (KOEHN; CARTER, 2005; GUO, 2016).

Diversos compostos isolados de plantas tém sido utilizados com o intuito de avaliar
seu potencial anticancer, entre eles estdo as naftoquinonas que possuem propriedades
anticancerigenas tanto in vitro quanto em in vivo (VASCONCELLOS, 2007; INAGAKI et al.,
2015; JARDIM et al., 2015; ZHANG; QU; NIU, 2016), bem como as cumarinas, que
apresentam potencial citotoxico frente as células de linhagens cancerigenas (YU; HU;
ZHANG, 2015; DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017), o que sugere
que possuem grande potencial como molécula-base para o desenvolvimento de novos
farmacos anticancer.

Diante da diversidade do potencial quimico e bioldgico de produtos naturais e da

necessidade de novos fArmacos estarem disponiveis no arsenal terapéutico contra o cancer, o



18

presente trabalho almejou planejar, realizar modificagdes quimicas e avaliar a atividade
anticancer in silico e in vitro de derivados de compostos de origem natural, lapachol e
umbeliferona, como moléculas lideres com o intuito de colaborar com futuras terapias

partindo de um modelo racional de desenho de fAirmacos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cancer

O cancer possui origem multicausal, podendo estas causas serem intrinsecas ou
extrinsecas ao organismo, ou ainda inter-relacionadas que podem iniciar ou promover a
carcinogénese. As causas extrinsecas estdo relacionadas ao meio ambiente, habitos e costumes
préprios de um ambiente social e cultural, como radiacdo ultravioleta e dieta, enquanto que as
causas intrinsecas estdo associadas a mutacdes genéticas e condigdes imunoldgicas, bem
como o acumulo de danos moleculares com o decorrer da idade (PODOLSKIY;
GLADYSHEV, 2016; INCA, 2018).

Cerca de 80% a 90% dos canceres estdo associados a fatores ambientais, como: o
tabagismo, habitos alimentares, alcoolismo, medicamentos, fatores ocupacionais e radiacéo
solar. Assim, os fatores de risco ambientais sdo denominados cancerigenos ou carcin0genos,
pois estes fatores atuam alterando a estrutura molecular do DNA das células (ALMEIDA et
al., 2005).

No decorrer da vida, as células dividem-se até chegar a fase adulta. Ja as células
cancerigenas, continuam a crescer e a se dividir, ndo obedecendo aos mecanismos de controle
fisiologicos. Esta proliferacdo celular andbmala esta associada a defeitos genéticos que
resultam em alteracfes em etapas criticas da regulacdo do ciclo celular. Assim, devido a sua
rapida divisdo, estas células adquirem novas caracteristicas genéticas que as tornam mais
agressivas, determinando a formacdo de tumores primarios com propriedades de invasdo e
destruicdo do tecido adjacente, bem como metastizacdo, onde as células cancerigenas se
disseminam a partir do tumor primario, se instalam e crescem em outras regifes

(VASCONCELLOQOS, 2007; HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011; GUAN, 2015).
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As células com mutagdes proliferam-se devido & presenca de oncoproteinas e
proteinas supressoras tumorais mutadas, compreendendo trés principais etapas: iniciagéo,
promogdo e progressdo (LOPEZ-CAMARILLO et al., 2012). No estagio de iniciagdo, as
células sofrem o efeito dos agentes cancerigenos ou carcindgenos que provocam mutacdes no
DNA celular, que mantétm o genoma instavel. As alteracBes sequenciais ocorrem
principalmente em genes relacionados a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Mutacbes
em genes supressores tumorais podem levar a transformacdo maligna das células quando a
funcdo dos genes é perdida, causando uma divisdo celular descontrolada, diferenciagdo
anormal e apoptose deficiente (OLIVEIRA et al., 2007; INCA, 2018).

No estagio da promocdo, a célula iniciada e transformada em célula maligna, de
forma lenta e gradual, acumulando alteracdes que permitam vantagens proliferativas e a
capacidade de ndo responder aos mecanismos de controle do organismo. Enquanto que a
progressao é o estagio final da transformacdo neoplasica, compreendendo uma fase entre a
lesdo pré-maligna e o desenvolvimento da metastase (MACLEOD, 2000; ALMEIDA et al.,
2005; AMORIM et al., 2011; CANDIDO et al., 2016). As trés etapas estdo ilustradas na

figura 1.
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Figura 1. Etapas envolvidas na formagao do cancer (Fonte: adaptado de Siddiqui et al., 2015).



21

O céncer possui caracteristicas fundamentais que permitam o desenvolvimento da
proliferacdo e um microambiente tumoral, que sdo: a sustentacdo de sinais pro-proliferativos,
reducdo dos supressores de crescimento, resisténcia ao processo de morte celular, capacidade
replicativa imortal, inducdo da angiogénese, ativacdo da invasdo e metéstase e outras

caracteristicas ilustradas na figura 2 (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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.....................
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-

Figura 2. Caracteristicas bioldgicas do cancer (Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011).

No Brasil, segundo as estimativas do biénio 2016/2017, ocorreram cerca de 600 mil
novos casos de cancer, sendo a segunda maior causa de morte apds as doencas
cardiovasculares (INCA, 2016). E devido ao aumento da incidéncia e da mortalidade, o
cancer tem sido considerado um problema de satde publica, tanto pela extensao e custo social
da doenca, como pelo custo financeiro necessario ao seu adequado diagnostico e tratamento
(MARQUES; FIGUEIREDO; GUTIERREZ, 2015).

Devido a magnitude desta doenca, durante as Gltimas décadas houve grande avango
na compreensdo das causas do cancer, em particular, sobre os genes que afetam o seu

desenvolvimento, possibilitando melhorias nas ferramentas para a deteccdo e tratamento, o
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que é imprescindivel, uma vez que um fator importante para o éxito da terapia € a precocidade
no diagndstico do tumor (ALMEIDA et al., 2005; WARDLE et al., 2015).

O panorama da terapia antitumoral se modificou bastante nas ultimas décadas.
Inicialmente, a cirurgia representa um método muito eficaz de eliminar tumores solidos e,
com o0 advento da radioterapia e da quimioterapia, as abordagens de tratamento se tornaram
métodos complementares, reduzindo a morbimortalidade associada ao cancer (DEVITA;
CHU, 2008). Recentemente, a imunoterapia baseada na modulagdo do sistema imune como
tentativa de intervir nos mecanismos evasdo de células tumorais, tornou-se uma opcao
terapéutica bastante utilizada na rotina clinica, bem como a utilizagdo da hormonioterapia
(URRUTICOECHEA et al., 2010; GOLDEN; APETOH, 2015; HANNA; COYLE; PRISE,
2015).

Apesar da vasta quimioterapia anticancer disponivel, alguns agentes quimioterapicos
possuem um mecanismo de agdo inespecifico, tendo como principal entrave a semelhanca
entre as células malignas e sadias do organismo, o que leva a lesdo de ambas. Além disso,
muitos farmacos estéo sujeitos a resisténcia (HOUSMAN et al., 2014). Assim, € necessario a
obtencdo de novas substancias que fornecam novas estratégias e opcoes terapéuticas mais
eficazes e seguras. Com isso, vem se buscando o desenvolvimento de farmacos antitumorais
por planejamento racional de agentes que atuem em alvos celulares especificos

(MAGALHAES, 2014; BAUDINO, 2015).

2.1.2. Topoisomerases

As topoisomerases constituem uma importante classe de enzimas nucleares
responsaveis pela manutencdo do estado topologico do DNA e estdo envolvidos na reparacao
do DNA, transcricdo, replicacdo e separacdo de cromossomos. Existem duas classes de

topoisomerases (tipos | e 11), ambas caracterizadas por um mecanismo catalitico que envolve
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um ataque nucleofilico de uma ligacdo fosfodiéster do DNA por um residuo de tirosina da
enzima, onde o tipo I cliva uma Unica cadeia de DNA, enquanto que o tipo Il cliva ambas as
cadeias (ARNO et al., 2013; SHARMA et al., 2015). Ambos os tipos sdo criticos para o
funcionamento normal celular, sendo expressas em niveis elevados em células em
crescimento do que em células quiescentes, com isso, a inibicdo do complexo das
topoisomerases (figura 3) provoca o desencadeamento da apoptose celular. Assim, as
topoisomerases sdo alvos importantes no desenvolvimento de novas drogas anticancer

(SORDET et al., 2003; BARROS et al., 2013).
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Figura 3. Mecanismo de inibicdo da topoisomerase | e Il. A topoisomerase | (D) e Il (H), em condigdes

normais, clivam e religam o DNA rapidamente (A-B e E-F). Porém na presenca de inibidores (verde) (C-D e G-



24

H) se ligam reversivelmente (C e G) na interface do DNA clivado e a enzima pela formacdo de um complexo
promovendo danos ao DNA e ocasionando a morte celular (Fonte: adaptado de Pommier, 2013).

A topoisomerase | (Topo I) é composta por 765 aminoacidos divididos em quatro
dominios distintos: o dominio NH,-terminal altamente carregado que possui 214
aminoécidos, o dominio central que segue o dominio amino e possui 421 amino&cidos, 0
dominio ligante com 76 aminoacidos que liga o dominio central ao dominio COOH-terminal,
que possui 52 aminoacidos. Nesta area encontra-se a tirosina 723 que é crucial para a
atividade catalitica da enzima (BAKER; RAJAN; MONDRAGON, 2009; ARNO et al.,
2013;). A Topo I se subdivide em 1A e IB, sendo que o tipo encontrado em humanos € o IB,
que forma uma ligacdo covalente com o final da fita 3' e relaxa o DNA por rotacao
controlada. A tensdo do DNA é causada pela replicacdo, transcricdo e remodelagem da
cromatina, onde uma das fitas € quebrada pela Topo | e favorece a formacéo do ponto de giro
que habilita a rotacdo da fita intacta pela fita quebrada. Assim, ocorre a expansdo do
relaxamento do DNA pelo complexo de clivagem Topo | (Topo Icc), que pode ser
estabilizado por farmacos. Grandes quantidades de TOPOlcc favorecem modificagdes no
DNA e apoptose. Durante a religacdo do Topo Icc ocorre ataque nucleofilico na ligacéo
fosfodiéster-DNA-tirosil pelo final da fita de DNA livre, 5'-hidroxil-DNA, sendo crucial o
perfeito alinhamento destes (POMMIER, 2006; BRANDAO et al., 2010; LI; LIU, 2016).

A topoisomerase Il (Topo I1), é um dimero de tamanho aproximado de 170 kDa que
cliva as duas fitas de DNA durante a catalise, necessitando da presenca do Mg®* e a ligacao de
ATP para exercer sua atividade. O dimero consiste em duas estruturas monoméricas, cada
uma constituida por um subfragmento A', subfragmento B' e o dominio ATPase. O
subfragmento A’ contém no sitio ativo, a tirosina 782, que pode se ligar ao DNA, requerendo
a conformacdo dimérica para ligar covalentemente ambas as cadeias do DNA

(CHHATRIWALA,; JAFRI; SALGIA, 2006; BRANCO et al., 2008).
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A Topo Il possui duas isoformas, a e a 3, e é responsavel pela quebra da fita dupla de
DNA levando a eventos como liberacéo da fita de DNA enovelada, transcrigdo, condensacgao
dos cromossomos e recombinacdo (MECZES et al., 2008; WENDORFF et al., 2012). Essas
duas isoformas diferem no seu padréo de expressdo, sendo que a Topo Il-a ¢é altamente
expressa em células em proliferacdo e pluripotentes, enquanto que a Topo II-B ¢ encontrada
em células pos-mitéticas e terminalmente diferenciadas, sendo importante para a
sobrevivéncia de algumas células neurais. O nivel de expressdo de TOPO Il-a varia durante a
progressdo do ciclo celular, tendo niveis mais baixos observados na fase G1, crescimento
celular, seguido por um aumento constante tendo o pico nas fases G2 e M, fases de
crescimento celular e mitética, respectivamente. Os niveis de expressdo de Topo II-p variam
menos do que a Topo Il-a ao longo do ciclo celular e permanecem constantes ou diminuem
(DRAKE et al., 1989; GOSWAMI; ROTI ROTI; HUNT, 1996; NITISS, 2009; JACOBSEN
et al., 2016).

Visto a importancia da topoisomerase para a manutencao celular e por apresentarem
uma maior expressao em celulas malignas quando comparadas as normais, estas enzimas tem
sido um eficiente alvo na busca de inibidores como estratégia para o tratamento do cancer.

Assim, alguns exemplos de inibidores encontram-se ilustrados na figura 4.
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Figura 4. Inibidores da topoisomerase | (A) e da topoisomerase Il (B).

2.2. Produtos naturais e o cancer

A utilizacdo de produtos naturais no tratamento e prevencdo de doencas data muitos
anos e tem sido uma importante area para a descoberta de novos farmacos, sendo fonte para
cerca de 60% dos agentes anticancer (BHANOT; SHARMA; NOOLVI, 2011; AGBARYA et
al., 2014; TAYLOR; JABBARZADEH, 2017).

Diversos compostos extraidos de produtos naturais vém sendo estudado quanto as
suas atividades antitumorais, sendo irrefutdvel a prevaléncia de moléculas derivadas de

plantas com esta atividade. Mais de 3.000 espécies de plantas ja foram utilizadas em
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terapéuticas modernas contra o cancer, e cerca de 85 compostos derivados de produtos
naturais j& foram testados e aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) nos
Estados Unidos até o ano de 2014 (BUTLER et al., 2014; NEWMAN; CRAGG, 2016;
PALLER; DENMEADE; CARDUCCI, 2016).

Frente a esses dados, a industria farmacéutica tem reconsiderado o potencial dos
produtos naturais em oncologia nos Gltimos 15 anos e, com isso, diversas abordagens tém sido
utilizadas com o intuito de disponibilizar agentes anticancer naturais e derivados,
principalmente em busca de tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que levem & descoberta
de novas estratégias que impecam o avanco da doenca (BRANDAO et al., 2010; LEE et al.,
2016).

Entre as substancias de origem natural que fazem parte do arsenal terapéutico contra
0 cancer, e um dos exemplos mais importantes, sdo os alcaloides vincristina e vimblastina,
principais compostos da Catharanthus roseus, conhecida como Vinca, que foram os primeiros
compostos de origem vegetal introduzidos na clinica (CRAGG; PEZZUTO, 2016). Outra
importante descoberta foi do etoposideo e o teniposideo, derivados semissintéticos de uma
substancia presentes em espécies do género Podophyllum spp. (podofilotoxina, uma lignana
ariltetralinica), que ja era utilizada por povos indigenas para o tratamento de verrugas e cancer
de pele, que posteriormente foram inseridos na terapia do cancer ap0s a constatacdo de sua
atividade (MANN, 2002; ARDALANI; AVAN; GHAYOUR-MOBARHAN, 2017).

Assim, estas descobertas encorajaram o Instituto Nacional do Céancer dos Estados
Unidos (NCI) a realizar o screening para agentes anticancerigenos, onde foram avaliados
cerca de 35.000 amostras vegetais, permitindo a descoberta do paclitaxel, inicialmente isolado
das cascas de Taxus baccata L. e Taxus brevifolia Nutt, e posteriormente se tornou um

blockbuster de vendas, com vendas anuais de mais de 1 bilhdo de ddlares, levando a extensos
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estudos sobre a sintese de analogos, como por exemplo o docetaxel e cabazitaxel
(NEWMAN; CRAGG, 2016; TAYLOR; JABBARZADEH, 2017).

Muitos produtos naturais, como por exemplo, a genisteina, curcumina, resveratrol e o
licopeno podem interferir em vias de sinalizacdo celular, tais como a NF-xB, Akt, MAPK,
Whnt, Notch e p53 (SARKAR et al., 2009). Além disso, podem modular multiplos alvos
moleculares que sdo frequentemente desregulados no cancer, e assim poderiam auxiliar na
reducdo da resisténcia de células neoplésicas a farmacos de um Unico alvo. Embora a
apoptose seja o tipo mais conhecido e dominante de morte celular induzida por medicamentos
naturais e tradicionais, produtos naturais também podem induzir modos alternativos de morte
celular, como a paraptose (AHMAD; SAKR; RAHMAN, 2012; LEE et al., 2016;
SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Alguns exemplos de substancias

com atividade anticancer obtidos de origem vegetal estao ilustrados na figura 5.

Etoposideo Tenoposideo Paclitaxel

Figura 5. Produtos naturais de origem vegetal com atividade anticancer.
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Além disso, os compostos de origem natural possuem a habilidade de induzir a
parada do ciclo celular e podem também reparar os danos no DNA ocasionados por radicais
livres. Existe uma gama de metabolitos recentemente descobertos que possuem a capacidade
de inibir a acdo das enzimas topoisomerases e atuam como agentes anticancerigenos
promissores, por exemplo, a eribraedina C, albanol A, lameralina D e a miricetina (JAIN;
MAJUMDER; ROYCHOUDHURY, 2017). Estes compostos podem ser obtidos por meio de
isolamento biodirecionado a partir do estudo da atividade bioldgica de extratos vegetais, por
meio da modificacdo estrutural racional baseada na estrutura quimica de farmacos, bem como
por sintese de analogos (DHOLWANI et al., 2008; BAIKAR; MALPATHAK, 2010).

Na busca por compostos de origem vegetal com potencial anticancer, os compostos
fendlicos tém se destacado. Vérias atividades biologicas de compostos fendlicos como a
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antimutagénica, contribuem para a inducdo da
apoptose, blogueando o ciclo celular, regulando o metabolismo carcinogénico, inibindo a
ligacdo e adesdo celular, migracéo, proliferacdo ou diferenciacdo e bloqueando as vias de
sinalizacdo (HUANG; CAI; ZHANG, 2009; ROSA et al., 2016).

As cumarinas compreendem uma vasta classe de compostos encontrados ao longo do
reino vegetal com uma gama de atividades bioldgicas, possuindo uma estrutura de benzeno
fundido ao anel de a-pirano (DETSI; KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2017). A
umbeliferona (figura 6) € um hidroxicumarina que vem sendo amplamente estudada,
apresentando atividade citotoxica frente a diversas linhagens, como linhagens de células de
adenocarcinoma de mama (MCF7), adenocarcinoma de célon (LS180), leucemia mieloide
crénica (K562) e hepatocarcinoma (HepG2) (MUTHU; SELVARAJ; VAIYAPURI, 2016;

YU; HU; ZHANG, 2015).
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Figura 6. Estrutura quimica da umbeliferona

Além de induzir a apoptose por meio da interrupcdo do ciclo celular e da
fragmentacdo do DNA de modo concentracdo-dependente na linhagem HepG2, a
umbeliferona atua modificando o pH intracelular e a funcionalidade do canal CAIX (PUECH
et al., 2015). A fim de potencializar seu efeito, derivados foram obtidos e testados quanto a
atividade antiproliferativa na linhagem MCF7 (carcinoma de mama humano) e 22Rvl
(carcinoma de prostata humano), onde se obteve uma Clsp de 0,47 uM e 0,93 uM,
respectivamente, de um derivado mais ativo que a préopria umbeliferona (KANDIL;
WESTWELL; MCGUIGAN, 2016). Em outro estudo realizado com derivados da
umbeliferona, foi observada a inibicdo da proliferacdo e migracdo em celulas de cancer de
laringe (KIELBUS et al., 2013).

Por sua vez, as quinonas, que sdo estruturas comuns a muitos produtos naturais, estdo
associadas a atividades anticancerigenas, antibacterianas, antimalaricas, antifingicas e
tripanomicidas (EL-NAJJAR et al., 2011). Seu potencial na terapéutica no cancer conhecido
h& mais de quatro décadas, desde a publicacdo pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos em 1974 de um teste de avaliacdo de quinonas sintéticas e naturais onde foi verificada
sua atividade antitumoral.

Diversos agentes anticancer possuem um nuacleo quinolinico, o que torna as
naftoquinonas compostos de grande interesse nesse contexto (CRUZ, 2013; ESTEVES-
SOUZA et al., 2007). A citotoxicidade das naftoquinonas em diversas linhagens sugere que

exista uma propriedade quimica intrinseca na unidade quinonoidica, associada com outros
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fatores estruturais, que sdo responsaveis pela intensidade das atividades antitumorais (SILVA;
FERREIRA; SOUZA, 2003)

O lapachol (figura 7) uma naftoquinona encontrada em varias espécies vegetais,
possui atividade antineoplasica amplamente estudada, onde os mecanismos elucidados sdo a
interagdo com os &cidos nucleicos do DNA e atividade anti-metastatica. Assim como o
lapachol, seus derivados também tem apresentado potencial anticancer. Derivados
semissintéticos do lapachol demonstraram atividade citotoxica com Clso abaixo de 10 uM
frente a varias linhagens, como as de células de leucemia promielocitica (HL-60), leucemia
linfoblastica (MOLT-4), carcinoma colorretal (HCT-116), adenocarcinoma de ovario
(OVCAR-3 e 8) e melanoma (MDA-MB 435). Também apresentaram atividade
antiproliferativa frente a varias linhagens cancerigenas, como as células de cancer de esdfago
(WHCO1), glioblastoma (U373), adenocarcinoma alveolar (A549), oligodendroglioma
anaplastico (Hs683), melanoma (SKMEL-28), adenocarcinoma de prostata (PC3) e cancer de
colorretal (LoVo), além de inibirem a topoisomerase | e 11, e induzirem a apoptose (COSTA
et al., 2016; FIORITO et al., 2014; HUSSAIN et al., 2007; SUNASSEE et al., 2013; VIEIRA

et al., 2015; ZHANG; QU; NIU, 2016).

Figura 7. Estrutura quimica do lapachol

A citotoxicidade das naftoquinonas em diversas linhagens sugere que exista uma

propriedade quimica intrinseca na unidade quinonoidica, associada com outros fatores
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estruturais, que sdo responsaveis pela intensidade das atividades antitumorais (SILVA,
FERREIRA; SOUZA, 2003).

Assim tanto a umbeliferona quanto o lapachol, devido suas atividades comprovadas e
particularidades na estrutura quimica, podem ser utilizados como compostos lideres para a

obtencéo de derivados por rotas sintéticas.

2.3. Planejamento de farmacos e métodos computacionais

A busca do tratamento e da cura de doencas que afligem o ser humano € tdo antiga
quanto a sua propria historia. No decorrer do tempo, diversas metodologias foram utilizadas
com o intuito de atingir este objetivo, mas foi somente no século XIX com 0s avangos
tecnoldgicos e a sintese do acido acetilsalicilico que se iniciou uma nova fase na descoberta
de farmacos, onde o desenvolvimento da quimica organica sintética possibilitou uma nova
forma de obtencdo de farmacos (ALMEIDA, 2011; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

A chamada quimica medicinal caracteriza-se por seu relevante carater
multidisciplinar, abrangendo diversas especialidades, tais como quimica organica,
farmacologia, informatica, biologia molecular e estrutural, entre outras, aplicadas a
descoberta, ao planejamento, a identificacdo, a preparacdo e a interpretacdo do mecanismo de
acdo molecular de compostos biologicamente ativos (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA,
2010).

O desenvolvimento de moléculas que possam ser prototipos de farmacos eficientes e
seguros, com menores efeitos adversos que os disponiveis no mercado e que possam ser
administrados por via oral com custos reduzidos para o tratamento das mais diversas
patologias, tém motivado o estudo de novas estruturas quimicas por meio de ferramentas da

quimica medicinal, visando a otimizacdo de tempo recurso (NEUENFELDT, 2015). A



33

introducdo de um substituinte pode interferir em varias propriedades fisico-quimicas da
molécula, tais como a hidrofobicidade, densidade eletrénica e conformacao estrutural. Assim,
a substituicdo de um &tomo de hidrogénio por halogénios, grupos alquila, nitro, ciano,
carboxilato e outros, pode modificar profundamente a poténcia, duracdo e ainda a natureza do
efeito farmacoldgico de uma molécula (MENDON et al., 2007).

A utilizacdo de métodos computacionais pode otimizar a escolha das modificacdes a
serem aplicadas, e, auxiliando na reducdo da quantidade de moléculas avaliadas, bem como
maximizando as chances de sucesso na identificacdo de compostos com potencial biol6gico,
pois permitem a racionalizacdo dos mecanismos de agdo das novas moléculas Assim, o
planejamento de novos farmacos auxiliado por computador (Computer-Aided Drug Design,
CADD) pode ser empregado para melhorar a eficiéncia do processo de descoberta, reduzindo
em até 50% o custo e tempo da pesquisa de um novo agente terapéutico (figura 8) (AVILA,

2010; MODA, 2007; MONTANARI, 2000).
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Figura 8. Planejamento de farmacos baseado em ferramentas computacionais a partir da estrutura do ligante e do

receptor.
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2.3.1. Ancoragem Molecular

Muitas sdo as técnicas de CADD disponiveis, e a escolha de uma delas depende das
informagdes estruturais disponiveis da molécula alvo e do ligante. A ancoragem molecular é
uma das metodologias mais utilizadas no desenho de farmacos assistido por computador,
tendo sido predominantemente aplicado na identificacdo de protétipos e predicdo do modo de
ligacdo (BARREIRO et al., 1997; LILL; DANIELSON, 2011; PASSAMANI, 2009).

A ancoragem molecular, docking molecular ou acoplamento molecular é uma técnica
de modelagem molecular que objetiva analisar as condicdes estruturais e energéticas para uma
interacdo favoravel levando a formacdo de um complexo estavel entre um determinado alvo
biologico e uma molécula, permitindo assim uma estimativa da atividade do ligante
(FERREIRA, 2013; RABELLO, 2016).

O reconhecimento molecular de um ligante no sitio receptor de um alvo ocorre por
complementaridade quimica entre as estruturas sendo um processo que envolve fatores
entalpicos e entropicos considerando a flexibilidade do ligante e da proteina, além do efeito
do ambiente proteico na distribuicdo de cargas do ligante. Assim, a formacéo deste complexo
proteina-ligante, fornece informacBes importantes a respeito dos tipos de interacfes que
ocorrem no sitio, tais como interacdes hidrofobicas, eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e
outras interacdes (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006; ERICKSON et al., 2004).

O sucesso na predicdo da estrutura tridimensional do complexo receptor-ligante por
ancoragem molecular possui duas grandes aplicacdes praticas. A primeira € a identificacdo de
possiveis sitios preferenciais de ligacéo e a posterior indicacdo de modificacdes especificas no
ligante, de tal modo a se obter um maior grau de afinidade e/ou especificidade com relacdo ao
receptor. A segunda é a utilizacdo da geometria obtida como ponto de partida para a aplicacéo
de métodos computacionais mais sofisticados, visando quantificar a energia livre de ligacédo

do complexo receptor-ligante. Os programas de ancoragem molecular executam estas tarefas



35

através de um processo ciclico, no qual a conformacéo do ligante é avaliada por funcdes de
pontuacdo especificas. Este processo € realizado recursivamente até convergir para uma
solucdo de energia minima (FERREIRA et al., 2015; TERAMOTO; FUKUNISHI, 2007).
Para que isso ocorra, 0s programas de ancoragem molecular sdo formados
essencialmente por uma combinacgdo de dois componentes: um algoritmo de busca e de uma
funcdo de pontuacdo. O algoritmo de busca é empregado na pesquisa de possiveis modos de
ligacdo entre o ligante e a proteina, permitindo explorar os graus de liberdade translacional,
rotacional e conformacional do ligante no sitio receptor da proteina (KITCHEN et al., 2004).
Os algoritmos de ancoragem molecular executam previsdes quantitativas de energia
de ligacdo, fornecendo classificacbes de compostos acoplados com base na afinidade de
ligagdo de complexos ligante-alvo. Assim, varios algoritmos foram desenvolvidos e sdo
amplamente utilizados em softwares de ancoragem molecular (quadro 1) (HUANG; ZOU,

2010; LOPEZ-VALLEJO et al., 2011).

Quadro 1. Exemplos de algoritmos de busca e programas de ancoragem molecular (Fonte: MENG et al., 2011).

Algoritmo Caracteristica Programas

Baseado em geometria, adequado

] o para screening virtual e aumento de DOCK, FLOG, LibDock e
Algoritmo de correspondéncia .
bancos de dados devido a alta SANDOCK
velocidade de anélise
) Fragmento baseado e encaixe DOCK 4.0, FlexX, Hammerhead,
Construgdo incremental .
incremental SLIDE e eHITS

Métodos baseados em fragmentos
MCSS ) HOOK
para novo design

Métodos baseados em fragmentos
LUDI . LUDI
para novo design

Monte Carlo Pesquisa estocéstica ICM, QXP e MCDOCK

AutoDock, GOLD, DIVALI e

Algoritmo genético Pesquisa estocéstica
DARWIN
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A funcéo de pontuacéo ¢ aplicada para eleger os modos de ligacéo teoricamente mais
proximos do modo de ligagdo “real”, dentre os modos de ligagdo explorados pelo algoritmo
de busca, classificando-os de acordo com as energias de interagdo. As funcbes de pontuacao
podem ser divididas em funcGes de pontuacdo baseadas em campo de forca, empiricas e
baseadas no conhecimento, que permitem classificar os melhores modos de ligacdo
(orientacdo e conformacional) do ligante no sitio receptor (MENG et al., 2011; VERDONK et
al., 2003), permitindo uma maior probabilidade de certeza dos resultados obtidos.

Assim, a utilizacdo de ferramentas computacionais acopladas aos estudos de
planejamento e triagem de moléculas tem se mostrado uma ferramenta barata e simples, que
permite avaliar provaveis moléculas bioativas e aumentar a probabilidade da obtencdo de
moléculas promissoras. Nesse sentido, o presente trabalho teve o objetivo de planejar e avaliar
in silico derivados dos compostos naturais lapachol e umbeliferona, com o intuito de se obter
moléculas com potencial atividade anticancer visando a inibicdo da topoisomerase,
sintetizando as moléculas melhor classificadas na analise in silico para os testes de

citotoxicidade contra células tumorais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar o planejamento estrutural, a sintese e a avaliagdo do potencial anticancer in

vitro de derivados de lapachol e umbeliferona.

3.2. Objetivos especificos

e Planejar compostos derivados da umbeliferona e lapachol,

e Investigar a possivel inibicdo da topoisomerase I, II alfa e II beta pelos derivados in
silico;

e Predizer as propriedades moleculares e toxicologicas dos derivados in silico;

e Sintetizar e purificar os derivados classificados na analise in silico;

e Avaliar o potencial citotoxico em cé€lulas neopléasicas e ndo neoplasica;

e Determinar a genotoxicidade em linhagem celular neoplasica e ndo neoplasica;

e Avaliar a expressao génica da topoisomerase nas linhagens de neoplasicas.



4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento experimental

O desenvolvimento das atividades ocorreu conforme mostrado na figura 9.

Primeira etapa 1

Planejamento das sinteses

[ Segunda etapa ] Predi¢do das propriedades moleculares e

P toxicologicas
Analise in silico |

Ancoragem molecular

Predicao das propriedades farmacocinéticas

[ Terceira etapa ] Selecao dos derivados

Obtengao dos derivados

Confirmagao estrutural

Quarta etapa Avaliacdo da citotoxicidade pelo Alamar Blue
I
Avaliagao da genotoxicidade

Cometa alcalino Cometa neutro Cometa topoisomerase

Cometa alcalino Cometa neutro

Expressdo génica

Analise estatistica

1

Figura 9. Delineamento experimental das atividades desenvolvidas.

Analise in vitro
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4.2. Planejamento dos derivados

As séries foram planejadas baseadas nas caracteristicas quimicas e estruturais de
compostos antineoplasicos ja conhecidos e de derivados similares com atividade anticancer,
bem como as caracteristicas da estrutura tridimensional dos receptores, formacdo de
heterociclos e presenca de grupamentos nitrogenados de modo que fossem obtidos compostos
de baixa, média e alta polaridade com grande interacdo com as moléculas alvos. Além disso,
foi dada prioridade aos derivados passiveis de serem obtidos por meio de reagcdes quimicas

com poucas etapas utilizando temperaturas brandas e viaveis para aplicacdo em larga escala.

4.3. Andlise dos parametros moleculares, toxicologicos e farmacocinéticos in

silico

A predicdo dos parametros toxicoldgicos foi realizada utilizando o software Osiris
Property Explorer® (Actelion Pharmaceuticals, Allschwil, Suica) onde foram avaliados os
riscos de efeitos mutagénicos, tumorigénicos, efeitos irritantes e efeitos sobre o sistema
reprodutor, além de avaliar o perfil drug-likeness e drug-score.

As propriedades moleculares foram calculadas no software Molinspiration Online
Property®, onde foi possivel calcular os parametros: coeficiente de particdo (log P), area de
superficie polar, namero de doadores e aceptores de ligacbes de hidrogénio.

Para a analise das propriedades citadas acima, adotou-se os critérios da regra dos
cinco de Lipinski que estabelece alguns parametros estruturais relevantes para a predicao
tedrica do perfil de absorcdo oral, onde moléculas que violam mais do que uma destas regras
podem ter problemas com a absorcdo (LIPINSKI, 2004). Os parametros estdo dispostos no

quadro 2.
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Quadro 2. Pardmetros avaliados na regra dos cinco de Lipinski.

Propriedade molecular Parametro
NUmero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio <10
NUmero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio <5
Massa molecular <500 Da
Coeficiente de particdo <5
Avrea de superficie polar <140 A2

Os parametros farmacocinéticos foram calculados para os derivados ativos utilizando
o software PreADMET®, que se baseia em processos de comparacdo estrutural mistos e
modelos de Relagdo estrutura e atividade (Quantitative structure-activity relationship, QSAR)
utilizando bancos de dados de compostos submetidos a testes pré-clinicos in vitro e/ou in vivo

relacionados a absorcao, distribui¢cdo, metabolismo e excrecdo (LEE et al., 2004).

4.4. Selecdo dos alvos biologicos

Os alvos biologicos para o estudo in silico foram as topoisomerases humanas I, 1l
alfa e Il beta que possuem a estrutura cristalografica disponivel no banco de dados de
proteinas (PDB), onde foram utilizadas as estruturas com os cédigos 1K4T, 1ZXN e 3QX3,

que possuem resolucdo de 2,1 A , 2,51 A e 2,16 A, respectivamente.

4.5. Preparo dos ligantes

Todas as propostas de derivados do lapachol e umbeliferona tiveram suas estruturas
desenhadas no formato bidimensional no software Chemdraw ultra® versdo 12.0 e salvas no
formato (.mol).

No software Spartan’10® foi realizado uma busca sistematica pelo método de

mecénica molecular utilizando o Campo de Forca de Mecanica Molecular (Mechanics
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Molecular Force Field, MMFF) para a andlise conformacional das moléculas para a
determinacdo do confébrmero mais estavel, que posteriormente, foi otimizado
geometricamente no vacuo, sem qualquer restricdo geométrica, pelo método semiempirico
RM1 (Recife Model 1).

Em seguida, as estruturas otimizadas foram submetidas ao calculo de energia pelo
método de Hartree-Fock utilizando o conjunto de base 6-31G*, que é um conjunto de base 6-
31G com funcéo de polarizacdo para &tomos pesados, isto €, &tomos diferentes de hidrogénio.
Apobs a conversdo das estruturas tridimensionais, as ligacoes ¢ dos ligantes foram mantidas

como flexiveis e as ligagdes m foram mantidas fixas.

4.6. Preparo do alvo

As estruturas das proteinas foram obtidas no formato (.pdb) do banco RCSB Protein
Data Bank (PDB), e estas foram analisadas utilizando o software PyMOL® com intuito de
permitir a visualizacdo e retirada da agua cristalina da estrutura, do ligante nativo e de outros
reagentes, como o glicerol, que tenham sido utilizados no processo de cristalizacdo da
proteina para que estas fossem utilizadas na analise de ancoragem molecular.

Foram adicionados os hidrogénios e cargas as enzimas, pois estas podem apresentar
um namero de hidrogénios incompativeis, e foram admitidas como sendo rigidas, sendo
escolhidos as estruturas alvos com um inibidor ou substrato ligado, pois esta é forcada a
permanecer em uma conformacdo que € mais relevante a ligacdo dos compostos

(COSCONATI et al., 2010).
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4.7. Ancoragem molecular

O estudo de ancoragem molecular foi realizado utilizando o software Autodock
Vina®. O receptor foi mantido rigido, enquanto que os ligantes foram flexiveis para girar e
explorar as poses mais provaveis. Todas as ligacfes torcionais dos ligantes foram liberadas
pelo médulo ligante no software AutoDock Tools®. O Grid, grade que delimita o sitio ativo,
foi posicionado na regido ativa do receptor, englobando todos os residuos de aminoacidos
presentes no sitio ativo das enzimas, ou, que tivessem alguma relagcdo com sua atividade, de
modo a proporcionar uma regido de busca conformacional adequada para a realizacdo da
ancoragem molecular (Quadro 3). Os parametros foram salvos e entdo criado um arquivo de
texto contendo os dados do receptor, ligante e a coordenadas e dimensdes do grid para a
realizacdo da ancoragem molecular, mantendo-se o intervalo de busca entre os pontos do grid
fixados em 1 A, e aplicando-se o algoritmo genético Lamarckiano para a analise das

interacdes.

Quadro 3. Aminoacidos selecionados para a construcéo do grid box.

Enzima Aminoacidos Referéncias
Asparagina 722, glicina 717, tirosina 729, Kumar e Bora (2014); Lauria,
Topoisomerase | histidina 632, arginina 364, glicina 363, Ippolito e Almerico (2007); Staker
fenilalanina 361 e arginina 362 al. (2002)

Asparagina 91, serina 148, serina 149,
] asparagina 150, &cido glutdmico 87, .
Topoisomerase I1-o o ] o Wei et al. (2005)
glicina 164, asparagina 120, lisina 168,

alanina 167 e lisina 378

Metionina 782, glutamina 778, arginina
Ju et al. (2006); Kumar e Bora

Topoisomerase 11-$ 503, leucina 502, glicina 478, aspartato
(2014)

479 e tirosina 821

Os resultados gerados foram visualizados no AutoDock Tools® e as interacdes

foram avaliadas em termos de energia minima de ligagdo (Kcal/mol), nimero de ligagdes de
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hidrogénio e outras interacdes formadas entre os residuos do sitio ativo da macromolécula e
ligante. As imagens 2D dos resultados da ancoragem molecular foram geradas utilizando o

software Discovery Studio Visualizer® 4.0.

4.8. Obtencao dos derivados do lapachol e da umbeliferona
4.8.1. Sintese da LP04

O derivado LP04 foi obtido por meio da utilizacdo da metodologia desenvolvida por
Hecker (1985), onde a mistura contendo 2 mmol de lapachol, 1 mmol de cloreto de paladio, 1
mmol de cloreto de cobre e 10 mL de metanol foi mantido sob agitacdo em temperatura
ambiente por 48 horas. O derivado foi extraido com acetato de etila e purificado em coluna

cromatografica usando acetato de etila e hexano como fase movel (figura 10).

(o}

OH
X 24 horas Z
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Figura 10. Esquema da sintese do derivado LP04.
4.8.2. Sintese da LP17

O derivado LP17 foi obtido conforme a metodologia de Pires e colaboradores (2011),
onde se utilizou 1 mmol de lapachol, 2,5 equivalente de acido metacloroperbenzoico (m-
CPBA) e 5 mL diclorometano. A mistura reacional foi mantida em agitacdo por 48 horas a

20° C. Apos este periodo, lavou-se com 20 mL de agua basificada e o derivado LP17 foi
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purificado por cromatografia em coluna utilizando-se diclorometano e hexano como fase

movel (figura 11).

mCPBA

OH
_ >
X 48 horas

Figura 11. Esquema da sintese do derivado LP17.

4.8.3.Sintese da LP18

O derivado LP18 foi obtido conforme metodologia de com Souza e colaboradores
(2008), onde se utilizou 2 mmol de lapachol, 5 mL de anidrido acético e foi adicionado gota-
a-gota 1 mL de acido sulfurico, mantendo a reacdo a 30° C por 2 horas. O precipitado

formado foi filtrado e lavado com éter etilico (figura 12).

OH AC,0/H,S0,
O‘ 2 horas
X

O

Figura 12. Esquema da sintese do derivado LP18.

4.8.4. Sintese da LP23 e LP24

Os derivados LP23 e LP24 foram obtidos por meio de reacdo de esterificacdo
conforme metodologia de Farshori e colaboradores (2010), onde a mistura reacional contendo

1 mmol de lapachol, 1 mmol do &cido organico correspondente, acido 3,5-dinitrobenzoico
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(LP23) e acido salicilico (LP24), 1 mmol de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), uma
ponta de espatula do catalisador 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e 10 mL de diclorometano
foi mantida em temperatura ambiente por 48 horas. ApoOs este tempo, lavou-se com agua
destilada (20 mL), &cido acético 5% (20 mL) e novamente com agua destilada (20 mL). Os
derivados obtidos foram purificados por meio de coluna cromatografica utilizando acetato de

etila e hexano como fase movel (figura 13).

Figura 13. Esquema da sintese do derivado LP23 (A) e LP24 (B).

4.8.5. Sintese da LP20 e LP25

A obtencéo do derivado LP20 foi realizada a partir da p-lapachona, sendo obtida por
meio da metodologia de Barbosa e Diniz Neto (2013). Onde 2 mmol de lapachol foi mantida
em agitacdo a 0° C com 5 mL de acido sulfarico por 15 minutos. Apds este periodo, foi
adicionado 50 mL de agua e houve a precipitacdo da p-lapachona, que foi recristalizada com

etanol.
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A obtengdo da a-lapachona foi de acordo com Souza e colaboradores (2008), onde a
mistura contendo 2 mmol de lapachol, 1 mL de acido acético e 5 mL de &cido cloridrico foi
mantido em refluxo a 100° C por 2 horas. Apds este periodo, foi adicionado 50 mL de &gua
gelada e houve a precipitagao da a-lapachona, que foi recristalizada com etanol.

Para obter a LP20, utilizou-se a metodologia de Fukumoto e colaboradores (2002),
onde a mistura contendo 100 mg da B-lapachona, 1 mL de agua, 1 mL de acido cloridrico, 200
mg de aminoguanidina e 10 mL de etanol foram mantidas em agitacdo em refluxo por 18
horas. Para a sintese da LP25, utilizou o mesmo protocolo ¢ 100 mg da a-lapachona.

Apo6s o tempo reacional, o solvente foi evaporado e o residuo foi dissolvido em agua
e lavado com acetato de etila (2 x 20 mL). A solucéo foi adicionada solucéo de bicarbonato de
sodio e extraido com acetato de etila (2x20 mL), em seguida o solvente foi evaporado e o
residuo foi dissolvido em etanol e lavou-se com 10 mL de solucdo de HCI 1N e o solvente foi

evaporado (figura 14).
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Figura 14. Esquema da sintese do derivado LP20 (B) e LP25 (A).



47

4.8.6.Sintese da UMB22 e UMB24

Para a realizacdo da sintese dos derivados UMB22 e UMB24 utilizou-se a
metodologia de Pingaew e colaboradores (2014). Para a obtencdo do alcino, na sintese da
UMB22 utilizou-se 1 mmol da umbeliferona, 1,5 mmol de brometo de propargila e 1,5 mmol
do carbonato de potassio anidro solubilizados em 10 mL de acetona seca. A mistura foi
mantida em refluxo por 24 horas e apés este periodo, o solvente foi removido e ressuspendido
em cloroférmio (15 mL), em seguida, lavou-se com 25 mL de agua destilada, 25 mL de

solugdo saturada de coleto de sodio e secou-se com sulfato de sddio anidro (figura 15).

N = N

Figura 15. Esquema da obtencdo do alcino a partir da umbeliferona.

Para a obtencdo do alcino a partir do acido salicilico para a sintese da UMB24,

utilizou-se a mesma metodologia descrita acima (figura 16).

O, OH O, OH

Figura 16. Esquema da obtencédo do alcino a partir do acido salicilico.

A obtencdo da azida para a sintese da UMBZ24, utilizou-se 3 mmol da 2,4-
dinitrofenilhidrazina em 3 mL de &cido acético e 3 mL de acido cloridrico a 0 °C, em seguida
adicionou-se 5 mL da solucdo aquosa contendo 9 mmol de nitrito de s6dio. Apds 15 minutos,

sob agitacdo, adicionou-se, gota-a-gota, 5 mL da solugdo aquosa contendo 9 mmol da azida de
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sodio. A reacdo foi mantida em temperatura ambiente for 30 minutos, em seguida o

precipitado foi filtrado e lavou-se com agua gelada e recristalizou-se em metanol (figura 17).

HCl
ON NH, CH,COOH 02“: C AN
D ————————
HZN\H I ] NaNO, HZN\N
NaNj

Figura 17. Esquema da obtengdo da azida a partir do 2,4-dinitrofenilhidrazina.

Para a sintese da UMB22, foi necessério introduzir e reduzir o grupo nitro para
amina, a nitragdo da umbeliferona foi realizada conforme metodologia de Imamura e
Baptistella (2000), utilizando-se 1,5 mmol da umbeliferona. Apds o processo de nitracéo,
procedeu-se a reducdo do grupo nitro utilizando-se 1 mmol do produto anterior solubilizado
em 10 mL de etanol e 0,5 mL de agua, 3 mmol de ferro metalico e 1 mmol de cloreto de
calcio, mantendo-se a reacéo a 60° C por 30 minutos. Apos o término da reacdo, a mesma foi
extraida com acetato de etila (20 mL), lavada com agua (10 mL) e solucdo saturada de cloreto
de sodio (10 mL) e seca com sulfato de sodio anidro. Em seguida, utilizou-se a mesma

metodologia para a obtencao da azida citada acima (figura 18).

HNO3 CaC12 CH3COOH
Ferro o NaNO,

NaN;
Figura 18. Esquema da obtencéo da azida a partir da umbeliferona.
Para a obtencdo do triazol, utilizou-se 0,2 mmol da azida e 0,22 mmol do alcino em

terc-butanol: agua (3:3), 0,22 mmol de sulfato de cobre e 0,5 mmol de ascorbato de sodio. A

mistura foi mantida em temperatura ambiente por 2 horas e extraidas com diclorometano
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(figura 19). Em seguida, a fase orgénica foi lavada com 20 mL de agua e seca com sulfato de

soédio anidro.

/

N3 Terc-butanol N="N D
Q@ . g
CuSO, O/
C¢H,O4Na

Figura 19. Esquema da obtencdo do triazol por meio de reagao click.

4.8.7.Sintese da UMB25

A UMB25 foi obtida por meio da reacdo de fluoragédo entre o dietilamino trifluoreto
de enxofre (DAST) e a umbeliferona conforme metodologia de Boechat, Pinto e Bastos
(2015). Onde 1 mmol da umbeliferona reagiu com 1 mmol de DAST solubilizadas em 10 mL

de diclorometano por 24 horas em temperatura ambiente (figura 20).

Figura 20. Esquema da sintese do derivado UMB25.

4.9. Confirmacéao estrutural

A identificacdo da estrutura quimica dos derivados de lapachol e umbeliferona foi
realizada por meio da espectrometria de massas (ESI-MS/MS-MS) e da ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio nos Laboratérios de espectrometria de massas e

Ressonancia Magnética Nuclear da Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas.
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Os espectros de massas foram registrados em espectrémetro do tipo ion-trap, modelo
LCQ Fleet (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), operando com fonte de elétron
spray (ESI). J& os espectros de RMN de ‘H foram obtidos no equipamento modelo Bruker
Ascend (500 MHz). Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (8) e as constantes

de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).

4.10. Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram mantidas em garrafas de
polipropileno conforme os critérios estabelecidos pelos guias de cultura celular, que indicam o
uso de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) acrescido de
bicarbonato de sodio (5,6%), HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etanossulfénico)
(25 mM), estreptomicina (0,005 mg/L), penicilina (0,001 U/L) e soro fetal bovino (10-20%)
também estéril, além de incubacgéo a 37 °C em atmosfera com 5% de CO; e outros reagentes
complementares, como tripsina e tampdo fosfato (FRESHNEY; STACEY; AUERBACH,
2007; PROTEOMICS, 2007).

O cultivo celular e as analises in vitro foram realizadas no laboratorio BIOPHAR
(UFAM), onde se seguiu as orientacGes estabelecidas neste laboratério para o cultivo das
linhagens celulares, que indica a observacdo diaria do crescimento celular em microscopio
invertido, além de realizacdo de repiques sempre que necessario para meio de cultura novo em

uma concentragdo de 0,5 — 1,0 x 10%/mL (LEAL et al, 2009).

4.11. Avaliacdo da citotoxicidade

A avaliacdo da atividade citotdxica foi realizada pelo ensaio do Alamar Blue®

conforme metodologia descrita por Ahmed e seus colaboradores (1994) para a triagem
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citotoxica das substancias sintetizadas em diferentes linhagens: melanoma humano (SK-MEL
19, 28 e 103), carcinoma colorretal humano (HCT 116), adenocarcinoma de mama humano
(MCF-7), sarcoma uterino humano resistente a doxorrubicina (MESA/DX5) e fibroblastos
humanos (MRC-5).

As células foram semeadas na concentracdo de 0,5 x 10* células/poco em
microplacas de 96 pogos, onde foram mantidas em estufa a 37° C com 5% de CO,. Apos 24
horas, as células foram tratadas com as substincias na concentragdo de 20 pM.. Como
controle negativo foi utilizado o dimetilsulféxido (DMSO) (0,1%), e como controle positivo a
Doxorrubicina na concentragdo de 5,0 uM. Apds o periodo de 72 horas, foi adicionado 10 uL
do Alamar blue (0,02%) e posteriormente foi realizada a leitura das placas em leitor de
microplaca, nos comprimentos de onda de excitagdo de 530 nm e emisséo de 590 nm.

As substancias que apresentaram uma atividade citotoxica em 72 horas, foram
submetidas a analise nos tempos de 24, 48 e 72 horas com concentracdes que variaram de

0,675 a 20 uM (triplicata).

4.12. Avaliacdo da genotoxicidade pelo ensaio do cometa

O teste do cometa alcalino foi realizado de acordo com Singh e colaboradores
(1988). Neste teste foram utilizados as linhagens celulares MRC-5, HCT 116 e MCF-7 na
densidade celular 6 x 10* em placa de 24 pocos. A placa foi incubada em atmosfera de 5% de
CO, a 37°C por 24h. Apos esse tempo, as células foram tratadas com os compostos nas
concentragdes de 7,5, 15 e 30 uM e Doxorrubicina (5 uM) como controle positivo, durante 3
horas.

A partir de cada tratamento, foi retirado o volume celular de 10 puL e adicionado a
110 uL de agarose de baixo ponto de fusdo, e entdo colocadas em l&minas de microscopia,

pré-cobertas com agarose de ponto de fusdo normal. As laminas foram mantidas por 5
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minutos a 4°C, para solidificagdo da agarose e em seguida incubadas em solucéo de lise a
4°C.

A eletroforese foi conduzida na auséncia de luz por 20 minutos, a 20 V e com
corrente de 300 mA. Em seguida, as laminas foram colocadas em solugdo de neutralizacéo
por 5 minutos, para retirar a alcalinidade, secas e fixadas em etanol. Posteriormente, as
laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia Syber Green 10000x (SIGMA)
diluido 1:10000 em tamp&o borato de EDTA 1x (TBE), sobre as laminas.

Os procedimentos para o0 ensaio do cometa em pH neutro foram iguais aos realizados
para 0 cometa alcalino, com excecdo da solucdo de eletroforese, a qual foi preparada com
acetado de sodio a 300 mM e 100 mM Tris—HCI, pH 8,5 e a corrida foi conduzida na auséncia
de luz por 20 min, a 25 V e corrente de 300 mA (WOJEWODZKA, BURACZEWSKA e
KRUSZEWSKI, 2002).

A anélise dos cometas foi realizada de acordo com tamanho e intensidade da cauda,
seguindo os seguintes padrdes: classe 0: sem dano, sem a cauda; classe 1: com a cauda menor
que o didmetro da cabeca (nucledide); classe 2: com o comprimento da cauda 1-2x o diametro
da cabeca; classe 3:com a cauda maior que 2x o diametro da cabeca e classe 4: desintegrado,
cometa sem a cabeca definida. Para cada lamina foram contados 50 cometas.

O indice de dano (ID) foi calculado como o total de produtos da multiplicacdo entre

0s numeros de cometa de cada classe e grau de cada cometa.

4.13. Deteccdo do dano no DNA induzido por inibidores da Topoisomerase

O teste do cometa foi realizado de acordo com Hazlehurst (2009). Neste teste foram
plagueadas 5 x 10* células em placa de 24 pocos. A placa foi incubada em atmosfera de 5%

de CO; a 37°C por 24h. Apds esse tempo, as células foram tratadas com 0s compostos nas



53

concentragdes de 7,5, 15 e 30 uM e Doxorrubicina (5 uM) como controle positivo, durante 3
horas.

Apds o tempo de tratamento, as células foram tripsinizadas e todo o contetdo foi
transferido para um microtubo, onde foi centrifugado a 4° C durante 5 minutos a 1200 rpm.
Em seguida o sobrenadante foi descartado e adicionado 500 pL de PBS e 1,5 mL de agarose
de baixo ponto de fusdo, e entdo depositado 100 pL da suspensdo de células em laminas de
microscopia, pré-cobertas com agarose de ponto de fusdo normal e cobertas com laminulas,
para distribuicdo homogénea das amostras. As laminas foram mantidas por 3 minutos a 4°C,
para solidificacdo da agarose.

Apos a solidificagdo, as laminas foram incubadas em solucéo de lise contendo 0,25
mg/mL de proteinase K durante 1 hora na auséncia de luz. Apds esse periodo, as laminas
foram incubadas a 37° C por um tempo adicional 16 horas. As laminas foram dispostas
horizontalmente na cuba de eletroforese, e adicionada a solucdo de -eletroforese,
permanecendo por 1 hora, sendo renovada a solucdo a cada 15 minutos para permitir o
desempacotamento do DNA.

A eletroforese foi conduzida na auséncia de luz por 20 minutos, a 25 V e com
corrente de 300 mA. Posteriormente, as laminas foram coradas com Brometo de Etidio
(20g/mL) e analisadas em microscépio de fluorescéncia.

A anélise dos cometas foi realizada de acordo com tamanho e intensidade da cauda,
seguindo os seguintes padrdes: classe 0: sem dano, sem a cauda; classe 1: com a cauda menor
que o diametro da cabeca (nucledide); classe 2: com o comprimento da cauda 1-2x o diametro
da cabeca; classe 3:com a cauda maior que 2x o diametro da cabeca e classe 4: desintegrado,

cometa sem a cabeca definida. Sendo que para cada lamina foram contados 50 cometas.
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4.14. Expressao génica da topoisomerase | e 11

O RNA das culturas celulares foi extraido a partir de 15x10* células, tratadas no
tempo de 18 horas com os derivados LP17, LP20 e LP25, com o reagente TRIzol Reagent®,
de acordo com instrucdes do fabricante. A partir do RNA obtido, foi sintetizado o cDNA de
acordo com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, EUA) para converter o RNA extraido e purificado em cDNA, sendo
armazenadas em freezer -20°C até sua utilizacdo para analise.

As sequéncias dos genes da topoisomerase: TOP1M, TOP2A, TOP2B e 0 gene
GAPDH, que foi usado como controle enddgeno, foram enviados a empresa ThermoFisher
Scientific, parao desenho e sintese dos primers. O metodo de deteccdo foi o sistema

TagMan® Gene expression assays (Applied Biosystems, California, EUA) (Quadro 4).

Quadro 4. Ensaios com sonda de hidrolise TagMan® para anélise de expressdo dos genes selecionados.

Gene Ensaio TagMan®
TOPIMT Hs01080056_m1
TOP2A Hs01032137_m1
TOP2B Hs00172259_m1
GAPDH Hs02786624_g1

A deteccdo da expressdo dos genes por PCR em tempo real quantitativa (qPCR) foi
realizada utilizando o aparelho ABI 7500 e kit TagMan® Expression Master Mix, ambos da
Applied Biosystems. O protocolo da reacdo utilizou as quantidades de reagentes descritas no
quadro 5, totalizando uma reagdo de 25uL. O protocolo de amplificacdo da reacdo constituiu-
se da seguinte ciclagem: 50°C/2 minutos, 95°C/10 minuto e 50 ciclos de 95°C/15 segundos e

60°C/1 minuto.


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs02786624_g1?CID=&ICID=&subtype=
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Quadro 5. Reagentes utilizados na gPCR em tempo real.

Reagentes Volume (pL)
Agua deionizada 9,25
Tampdo (TagMan® gene expression master Mix) 12,5
TagMan® Gene expression assay 1,25
cDNA 2

Apds a amplificagdo, os fragmentos foram quantificados pela andlise dos dados
flourescentes por meio do equipamento QuantStudio® 5 (Applied Biosystems, Califérnia,
EUA).

Para estabelecer o grau de expressdo de cada um dos genes foi utilizado como
referéncia o nivel de expressdo do gene Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
gene de expressdo constitutiva e que se presta como referéncia de expressdo entre as
diferentes amostras.

Na analise de PCR em tempo real, a quantificacdo foi baseada no Cicle threshold
(CT), que é inversamente proporcional ao logaritmo do nimero de copias iniciais (TYAGI et
al., 1998). O CT é definido como o primeiro ciclo de amplificacdo no qual a fluorescéncia
indica que os produtos de PCR se tornaram detectaveis. Para determinar a linha de corte para
a expressdo génica alterada em tecidos tumorais, o valor CT é determinado também em tecido
normal.

Estabelecidos os CT de cada amostra, o calculo do nivel de expresséo foi realizado
através do método CT comparativo ou método 2 ~“*“T, dessa forma, o nivel de expressdo do
gene de interesse foi relatado em relacdo ao do gene de referéncia para cada amostra:

Expressdo do Gene de Interesse = 2~ 44¢T

Onde ACT= (CT gene interesse) — (CT enddgeno) para cada amostra em triplicata

AACT = (ACTLMC) — (ACTcontrole)



56

Para que o método 2T fosse validado, assumiu-se que a eficiéncia de amplificacdo
do gene alvo e a eficiéncia de amplificacdo do controle interno deviam ser aproximadamente
iguais (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Cada amostra em analise foi realizada em triplicata para a validagdo da técnica e dos
valores de CT, de acordo com os guidelines internacionais para avaliacdo de expressdo génica

por PCR em Tempo real (BUSTIN et al., 2009).

4.15. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism® versédo
6.0 (GraphPad Software, Califérnia, EUA). Os dados obtidos foram expressos como média e
desvio padréo ou Clsg e seus intervalos de confianca de 95% obtidos por regressao néo linear.

As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) one-way,
e two-way para comparacdo entre os grupos. Os valores com p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

Neste trabalho, optou-se por utilizar o estudo in silico com o intuito de selecionar
possiveis inibidores potenciais da topoisomerase, permitindo uma modificacdo estrutural
direcionada e o aumento da probabilidade de obtencdo de moléculas com potencial biol6gico.

Foram planejados 50 protétipos de sinteses de acordo com os reagentes disponiveis
no laboratério FITOPHAR (UFAM), sendo 25 derivados do lapachol, codificados de LPO1 a
LP25, e 25 derivados da umbeliferona, codificados de UMB01 a UMB25. Onde se priorizou
sinteses com no maximo 4 etapas de obtengé&o.

As estruturas foram desenhadas utilizando o software ChemDraw® Ultra 12.0 e
posteriormente, suas estruturas tiveram a energia minimizada e geometria molecular
otimizada utilizando o software Spartan’10®, visto que as moléculas desenhadas de forma
tridimensional ndo estdo, necessariamente, na conformacao mais estavel. E durante a geracéo
de sua estrutura, ocorrem distorcbes na molécula, com formacdo desfavoravel de
comprimentos e angulos de ligagbes e angulos diédricos, além disso, atomos néo-ligados
também interagem em uma mesma regido do espaco e provocam repulsdo estérica e
eletrostatica, e para que estas distor¢des nas moléculas sejam corrigidas, a mesma deve ser
otimizada (CARVALHO et al., 2003; NAMBA,; SILVA; DA SILVA, 2008).

As estruturas bidimensionais dos derivados do lapachol estdo ilustradas no Apéndice
1 e dos derivados da umbeliferona no Apéndice 2.

Com o intuito de avaliar a série de derivados do lapachol e da umbeliferona, utilizou-
se tanto a ancoragem molecular quanto as analises in silico de propriedades moleculares,
toxicologicas e farmacocinéticas, visto que para uma molécula ser um potencial candidato a

farmaco, além de possuir uma boa atividade, tem de possuir boas propriedades
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farmacocinéticas no sistema biol6gico humano e uma baixa toxicidade (MABKHOT et al.,

2016).

5.1. Avaliacdo das propriedades moleculares

As propriedades moleculares das séries propostas foram determinadas utilizando o

software online Molinspiration® e encontram-se dispostas na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades moleculares dos derivados de lapachol e umbeliferona.

Molécula LogP  TPSA NA MM Volume NALH  NDLH ABS
Lapachol 3,16 54,37 18 242,27 223,94 3 1 90,24
LPO1 2,95 43,38 18 242,27 219,96 3 0 94,03
LP02 2,95 43,38 18 242,27 219,96 3 0 94,03
LPO3 1,71 63,60 19 260,29 234,24 4 1 87,05
LP04 2,80 43,38 18 240,26 213,77 3 0 94,03
LPO5 2,54 43,38 17 226,23 197,51 3 0 94,03
LP06 1,78 63,60 19 258,27 228,00 4 1 87,05
LPO7 5,97 26,03 21 279,38 276,94 2 0 100,01
LPO8 5,45 52,34 25 337,42 321,47 4 0 90,94
LP09 5,32 35,27 22 293,37 274,79 3 0 96,83
LP10 5,68 46,26 22 295,38 284,96 3 1 93,04
LP11 6,30 46,26 25 329,40 306,21 3 1 93,04
LP12 5,94 35,27 25 327,38 296,03 3 0 96,83
LP13 5,97 38,67 24 321,42 308,02 3 0 95,65
LP14 2,18 74,60 19 260,29 237,85 4 2 83,26
LP15 3,42 54,37 19 278,74 243,37 3 1 90,24
LP16 3,62 47,28 18 240,26 214,09 3 0 92,68
LP17 1,78 63,60 19 258,27 228,00 4 1 87,05
LP18 -0,50 97,75 22 322,34 259,43 6 1 75,27
LP19 6,54 43,38 26 356,51 356,51 3 0 94,03
LP20 2,50 100,57 22 298,35 270,22 6 4 74,30
LP21 3,54 34,14 18 244,26 220,86 2 0 97,22
LP22 4,32 86,47 27 361,40 326,59 5 2 79,17
LP23 5,09 152,09 32 436,38 361,97 10 0 54,53
LP24 5,27 80,67 27 362,38 323,32 5 1 81,17
LP25 2,35 100,57 22 296,33 264,04 6 4 74,30
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Umbeliferona 1,51 50,44 12 162,14 136,60 3 1 91,59
UMBO01 2,92 56,52 19 260,29 239,54 4 0 89,50
UMBO02 4,21 67,26 28 372,42 33427 5 2 85,79
UMBO03 3,92 45,73 18 237,26 212,29 3 1 93,22
UMBO04 0,91 100,10 22 317,32 251,74 6 2 74,46
UMBO05 4,80 47,28 21 286,37 281,74 3 0 92,68
UMBO06 2,21 56,52 16 218,21 189,92 4 0 89,50
UMBO07 2,05 39,45 13 176,17 154,13 3 0 95,38
UMBO08 3,88 76,74 21 282,25 235,98 5 1 82,52
UMBO09 2,05 39,45 13 176,17 154,13 3 0 95,38
UMBL10 1,66 96,26 15 207,14 159,94 6 1 75,79
UMB11 0,95 82,54 16 219,20 184,40 5 2 80,52
UMB12 0,69 85,61 19 261,23 221,06 6 1 79,46
UMB13 1,02 70,67 13 178,14 144,62 4 2 84,61
UMB14 1,88 48,68 14 190,15 152,52 4 0 92,20
UMB15 0,38 59,06 13 178,14 140,99 4 1 88,62
UMBL16 -0,87 86,99 14 196,16 158,88 5 3 78,98
UMBL17 0,35 65,00 15 208,17 166,77 5 1 86,57
UMB18 1,06 107,63 16 218,22 186,87 6 5 71,86
UMB19 3,47 57,76 21 296,35 252,55 4 2 89,07
UMB20 2,86 117,69 28 394,41 319,22 8 2 68,39
UMB21 2,21 39,45 15 200,19 176,63 3 0 107,38
UMB22 2,41 154,04 29 394,35 321,27 11 3 55,85
UMB23 1,64 48,68 15 206,20 179,68 4 0 92,20
UMB24 3,14 127,69 28 379,33 309,26 2 64,94
UMB25 2,48 29,46 13 184,14 143,99 2 1 98,83

Doxorrubicina 0,57 206,0 39 543,52 459,18 12 3 37,90

Topotecano 0,43 104,90 31 421,45 368,14 8 2 72,81
Etoposideo 0,70 160,86 42 588,56 493,51 13 3 53,50

Legenda: TPSA - area superficial polar topoldgica; NA - nimero de atomos; MM - massa molecular; NALH -
nimero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio; NDLH — numero de grupos doadores de ligagdo de

hidrogénio; ABS — taxa de absorcao.

Dentre todas as moléculas propostas, as substancias LP07, LP08, LP09, LP10, LP11,
LP12, LP13, LP19, LP23 e LP24 apresentaram log P acima de 5, sendo classificadas como

altamente hidrofobicas além de violarem uma regra de Lipinski, que recomenda que este valor
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seja abaixo de 5 para que se tenha um perfil farmacocinético adequado (LIPINSKI, 2004).
Enquanto que os derivados LP18 e UMB16 apresentaram valores de log P abaixo de zero,
-0,5 e -0,87, respectivamente, indicando um carater hidrofilico.

Os derivados LP04, LP17, LP20 e LP25 apresentaram um perfil menos lipofilico que
0 lapachol, e os derivados da umbeliferona, UMB22, UMB24 e UMB25, apresentaram-se
mais lipofilicos que sua molécula de partida, onde a grande maioria das moléculas propostas
apresentaram valor de log P entre 0 e 3 indicando um perfil molecular com melhor balango
entre a solubilidade e a permeabilidade. Quando comparados ao topotecano, doxorrubicina e
etoposideo, farmacos antineoplasicos e inibidores da topoisomerase | e I, respectivamente,
todas as substancias propostas apresentaram um comportamento mais lipofilico, visto que a
doxorrubicina, o etoposideo e o topotecano apresentam uma natureza mais polar com log P de
0,57, 0,60 e 0,50 valores estes, que corroboram com dados encontrados na literatura (AMIJI,
2007; ZHAO et al, 2013).

Em relacdo ao peso molecular, todos os derivados apresentaram peso molecular
abaixo de 500 Da, o que indica que podem ser facilmente transportados, difundidos e
absorvidos. E ja em relacdo a area de superficie polar topologica (TPSA), observou-se que
todos os derivados apresentaram uma area abaixo de 110 A2,

A partir dos valores obtidos da TPSA foi possivel calcular a porcentagem de
absorcdo (%ABS) pelo método relatado por Zhao e colaboradores (2002) usando a seguinte
formula: % ABS = 109 - (0,345 x TPSA). Aqui, observou-se que todos os derivados

apresentaram uma taxa de absorcao que variou de 54 a 100%.

5.2. Propriedades Toxicologicas

Os riscos de toxicidade (mutagenicidade, tumorigenicidade, irritacdo e reproducéo) e

propriedades fisico-quimicas (solubilidade, similaridade com farmaco e classificagdo de
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farmaco) foram calculados pela metodologia desenvolvida por Osiris® e estdo dispostos na

Tabela 2.

Tabela 2. Predigdo dos riscos toxicolégicos dos derivados de lapachol e umbeliferona.

Efeito no
Molécula Mutagénico  Tumorigénico  Irritante sistema DrugL DrugS
reprodutivo

Lapachol N N N A -2,02 0,28
LPO1 A N N -7,69 0,16
LP02 N N N N -4,63 0,42
LPO3 N N N N -3,07 0,46
LPO4 N N N N -3,57 0,44
LPO5 N N N N -2,05 0,49
LPO6 N N N N -2,08 0,48
LPO7 A A M A -2,98 0,04
LP08 A A M A -2,69 0,04
LP09 A A M A -4,0 0,04
LP10 A A M A -2,91 0,05
LP11 A A M A 0,41 0,05
LP12 A A M A -0,73 0,04
LP13 N N N N -5,06 0,26
LP14 N N N N -3,04 0,45
LP15 A A M M -5,42 0,09
LP16 N N N N -1,85 0,36
LP17 N N N A -5,71 0,27
LP18 N N N A -6,64 0,27
LP19 N N N A -22,54 0,18
LP20 N N N A -0,38 0,37
LP21 N N N N -8,82 0,37
LP22 N N N N -0,73 0,39
LP23 N N N N -15,82 0,24
LP24 N N A N -1,66 0,19
LP25 N N N N 0,7 0,7
Umbeliferona A N N N -4,4 0,29
UMBO01 N N N N -8,99 0,44
UMBO02 N N N A 0,72 0,35
UMBO03 N N N N -1,68 0,5
UMBO04 A N A N -3,91 0,17
UMBO05 N N N A -29,17 0,2
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UMBO06 N N N N -2,46 0,29
UMBO07 N N N N -4,02 0,28
UMBO08 N N A A -3,8 0,15
UMBO09 N N N N -3,93 0,48
UMB10 N N N N -10,68 0,47
UMB11 N N N A -9,18 0,27
UMB12 A N N A -0,98 0,21
UMB13 N A N N -4,29 0,29
UMB14 N N N A -3,08 0,28
UMB15 A N A N -1,22 0,21
UMB16 N A N N -6,52 0,49
UMB17 N N N A -2,03 0,32
UuMB18 N N N N 1,54 0,87
UMB19 N N N N -2,69 0,4
UMB20 N N N N -0,77 0,44
UMB21 N N N N -3,93 0,47
uMB22 N A N N -18,92 0,24
UumMB23 N N N A -1,38 0,34
UMB24 N N N N -5,34 0,42
UMB25 N N N N -8,42 0,44
Doxirrubicina N N A N 4,57 0,31
Topotecano N N N N 6,64 0,84
Etoposideo N N N N -0,28 0,39

Legenda: DrugL — drug likeness; DrugS — drug-score; A — alto risco; M —risco moderado; N — sem risco.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel predizer que as substancias LP01, LP15,
umbeliferona, UMB04, UMB12 e UMB15 apresentam alto risco mutagénico. Os derivados
LPO7, LP08, LP09, LP10, LP11 e LP12 apresentam alto risco tumorigénico, mutagénico e
efeito no sistema reprodutor e risco moderado de irritacdo. Enquanto que os derivados LP24,
UMBO04, UMBO08 e UMB15 apresentam alto risco irritante, e o lapachol, LPO1, LP17, LP18,
LP19, LP20, UMB02, UMBO05, UMB08, UMB11, UMB12, UMB14, UMB17 e UMB23
apresentam risco elevado de efeito na reproducéo.

Na analise do perfil drug-likeness e drug-score, as moléculas LP0O7, LP08, LP09,
LP10, LP11, LP12, LP15 e LP25 apresentaram valores de drug-score abaixo de 0,1 e somente

LP10, UMBO06 e UMB24 apresentaram valor positivo na analise de drug-likeness.
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5.3. Ancoragem molecular

Para a realizacdo da ancoragem molecular, o grid box foi construido para cada uma

das enzimas de acordo com as dimensdes dispostas no quadro 6, e posteriormente validada.

Quadro 6. Dimensdes do grid box para a realizagdo da ancoragem molecular.

Enzima Cadigo Dimensdes Espagamento (A)
Topoisomerase | 1k4t 39x36x29 1
Topoisomerase 11-a 1zxn 26x22x28 1
Topoisomerase I1-8 3gx3 30x34x34 1

Foi realizada a validacdo do método com as trés enzimas utilizadas da topoisomerase
(1, I alfa e 11 beta), 1K4T, 1ZXN e 3QX3, respectivamente, com 0s seus respectivos ligantes
cocristalizados obtidos na plataforma PDB por meio da analise do redocking utilizando o grid

box anteriormente elaborado. Os resultados estdo expressos na tabela 3.

Tabela3. Validacdo do método in silico de ancoragem molecular pelo método do redocking.

Enzima Resolugdo (A) RMSD (A) Energia de ligagéo (Kcal/mol)
Topoisomerase | 2,1 1,053 -12,5
Topoisomerase 11-a 2,51 0,886 -11,4
Topoisomerase 11-p 2,16 0,548 -13,5

Legenda: RMSD — desvio médio quadratico.

A partir da analise do redocking, pode-se observar que em todos os métodos
desenvolvidos, o valor de RMSD, desvio entre a posicdo da molécula cocristalizada e a
posicdo do ligante, considerando a pose mais estavel do cluster mais populoso e com menor
energia de ligacdo, apds o processo de ancoragem molecular foi menor que 2 A,
representando assim, um alto grau de superposicdo e orientacdo relativa da conformacéo na
estrutura cristalografica (figura 21). Com isso, os métodos foram considerados adequados e

confiaveis, validando as condi¢des utilizadas para as ancoragens investigadas in silico.
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Figura 21. Redocking dos ligantes cocristalizados com a topoisomerase. Visualizacdo da sobreposi¢do da
pose cristalografica original (vermelho) e da pose dos ligante (verde) no sitio de ligacdo apds a utilizacdo dos
métodos desenvolvidos. A) Topotecano — topoisomerase |; (B) ANP — topoisomerase Il alfa; (C) Etoposideo —

topoisomerase 11 beta.

5.3.1. Triagem virtual

A triagem virtual dos derivados propostos foi realizada por meio da ancoragem
molecular utilizando o programa Autodock Vina®, onde a selecdo das moléculas que seriam
sintetizadas foi baseada no score de encaixe do ligante com o receptor, onde se utilizou como
valor de corte a energia de ligacdo de -8,0 kcal/mol, bem como a presenca de ligacdo de
hidrogénio com os aminoacidos presentes no sitio de ligacdo. Os resultados obtidos na analise
da ancoragem molecular estdo expressos nas tabelas presentes no Apéndice 3, Apéndice 4 e
Apéndice 5.

Dentre todas as moléculas analisadas na ancoragem com a topoisomerase I, 41
apresentaram uma energia de ligacdo menor que -8,0 kcal/mol, sendo que destas, 20
apresentaram a presenca de ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos no sitio
ativo da topoisomerase |, caracterizando um melhor perfil de complementariedade. Dentre
estas, as melhores moléculas foram a LP04, LPO5, LP18, LP20, LP23, LP24 e LP25, UMB22,
UMB24 e UMB25, visto que apresentaram menores energias de ligacdo e maiores interacoes

com a enzima.
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O derivado LP04 apresentou ligagdo de hidrogénio do grupo carbonila da quinona
com a asparagina 722, bem como intera¢des hidrofébicas com a arginina 364, treonina 718,
lisina 532, aspartato 533 e a base adenina 113. Também foram observadas interagdes n-n do
anel naftalénico do ligante com os anéis aromaticos dos pares de bases TGP11 e DT10,
conferindo uma estabilidade a interacdo entre o ligante e o receptor. O derivado LP17 também
apresentou ligacdo de hidrogénio com arginina 364, interacfes hidrofobicas com a
fenilalanina 361, &cido glutamico 356, lisina 374 e 425, triptofano 416, isoleucina 377 e 420,
asparagina 419 e o par de base adenina 113, além da interagdo m-cation com acido glutdmico

418 (figura 22).
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Figura 22. Representacdo 2D das interagdes dos derivados LP04 (A) e LP17 (B) com os aminoécidos do sitio

ativo da topoisomerase I.

Os derivados LP18, LP23 e LP24 (figura 23) apresentaram ligacdo de hidrogénio da

carbonila da quinona e do grupo sulfonil com os residuos dos aminoacidos arginina 364 e
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triptofano 416, e com os pares de bases adenina 113 e TGP11, além das interacdes
hidrofébicas com o 4cido glutdmico 356, asparagina 352, lisina 425 e 532, fenilalanina 361,
treonina 718, isoleucina 535 e os pares de bases DA13 e DT10. Também apresentaram
interagdes m-m dOS Seus anéis aromaticos com os pares de bases TGP11, DC112 e DA113,

além da interagdo m-cation do anel naftalénico com a asparagina 533 e &cido glutamico 418.
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Figura 23. Representacdo 2D das intera¢Bes dos derivados LP18 (A), LP23 (B) e LP24 com os aminoécidos do
sitio ativo da topoisomerase I.

Os derivados LP20 e LP25 (figura 24) apresentaram ligacdo de hidrogénio com o0s

residuos de lisina 425, asparagina 722 e os pares de bases DA114 e DA113. Além das
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interacbes hidrofébicas com os residuos de lisina 532, treonina 718, asparagina 533,

fenilalanina 361, serina 423, isoleucina 420 e 424.
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Figura 24. Representacdo 2D das interacbes dos derivados LP20 (A) e LP25 (B) com os aminoacidos do sitio

ativo da topoisomerase I.

Entre os derivados da umbeliferona, os que apresentaram melhor interacdo com 0s
residuos do sitio ativo da topoisomerase | foram a UMB22, UMB24 e UMB25. O derivado
UMB22 apresentou ligacdo de hidrogénio com lisina 425 e os pares de bases DA114 e DGS6,
além das interacdes hidrofobicas com a isoleucina 377, serina 423, glutamina 421, treonina
498, fenilalanina 361, asparagina 419 e com os pares de bases DA113, DG115, DA7 e
DC117. Os derivados UMB24 e UMB25 apresentaram ligacdo de hidrogénio da hidroxila
fendlica com arginina 364, sendo que a UMB24 também apresentou ligacdo de hidrogénio
com o par de base TGP1l, bem como interagdes m-t com DA113 e DC112 e interaches
hidrofobicas com lisina 532, treonina 718, arginina 488, histidina 632, asparagina 352,
isoleucina 535, tirosina 723 fosforilada, e com os pares de bases DT116, DT10 e DG12. Ja o

derivado UMB25 apresentou interagdes hidrofobicas do anel benzopirano com os residuos de
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asparagina 418 e 419, lisina 374 e 425, isoleucina-377 e 420, fenilalanina 361, acido

glutdmico 418 e os pares de base DA113. (figura 25).
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Figura 25. Representacdo 2D das interacdes dos derivados UMB22 (A), UMB24 (B) e UMB25 (C) com o0s

residuos de aminoécidos do sitio ativo da topoisomerase |.

Os derivados LP18, LP20 e LP23 apresentaram a formacéo de ligacdo de hidrogénio
com os residuos de asparagina 91, 120 e 150 e serina 149, além de interacdes hidrofobicas
com os residuos de serina 148, treonina 159 e 215, asparagina 94 e 95, glicina 164, lisina 123

e 168, fenilalanina-142 e alanina-92 (figura 26).
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Figura 26. Representagdo 2D das interagOes dos derivados LP18 (A), LP20 (B) e LP23 (C) com os residuos de
aminoAcidos do sitio ativo da topoisomerase Il alfa.

Os derivados LP24 e LP25 apresentaram a formacédo de ligacdo de hidrogénio com
0s residuos de asparagina 94 e 150 e serina 149, além de apresentarem interacdes hidrofobicas
com os residuos de glicina 161,164 e 166, fenilalanina 142, isoleucina 125, alanina 167, lisina
168, treonina 147, serina 148, acido glutamico 97 e asparagina 95. O derivado LP25 tambéem

apresentou interagdo n-cation com o residuo de aspartato 94 (figura 27).
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Figura 27. Representacdo 2D das interacdes dos derivados LP24 (A) e LP25 (B) com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo da topoisomerase 11 alfa.

Entre os derivados da umbeliferona, somente os derivados UMB22 e UMB24 foram
capazes de realizar ligagdes de hidrogénio e com menor energia de afinidade com a
topoisomerase Il alfa. O derivado UMB24 apresentou a formacdo de ligacdo de hidrogénio
com os residuos de serina 148, asparagina 150 e 163 e arginina 162, além de interacOes
hidrofobicas com os residuos de isoleucina 125, 88, 118 e 127, aspartato 94, glicina 166,
treonina 165 e 147, alanina 167 e 92, serina 149, arginina 98, asparagina 91 e 120. Por sua
vez, o derivado UMB24 apresentou ligac6es de hidrogénio com a serina 149, asparagina 150,
glicina 164 e 166, acido glutdmico 376 e treonina 165, bem como interacdes hidrofébicas com
a isoleucina 141 e 125, fenilalanina 142, treonina 215, asparagina 120, 91, 95 e 163, alanina

92, arginina 98 e 162, glicina 161, acido glutamico 87, lisina 378 e serina 148 (figura 28).
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Figura 28. Representagdo 2D das interagdes dos derivados UMB22 (A) e UMB24 (B) com os residuos de

aminoacidos do sitio ativo da topoisomerase Il alfa.

Na andlise da ancoragem molecular com a topoisomerase Il beta, dentre todas as
moléculas analisadas, 31 apresentaram uma energia de ligacdo menor que -8,0 kcal/mol,
sendo que destas, 11 apresentaram a presenca de ligacdes de hidrogénio com amino&cidos no
sitio ativo da topoisomerase Il beta, além de interagdes hidrofobicas e do tipo m-m com os
aminodacidos e pares de bases permitindo uma melhor complementariedade com o receptor.

Assim, as melhores moléculas foram: LP0O1, LP04, LP17, LP20, LP24, UMB22 e UMB24.
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Os derivados LP0O1 e LP17 apresentaram interagdes com os residuos de aminoécidos
e pares de bases, apresentando ligacdo de hidrogénio com os pares de base DG13, bem como
interagdes m-m com os pares de bases, DA12 e DT9, além das intera¢6es hidrofobicas com os
residuos de arginina 503, acido glutamico 778 e DC8. Ja o derivado LP25 apresentou ligacdo
de hidrogénio com a arginina 503 e DT9, interagdo n-m com DCS8 e interagdes hidrofobicas

com glicina 776 e 504, DG13, 4cido glutamico 778 e DA12 (figura 29).
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Figura 29. Representacdo 2D das interacdes dos derivados LP01 (A), LP17 (B) e LP20 (C) com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo da topoisomerase Il beta.
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O derivado LP04 apresentou ligacdo de hidrogénio com DT9, interagdes m-n com o0s
pares de bases DC8, DG13 e DA12 e interagdes hidrofébicas com alanina 779 e acido
glutdmico 778. Enquanto que o derivado LP24 apresentou ligagdo de hidrogénio com DC8 e
DG13, interagdo m-cation com DT9 e interagdes hidrofobicas com a glicina 478, 504 e 776,

asparagina 479, arginina 503, DG10, DA12 e acido glutdmico-778 (figura 30).
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Figura 30. Representacdo 2D das interagdes dos derivados LP04 (A) e LP24 com os residuos de aminoacidos do

sitio ativo da topoisomerase |l beta.

Dentre os derivados da umbeliferona, os que apresentaram uma possivel interacao
com a topoisomerase 11 beta foram os derivados UMB22 e UMB24 (figura 31).

O derivado UMB22 apresentou ligacdo de hidrogénio com DT9, alanina 779, DA12
e 4cido glutdmico 778, interagdes m-m com DC8, DG10 ¢ DG13 e interagdes hidrofobicas com
arginina 503, lisina 456, glicina 776 e acido glutdmico 777. Ja o derivado UMB24 apresentou
ligacdo de hidrogénio com a lisina 456 e DG10, interacdes hidrofébicas com glicina 478,

aspartato 479, arginina 503, DC8, DG13, DT9 e DA12.
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Figura 31. Representagdo 2D das interacdes dos derivados UMB22 (A) e UMB24 (B) com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo da topoisomerase Il beta.

Na andlise dos resultados obtidos com a ancoragem molecular dos derivados com a
topoisomerase Il beta, ndo se observou a formacdo de ligagdo de hidrogénio com os

amino&cidos criticos do sitio ativo, apresentando somente interagdes do tipo hidrofobica com
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estes residuos, principalmente com a metionina 782, acido glutdmico 778 e aspartato 479,
permitindo uma possivel estabilizacdo no sitio ativo dos derivados. Porém, ao comparar a
interacdo dos ligantes com topoisomerase |1 alfa e beta, observou-se que todos os derivados
apresentaram uma maior afinidade com o receptor da topoisomerase |1 alfa devido o melhor
perfil de complementariedade, bem como menor energia de afinidade.

Assim, a partir da andlise da ancoragem molecular com as enzimas topoisomerases,
as moléculas que apresentaram uma maior probabilidade de atuarem com inibidores da
topoisomerase devido um melhor perfil de complementariedade com o sitio ativo foram os

derivados LP04, LP17, LP18, LP20, LP23, LP24, LP25, UMB22, UMB24 e UMB25.

5.5. Parametros farmacocinéticos

A analise dos pardmetros farmacocinéticos foi realizada utilizando o software
PreADMET®, e os resultados estdo dispostos na tabela 5, onde os parametros que tiveram
maior significancia durante as analises foram: Caco2 (taxa de absor¢do), HIA (taxa de
absorcdo intestinal humana), ligacdo as proteinas plasmaticas (distribuicao) e inibicdo da

glicoproteina-P.

Tabela 5. Avaliagdo in silico de pardmetros relacionados a absorcéo e distribui¢do dos derivados do lapachol

realizada pelo software PreADMET.

BBB -
Molécula HIA (Ccérebro/ Permeabilidade LPP (%) IPGP
(%) Caco-2 (nm/sec)
Csangue)

Lapachol 95,49 0,82 21,34 100 Negativo
Umbeliferona 94,17 0,58 19,51 42,39 Negativo
LPO4 97,83 2,12 43,76 87,31 Negativo
LP17 96,05 0,67 0,25 80,94 Negativo
LP18 96,31 0,17 0,37 72,39 Negativo
LP20 79,11 0,09 1,01 54,18 Negativo
LP25 79,11 0,57 0,62 50,57 Negativo
UMB22 84,61 0,06 18,65 77,28 Negativo
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UMB24 92,01 0,10 20,02 89,77 Negativo

UMB25 96,88 2,68 23,27 71,48 Negativo

Legenda: HIA — absor¢do no intestino humano; BBB-penetracéo barreira hematoencefalica; IPGP- inibidor da

glicoproteina-P; LPP — ligacéo as proteinas plasmaticas.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que todos os derivados apresentaram
uma ligacdo fraca em relagdo as proteinas plasmaticas, somente o lapachol, molécula de
partida, apresentou forte ligacdo. E em relacdo a penetracdo da barreira hematoencefalica ,
observou-se que os derivados LP04 e LP25 apresentaram maior predicdo de penetrarem a
barreira hematoencefélica, apresentando o nivel de concentracdo cérebro/ concentracao
sangue acima de 2, enquanto os derivados LP17, LP18, LP25, UMB24 e as moléculas de
partida, lapachol e umbeliferona, apresentaram média penetracdo. Os Unicos derivados que
apresentaram baixa predicdo de penetracdo foram o LP20 e UMB22 segundo a classificacao
de Ma, Chen e Yang (2005).

Na andlise de predicdo da absorcédo intestinal, utilizou o pH 7,4, para mimetizar as
condicdes in vivo. A partir dos resultados obtidos, observou-se que todos os derivados
apresentaram boa absorcdo segundo a escala de Yee (1997). Em quanto que na predicdo da
permeabilidade das células Caco-2, observou-se que os derivados LP04, UMB22, UMB24 e
UMB25 apresentaram média permeabilidade, enquanto os derivados LP17, LP18, LP20 e
LP25 apresentaram baixa permeabilidade conforme a classificacdo adotada por Yazdanian e
colaboradores (1998).

Na analise da predicdo de inibicdo da glicoproteina P, nenhum dos derivados

apresentou atividade inibitoria in silico.
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5.6. Obtencéo dos derivados do lapachol e da umbeliferona

5.6.1. Sintese do LP04

Na sintese do LP04, 2-2-dimetil-2H-nafto(2,3-b)piran-5,10-diona, apds o processo de
purificacdo foram obtidos cristais de coloracdo amarela com rendimento de 46% e fator de
retencdo de 0,42 observado em CCD utilizando como fase movel, hexano e acetato de etila
(6:4). O derivado apresenta como férmula molecular C;5H;,03 e ponto de fusdo de 270,8 °C.

Para a confirmacdo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e
espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN *H (CDCls) & (ppm)

estdo representados figura 32.
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Figura 32. Espectro de RMN de tH do derivado LP04.

Os dados de deslocamentos quimicos foram compativeis e caracteristicos da
estrutura do derivado. Como o peso molecular esperado para esta substancia era,

aproximadamente, de 240,25 g/mol, a mesma foi submetida a analise por espectrometria de
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massas, e 0 espectro de ions totais (Figura 33) revelou a presenca de um pico base de m/z

241,27, conferindo com a massa da molécula desejada.
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Figura 33. Espectro de massas ho modo positivo [M+H]+.

5.6.2. Sintese do LP17
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Na sintese do LP17, 2-hidroxi-p-lapachona, apds a purificacdo foi obtido um solido

amorfo de coloracdo laranja com rendimento de 52% e fator de retencdo de 0,23 observado

em CCD utilizando como fase movel, hexano e diclorometano (6:3). O derivado possui como

formula molecular Cy5H;1404 € ponto de fusdo de 326,62 °C.

Para a confirmacdo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e

espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN tH (CDCl3) 6 (ppm)

estdo dispostos na figura 34.

O peso molecular esperado para esta substancia era, aproximadamente, de 258,27

g/mol. Assim, a molécula foi submetida a analise por espectrometria de massas, € 0 espectro

de ions totais (Figura 35) revelou a presenca de um pico base de m/z 259,29 conferindo com a

massa da molécula desejada.
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Figura 35. Espectro de massas no modo positivo [M+H]+ do derivado LP17.

5.6.3. Sintese do LP18

Na sintese do LP18, 2,2-dimetil-5,6-dioxo-3,4,5,6-tetraidro-2H-benzo(h)piran-3-
sulfonico, apds a purificacdo foram obtidos cristais de coloracdo vermelha com rendimento de
46% e fator de retencdo em CCD de 0,42 na fase mével contendo hexano e acetato de etila

(2:8). O derivado possui como formula molecular C15H1406S € ponto de fusdo de 326,62 °C.
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Para a confirmacéo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e
espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN *H (CDCls) & ppm

estdo dispostos na figura 36.
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Figura 36. Espectro RMN de *H do derivado LP18.

O peso molecular esperado para esta substancia era, aproximadamente, de 322,05
g/mol. Assim, a molécula foi submetida a analise por espectrometria de massas, e 0 espectro
de ions totais (Figura 37) revelou a presenca de um pico base de m/z 321,30 29 conferindo

com a massa da molécula desejada.
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Figura 37. Espectro de massas no modo positivo [M-H]" do derivado LP18.
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5.6.4. Sintese do LP20

Na sintese do LP20, (Z)-2-(2,2-dimetil-6-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]piran-5(6H)-
ilideno)hidrazinacarboximidamida, ap6s a purificacdo foi obtido um sélido amorfo de
coloragéo vermelha com rendimento de 63% e fator de retencdo de 0,23 em CCD contendo
como fase movel o acetato de etila e metanol (8:2). O derivado possui como férmula
molecular C16H1sN4O5.

Para a confirmacdo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e
espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN 'H (CD3(2S0)) &

ppm estdo dispostos na figura 38.
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Figura 38. Espectro RMN de H da molécula LP20 obtido no equipamento modelo Bruker Ascend (500 MHz).

O peso molecular esperado para esta substancia era, aproximadamente, de 298,14
g/mol. Assim, a molécula foi submetida a analise por espectrometria de massas, e 0 espectro
de ions totais (Figura 39) revelou a presenca de um pico base de m/z 299,27 conferindo com a

massa da molécula desejada.
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Figura 39. Espectro de massas do derivado LP20 obtida no modo positivo [M+H]+.

5.6.5. Sintese do LP23

Na sintese do LP23,

il)naftaleno-1,4-diona, apds a purificacdo foi obtido um cristal de coloracdo amarela com

rendimento de 17% e fator de retencdo de 0,36 em CCD na fase mdvel contendo acetato de

etila e hexano (6:4). O derivado possui como férmula molecular C;,H16N20Os.

Para a confirmacdo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e

espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN *H (CDClz) 6 ppm

estdo dispostos na figura 40.
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Figura 40. Espectro RMN de *H da molécula LP23.
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A molécula foi submetida a andlise por espectrometria de massas, e 0 espectro de
jons totais (Figura 41) revelou a presenca de um pico base de m/z 505,29 sendo acima da
massa molecular esperada, embora os des locamentos quimicos do RMN *H confiram com a
molécula desejada. Isto pode ser explicado, devido a formacdo de adutos de s6dio com o ion

(representados com as setas), conferindo assim o acréscimo de massa.
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Figura 41. Espectro de massas do derivado LP23 obtida no modo positivo [M+H]+ com os adutos de sédio
representados pelas setas verdes [M+Na]+.

5.6.6. Sintese do LP24

Na sintese do LP24, 2-hidroxi-(2-hidroxifenil)-metoxi-3-(3metilbut-2-en-1-
il)naftaleno-1,4-diona, apds a purificacdo foi obtido um cristal de coloracdo amarela com
rendimento de 21% e fator de retencdo de 0,41 na fase mdvel contendo acetato de etila e
hexano (8:2). A molécula possui como férmula molecular C2;H;50:s.

Para a confirmacdo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e
espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN tH (CDCl3) 6 ppm

estdo dispostos na figura 42.
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Figura 42. Espectro RMN de *H da molécula LP24.

A molécula foi submetida a analise por espectrometria de massas, € 0 espectro de

jons totais (Figura 43) revelou a presenca de um pico base de m/z 333,22.
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Figura 43. Espectro de massas do derivado LP24 obtida no modo negativo [M-H]".

5.6.7. Sintese do LP25

Na sintese do LP25, E-2-2-dimetil-5-0x0-3,4-hidridro-2H-benzo(g)piran-10-5H-
ilideno-hidrazinacarboxiimida, ap6s a purificacdo foi obtido um cristal de coloracdo amarela
com rendimento de 21% e fator de retencdo de 0,41 na fase mdvel contendo acetato de

etila:hexano (8:2). A molécula possui como formula molecular C16H15N4O>
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Para a confirmacéo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e
espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN 'H (CD3(2S0)) &

ppm estdo dispostos na figura 44.
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Figura 44. Espectro RMN de *H do derivado LP25.

O peso molecular esperado para esta substancia era, aproximadamente, de 298,14
g/mol. Assim, a molécula foi submetida a analise por espectrometria de massas, e 0 espectro
de ions totais (Figura 45) revelou a presenca de um pico base de m/z 299,21 conferindo com a

massa da molécula desejada.
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Figura 45. Espectro de massas do derivado LP25 obtida no modo positivo [M+H]+.
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5.5.8. Sintese do UMB22 e UMB24

Na realizacdo da semissintese, pode-se observar que ndao houve a formacgéo do triazol
dos derivados UMB22 e UMB24 devido a auséncia de sinais deslocamentos quimicos na
analise de *H por RMN que fosse indicativo destas moléculas bem como no pico base na
analise de espectrometria de massas, podendo estar relacionado a ndo reducéo do grupo —NO,
para —NH,, etapa necesséaria para a formacdo da azida. JA no derivado UMB25, a ndo
formacdo do triazol pode estar relacionada a ndo formacdo da azida a partir da 2,4-
dinitrofenilhidrazina, visto que houve a formacdo do alcino a partir da umbeliferona,

apresentando deslocamentos quimicos no RMN de *H compativeis.

5.6.9. Sintese do UMB25

Na sintese do UMB25, 2,2-difluor-2H-benzopiran-7-ol, apos purificacdo, foi obtido
um sélido amorfo de coloracdo branca com rendimento de 35% e fator de retencéo de 0,49 na
fase movel contendo cloroférmio e metanol (9,5:0,5). Apresentando como férmula molecular
CyHgF,0, e ponto de fusdo de 135,18 °C.

Para a confirmacdo estrutural, foram realizadas as analises de RMN de 'H e
espectrometria de massas. Os deslocamentos quimicos obtidos no RMN *H (CDClz) 6 ppm

estdo dispostos na figura 46.
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Figura 46. Espectro RMN de tH do derivado UMB25.
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O peso molecular esperado para esta substancia era, aproximadamente, de 184,03
g/mol. Assim, a molécula foi submetida & analise por espectrometria de massas, e 0 espectro
de ions totais (Figura 47) revelou a presenca de um pico base de m/z 185,14 conferindo com a

massa da molécula desejada.
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Figura 47. Espectro de massas do derivado UMB25 obtida no modo positivo [M+H]+.

5.7. Avaliagdo da citotoxicidade

O efeito das moléculas sintetizadas sob a viabilidade celular foi realizado nas
linhagens de células MCF-7, HCT 116, SK-Mel 19, HepG2, MES-SA/DX5 e MRC-5,
utilizando o ensaio do Alamar blue, estdo representados na tabela 6. Assim, todas as
moléculas obtidas foram avaliadas em concentracdo Unica (20 uM), prosseguindo no estudo
somente as que apresentassem uma reducdo da viabilidade celular menor que 10% para que as
moléculas sejam consideradas potenciais candidatas a farmacos anticancer precisam
apresentar citotoxicidade em células neopléasicas.

A partir dos resultados do, as amostras com viabilidade celular foram selecionadas
para realizacdo de diluicdes sucessivas para obtencdo da curva e célculo da Clso (concentracdo

necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50%).
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Os derivados do lapachol apresentaram valores de Clso variando entre 4,88 a 10,57
MM na linhagem MRC-5 e para as linhagens tumorais os valores de Cls, variaram entre 2,41 a
18,68 uM. Enquanto que ndo foi possivel calcular o valor de Clso para os derivados da
umbeliferona, visto que a maior concentracdo testada ndo reduziu a viabilidade celular em
50%. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e também apresentou

citotoxicidade contra todas as linhagens celulares tumorais testadas (tabela 6).



Tabela 6.- Efeito dos derivados da umbeliferona e lapachol na viabilidade celular de linhagens tumorais e ndo tumoral (MRC-5) utilizando o ensaio Alamar blue no tempo de

tratamento de 72h. Os valores estéo representados como CI50 (intervalo de confianga de 95%).

Molécula Clao (M)
MRC-5 MCF-7 HCT116 SK-Mel 19 MES-SA/DX5

LPO4 10,57 (8,86-12,60) 8,20 (7,42-9,07) 18,68 (16,90-20,66) >20 >20
LP17 4,88 (4,09-5,82) 2,41 (2,27-2,55) 5,40 (4,67-6,24) >20 >20
LP18 9,26 (8,10-10,58) 3,71 (3,48-3,95) 9,22 (8,96-9,50) >20 >20
LP20 6,16 (5,69-6,67) 3,88 (3,42-4,41) 7,50 (7,38-7,66) >20 >20
LP23 >20 >20 >20 >20 >20
LP24 >20 >20 >20 >20 >20
LP25 10,56 (9,73-11,46) 4,33 (3,72-5,03) 6,85 (5,69-8,24) >20 >20
UMB25 >20 >20 >20 >20 >20
Lapachol >20 >20 >20 >20 >20
Umbeliferona >20 >20 >20 >20 >20

Doxorrubicina

0,14 (0,10-0,17)

0,84 (0,50-1,43)

0,52 (0,27-0,97)

0,45 (0,36-0,55)

0,42 (0,20-0,87)
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Tabela 7. Efeito dos derivados do lapachol na viabilidade celular de linhagens tumorais (MCF-7 e HCT116) e

ndo tumoral (MRC-5) utilizando o ensaio Alamar blue no tempo de tratamento de 24h. Os valores estdo

representados como Clsg (intervalo de confianga de 95%).

Molécula Clso (M)
MRC-5 MCF-7 HCT116
LP0O4 17,16 (15,51-18,98) 14,28 (12,68-16,09) >20
LP17 9,68 (7,70-12,17) 4,90 (4,23-5,67) 8,86 (7,82-10,04)
LP18 15,96 (14,52-17,56) 14,03 (12,30-16,01) 12,69 (12,12-13,28)
LP20 12,41 (10,18-15,14) 11,08 (9,70-12,65) 14,75 (12,86-16,91)
LP25 15,46 (13,54-17,66) 13,49 (12,19-14,94) 10,01 (8,88-11,27)

Doxorrubicina 3,90 (3,15-4,83)

1,97 (0,95-2,09)

3,32 (1,83-6,02)

Tabela 8. Efeito dos derivados do na viabilidade celular de linhagens tumorais (MCF-7 ¢ HCT116) e ndo

tumoral (MRC-5) utilizando o ensaio Alamar blue no tempo de tratamento de 48h. Os valores estdo

representados como Cls, (intervalo de confiancga de 95%).

Molécula Clso (M)
MRC-5 MCF-7 HCT116
LPO4 14,10 (11,81-16,84) 11,71 (10,94-12,54) >20
LP17 7,75 (6,25-9,08) 3,72 (3,46-3,98) 7,32 (6,58-8,14)
LP18 12,98 (11,84-14,24) 9,48 (7,94-11,33) 10,68 (10,34-11,03)
LP20 8,21 (6,70-10,08) 6,63 (5,66-7,75) 11,11 (10,53-11,74)
LP25 13,28 (10,04-17,56) 8,10 (7,23-9,08) 9,33 (8,56-10,18)

Doxorrubicina 1,10 (0,59-1,71)

1,39 (0,56-2,45)

1,00 (0,78-1,27)

De acordo com os valores obtidos de Clsp nas linhagens tumorais no tempo de 72

horas, selecionou-se as moléculas para os testes posteriores, e calculou-se a viabilidade

celular nos tempos de 24 horas (tabela 7) e 48 horas (tabela 8) para os derivados LP04, LP17,

LP18, LP20 e LP25.

Ao analisar a atividade citotdxica dos derivados de lapachol sobre as células normais

de fibroblasto humano (MRC5), observou-se, que em todos os tempos analisados, 0s

derivados apresentaram um efeito citotéxico menor quando comparado a doxorrubicina. Além
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disso, pode-se observa que a citotoxicidade aumentou de forma gradual conforme maior o

tempo de exposicao as substancias.

5.8. Avaliagdo da genotoxicidade

5.8.1. Ensaio do cometa neutro e alcalino

A avaliacdo da atividade genotdxica de inducdo de dano ao DNA de quebra de fita
simples e dupla foi avaliada pelo ensaio do cometa alcalino e neutro, avaliando o dano
induzido pelos derivados em células ndo neoplasicas (MRC-5) nas concentracGes de 5, 10 e
20 UM por analise comparativa do indice de dano (ID) ao DNA.

Nos resultados obtidos referentes ao cometa neutro na linhagem MRC-5, apos o
tratamento com as substancias LP04, LP17, LP18, LP20 e LP25 no tempo de 3 h de
incubacdo, observou-se que em todas as concentracdes avaliadas houve a indugdo de dano ao
DNA quando comparadas ao grupo controle (DMSO). Porém, em relacdo ao controle
positivo, doxorrubicina (5 uM), todas as substancias apresentaram menor indice de dano em
todas as concentracdes avaliadas (figura 48).

Em todas as concentrages, foi observado uma maior frequéncia nos danos do tipo 1

e 2. A doxorrubicina (5 pM) causou maior frequéncia de dano do tipo 2, 3 e 4.
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Figura 48. indice de dano a0 DNA em células MRC-5 ap6s 3h de tratamento com as substancias LP04, LP17,
LP18, LP20 e LP25 observados no cometa neutro. *p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo,

quando comparado ao DMSO por ANOVA one way seguido de teste Bonferroni.

Nos resultados obtidos na analise do cometa alcalino, observou-se que em todas as
concentracdes avaliadas (5, 10 e 20 pM) houve a inducdo de dano ao DNA quando
comparadas ao grupo controle (DMSOQO). Porém, em relacdo ao controle positivo,
doxorrubicina (5 uM), as substancias LP17 e LP18 na concentracdo de 20 UM apresentou
maior intensidade no dano observado com a doxorrubicina (figura 49).

Em todas as concentracdes avaliadas, os tipos de danos mais frequentes foram o tipo

1 e 2, 0 mesmo foi observado com a doxorrubicina (5 uM).
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Figura 49. indice de dano ao DNA em células MRC-5 ap6s 3h de tratamento com as substancias LPO4, LP17,
LP18, LP20 e LP25 observados no cometa alcalino. *p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo,

guando comparado ao DMSO por ANOVA one way seguido de teste Bonferroni.

A partir dos resultados obtidos, os derivados apresentaram tanto quebras de fita
simples quanto quebras de fita dupla de DNA pelo ensaio do cometa em todas as

concentracgdes testadas (5, 10 e 20 uM) de modo concentracdo-dependente.

5.8.2. Detec¢do do dano induzido por inibidores da topoisomerase

A avaliacdo da detec¢do do dano induzido por inibidores da topoisomerase foi
realizado pela inducdo de dano ao DNA de quebra de fita simples (topoisomerae 1) e dupla
(topoisomerase I1), sendo avaliado pelo ensaio do cometa alcalino e neutro sob acdo da

proteinase K nas células das linhagens tumorais MCF-7 e HCT116.
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Nos resultados obtidos referentes ao cometa neutro na linhagem MCF7, apds o
tratamento com as substancias LP04, LP17, LP18, LP20 e LP25 no tempo de 3 h de
incubacgéo, observou-se que em todas as concentracGes avaliadas houve a inducgéo de dano ao
DNA quando comparadas ao grupo controle. Porém, ao avaliar o cometa onde houve a adicéo
da proteinase K, observou-se que houve aumento no dano ao DNA de forma significativa (p <
0,05) no tratamento com todas as substancias, sendo que somente a LP20 na concentracdo de
7,5 UM ndo apresentou diferenca significativa. Em relacdo ao controle positivo,
doxorrubicina, todas as substancias apresentaram menor indice de dano em todas as
concentragdes avaliadas (figura 50).

Nas concentragdes de 7,5 uM e 15 pM, os tipos de danos mais frequentes foram do
tipo 0, 1 e 2, enquanto que na concentracdo de 30 UM foi observada uma frequéncia de dano

do tipo 1, 2 e 3, onde 0 mesmo foi observado com a doxorrubicina.
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Figura 50. indice de dano ao DNA em células MCF7 ap6s 3h de tratamento com as substancias LP04, LP17,
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LP18, LP20 e LP25 observados no cometa neutro sem e com adi¢do da proteinase K. *p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo, quando comparado ao DMSO por ANOVA two way seguido de teste Bonferroni.

Nos resultados obtidos referentes ao cometa alcalino na linhagem MCF7, apo6s o

tratamento com as substancias LP04, LP17, LP18, LP20 e LP25 no tempo de 3 h de
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incubacgéo, observou-se que em todas as concentracdes avaliadas houve a indugéo de dano ao
DNA quando comparadas ao grupo controle. Porém, ao avaliar o cometa com e sem a adicao
da proteinase K, observou-se que houve aumento no dano ao DNA de forma significativa (p <
0,05) no tratamento com todas as substancias, sendo que somente a LP04, LP20 e LP25 na
concentracdo de 7,5 UM ndo apresentou diferenca significativa. Em relagdo ao controle
positivo, doxorrubicina, todas as substancias nas concentracfes de 15 e 30 UM apresentaram
maior indice de dano (figura 51).

Em relacdo a frequéncia de dano, nas concentracdes de 7,5 UM e 15 uM, os tipos de
danos mais frequentes foram do tipo 0, 1 e 2, enquanto que na concentracdo de 30 puM foi
observado uma frequéncia de dano do tipo 1, 2 e 3. J& no controle positivo, doxorrubicina,

observou-se uma frequéncia de dano do tipo 1, 2 e 3.
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Figura 51. Indice de dano a0 DNA em células MCF7 apds 3h de tratamento com os derivados LP04, LP17,
LP18, LP20 e LP25 observados no cometa alcalino com e sem adi¢do da proteinase K. *p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo, quando comparado ao DMSO por ANOVA two way seguido de teste Bonferroni.

Nos resultados obtidos referentes ao cometa neutro na linhagem HCT116, apds o
tratamento com as substancias LP04, LP17, LP18, LP20 e LP25 no tempo de 3 h de

incubacgéo, observou-se que em todas as concentracGes avaliadas houve a indugéo de dano ao
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DNA quando comparadas ao grupo controle. Porém, ao avaliar o cometa com e sem a adicao
da proteinase K, observou-se que houve aumento no dano ao DNA de forma significativa (p <
0,05) no tratamento com todas as substancias na concentracdo de 30 uM. LP04 e LP20 n&o
apresentaram diferenca significativa na concentracdo de 7,5 UM e 15 uM, bem como o LP18
e LP25 na concentracdo de 7,5 uM. Em relacdo ao controle positivo, doxorrubicina, todas as
substancias apresentaram menor indice de dano em todas as concentra¢des avaliadas (figura
52).

Nas concentragdes de 7,5 uM e 15 pM, os tipos de danos mais frequentes foram do
tipo 0, 1 e 2, enquanto que na concentracdo de 30 UM foi observado uma frequéncia de dano

do tipo 1, 2 e 3, onde 0 mesmo foi observado com a doxorrubicina.
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Figura 52. indice de dano a0 DNA em células HCT116 ap6s 3h de tratamento com as substancias LP04, LP17,
LP18, LP20 e LP25 observados no cometa neutro com e sem adi¢do da proteinase K. *p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo, quando comparado ao DMSO por ANOVA two way seguido de teste Bonferroni.

Nos resultados obtidos referentes ao cometa alcalino na linhagem HCT116, ap0s o
tratamento com as substancias LP04, LP17, LP18, LP20 e LP25 no tempo de 3 h de
incubacgéo, observou-se que em todas as concentracGes avaliadas houve a inducgéo de dano ao

DNA quando comparadas ao grupo controle. Porém, ao avaliar o cometa com e sem a adicao
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da proteinase K, observou-se que houve aumento no dano ao DNA de forma significativa (p <
0,05) no tratamento com todas as substancias, sendo que LP18 e LP20 n&o apresentaram
diferenca significativa na concentracdo de 7,5 puM. Em relagdo ao controle positivo,
doxorrubicina, todas as substancias na concentracdo de 30 UM apresentaram maior indice de
dano (figura 53).

Em todas as concentracdes avaliadas, os tipos de danos mais frequentes foram do

tipo 0, 1 e 2, onde 0 mesmo foi observado com a doxorrubicina.
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Figura 53. indice de dano a0 DNA em células HCT116 ap6s 3h de tratamento com as substancias LP04, LP17,
LP18, LP20 e LP25 observados no cometa alcalino com e sem adi¢éo da proteinase K. *p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo, qguando comparado ao DMSO por ANOVA two way seguido de teste Bonferroni.

5.8.3 Expressdo génica da topoisomerase | e 11

Foi realizado a analise da expressdao dos genes TOP1M, TOP2A, TOP2B nas
linhagens MCF7 e HCT116 ap0s o tratamento com os derivados LP17, LP20 e LP25.

No tratamento com o derivado LP25 na linhagem HCT116, so6 foi possivel observar a
deteccdo da expressao dos genes de topoisomerase I, Il alfa e Il beta nas concentrac6es de 7,5

UM e 15 uM (figura 54), ndo sendo possivel detectar a expressdo no tratamento com 30 uM.
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Nas concentracfes analisadas, observou-se uma reducdo na expressdo dos genes da
topoisomerase com o aumento da concentragdo do derivado, embora ndo tenha ocorrido de

forma significativa (p<0,05).
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Figura 54. Expressdo da topoisomerase | (A e B), topoisomerase Il alfa (C e D) e topoisomerase Il beta (E e F)
ap0s o tratamento com o derivado LP25.

Na analise com os derivados LP17 e LP20, ndo se observou a deteccdo dos genes
estudados, podendo estar relacionada a erros durante o procedimento de conversdo do RNA

para 0 cDNA e/ou durante a analise da qPCR..
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6. DISCUSSAO

A descoberta e o desenvolvimento de farmacos é um processo demorado, podendo
ter muitos fatores responsaveis pelo seu insucesso, como falta de eficacia, efeitos colaterais,
farmacocinética deficiente e razdes comercializaveis (WADOOD et al., 2013). Assim, a
utilizagdo de metodologias in silico tem sido cada vez mais utilizada no planejamento de
farmacos de modo a evitar ou reduzir tais problemas (ROGNAN, 2017; WOLF et al., 2010).

Assim, neste trabalho, optou-se por utilizar o estudo in silico com o intuito de
selecionar possiveis inibidores da topoisomerase a partir de uma série de derivados do
lapachol e da umbeliferona, de modo que permitisse uma modificacdo estrutural direcionada e
um aumento da probabilidade de obtencdo de moléculas bioativas, utilizando tanto a
ancoragem molecular quanto as andlises das propriedades moleculares, toxicoldgicas e
farmacocinéticas, visto que um potencial candidato a farmaco, além de possuir atividade
farmacoldgica, necessita possuir boas propriedades farmacocinéticas e baixa toxicidade
(MABKHOT et al., 2016).

Propriedades como a lipofilicidade, peso molecular e flexibilidade rotacional
influenciam na acdo bioldgica de moléculas in vivo, sendo seu estudo prévio importante, seja
para transpor barreiras em processos bioldgicos para que a molécula alcance o sitio ativo
obtendo uma boa biodisponibilidade, como na prépria interacdo com o receptor (BAKHT et
al., 2010). Assim, a lipofilicidade é um parametro de grande importancia, sendo um dos
descritores mais relevantes a ser aplicado em estudos de absor¢éo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade (KOSMALSKI et al., 2017; LIANG; QIAO; LIAN, 2017), e uma
caracteristica chave para avaliar a permeabilidade na membrana plasmatica.

Dentre todas as moléculas propostas, somente o LP18 e UMB16 apresentaram Log P

abaixo de zero indicando um carater hidrofilico, podendo inferir que estas moléculas nédo
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sejam capazes de se difundir passivamente pelas membranas, além de possuirem baixa
permeabilidade pelo trato gastrintestinal e serem mais suscetiveis ao clearance renal
(LAGORCE et al., 2017; TSAIOUN; KATES, 2011). Enquanto que a maioria dos derivados
apresentaram Log P que variou de 0 a 4, estando dentro de um limite que permite inferir que
0S mesmos sejam capazes de penetrar através das biomembranas (PARAMASHIVAM et al.,
2015). Quando comparados com a doxorrubicina, farmaco antineoplésico e inibidor da
topoisomerase, todas as substancias propostas apresentaram um comportamento mais
lipofilico, visto que a doxorrubicina apresenta uma natureza polar com Log P de 0,57, valor
este, que corrobora com dados encontrados na literatura (AMIJI, 2007).

Além da lipofilicidade, outro fator que pode afetar a permeabilidade de compostos
bioativos € o peso molecular, que ndo deve ultrapassar 500 Da, tornando-se desfavoravel para
moléculas grandes a difusdo passiva pelas membranas celulares (LIPINSKI, 2004; TIHANYI;
VASTAG, 2011), além de afetar varios eventos moleculares, como a absorcdo, taxa de
eliminacdo da bile, penetracdo na barreira hemato-encefalica e a prépria interacdo com os
alvos biologicos (LAGORCE et al., 2017). Assim, todos os derivados apresentaram massa
molecular abaixo de 500 Da, o que indica que podem ser facilmente transportados, difundidos
e absorvidos (PARAMASHIVAM et al., 2015).

Outro parametro importante relacionado a polaridade e a permeabilidade dos
compostos, € o numero de receptores de ligacdo de hidrogénio (a&tomos de oxigénio e
nitrogénio) e o numero de doadores de ligacdo de hidrogénio (NH e OH) (ALEX et al., 2011).
A partir dos resultados obtidos, os compostos analisados estavam dentro do limite aceito por
Lipinski, apresentando um numero de receptores de ligacdo de hidrogénio menor que 10 e
namero de doadores de ligacdo de hidrogénio menor que 5 (LIPINSKI, 2004). Segundo o
estudo de Lagorce e colaboradores (2017), o namero de doadores de ligacdo de hidrogénio

pode ser mais importante quando comparado ao nimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio



101

para o desenvolvimento de farmacos, estando relacionado com a biodisponibilidade da
molécula.

O TPSA também demonstrou ser um descritor importante para a caracterizacdo da
absorcdo de farmacos, incluindo a absor¢do intestinal, biodisponibilidade, permeabilidade
pelas células Caco-2 e penetracdo da barreira hemato-encefalica (AHSAN et al., 2012;
PARAMASHIVAM et al., 2015). Todos os derivados propostos apresentaram TPSA abaixo
de 130 A2 ndo violando a regra de Lipinski, além disso, moléculas que apresentam TPSA <
160 A2 possuem boa absorcéo intestinal (DA SILVA et al., 2015). Caracteristicas estas que
corroboram com a boa absorcédo intestinal e permeabilidade pelas células Caco-2 observadas
nos estudos in silico.

Todos os derivados propostos exibiram uma taxa de absor¢do que variou de 70% a
100% indicando boa biodisponibilidade, caracteristicas que podem ser observadas em
compostos com ligacBes rotativas menores ou iguais a 10 e o0 TPSA menor ou igual a 140 A2,
visto que a medida que o nimero de ligacGes rotativas aumentam, a molécula torna-se mais
flexivel e mais adaptavel para uma interacdo eficiente com um bolso de ligacdo da enzima-
alvo (PARAMASHIVAM et al., 2015; VEBER et al., 2002). Assim, a partir da analise dos
descritores moleculares, as moléculas propostas apresentam um perfil que sugere uma boa
biodisponibilidade oral, bem como boa absor¢do pelas membranas biolégicas.

A influéncia destes descritores moleculares, como a lipofilicidade, também foi
observada nos estudos de Neves e colaboradores (2013) e Liu, Testa e Fahr (2011) que
destacaram a importancia do Log P estar abaixo de 5 para uma adequada absorcdo e
permeacdo pelas membranas bioldgicas, bem como no estudo de Kosmalski e colaboradores
(2017) que avaliaram uma série de derivados de benzofuranos e observaram o mesmo perfil

de lipoficilidade (Log P abaixo de 5) apresentado neste trabalho.
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Na anélise da ancoragem molecular, os trés métodos desenvolvidos foram avaliados
pelo redocking e apresentaram valores de RMSD menores que 2,0 A em comparagdo com as
estruturas cristalogréficas originais, corroborando com diversos estudos in silico que indicam
que para que o método desenvolvido seja validado e permita uma regido de busca
conformacional mais fidedigna, o valor de RMSD ndo deve ser superior a 2,0 A (BAN;
OHUE; AKIYAMA, 2018; BORGATI et al, 2017; HOFFER et al, 2015;
RAVINDRANATH et al., 2015).

Como forma de avaliar os resultados da ancoragem molecular, varios aspectos das
conformagbes obtidas foram usados para selecionar as melhores moléculas, tais como
presenca de interacdes chaves dos ligantes com os residuos de aminoacidos criticos do sitio
ativo, similaridade de conformacdes com ligantes conhecidos, presenca de doadores ou
aceptores de ligacdo de hidrogénio no complexo ligante/receptor e menores energias de
ligacdo (COSCONATI et al., 2010), visto que as interacfes entre uma molécula ativa e um
receptor biolégico sdo determinadas por forgas intermoleculares que desempenham um papel
crucial na prevencdo ou obstrucdo do sitio ativo (ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010;
SALEH et al., 2016). Alem disso, a dissociacdo do complexo ligante/receptor é rapida para
interacdes mais fracas, enquanto que interacGes fortes entre os residuos implicam em uma
ligacdo mais estavel entre o ligante e o receptor, levando a uma reacao inibitéria (YOUSUF et
al., 2017).

Na analise da ancoragem molecular com a topoisomerase |, observou-se que 0s
derivados, principalmente os derivados do lapachol, apresentaram interacdes com o0s residuos
cataliticos, arginina-364 e asparagina-722, que sdo cruciais na mediacao entre a interacdo da
topoisomerase-DNA. Além disso, somado a interacdo e a formacdo de ligacdo de hidrogénio
com estes aminoacidos, os derivados ativos apresentaram uma caracteristica comum, que foi a

presenca de anéis aromaticos, seja do anel benzopirano ou do anel naftalénico, na sua
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estrutura quimica que podem estar favorecendo esta atividade por meio de impedimento
estérico do sitio ativo da enzima (XIN et al., 2017). Assim, todas estas interacfes e a
disposicdo dos grupos funcionais dos derivados favoreceram uma maior complementaridade
e, consequentemente, uma maior afinidade, sendo observada em uma menor energia de
ligacdo, e maior probabilidade de possuir atividade bioldgica in vitro e in vivo.

Além disso, tais interacfes encontradas com os residuos de aminoacidos também
podem ser observadas com os inibidores conhecidos da topoisomerase I, como o topotecano
que apresenta interacdes especificas entre a topoisomerase e 0 anel lactona por meio de
ligacGes de hidrogénio com a hidroxila do anel e os residuos aspartato-533 e asparagina-722.
Além disso, outra interacdo determinante entre o topotecano e a topoisomerase residiu na
intera¢do m-m com os pares de bases adjacentes do DNA, bem como ligagdes de hidrogénio
com os residuos de arginina-364, asparaginina-352 e acido glutdmico-356 com os inibidores
indolocarbazol e lameralina D (KULKARNI et al., 2013; NEIDLE, 2008; XIN et al., 2017),
interacdo esta, que também foi observada nos derivados ativos analisados.

Na analise da predicao de inibicdo da topoisomerase Il alfa, as quinonas apresentam
interacdes com os residuos de serina-148 e 149 e asparagina-91 e 150 do local de ligacédo do
ATP desta enzima, seja por ligac6es de hidrogénio ou por interac6es hidrofobicas (GURBANI
et al., 2012). Tais interaces foram observadas em todos os derivados propostos do lapachol,
aléem disso, os derivados selecionados foram capazes de se complexar a topoisomerase
realizando interacGes com os residuos essenciais (arginina-162, asparagina-163, glicina-164 e
166, treonina-165 e alanina-167) do dominio catalitico ATPase que estdo relacionados a sua
inibicdo (DARPAN et al., 2016). Tais interacdes corroboram com o estudo de Boonyalai e
colaboradores (2013) e Jun e colaboradores (2011) que observaram perfil de interacdo
semelhante com os residuos de serina 148 e 149 e asparagina 150 do sitio catalitico com

inibidores da topoisomerase 11 alfa derivados de naftoquinonas e xantonas.
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Na anélise dos resultados obtidos com a ancoragem molecular dos derivados com a
topoisomerase Il beta, ndo se observou a formagdo de ligacdo de hidrogénio com os
aminoécidos criticos do sitio ativo, apresentando somente interacdes do tipo hidrofébicas com
estes residuos, principalmente com a metionina-782, acido glutdmico-778 e aspartato-479,
permitindo uma possivel estabilizacdo no sitio ativo dos derivados. Porém, ao comparar a
interacdo dos ligantes com topoisomerase 11 alfa e beta, observou-se que todos os derivados
apresentaram uma interacdo mais estavel com o receptor da topoisomerase Il alfa devido as
ligagdes de hidrogénio, bem como menor energia de afinidade.

De forma geral, pode-se observar que a presenca de heterociclos favoreceu a
atividade de inibicdo da topoisomerase in silico em relacdo as moléculas de partida, visto que
os derivados do lapachol que possuiam anéis cromanos e cromenos, bem como os derivados
da umbeliferona que continham triazdis, apresentaram uma grande relevancia no aumento da
energia de afinidade bem como uma melhor complementariedade com o receptor alvo. Assim,
a insercdo de grupos funcionais que favorecam a formacéo de ligacdo de hidrogénio como
—NHj>, -SOsH, -OH e C=0 permitiram interacdes mais fortes com os residuos de aminoacidos
do sitio ativo. Corroborando com o estudo de Baptista e colaboradores (2015) e Chen e
colaboradores (2016), onde se observou uma maior afinidade e estabilidade na interacéo
ligante-receptor com o aumento da capacidade de ligacdo de hidrogénio sem afetar a
lipofilicidade, sendo eficaz na concepcdo de moléculas com alta afinidade de ligacdo e
propriedades ADMET satisfatorias.

Além disso, os derivados selecionados a partir dos resultados obtidos in silico,
apresentaram fraca ligacao as proteinas plasmaticas, permitindo que se tenha mais moléculas
livres que estardo disponiveis para distribuicdo em tecidos e poderdo ser expostas aos alvos
biologicos e exercerem sua atividade farmacoldgica (SUN et al., 2017). Embora estudos mais

recentes tenham sugerido que devido organizacdo alterada da vasculatura tumoral hd um
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acumulo de macromoléculas preferencialmente de proteinas plasméticas dentro do intersticio
tumoral, permitindo com que as mléculas que estjam ligadas a elas sejam metabolizadas
(FERNANDEZ-SAINZ et al., 2017; LIU; LIU; WANG, 2017)

Dentre os derivados selecionados para serem sintetizados, pode-se observar que nédo
houve a formagdo do triazol dos derivados UMB22 e UMB24 devido a auséncia de sinais na
analise de *H por RMN bem como a ndo observacdo de massa corresponde ao produto
desejado, podendo estar relacionado a ndo reducdo do grupo —NO, para —NH,, etapa
necesséria para a formacéo da azida. Ja no derivado UMB25, a ndo formagdo do triazol pode
estar relacionada a ndo formacdo da azida a partir da 1,4-dinitrofenilhidrazina, visto que
houve a formacéo do alcino a partir da umbeliferona. J& em relagéo aos derivados do lapachol,
observou-se que as reacoes de esterificacdo apresentaram um baixo rendimento podendo estar
relacionada a insercdo de moléculas grandes em uma hidroxila proxima a cadeia alilica do
lapachol. Enquanto que os demais derivados foram sintetizados, apresentando 0s
deslocamentos quimicos observados no RMN de H bem como massas compativeis a
estrutura pretendida.

Assim, todas as moléculas obtidas foram avaliadas quanto a viabilidade celular,
prosseguindo no estudo somente as que apresentassem uma reducdo da viabilidade celular
acima de 90%, visto que a inibicdo da topoisomerase leva a parada do ciclo celular e
consequente a morte das células (BERTRAND et al., 1991; TAMURA et al., 2012), além
disso, para que as moléculas sejam consideradas potenciais candidatos a farmacos anticancer
precisam apresentar citotoxicidade em células neoplasicas, sendo os testes de citotoxicidade
métodos eficazes de triagem de moléculas anticancer em modelos in vitro (CHEN et al.,
2009).

Dentre todos os derivados sintetizados, os que apresentaram atividade citotdxica

foram os derivados do lapachol podendo esta atividade estar relacionada a presenca do anel
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diidropirano atuando como substituintes do 2-alcéxi e 3-alquil na por¢do quinona, visto que
tal estrutura também ¢ observada nas moléculas o ¢ f-lapachona e que colaboram com sua
atividade (FERREIRA et al., 2010; GABRIEL, 2017; SANTOS, 2012; SUNASSEE et al.,
2013).

Além disso, observou-se que 0s derivados apresentaram uma maior atividade
citotoxica frente as células MCF-7 que as de HCT116, porém também apresentaram
citotoxicidade em células ndo neoplasicas (MRC-5). A atividade citotoxica apresentada
corrobora com outros estudos com naftoquinonas frente linhagens tumorais, como a 1VS320,
uma naftoquinona que apresentou citotoxicidade na linhagem de melanoma (Skmel-28)
apresentando Clso de 0,54uM, 0,47uM e 0,49 UM nos tempos de 24, 48 e 72 horas
(CAVALCANTE, 2016). Evidenciando a atividade citotdxica dos derivados naftoquindnicos,
no estudo de Kishore e colaboradores (2014), um derivado da 5-hidroxi-7-metil-1,4-
naftoquinona apresentou atividade citotoxica frente as linhagens de células epiteliais de
carcinoma do colo do Utero humano (HeLa) e celulas do cancer de prostata (DUO-145), com
Clso de 5,3 UM e 6,8 UM, respectivamente.

Embora os derivados do lapachol tenham apresentado atividade citotoxica, tanto a
umbeliferona quanto seus derivados ndo apresentaram esta atividade na maior concentracéo
testada (20 uM) em nenhuma linhagem celular avaliada. Nao havendo relatos na literatura de
sua atividade citotdxica nas linhagens testadas em concentracdes inferiores a 50 uM
(MAZIMBA, 2017; YU; HU; ZHANG, 2015). Sendo assim, ndo apresentaram potencial
atividade anticancer, embora sejam moléculas de estrutura quimica com grande valor para
bloco de construcao para novas moléculas bem como para outras atividades farmacoldgicas.

Acoplado aos estudos in silico de propriedades toxicologicas, a analise da
genotoxicidade in vitro é essencial para determinar a seguranca de uma molécula para uso

humano (SANTOS et al., 2011). Assim, 0s ensaios de genotoxicidade foram realizados a fim
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de detectar moléculas que possuam capacidade de interagir com o DNA (DEMMA,;
ENGIDAWORK; HELLMAN, 2009; KAMDEM et al., 2013), onde foram avaliados pelo
teste do cometa, que é uma das técnicas mais utilizadas para pesquisas de genotoxicidade,
principalmente por ser uma técnica de alta sensibilidade e reprodutibilidade (AZQUETA et
al., 2013; LORENZO et al., 2013). Onde o ensaio do cometa em pH alcalino (pH>13), detecta
todos os possiveis tipos de danos ao DNA, ndo havendo especificidade, sendo necessario a
utilizacdo do cometa em pH neutro (pH 8) para distinguir as quebras de fitas duplas, visto que
se preserva a estrutura de cadeia dupla (SHARMA et al., 2011).

A partir dos resultados obtidos, os derivados apresentaram tanto quebras de fita
simples quanto quebras de fita dupla de DNA pelo ensaio do cometa em todas as
concentracdes testadas de modo dose-dependente. Os danos mensurados correspondentes a
scores de 0 a 2 sdo passiveis de reparo, porém no desenho deste estudo ndo permiteu predizer
se ocorreu o processo de reparo (TICE et al., 2000). Embora os derivados tenham apresentado
um risco genotoxico in vitro, 0s mesmos ndo apresentaram riscos de mutagenicidade e
tumorigenicidade in silico.

A presenca do dano no DNA corrobora com estudos realizados com quinonas, Vvisto
que estas comumente produzem quebras na fita de DNA (NEVES et al., 2013). Como
observado com a 1VS320 na concentragdo de 1 UM, que causou dano na mesma linhagem
utilizada neste estudo, fibroblasto humano (MRC-5), utilizando o mesmo modelo
experimental (CAVALCANTE, 2016). Além disso, as 1,2-naftoquinonas sdo capazes de
interagir com 0 DNA e promover quebra de fitas duplas (AFRASIABI et al., 2005).

Assim, os efeitos genotdxicos de novas alternativas terapéuticas podem ser
biologicamente relevantes, como uma alternativa para matar células tumorais, porém esse
efeito sobre o DNA deve ser cuidadosamente avaliado, de modo a garantir a seguranca do seu

uso. Sendo necessario estudar concentracBes que possam garantir os efeitos biologicos dos
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derivados obtidos, sem causar efeitos toxicos consideraveis, com o intuito de garantir sua
eficacia e seguranca.

Na analise de dano induzido pela inibicdo da topoisomerase, pode-se observar que 0s
derivados apresentaram dano tanto no cometa alcalino quanto no cometa neutro, sugerindo
que estas possam atuar como inibidores da topoisomerase, sendo estes danos observados em
maior intensidade com a adicdo da proteinase K que permite a digestdo do complexo clivavel
expondo a ruptura do DNA, assim se o dano do DNA for mediado por Topoisomerase I,
quebras de DNA de duas duplas podem ser detectadas, enquanto que se o dano do DNA for
mediado por Topoisomerase |, sera observado quebras de fita simples (HAZLEHURST,
2009).

Assim , a partir dos resultados obtidos, observou-se dano superior no cometa neutro,
podendo ser explicado por uma possivel inibicdo da topoisomerase 1l por meio da quebra de
fitas duplas. Resultados estes que corroboram com o estudo de Godard e colaboradores
(2002), que utilizaram a mesma metodologia aplicada, porém com menor tempo de
tratamento, onde foi possivel observar a quebra de fita duplas e simples decorrentes da acéo
da inibicdo da topoisomerase pelos inibidores conhecidos, topotecano e etoposideo, inibidores
de topoisomerase | e Il, respectivamente. Bem como no estudo de Kadioglu e colaboradores
(2017), que avaliaram a inibicdo da topoisomerase pelos derivados da artemisina via producéo
de quebras de fita dupla e simples pelo ensaio do cometa.

Fato este, que pode ser observado na andlise da expressdo génica com as células da
linhagem HCT116 tratadas com o derivado LP25, onde houve uma reducdo da expressdo da
topoisomerase 1, 1l alfa e 1l beta de modo dose dependente, corroborando com os resultados
obtidos no cometa da topoisomerase, onde também houve um aumento de dano de modo
dose-dependente. Tal efeito, também foi observado por Ma e colaboradores (2016) na

avaliacdo da expressdo da topoisomerase Il por um inibidor de topoisomerases, onde um



109

derivado da chalcona na concentracdo de 10 pmol/L reduziu os niveis deste gene de forma
significativa, bem como nos estudos de Liao e colaboradores (2008) que observaram a
reducdo da expressdo de topoisomerase | apos tratamento com 50 nM de homocamptotecina e
diflomotecano na linhagem de células de glioblastoma (SF295).

Durante a analise ndo foi possivel detectar a expressdo dos genes avaliados na
linhagem MCF7 ap6s o tratamento com os derivados e no controle da reagdo, embora haja
relatos na literatura como no estudo de Branco e colaboradores (2008), que observaram que
em tecidos tumorais, a expressdo das topoisomerases | e 1l € maior do que nas células de
metabolismo normal, bem como tais genes sdo expressos na linhagem MCF7 como observado
nos estudos de Abuhammad e Zihlif (2013) e Kaplan e Gindiz (2012) que avaliaram a
expressdo destes genes ap0Os o tratamento com o etoposideo. Uma explicacdo para este fato
pode estar associada a erros durante o procedimento experimental, sendo necessaria a
realizacdo de novos ensaios para a comprovacao desta hipdtese.

Assim, a partir dos resultados obtidos tanto in silico como in vitro, é possivel inferir
que os derivados analisado apresentam potencial atividade anticancer, atuando como
potenciais inibidores da topoisomerase, capazes de se intercalar entre as bases da cadeia
nucleotidica alterando a geometria da ligacdo das topoisomerases com 0 DNA, afetando na
religacdo que € requerida entre as extremidades que foram clivadas pela enzima, permitindo
com que o complexo DNA-topoisomerase, permaneca por mais tempo, resultando na quebra
das fitas do DNA (JU et al., 2006; NITISS, 2009; POMMIER, 2006; SORDET et al., 2003).
Contudo, outros estudos devem ser realizados, como o de avaliacdo de inibicdo direta com

estas enzimas bem como a avaliacdo de outras vias associadas ao cancer.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

o Dentre as moléculas propostas, os derivados LP04, LP17, LP18, LP20, LP23,
LP24, LP25, UMB22, UMB24 e UMB25 apresentaram maior probabilidade de atuarem como
inibidores da topoisomerase | e Il in silico, bem como apresentaram caracteristicas
moleculares e fisico-quimicas necessérias para sua administracéo por via oral.

o Somente os derivados LP04, LP17, LP18, LP20, LP23, LP24, LP25 e UMB25
foram obtidos com éxito por meio reacGes de semissintese e avaliados in vitro, onde o0s
derivados do lapachol, LP04, LP17, LP18, LP20 e LP25, apresentaram citotoxicidade para as
linhagens tumorais avaliadas, adenocarcinoma de mama humano e adenocarcinoma de
colorretal humano, com Clsg variando de 2,41 a 18,68 uM.

o Os derivados do lapachol apresentaram atividade genotoxica na linhagem
MRC-5, induzindo tanto quebra de fita simples quanto de fita dupla, bem como se
apresentaram como possiveis inibidores da topoisomerase via formacgéo de danos no DNA.

o O derivado LP25 reduziu a expressdo dos genes da topoisomerase I, Il alfa e 11
beta de forma concentracao-dependente.

Desta forma, o presente estudo contribuiu para o estudo da aplicacdo de
metodologias in silico na semissintese racional de moléculas para potencializacdo de sua
atividade biologica. Além disso, este estudo suscitou futuras investigacbes quanto aos
possiveis mecanismos de morte e atividade, para avaliar se os derivados obtidos poderiam
estar influenciando outras vias além da inibicdo da topoisomerase, bem como, determinar

niveis seguros de sua utilizacao e eficacia terapéutica.
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APENDICE 1

Derivados do lapachol
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APENDICE 2

Derivados da umbeliferona
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APENDICE 3

Ancoragem molecular dos derivados de lapachol e umbelifenona com a topoisomerase |
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] Afinidade L . Ligacéo de Interacédo nt-
Ligante InteracGes hidrofobicas ) o Interacio -7 .
(Kcal/mol) hidrogénio cation
Lapachol -8,1 DA113, Trp4l6, Glu418, 11e420, GIn421, Ser423, Lys425 - - -
LPO1 -9,1 Phe361, Lys374, Trp416, Glu418, 11e420 - - -
LP02 -8,7 DT10, DA113, Thr716 Arg364 DT10, DA113, TGP11 -
LPO3 -8,7 DG12, DA113 TGP11 - -
LP0O4 -9,3 DT10, Tgpll, Lys532, Asp533 Asn722 DA10, TGP11 -
DC112, TGP11, DT10,
LPO5 -10,0 DT10, DC112, TGP11, DA113 - -
DA113
LPO6 -9,2 TGP11, DT10 Asn722 TGP11, DT10 -
LPO7 -8,9 TGP11, DA113, DT10, Leu721, Asn722, Thr718 - TGP11, DT10 -
LPO8 -8,6 TGP11, DA113, DT10, Asn722 - TGP11, DA113, DT10 -
DT10, DA113, TGP11,
LPO9 -9,7 DC112, TGP11, DA113, Arg364, DT10, Thr718, Asn722 - -
DC112
DC112, TGP11, DT10,
LP10 9,1 DC112, TGP11, DA113, DT10, Asn722 - -
DA113
TGP11, DC112, DT10,
LP11 -10,7 DC112, TGP11, DA113, DT10, Asn722 - -
DA113
DA113, DC112, TGP11,
LP12 -11,3 DC112, DA13, TGP11, DT10, Thr718, Asn722, Leu721 - -

DT10
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LP13 -9,6 Phe361, GIn421, Glu418, Lys425, DA113, Trp416 - - -
LP14 -8,6 DG12, Tgpll, Arg364, DA113, DT10, I1e535 Thr718 DG12, TGP11, DT10, DA113 -
LP15 -8,0 TGP11, DA113, DT10, Asn722, Leu721, Lys751 - TGP11, DA113, DT10 -
TGP11, DC112, DT10,
LP16 -9,2 DC112, TGP11, DA113, DT10, Arg364 - -
DA113
DA113, Phe361, Glu356, Lys374, Lys425, Trp416, 11e377,
LP17 -8,3 Arg364 - Glu418
Asn419, 11e420, Lys374
LP18 -9,1 DC112, TGP11 DA113, Arg364 TGP11, DC112, DA113 -
LP19 -7,4 TGP11, DA113, DT10, Tyr426, DT9, Asn722 - TGP11, DA113, DT10, DT9 -
Thr498, DA114, DG115, Phe361, Glu418, Ser423, DA7,
LP20 -9,3 Lys425 - Lys425
DG6
LP21 -8,7 Arg364, DA113, TGP11, Lys532, DT10 - TGP11, DT10, DA113 -
LP22 -8,5 Lys374, Glu356, Lys425, Tyr426, DC112, DA113 - DC112, DA 113 Lys374
DA113, TGP11, DC112, Lys374, 11e420, Glu418, Trp416,
LP23 -10,6 Arg364 TGP11, DC112, DA113 -
Tyr426
LP24 -9,7 Asp533, Arg364, TGP11, DG12, Thr718 TGP11 - -
LP25 -10,8 Arg364, DA113, TGP11, DT10 Asn722 TGP11, DA113, DT10 -
Umbeliferona -7,0 Tgpll, DA113, DT10, Asn722 Arg364 Tgpll, DA113, DT10 -
UMBO01 -7,5 Lys374, Lys425, Trp4l6, Tyr426 DA113 - -
UMBO02 -11,9 DG12, DA113, Asp533, DT10, Thr718, Asn722 - DG12, DT10, DA113, Tgpll -
UMBO03 -9,5 Tgpll, DA113 Arg364 Tgpll, DA113 -
) Ptr723, DT10, DA113, TGP
UMBO04 -9,8 DA113, Tgpll, DT10, Asn722, His632, Ptr723, Arg488 - 1 -
UMBO05 -7,1 Glu356, Trp416, Glu418, Lys374, Phe361, DA113 Lys425, DA114 Phe361 -
UMBO06 -9,6 Phe361, GIn421, 11e420, Lys374, Glu418, Ser423, DA114, - DA113, DA114, -
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DA113

UMBO7 -8,0 Tgpll, Lys532, DA113, DT10 Arg364 Tgpll, DA113, DT10 -
UMEOS 99 DG12, Tgpll, DA113, DT10, Lys532, His632, Ptr723, ] DG12, DT10, DALLS, TapiL ]

lle535
UMBO09 73 Tgpll, DA113 Arg364 Tgpll, DA113 -
UMBI10 -8,0 Tgpll, DA113, DT10 Arg364 TGP 11, DT10, DA113 -
UMBL11 78 Tgpll, DA113, DT10, Asn722 Arg364 TGP11, DA113, DT10 -
UMB12 -85 Arg364, Tgpll, DA113, Lys532, DT10, Thr718 R TGP 11, DT10, DA113 -
UMB13 75 Tgpll, DA113, DT10, Asn722 Arg364 Tgpll, DA113, DT10 -
UMBL14 -85 Tgpll, DA113, DT10, Asn722 Arg364 Tgpll, DA113, DT10 -
UMB15 7.0 Tgpll, DC112, DA113 Arg364 Tgpll, DA113, DC112 -
UMB16 7.6 Tgpll, DA113 Arg364 Tgpll, DA113 -
UMB17 -8,4 DA113, Asp533, Tgpll Arg364 Tgpll, DA113 -
UMBI18 9,0 Arg364, Tgpll, DA113, Thr718, Asn722 - Tgpll, DA113 -
UMB19 91 GIn421, Ser423, Glu418, Lys425, Lys374, DA113, DA114 DG115 - Lys425
UMB20 -11,0 DC112, Tgpll, DA113, Arg364, DT10, Asn722, Thr718 - Tgpll, DT10, DA113, DC112 -
UMB21 7.8 Tgpll, DA113, DT10 Arg364 Tgpll, DA113, DT10 -
UMB22 -11,1 DALL3, DG, DA, DG, Glndz21, [1e420, Phesol, DA114, Trp416 DA7, DA113, DA114 Lys425
Lys374, Lys425, Glu418, Ser423

UMB23 75 Asn722, DT10, DA113, Tgpll Arg364 Tgpll, DT10, DA113 -
UMB24 -10,4 Asp533, DA113, DC112, His632 Tgpll Tgpll, DA113 -
UMB25 9.2 DAL114, DA113, DC112, Glu418, Lys374, Phe361 Lys425 Phe361 -
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APENDICE 4

Ancoragem molecular dos derivados de lapachol e umbelifenona com a topoisomerase 11 alfa

) Afinidade L . Ligacdo de -
Ligante InteracGes hidrofobicas ) . Interagio n-n Interacgio m-cation
(Kcal/mol) hidrogénio
llel41, Phel42, Alal87, Glyl64, GIn376, Asn163, Ser148,
Lapachol -8,8 Asn91, Ser149 - -
Glu87, Asn91, Lys378, Gly161, Ser149, Argl162, Asn150
LPO1 -8,4 Asn95, Ser149, llel41, Phel42, 1le125 Ser149 - -
LPO2 -8,4 Asn9l, llel41, Glyl64, Arg98, Ser149, Asn150, Alal67 Ser149 - -
LPO3 -8,8 Phel42, 1le125 Serl149 - -
LPO4 -9,0 llel41, Alal67, Glyl164, Asn9l, Ser149, Asn150 Ser149 - -
LPO5 -8,4 11e217, Thr215, Asn120, Asn91, Phel42, 11e125 - -
LPO6 -8,4 Ser149, Asn150, Lys157, Thr159, Arg98, Asn91, Phel42 Asn150, Lys157 - -
LPO7 -8,5 Phel42, Asn120, Ser149 - - -
Arg98, Ser149, Asn95, Lys157, Asn91, Glyl161, Phel42,
LPO8 -8,5 - - -
lle141
11e217, Thr215, Asn95, Asn91, Phel42, lle141, Ser148,
LPO9 -9,7 - - -
Ser149
Alal67, Lys168, Asn9l, Phel42, 11e217, Asn150, Asp94,
LP10 -9,0 - - -
Asn95
LP11 -9,5 Thr215, Asn91, lle141, Asn95, Asn150, Alal67, Prol26, - - Arg98
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Arg98

1le217, Asn120, 11e88, Asn91, Ala92, Phel42, llel41,

LP12 -9,8 - -
11e125, Arg98, Ser149, Ser148
P13 98 Arg98, Ser149, Asn95, Asn120, Thr215, Asn9l, 11e88,
’ 11e217, Phel42, 1le141, Lys168
LP14 -7,8 Alal67, Asn91, Gly164, Asn150, Ser149 Ser149 -
LP15 -8,0 Alal67, Asn91, Asn95, Glyl164, Asn150, Ser149, Ser149 -
LP16 -8,6 Asn91, Alal67, llel41, Glyl64, Asn150, Ser149 Ser149 -
LP17 -8,6 Phel42, Alal67, Asn91, - -
LP18 -9,5 lle141, Asn91, Asn150, Ser149 Ser149 -
Lp1o 85 11e217, Alal67, Asn91, Lys168, Phel42, Glyl64, Arg98,
’ Asn95, Asp94, Asn150, Argl62
LP20 -9,9 Phel42, Asn95, Arg98, Asn150, Ser149, Asp94 Asn9l, Asn120 -
Alal67, Glyl66, Pheld2, Asn9l, llel41, GIn376, Lys378,
LP21 -8,5 Asn91, Alal67 -
Gly161, Argl62, Asn150, Ser149
LP22 -9,8 Phel42, Asn9l, Ala92, Asn120, Asn150, Ser149, Arg98 - -
Alal67, lle125, Gly166, Glyl164, Tyrl65, Ser149, Asn150,
LP23 -9,8 Asn120, Asn150 -
Gly161, Arg98, Asn95, Asn120
Arg98, Ser149, Asn150, 1le125, Asn91, Gly164, Phel42,
LP24 -9,8 Ser149, Asn150 Lys168, Arg98
Alal67, Lys168
Phel42, 1le125, Asn91, Ser148, Asn150, Ser149, Thr159,
LP25 -9,2 Asp94 -
Asp94
] Gly166, Tyrl65, Gly164, Asn163, Asn91, Asn150, Argl62, | Serl49, Argl62,
Umbeliferona -6,8 -
Alal67, Ser149 Asn163, Glyl164
UMBO01 -7,9 Asp94, Gly164, Asn150, Ser149, Argl62 Ser149, Asn150, -
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Glyl64
Thr215, Ala92, Asn91, Asn95, Arg98, Ser149, Argl62,
UMBO02 -10,8 - Lys168
Ser148, Gly166, Gly164, lle141, Phel42, Alal67, Lys168
11e125, Asn91, Alal67, Glyl61, Gly164, Ser149, Asn150,
UMBO03 -8,3 - -
Argl62, Asn163
UMBO04 -10,2 11e125, Asn120, Asn91, Alal67, Lys168, Gly166 - Lys168
Asnl150, Gly161, Val90, Lys378, Arg162, Asn163, Lys83,
UMBO05 -8,2 - -
GIn376, Glu87, Gly166, ALA167, TYR165
Ser149, Asn150, Arg162, Asn91, Asn163, Gly164,Gly166,
UMBO06 -9,8 - -
Alal67, GIn376, Tyrl65
Ser149, Asn150, Arg162, Lys378, Asn163, Glyl64, GIn376,
UMBO07 -8,4 - -
Tyrl65, Glyl166, Alal67
UMBO08 -7,0 Asn9l, lle141, Lys168, Ser148, Asn150, Serl149 Ser149 Lys168
UMBO09 - Asn9l, Alal67, Glyl166, Lys378, GIn376, Asn163, Arg162, | Serl49, Argl62,
’ Gly164, Asn150, Ser149 Gly164
Gly164, Tyrl65,
UMB10 -7,9 Alal67, Argl62, Glyl64, Tyrl65, Glyl66 -
Gly166, Alal67
UMBLL - Alal67, Lys168, Gly166, Tyrl65, Asn163, Glyl64, Glyl6l, | Argl62, Asnl63,
’ Arg162, Asn150 Alal67
UMB12 -8,0 Asn9l, Alal67, Lys168, Asn150, Asp94, Ser149, Asn150 -
Tyrl65, Gly166,
UMB13 -7,5 Lys168, Alal67, Gly166, Tyrl65, Gly164, Glyl61, Asn150 -
Alal67
UMBL4 . Asn91, Alal67, Glyl66, GIn376, Tyrl65, Glyl64, Asnl163, | Argl62, Glyl64,
’ Asn150, Arg162, Ser149, Gly166
UMB15 -7,2 Alal67, Glyl66, Asn9l, Asnl163, Glyl164, Argl62, Asn150, | Ser149, Argl62, -
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Serl149 Asn163, Glyl64
Alal67, Glyl166, Tyrl65, Asn9l, Glyl164, Argl62, Asn150, | Asnl50 Glyl164,
UMB16 -7,9 -
Ser149 Alal67
UMBL7 77 Alal67, Glyl66, Asn9l, Glyl61, Asnl163, Glyl64, Argl62, Ser149, Argl62,
' Asn150, Ser149 Asnl163, Glyl64
UMB18 -8,0 Phel42, Glyl64, Gly161, Ser148, Asn150, Argl62, Asp94 - -
Alal67, Tyrl65, Asn163, Glyl64, Asn9l, Glyl61, Argl62,
UMB19 -8,7 - -
Asn150, Ser149, 1le125
Alal67, Glyl166, GIn376, Lys378, Tyrl65, Asnl63, Argl62,
UMB20 -11,2 - Lys378
Glyl164, Gly161, Asn9l, Lys168, Asn95, Asn120, lle125
GIn376, Tyrl65, Lys168, Lys378, Gly166, Alal67, Asnl63,
UMB21 -7,6 Argl62 -
Glyl164, Gly161, Argl62, Ser148, Asn150, Serl149
Alal67, Glyl166, Lys168, Tyr165, Glyl64, Phel42, Asn9l,
umMB22 -11,0 Gly164 -
Asn150, Ser148, Ser149, Asn95, Ile125, Thr215, lle217
UMB23 -6,9 Lys168, Alal67, lle1l41, Tyrl65, Asn91, Asn150, Ser149 Alal67 -
UMB24 96 Phel4?2, lle141, Gly166, GIn376, Tyrl65, Glyl64, Glyl161, Glyl164, Tyrl65,
' Ser 148, Asn150, Asn91, Asn95, Ser149, Thr215 Gly166, Gly376
Ser149, Asn150,
UMB25 -9,6 Tyr215, lle125, Asn120, Gly164, Asn150, Ser149 -

Glyl64
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APENDICE 5

Ancoragem molecular dos derivados de lapachol e umbelifenona com a topoisomerase |1 beta

) Afinidade L . Ligacdo de -
Ligante Interac@es hidrofdbicas . o Interacéio n-nt Interacéo m-cation
(Kcal/mol) hidrogénio
Met782, DG7, Ala779, Gly776, GIn778, DA12, Gly504,
Lapachol -8,3 - DG13, DC8, DT9 -
Arg503
LPO1 -8,9 Arg503, DC8, GIn778 DG13 DT9, DA12 -
LP02 -8,8 Ala779, GIn778, DA12, Arg503 - DG13, DC8, DT9 -
LPO3 -8,7 DA12, GIn778, DTY9, Arg503, DC8 - DG13 -
LP04 -8,6 Ala779, GIn778, Arg503 DT9 DA12, DC8, DG13 -
LP0O5 -9,0 Gly504, Arg503, DG13 - DA12, DC8
LP0O6 -8,6 Arg503, Gly776, DG13, GIn778, DA12 - DC8 DT9
LPO7 -8,7 DA12, Arg503, GIn778, Ala779, DG7, Met782, Gly776 - DG13, DT9, DC8 -
Glu477, Gly504, Arg503, DT9, Gly776, GIn778, DG7,
LPO8 -8,8 - DG13 -
DA12, Ala779
Arg503, DA12, DG7, DG13, Ala779, Gly504, Gly478,
LP0O9 -9,0 - DT9, DC8 -
GIn778, Met782
LP10 -9,1 Met782, Ala779 GIn778, Gly776, DG7, DA12, Arg503 - DG13, DC8 -
DA12,GIn778, Arg503, Gly478, Ala779, Gly776, DT9,
LP11 -9,6 - DG13, DC8 -
DG10, Gly504, Asp479, Gly478
DT9, DC8, DG13,
LP12 -10,3 GIn778, Met782, Glu477, Arg503, Gly504, Gly478 - DAL -
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LP13 -9,1 DA12, Met782, DT9, Arg503, GIn778, Gly504, Gly776 - DC8, DG13 -
LP14 -7,9 Gly504, DA12, Arg503, Gly478 - - -
LP15 -7,9 DT9, Arg503, GIn778, Gly504 - - -
LP16 -8,8 DA12, GIn778, Gly776, Arg503, Gly504 - DG13, DT9, DC8 -
LP17 -8,7 DC8, Arg503, GIn778 DG13 DA12, DT9 -
LP18 -8,6 Arg503, DC8, GIn778, Gly504, DA12 - - DT9
LP19 76 Gly776 GIn778, DG7, Ala779, Arg503, DG10, Lys456, ) DA12, DT9, DCS8, )
Gly504, Asp479 DG13
LP20 -9,1 GIn778, Gly776, Met782, DG13, Gly504, DA12 DT9, Arg503 DC8 -
LP21 -8,5 Arg503, DA12, Ala779, Gly504, GIn778 - - -
LP22 9,8 Gly776, GIn778, Asp479, DG10, Lys456 - - -
LP23 -10,5 DC8, Glu477, Gly504, Arg503, Leu502, Gly478, DG10, - - -
Lp24 08 Gly478, Asp479, Arg503, DG10, Gly776, Ala779, GIn778, DG13, DCB ) ]
DA12
LP25 -9,8 Gly478, GIn778 Arg503, DA12, DG13, DT9 - - -
Umbeliferona -6,4 Gly776, His775, DG7, GIn778 DC8, Ala779 DT9 -
UMBO01 7,7 Arg503, DG7, Ala779, Gly776, GIn778 DA12, DC8 DG13, DT9 -
UMBO02 11,2 Gly504, Lys456, Arg503, Gly776, Ala779, GIn778 - DC8, DA12 DT9
UMBO03 -8,5 Gly776, GIn778, Arg503, Ala779 DA12 DG13, DT9, DC8 -
UMBO04 -8,9 GIn778, DG10 - DT9, DC8, DG13 -
UMBOS 74 Gly776, GIn778, DG7, Ala779, Gly478, DG10, DA12, DC8 Arg503 ]
Asp479, Lys456, DT9, DG13
UMBO06 -7,0 Arg503, DT9, DA12, Gly504, DC8 - DG13 -
UMBO7 -9,3 DG7, GIn778, Arg503, Ala779 - DG13 -
UMBO08 -6,6 Arg503, DG13 DA12 DC8, DT9 -
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UMBO09 7.4 GIn778, DG13, Arg503 - DA12, DC8, DT9 -
UMBI10 71 DA12, Gly504, Arg503, DG13 DG13 DT9, DC8 -
UMBLL 67 Gly504, DT9, Gly478, DG10, Ser480, DG13, Arg503, DC8, AspdTS ] ]
Lys456
UMB12 73 Arg503, DC8, DT9, DA12 : DG13 -
UMB13 6,7 DA12, Gly504, DG13, DC8, DT9 Arg503 - :
UMBL14 73 Arg503, DG13, DT9, DC8, DA12 R - -
UMBI15 6,7 DA12, Gly504, DG13 R DC8, DT9 -
UMB16 71 Arg503, DT9, DC8, DA12 - DG13 -
UMBL17 76 Arg503, Gly504, DG13, DA12 - - -
UMB18 78 DA12, DT9, Lys456, DG13, Arg503, Asp479, Dgl0 - - -
UMB19 8,3 DG13, Ala779, Arg503, DT9, Gly504 - - DC8
UMB20 9.9 GIn778, DG10, DC11, Lys456 - DT9, DC8 Lys378
UMB21 71 DG13, DC11, DG10, Lys456 Arg503, DA12 - -
UMB22 -10,1 Arg503, Ly456, His775, Gly776, Glu777, DC8 DAL2, Alars, DG13 -
GIn778

UMB23 6,9 Arg503, DT9, DG13, DA12, DC8, Gly504 - - -
UMB24 -10,0 Gly478, Asp4a79, DG13, DA12, Arg503 Lys456, DG10 Dc8 -
UMB25 -6,6 DT9, Gly504, GIn778 Arg503, DC8 DG13 -
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