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RESUMO

Atualmente vém se intensificando o interesse pela quimica das naftoquinonas devido ao seu
vasto espectro de atividades bioldgicas. As naftoquinonas fazem parte da classe das quinonas,
que sdo descritas por provocarem o estresse oxidativo no meio celular, o que Ihes confere
atividades farmacoldgicas expressivas, estando a atividade antiproliferativa em evidéncia.
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo: i) determinar o Fator de Protecédo
Solar (FPS); ii) investigar a capacidade antioxidante; iii) determinar as propriedades ADME
in silico iv) avaliar a atividade antiproliferativa, bem como, v) determinar os mecanismos de
interacio com DNA de derivados naftoquindnicos in vitro, empregando técnicas
espectroscopicas de absorcdo no UV-Visivel e fluorescéncia molecular. Incialmente foi
realizado a avaliacdo do FPS-UVB in vitro, a partir da qual pdde-se observar que alguns dos
compostos avaliados apresentaram um FPS expressivo, nos quais, na concentragéo de 200 uM
estes valores variaram de 4,2-25,6. Além disso, 3 dos 5 derivados naftoquinénicos
nitrogenados apresentaram um FPS aproximado ou superior ao padrdo benzofenona-3 (24,6).
Para o estudo da capacidade antioxidante, foi possivel observar que todos 0s compostos
avaliados foram ativos como sequestradores dos radicais DPPH e ABTS, com uma faixa de
ICso entre 14,7-26,9 e 3,8-34,1 um/mL respectivamente. Os compostos avaliados mostraram-
se mais ativos de acordo com o segundo método, evidenciando uma maior capacidade
hidrofilica dos compostos. Em seguida, foram calculadas as propriedades ADME in silico das
moléculas, demonstrando que essas propriedades estdo de acordo as regras que preveem a
eficacia de novos candidatos a farmacos. O estudo da atividade antiproliferativa foi realizado
frente a nove linhagens celulares tumorais humanas. Os compostos apresentaram-se ativos a
uma concentragao inferior a 200 pg/mL e, em alguns casos, houve derivados com atividade
superior ou similar ao farmaco padrdo doxorrubicina. Os estudos de interacdo mostraram que
0s compostos avaliados interagem com o ctDNA formando um complexo supramolecular néo
fluorescente por meio do mecanismo de quenching estatico, com uma constante (Ksv) da
ordem de 10* L mol™? e uma constante de ligacdo (Kp) de 1,38x10° L mol™. A partir dos
estudos de competicdo com sondas hoechst e brometo de etidio, foi possivel avaliar o modo
de ligacdo desses compostos, o qual foi estabelecido ocorrer via groove.

Palavras-chave: Naftoquinonas; FPS-UVB; Antioxidantes; ctDNA (Calf thymus); UV-Vis;

Fluorescéncia molecular.



ABSTRACT

Currently have been intensifying interest in the chemistry of naphthoquinones because of their
wide range of biological activities. The naphthoquinones are part of the class of quinones,
which are described as provoking oxidative stress in the cellular environment, which gives
them expressive pharmacological activities and the antiproliferative activity being evidence.
In this context, the present work aimed at: i) to determine the Sun Protection Factor (SPF); ii)
to investigate antioxidant capacity; iii) to determine ADME properties in silico iv) to evaluate
the antiproliferative activity, as well as, v) to determine the mechanisms of DNA interaction
of naphthoquinone derivatives in vitro using spectroscopic techniques for UV-visible
absorption and molecular fluorescence. Initially the SPF-UVB evaluation in vitro was carried
out, from which it could be observed that some compounds showed an expressive SPF, in
which in the concentration of 200 uM these values ranged from 4.2-25.6. In addition, 3 of the
5 nitrogenated naphthoquinone derivates had an SPF of approximately or higher than the
benzophenone-3 standard (24.6). For the study of the antioxidant capacity, it was possible to
observe that all compounds analyzed were active as DPPH and ABTS radicals sequesters with
a range of between 1Cso 14.7-26.9 and 14.7-26.9 and 3.8-34.1 um/mL respectively, being
these more active against the second method, evidencing a greater hydrophilic character of the
compounds. Then, the ADME in silico properties of the molecules were calculated,
demonstrating that these properties are in accordance with rules that predict the efficacy of
new drug candidates. The study of antiproliferative activity was performed against nine
human tumor cell lines. The compounds were active at a concentration below 200 pg / mL
and in some cases there were derivatives with superior or similar activity to the standard drug
doxorubicin. The interaction studies showed that the evaluated compounds interact with the
ctDNA forming a non-fluorescent supramolecular complex by means of the static quenching
mechanism, with a constant (Ksv) of the order of 10* L mol™* and a binding constant (Ky) of
1.38x10% L mol™. From the competition studies with hoechst probes and ethidium bromide, it
was possible to evaluate the mode of binding of these compounds, which was established to

occur via groove.

Keywords: Naphthoquinones; SPF-UVB; Antioxidants; ctDNA (Calf thymus); UV-Vis;

Molecular fluorescence.
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1. INTRODUCAO

Diversas moléculas organicas com propriedades bioativas sdo isoladas de fontes
naturais e utilizadas para fins medicinais. Neste contexto, destaca-se a classe de compostos
naturais das quinonas que, sdo agentes terapéuticos e também tem sido utilizada como
modelos para o desenvolvimento de novas moléculas sintéticas, com intuito de potencializar
suas atividades biologicas por meio de modificagdes estruturais (RAMOS-PERALTA, 2015;
THOMSON, 1997).

Dentre as quinonas, as naftoquinonas sdo consideradas estruturas privilegiadas na
quimica medicinal, pois possuem caracteristicas quimicas que dependem tanto de suas
propriedades acido-base, bem como redox, o que leva & atividades bioldgicas diversificadas
(KAMO; KURAMOCHI; TSUBAKI, 2018). As naftoquinonas sdo descritas na literatura por
suas propriedades anticancerigenas (MALLAVADHAN, et al. 2014; HONG, et al. 2015;
ARAUJO; ALENCAR; NETO, 2002; MORAES, et al., 2014; ESPINOSA-BUSTOS, et al.
2018), antioxidante (GOUDA, et al., 2013), antiparasitaria (toxoplasmose), leischmanicida,
antiviral (AIDS) (TANDON, et al 2006; JORDAO et al., 2015) e, recentemente, por sua acio
fotoprotetora (ARAUJO, et al., 2014) entre outras.

Sendo assim, diante das atividades biol6gicas dos derivados da classe de compostos
naturais das naftoquinonas, no presente trabalho avaliou-se, o fator de protecdo solar
ultravioleta B (FPS-UVB) in vitro, a atividade antioxidante, a atividade antiproliferativa, bem
como o processo de interacdo com DNA (Calf thymus, ctDNA) de alguns derivados
naftoquinénicos. Os compostos foram obtidos em colaboragdo com o grupo de pesquisa
LaSOM, da UFAL Campus Arapiraca e os estudos foram realizados por espectroscopia UV-

visivel e fluorescéncia molecular.

1.1. Naftoquinonas

As naftoquinonas sdo quinonas que apresentam um sistema o,p-dienonas ciclicas
conjugadas ligadas a um anel aromatico (sistema naftalénico) (Figura 1). Sdo geralmente
encontradas em varias familias de plantas, em fungos, algas e bactérias.

As naftoquinonas podem ser encontradas como constituinte das plantas da familia
Boraginaceae, Plumbaginaceae, Vertenaceae e Proteaceae, porém, é na familia
Bignoniaceae género da Tabebuia Avellanedae que sua ocorréncia ¢ maior (SUAREZ-
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ROZAS, et al. 2019; SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). Com base na sua estrutura
molecular, as naftoquinonas podem ter diferentes arranjos em seu anel quinonico (isomeria de
posicdo) influenciando suas propriedades quimicas, fisicas e atividades bioldgicas dos
isbmeros. Quando as duas carbonilas estdo nas posi¢bes 1,2 do anel naftaleno, o isbmero
resultante € a 1,2-naftoquinona ou o-naftoquinona, de modo semelhante temos a 1,4-
naftoquinona ou p-naftoquinona (LITIVACK JUNIOR, 2009, p. 19). Um exemplo tipico de
como a isomeria tem influéncia sobre as propriedades das naftoquinonas € a B-lapachona, uma
o-naftoquinona que apresenta diferentes propriedades fisicas e caracteristicas farmacologicas
superiores contra 0 Trypanosoma cruzy quando comparado com o seu isomero a-lapachona
(MENNA-BARRETO et al., 2005; SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003) (Figura 1). Além
disso, atualmente a B-lapachona se encontra em estudos clinicos de fase Il nos Estados Unidos
para o tratamento de tumores solidos avancados (SUAREZ-ROZAS, et al. 2019; ZHANG, et
al. 2017).

Figura 1. Naftoquinonas bésicas e alguns isbmeros dessa classe.

o QO O

1,2-naftoquinona 1,4-naftoquinona B-lapchona a-lapchona

Fonte: Autor, 2019.

Os derivados da 1,4-naftoquinona tém sido amplamente reportados em relacao as suas
propriedades bioldgicas e, particularmente, as suas atividades antiproliferativa frente a
linhagens celulares tumorais, a saber: adenocarcinoma gastrico (AGS), pulméo (SK-MESL1),
bexiga (J82) e leucemia (HL-60), entre outras (SUAREZ-ROZAS, et al. 2019; GACH, et al.
2016). Além disso, varios mecanismos de acdo tém sido reportados para essa classe de
compostos, incluindo aqueles que envolvem a interagdo dessas substancias com
topoisomerases, bem como sua capacidade de gerar anions radicais semiquinona e espécies
reativas de oxigénio (ROS), além de sua interagdo com DNA (NEVES, et al. 2013; SACAU
etal., 2003; WELLINGTON, 2015).

Mesmo possuindo uma vasta gama de atividades bioldgicas, infelizmente, o uso de

qguinonas é limitado devido a sua alta cardiotoxicidade, baixa seletividade ao alvo e o



17

desenvolvimento de resisténcia a multiplos farmacos pelas células tumorais (SUAREZ-
ROZAS, et al. 2019). Porém, diversas estratégias tém sido estudadas para minimizar esses
efeitos secundarios, como por exemplo, a incorporacao de um heterociclo adicional de cinco
ou seis membros fundido ao farmacdforo, a presenca de grupos amino e N-acetamido, entre
outras. Essas e outras modificacbes aumentam sua atividade citotoxica e reduzem suas
cardiotoxicidade (ANTONINI, et al.,1995; SUAREZ-ROZAS, et al. 2019). Exemplos disto
sdo os iminoderivados antrapirazol (1,3-diazabenzantrona), 1-azabenzantrona e 1-aza-2,3-
dihidrobenzantrona (CASTRO-CASTILLO et al., 2013; SUAREZ-ROZAS, et al. 2019)
descritos na Figura 2.

Figura 2. Estruturas de alguns iminos, aminos e acetaminos derivados da antraquinona e
naftoquinona.

N—NH N NN
OH O HN._ O HN._
Antraplrazol 13d|azobenzatreno 5-N acetamldo— 1-azabenzatreno 1-N-imino-

3,4-di-hidrobenzeno 1,4-naftoquinona
Fonte: Adaptado de Suéres-Rozas, et al., 2019.

Neste sentido, essa classe de compostos tem sido alvo de varios estudos
farmacoldgicos para o desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos, como o intuito de

desenvolver drogas mais eficazes, com menos efeitos colaterais.

1.2 Cancer: Generalidades, estatisticas, tipos e opcdes terapéuticas

O cancer é um conjunto de doencas que tem por caracteristica 0 crescimento
descontrolado e proliferagdo de celulas em um 6rgdo ou tecido, invasdo ou disseminagdo em
partes resultante do corpo. Atualmente ha quase 200 tipos de canceres que correspondem aos
varios sistemas de célula do corpo, os quais podem ser distinguidos pelo modo de proliferacdo
nos tecidos e 6rgdos (ALMEIDA, et al., 2005).

Estima-se que aproximadamente 9,6 milhdes de mortes foram globalmente
computadas em 2018 tendo o cancer como agente, sendo esta a segunda principal causa de
morte no mundo. As estimativas mostram que para 2010 foram gastos aproximadamente US $

1,16 trilhdo para o tratamento dessas neoplasias (OMS, 2018). A organizacdo mundial da
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salde, prevé-se que em 2040, 29,5 milhdes de novos casos de cancer serdo identificados em
todo o mundo e 16,4 milhdes de pessoas morrerdo dessa doenca.

Os riscos de cancer estdo associados a fatores ambientais e genéticos. Os fatores
ambientais englobam o meio geral (&4gua, terra e ar), 0 ambiente ocupacional (quando insalubre), 0
ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida) e o ambiente de consumo (alimentos,
medicamentos) (ALMEIDA, et al., 2005). As alteracdes provocadas no ambiente pelo proprio
homem, os habitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar os diferentes tipos
de cancer. A organizacdo mundial de salde (2007) estima que os fatores de riscos mais comuns
sdo: i) tabagismo; ii) uso de alcool; iii) alimentacdo; iv) inatividade fisica; v) sobrepeso e
obesidade; vi) radiacdo UV; vii) exposicao a produtos quimicos e viii) infecgdes. Esses fatores séo
ainda agravados devido a causa de multiplos carcinomas, como é o caso do tabagismo, que dentre
outros, pode causar o cancer de pulmao, es6fago, laringe, boca, garganta, rim, bexiga, pancreas,
estdmago e colo do Gtero.

A estimativa mundial mostra que, em 2018, ocorreram 18,08 milhdes de casos de
cancer. Houve um discreto predominio do sexo masculino tanto na incidéncia (52,3%) quanto
na mortalidade (56,4%). De um modo geral, as maiores taxas foram observadas para a
América do Norte, Europa Ocidental, Sul da Europa, Europa Central e Oriental, além de
Austrélia e Nova Zelandia. As menores taxas sd0 vistas em grande parte da Africa ocidental e
no Sul e Oeste da Asia (OMS, 2018) Figura 3. Ja nos paises desenvolvidos, predominam os
tipos de cancer associados a urbanizacdo e ao desenvolvimento (pulmao, prostata, mama
feminina, colon e reto), nos paises de baixo e médio desenvolvimentos, ainda é alta a
ocorréncia de tipos de cancer associados a infec¢bes (colo do Utero, estdbmago, esbfago,
figado) (INCA, 2018).
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Figura 3. Estimativas mundial para a taxa de incidéncia de canceres, em ambos 0s Sexos entre
idade de 0-74 anos para 2018.

ASR (World) per 100 000

=220.5
158.3-220.5
119.4-158.3

94.5-119.4 - Not applicable
<94.5 No data

Fonte: OMS, 2018.

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulmé&o (2,09 milhdes), mama
(2,08 milhdes), colo retal (1,85 milhdes), prostata (1,27 milhdes), estdbmago (1,03 milhdes),
figado (842 mil) e es6fago (527 mil). Nas mulheres, os mais frequentes foram mama (24,2%),
colo retal (9,5%), pulmao (8,4%), colo do utero (6,6%) e tireoide (5,1%). J& nos homens, as
maiores incidéncias foram pulméo (14,5%), préstata (15,5%), colo retal (10,9%), estdmago
(7,2%), figado (6,3%) e bexiga (4,5%) (OMS, 2018).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
estima-se para o0 biénio 2018-2019, no Brasil, a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer,
para cada ano. Tendo o cancer de pele ndo melanoma cerca de 170 mil novos casos e previsao
de 420 mil casos novos de cancer (INCA, 2018). Um calculo global corrigido para o sub-
registro, aponta a ocorréncia de 640 mil novos casos. Essas estimativas refletem o perfil de
um pais que possui 0s canceres de prostata, pulmao, mama feminina e cdlon e reto entre 0s
mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas para os canceres do colo do Utero,
estdmago e esdfago (INCA, 2018). Na Tabela 1 esta sumarizado a distribui¢do proporcional dos
tipos de cancer mais incidentes no Brasil que foram estimados para 2018 por sexo, exceto pele
ndo melanoma (INCA, 2018).
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Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018

por sexo.
Localizacao Localizacao
. ¢ Casos % L ¢ Casos %
primaria primaria
Prostata 68,220 31,7 Mama 59,700 29,5
Traqueia, Bronquioe 457,y g7 Colo retal 18,980 9,4
Pulmao Homens Mulheres )
Colo retal 12,974 8,1 Colo de Gtero 16,370 8,1
Estémago 13540 63 Traqueia, Bronquioe 45 53 ¢
Pulméo
Cavidade Oral 11,200 5,2 Tireoide 8,040 4,0
Esofago 8,240 3,8 Estdbmago 7,750 3,8
Bexiga 6,690 3,1 Corpo de Gtero 6,600 3,3
Laringe 6,390 3,0 Oviério 6,150 3,0
Leucemia 5,940 2,8 Sistema nervoso 5,510 2,7
central
Sistemanervoso a5 57 Leucemia 4860 24
central
Melanoma 2,920 1,3 Melanoma 3,340 1,6

Fonte: Adaptado de INCA, 2018.

Como é perceptivel nos dados acima, o cancer é um problema de satde universal, que
possui alta morbidade e mortalidade. De acordo com a OMS entre 30-50% das mortes por cancer
poderiam ser evitadas modificando ou evitando os principais fatores de risco, incluindo evitar os
produtos do tabaco, reduzir o consumo de alcool, manter um peso saudavel, fazer exercicios
regularmente e abordar os fatores de risco relacionados a infeccdo. A prevengdo oferece a
estratégia de longo prazo com melhor relacdo custo-beneficio para o controle do cancer, no
caso do cancer de pele, bem como outros problemas associados a exposicdo excessiva a
radiacdo UV. Para evitar o cancer de pele a recomendacdo pelos érgdos competentes é a
utilizag&o de filtro solares pelos (INCA, 2018; NASCIMENTO, et. al, 2018). No que se refere
ao tratamento, os principais tipos de tratamento do cancer utilizados atualmente, séo a cirurgia, a
radioterapia e quimioterapia, sendo a cirurgia, para alguns tipos de cancer, o tratamento inicial
(DUVAL, et al., 2010; ALMEIDA, et al. 2005).

A cirurgia e a radioterapia sdo procedimentos experimentais e adequados para tratamento
da doenga localizada e regional, e pode curar nos estagios precoces do cancer. Por outro lado, a
quimioterapia representa uma das formas de tratamento contra o cancer de maior escolha visando
controle, paliacdo e em algumas situacfes até mesmo a cura (SAWADA, et al., 2009).

A quimioterapia é um tratamento sistémico, o que significa que as drogas anticancer
circulam através do sangue até atingir as células cancerosas. O objetivo da quimioterapia é
aniquilar colbnias de células cancerosas e em processos de metastase no corpo do

paciente. Entretanto, por ndo ser um método seletivo, as células normais também acabam sendo
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danificadas ocasionando 0s efeitos colaterais da quimioterapia que sdo anemia, diarreia,
nauseas, vomitos, perda de cabelo e enfraquecimento do sistema imunoldgico (ALMEIDA,
2005; INCA, 2018). Um fator importante para a eficicia da quimioterapia é a precocidade no
diagndstico do tumor, sendo um tratamento eficiente quando ha entre 10-12 células tumorais, ou
seja, quando o tumor se encontra com tamanho inferior a 1 cm (ALMEIDA, et al. 2005; JAGER,;
JAGER; KNUTH, 2002). A resisténcia a drogas quimioterapicas também pode ser
desenvolvida por células cancerigenas, sendo assim, devido as varias limitacOes das terapias
convencionais como 0 mau prognéstico e 0s sérios efeitos colaterais das terapias anticancer
(WANG, et al., 2012), é notorio a necessidade de pesquisas na descoberta de acdes abrangentes
para o controle do cancer, com maior eficicia e menos efeitos colaterais. E nesse contexto que o
desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos a partir de produtos naturais e sintéticos vem
sendo considerado uma das principais metas dos estudos em quimica medicinal (FAN, et al.,
2012; CHEN; XUE, 2019).

Atualmente, os agentes antineoplasicos mais utilizados como quimioterapicos no
tratamento do céncer incluem compostos alquilantes, como a cisplatina e a mitomicina C,
antimetabolitos como a metotrexato, alguns produtos naturais como os alcaloides vegetais como:
vimblastina e vincristina, antibioticos antitumorais como as antraciclinas que sdo derivados de
quinonas (ex.: doxorrubicina; daunorrubicina) (Figura 4), entre outros (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010; ALMEIDA, et al., 2005; OLIVEIRA; ALVES, 2002) .

Figura 4. Estrutura de alguns agentes antineoplasicos utilizados atualmente.
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Mediante a todos os dados estatisticos, as diversas complicacdes desencadeadas pelo
cancer, bem como aos processos de prevencdo e tratamento desta doenca citados acima é notorio
que os tratamentos dessa neoplasia sdo responsaveis por uma grande fatia de todos os orcamentos
nacionais para a saude. Além disso, as terapias disponiveis sdo, invasivas e onerosas ao sistema
Unico de satde (SUS). Desse modo, é de interesse a exploracdo de novas substancias sintéticas
inspiradas em produtos naturais, que possam resultar em produtos alternativos e de menor custo
em relacdo as terapias disponiveis para a prevencdo e tratamento de carcinomas que tenham o

DNA como alvo bioldgico.

1.2.1 DNA: Estrutura, caracteristicas e funcdes

O 4cido desoxirribonucleico (DNA), é um polimero organico, fino e longo. Essa
biomolécula teve sua estrutura tridimensional inicialmente descrita em 1953 pelos cientistas
James D. Watson e Francis Crick, o qual foi apresentado como sendo formado por unidades
monoméricas de nucleotideos, e cada nucleotideo tem trés componentes: grupos fosfato
(PO4>), responsaveis por deixarem o DNA carregado negativamente; um grupo de aclcar
desoxirribose e as bases nitrogenadas.

Normalmente, a unidade basica do DNA citado acima, consiste em duas fitas
poliméricas, que se entrelagam em um mesmo eixo formando a dupla-hélice. A estrutura
hidrofilica dos grupos alternantes de desoxirribose e fosfatos se encontram na parte externa da
dupla fita interagindo com a agua circundante (Figura 5); e no interior da dupla hélice as
bases purinicas e pirimidinicas de ambas as fitas estdo empilhadas (NELSON; COX, 2014;
PRAY, 2008). Como mencionado anteriormente, cada fita € composta por uma combinacéo
de nucleotideos, quatro para ser mais exato, ligados a desoxirribose, que se mantém unidos
por ligacdo fosfodiéster, sendo as bases: adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C).
Sendo que as bases nitrogenadas seguem a regra de Chargaff, no qual a adenina (A) de uma
fita sempre forma duas ligacGes de hidrogénio com a timina (T) da outra, enquanto a guanina
(G) forma trés ligacdes de hidrogénio com a citosina (C) da fita complementar (NELSON; COX,
2014; NAKAMOTO; TSUBOI; STRAHAN, 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura dupla hélice do DNA e emparelhamento de bases.
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Fonte: Adaptado de PRAY, 2008.

O DNA duplex ¢ antiparalelo, onde a extremidade 5° (grupo fosfato) de uma fita esta
emparelhada com a extremidade 3’ (grupo hidroxila) de sua fita complementar (Figura 5), e vice-
versa.

Apesar de o modelo da dupla hélice, formalizado por Watson e Crick, ser o mais
conhecido, ha outros formatos de DNA (isoformas), as quais sdao dependentes do meio onde
se encontram, podendo assumir trés conformacdes: A-DNA, B-DNA e Z-DNA (NELSON;
COX, 2014). Além disso, 0 DNA também pode adotar outras formas, como a cruciforme ou
tretraplex (G-quadruplex e i-motiff), tendo a conformacdo i-motiff sua estrutura confirmada
em publicagdo recente da revista nature (ZERAAT, et al. 2018) (Figura 6).
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Figura 6. ConformacGes do DNA: A, B, Z, G-quadruplex e i-motiff.

S8
.‘l »
KT

LAk

L0185y

ST

S

®
'0"*

a) A-DNA

b) B-DNA c) Z-DNA
Fonte: Adaptado de Garcia-Ramos, et al., 2013.

A conformagdo mais comum em meio fisiolégico e também a mais estavel é a B-
DNA, a mesma proposta por Watson e Crick. Neste sentido, essa estrutura é a mais usada
como padrdo de referéncia para estudos de propriedades do DNA, além de ser a forma mais
encontrada no organismo. Por outro lado, as demais isoformas requerem condi¢cdes mais
especificas: a isoforma A-DNA é formada em condi¢Ges com baixa concentracdo de agua,
enquanto que a Z-DNA ¢ favorecida em condi¢des com alta concentracdo de sal e requer um
tipo especial de sequéncias de bases. Quanto a rotacdo das hélices, diferente das duas
primeiras isoformas, a Z-DNA gira para a esquerda (NELSON; COX, 2014; ALMEIDA, et
al.,, 2005). O DNA G-quadruplex, geralmente, é formado em regides de oncogénese
(GARCIA-RAMOS, et al., 2013). Ja a isoforma i-motiff requer condices levemente &cidas ou
neutras para se estabilizarem (ZERAAT, et al. 2018; GARCIA-RAMOS, et al., 2013).

Quando se refere a papéis bioldgicos dessa macromolécula, o0 DNA desempenha
importantes papéis fisiologicos no processo da vida, pois carrega importantes informacdes
genéticas e orienta a sintese bioldgica de proteinas e enzimas por meio de duplicacgéo,
transporte e traducdo da informagdo genética (NELSON; COX, 2014; SHAMSI; YADAYV;,
ARIJMAND, 2014; SHI, et al. 2015). Neste sentido, como é amplamente relatado na literatura
danos no DNA podem levar ao desenvolvimento de cancer, portanto, a busca por pequenas
moléculas organicas naturais ou sintéticas que possam interferir no processo de prevencao a
esses danos, tais como fotoprotetores ou antioxidantes ou ainda compostos que possam se

ligar ao DNA por meio de interagdes covalentes ou ndo covalentes que resultem em alteragéo
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ou inibicdo da funcdo do DNA (antitumorais) (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013;
STREKOWSKI; WILSON, 2007) sdo de grande relevancia e poderédo trazer contribuicGes

para o desenvolvimento de novas opc¢es terapéuticas para o tratamento do cancer no futuro.

1.2.2 Fotoprotetores

Dentre os fatores exdgenos que podem iniciar ou contribuir para alteracdes na
homeostasia celular, destaca-se a exposicdo a radiacdo solar, por seus efeitos cumulativos
(GUARATINI, et al. 2009). A exposic¢do a radiacdo ultravioleta (UV) esta diretamente ligada
ao surgimento de problemas na pele sendo que o comprimento de onda (A) da radiacéo solar
determina o poder de penetragcdo desta no tecido. Neste sentido, a partir da exposicao
acumulativa na pele dos raios solares, sem prote¢do, podem surgir manchas, despigmentacoes
cutaneas, gueimaduras, envelhecimento precoce e fotossensibilidade sendo que nos casos
mais graves ha o surgimento de neoplasias malignas cutaneas, conhecidas como cancer de
pele (NASCIMENTO, et al., 2014).

A ocorréncia de eritemas e até mesmo do cancer de pele estd associada a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS sdo formadas pela acdo da radiacdo UV no
organismo e podem acarretar a ruptura da cadeia do DNA (acido desoxirribonucleico).
Especificamente, quando o DNA absorve a radiagdo UV, principalmente a UVB, podem
ocorrer processos mutagénicos. Assim, a acdo dos raios UVB no DNA leva a divisdo celular
acelerada produzindo novas células tumorais (NASCIMENTO, et al., 2014; IVRY, et al.,
2006). Neste contexto, o controle da formacdo das ROS pela radiacdo UV é de suma
importancia para a prevencao dos efeitos deletérios da exposicdo solar, principalmente a
prevencdo do cancer de pele, o qual é um dos mais frequentes na populacdo brasileira e que
mais cresce em numero de casos no mundo todo (GUARATINI, et al. 2009).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) e a Sociedade Brasileira de
Dermatologia, a prevengdo do cancer de pele se da por meio do uso frequente de agentes
fotoprotetores ou filtros solares. Os filtros solares consistem em preparagcdes cosméticas que
contém agentes fotoprotetores e estes atuam minimizando os efeitos deletérios dos raios UV
através da absorcao, reflexdo ou difusdo dos raios solares incidentes na pele. Os fotoprotetores
podem ser substancias inorganicas ou organicas. Em geral, 0s compostos inorganicos agem
via reflexdo dos raios UV e 0s organicos por meio da absorcdo destes. Os principais
fotoprotetores inorgénicos sdo ZnO e TiO2, porém, filtros contendo essas substancias podem

deixar uma pelicula branca sobre a pele o que os torna esteticamente desfavoravel em altas



26

concentragdes. Os fotoprotetores organicos sdo classificados de acordo com sua regido de
absorcédo dos raios UV. Isso ocorre porque esses compostos ndo possuem um amplo espectro
de protecdo UV e atuam especificamente apenas em uma das faixas UVA | (340-400nm),
UVA 11 (320-340nm) e UVB (290-320nm) (GUARATINI, et al. 2009).

Dentre as normas que regulam a utilizagdo de protetores solares, destaca-se a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 30 de 1° de janeiro de 2012 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que tem por objetivo estabelecer o regulamento técnico
Mercosul sobre protetores solares em cosmeéticos e da outras providéncias, a qual institui que
0s protetores solares devem ter como requisito um fator de protecdo solar (FPS) de no minimo
6 (ANVISA, 2012) . J& a Food and Drug Administration (FDA), agéncia federal do
Departamento de Saude e Servicos Humanos Estados Unidos, regulamentou um FPS de no
minimo 15 para um composto ser utilizado em lo¢des cosméticas (FDA, 2017).

Sendo assim, por atuarem de maneira preventiva no tecido cutaneo, os fotoprotetores
agem minimizando a exposi¢do excessiva aos raios UV, que favorecem a formacdo de ROS
que sdo alguns dos fatores que acarretam na ruptura da cadeia do DNA e posteriormente em

processos cancerigenos.

1.2.3 Importéancia do estudo de interacdo DNA-ligante

O DNA desempenha um papel importante na proliferacdo celular, em mutacfes
genéticas e no reparo do mecanismo de desordem. As alteracdes irreversiveis e danos a essa
macromolécula resultam em céncer, assim, o DNA é o principal alvo intracelular no
desenvolvimento de agentes terapéuticos anticancer (ALI; BHATTACHARYA, 2014; BAS,
et al., 2019). Neste sentido, os estudos de interacdo DNA-ligante sdo de extrema importancia
para a compreensdao dos mecanismos de interacbes e, também para o0 provimento de
informagbes que venham a contribuir para o desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos, controle da expressao génica e no planejamento de novos farmacos para esta
finalidade ou antitumorais (QAIS, et al. 2017; KHAJEH, et al. 2018).

Pequenas moléculas podem se ligar ao DNA a partir de diferentes interagdes,
resultando em alteracdo ou inibicdo da funcdo dessa macromolécula. Neste contexto, as
pesquisas sobre a interacdo de ligagdo entre DNA e pequenas moléculas tém sido
consideradas como um dos tépicos-chave no campo das ciéncias da vida, quimica e medicina,
representando um estudo significativo para o desenvolvimento de medicamentos contra o

cancer (SHI, et al. 2015). Assim, a investigacao sobre a interacdo de ligacdo do DNA com
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pequenas moléculas é util para entender as caracteristicas estruturais do DNA, origem de
algumas doengas e mecanismos de acdo de algumas drogas que visem o DNA celular a fim de
obter alta seletividade, fortes efeitos, baixa toxicidade e menos efeitos colaterais. Além disso,
esses dados também podem ajudar a prever o efeito de drogas combinadas e fornecer
orientacdo para o desenvolvimento e aplicacdo clinica de medicamentos. (DING, et al. 2018;
SHI, et al. 2015). Vale ressaltar que pequenas moléculas, como as drogas antitumorais,
interagem com o DNA principalmente por meio de trés modos de ligacdo diferentes:

intercalacao, ligacdo ao sulco e interacGes idnicas e estas serdo descritas a seguir.

1.2.4 Modo de ligacdo DNA-ligante

A interacdo DNA-ligante pode seguir trés formas distintas (BARONE, et al. 2013). No
primeiro modo, os farmacos podem interagir com proteinas de ligagdo do DNA, como
polimerases e fatores de transcricdo. A segunda maneira implica a ligacdo do RNA as hélices
duplas do DNA para formar hibridos tripla-hélice de RNA-DNA que podem interferir na
atividade de transcricdo (AUSUBEL, et al. 2002; BARONE, et al. 2013). O ultimo modo, 0
qual serd explorado neste estudo, consiste na interacdo do DNA com pequenas moléculas
(BARRA; NETTO, 2015; LERMAN, 1961), denominadas drogas. A maioria das drogas
anticancer usadas exerce seu efeito antitumoral danificando o processo de replicacdo do DNA.
Esse dano ocorre por dois modos de ligacdo: 1) pelo modo de ligacéo covalente, o qual ocorre
por meio da ligacdo direta ligante-DNA por suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato; e
2) ndo covalente, o qual ocorre por meio de interacOes eletrostaticas, interacBes nos sulcos
(groove) do DNA, ou por meio da intercalacdo (BARRA; NETTO, 2015; KOMEDA, et al.

2006) como pode ser visto na Figura 7 abaixo.
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Figura 7. Representacdo esquematica de possiveis modos de interacdo DNA-ligante.

=
L/
—
% | % = Zm
o .
NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE

Intercalagio Sulcos (groove) Eletrostatica Ligagio a base Ligagio ao
nitrogenada fosfato

Fonte: Adaptado de Barros;Netto, 2015.

As interagdes que envolvem as ligagOes covalentes possuem alta energia, deste modo, sdo
dificeis de serem rompidas e, dessa forma, os complexos farmaco-receptor sdo raramente
desfeitos, ou seja, € um modo de ligacdo irreversivel que forma espécies que impedem a
replicacdo celular (BARONE, et al. 2013). Esse modo de ligagcdo normalmente envolve ligantes
de carater eletrofilico e bionucledfilos organicos. No DNA, o ligante pode interagir com as bases
nitrogenadas ou grupos fosfatos, como visto na Figura 7 (BARREIRO; FRAGA, 2015), como
por exemplo, a cisplatina, a qual é um potente agente anticancerigeno que se liga covalentemente
aos pares de base adenina e guanina do DNA, resultando na inibi¢do da transcri¢do e replicacdo
do mesmo, além de induzir a morte celular (BARONE, et al. 2013; SIRAJUDDIN; ALI,
BADSHAH, 2013).

O modo de ligacdo ndo covalente é reversivel, e a espécie ou molécula alvo ao interagir
com o DNA pode alterar a conformacao, provocar tensdo torsional e interromper/inibir o processo
de interacdo DNA-proteina nos processos bioldgicos (SILVESTRI; BRODBELT, 2012;
STREKOWSKI; WILSON, 2007). Como mencionado anteriormente, ha trés formas de ligacdes
ndo covalentes entre 0 DNA e ligantes e estas serdo descritas a seguir.

A intercalacdo consiste na inser¢cdo do composto ligante entre os pares de bases
vizinhos do DNA ligando-se perpendicularmente ao eixo da hélice (MARKY, et al., 1983).
Este processo envolve a distorcdo da conformacdo da cadeia do DNA e, portanto, a
interferéncia da interacio proteina-DNA (GARCIA, et al., 2009; STREKOWSKI; WILSON,
2007). As forcas intermoleculares que mantém a estabilidade do complexo DNA-agente
intercalador, leva esta entidade a possuir maior estabilidade que o DNA sozinho. Estas forcas

sdo associadas a formacéo de ligacGes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e hidrofébicas,
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interagdes de empilhamento 7 (interagdo 7 stack) entre os grupos aromaticos heterociclicos
dos pares de bases e as estruturas aromaticas (BARONE, et al., 2013).

A interacdo nos sulcos também conhecida groove, consiste na interacdo direta do
ligante com as bases nitrogenadas, tanto pelo sulco maior quanto pelo sulco menor (Figura
7). O sulco menor resulta da depresséo entre as duas cadeias complementares e possui um
sitio de ligagdo menor de 0,6 nm. No entanto, os sulcos menores geralmente tém o beneficio
de serem livres e podem proporcionar espaco disponivel para se ligarem a moléculas
pequenas. Por outro lado, o sulco maior resulta da depressdo existente entre 0s giros
adjacentes da hélice, e devido ao seu tamanho (1,2 nm) oferece facil acesso a ligantes
volumosos (Figura 5) (KHAN, et al., 2012).

A interacdo eletrostatica denominada de associacdo externa envolve a acdo do DNA
como um arcabouco que possibilita a interacdo externa droga-droga (GARCIA, et al., 2010).
Assim, pode-se observar que tanto a intercalacdo quanto a ligagdo nos sulcos (groove) estéo
relacionados com a parte mais interna da dupla hélice do DNA, enquanto a ligacéo
eletrostatica esta associada com interacdo fora do sulco ou na superficie da molécula de DNA
(parte externa). Esse modo de ligacdo ocorre entre as espécies catibnicas e 0s grupos fosfatos

carregados negativamente presentes no DNA (REHMAN, et al., 2015).

1.3 Técnicas empregadas para o estudo da interacdo DNA-ligante, FPS-UVB in vitro e a

atividade antioxidante

Diversas técnicas podem ser utilizadas para o estudo do mecanismo de interacdo entre
os ligantes e 0 DNA, entre elas podemos citar: UV-visivel (REHMAN, et. al., 2015)
fluorescéncia molecular (NI; WANG; KOKOT, 2011), ressonancia magnética nuclear
(RMN), microscopia de forca atbmica (MFA), eletroquimica (ESPINOSA-BUSTOS, et al.,
2018) calorimetria, infravermelho (1V), medidas de viscosidade, dicroismo circular,
espectrometria de massas, eletroforese (capilar e em gel) (RYVOLOVA, M. et al., 2012),
espectroscopia Raman e difracdo de raios-X. Além disso, estudos tedricos como docking e
dindmica molecular tém sido utilizados para obter mais informacdes sobre o processo de
interacdo. Essas técnicas e estratégias tém sido utilizadas como importantes ferramentas para
caracterizar a natureza do complexo supramolecular formado DNA-ligante e os efeitos da
interacdo sobre a estrutura do DNA (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

No caso da determinacdo do fator de Protecdo Solar in vitro, esse sera realizado pelo

método descrito por Mansur que se utiliza da espectrofotometria de absor¢do na regido do
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UV-Vis. Esse método é bastante Gtil visto sua boa correlacdo dos dados gerados, com 0s
dados obtidos por meio de estudos in vivo. J& para a atividade antioxidante, podem ser
utilizadas distintas técnicas, a depender do método utilizado, sendo essas: UV-Vis,
fluorescéncia molecular, metodos eletroquimicos, entre outros.

Vale destacar que, nesse estudo foram utilizadas as técnicas de espectroscopia de
absorcdo no UV-Vis e fluorescéncia molecular. Essa avaliagdo possibilitou, caracterizar o
modo de ligacdo dos compostos avaliados com o DNA, avaliar o mecanismo de quenching,
determinar o FPS-UVB, bem como avaliar a capacidade antioxidante dos compostos. Assim,
as técnicas comumente empregadas nos estudos aqui apresentados serdo descritas abaixo,
considerando os principais aspectos das informagfes que podem ser obtidas quanto a

interacdo entre 0 DNA e os ligantes, FPS-UVB in vitro e atividade antioxidante.

1.3.1 Espectroscopia no UV-Visivel

A espectroscopia de absor¢cdo no UV-Visivel é uma das técnicas mais simples e
amplamente utilizada na avaliacdo tanto da estabilidade do DNA quanto sua interacdo com
ligantes (QAIS, et al., 2017; REHMAN, et al., 2015). No entanto, essa técnica ndo fornece
informacdes precisas quando o ligante e a macromolécula absorvem radiacdo na mesma
regido. Como as medidas sdo baseadas na atenuacdo da radiacdo eletromagnética pela espécie
absorvente, caso ligante, DNA e complexo formado, apresentem comprimentos de onda de
méaxima absorcdo proximos, uma espécie pode influenciar na obtencdo do sinal analitico da
outra, causando interferéncia espectral e imprecisdo nas medidas realizadas. Neste sentido, a
aplicacdo da técnica no UV-Vis para avaliacdo da interacdo de ligantes com DNA mostra
variacdes mais acentuadas quando o ligante absorve preferencialmente no visivel.

A espectrometria de absor¢do da radiacdo UV também pode ser utilizada para
determinar a concentracdo molar do DNA, uma vez que essa macromolécula mostra uma
banda caracteristica na regido do UV com comprimento de onda de maxima absor¢do (Amax)
em 260 nm, relativo aos grupos cromoforos das purinas (adenina e guanina) e pirimidina
(citosina e guanina), os quais sdo responsaveis pelas transi¢des eletronicas. Utilizando a lei de
Beer, por meio da medicdo do valor de absorvancia em 260 nm € possivel avaliar a pureza do
DNA, empregando-se a razdo das absorvancias Azso/A2s0 0U Azs0/A230, ONde a proporgéo deve
estar no intervalo 1,8-2,0 para assegurar DNA suficientemente livre de proteinas ou
compostos usados no processo de purificagdo ou conservacdo (DENOVIX, 2018; SAVARIZ,
etal., 2014).
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J& para a avaliacdo do FPS-UVB in vitro, por se tratar de medidas quantitativas de
absorcdo da radiagdo UVB (290-320 nm) por parte dos compostos avaliados
(NASCIMENTO, et al., 2014), a técnica de UV-Vis torna-se a metodologia mais simples e
eficaz para tal determinacdo, uma vez que esta técnica tem como principio a absorcdo da
radiacdo no ultravioleta (200-400 nm) e no visivel (400-800 nm) (PAVIA, 2013), bem como,

expressa uma correlagdo viavel com os dados experimentais obtidos in vivo.

1.3.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A espectroscopia de fluorescéncia molecular € uma das técnicas mais comumente
utilizadas nos estudos de interacdo entre ligantes e 0 DNA. As vantagens da fluorescéncia
molecular comparada as demais técnicas espectroscopicas, sdo a sua alta sensibilidade, a
grande faixa de concentragdo linear, seletividade, além de suas medidas serem relacionadas ao
ligante livre, tratando-se de uma medida direta da espécie livre ou complexada, sem
interferéncia espectral. Em geral, os ligantes que contém grupos funcionais (poli)aromaticos
possuem intensa fluorescéncia, em comparag¢do com pequenas moléculas que possuam em sua
estrutura radicais derivados de hidrocarbonetos alifaticos, carbonilas ou compostos altamente
conjugados ndao aromaticos. Uma vez que o DNA ndo apresenta fluorescéncia, as mudangas
no sinal de fluorescéncia séo relacionadas ao ligante livre ou do complexo formado com o
acido nucleico (REHMAN, et al., 2015).

Assim, os estudos relacionados a variagdo da intensidade do sinal em funcdo de
titulagcbes espectrofluorimétricas podem fornecer informagdes, como: o mecanismo de
quenching (dindmico, estatico ou ambos), nimero de sitios de ligagdo (estequiometria),
constantes de ligacdo (Kb), pardmetros termodinamicos (AH, AS e AG), tipos de forgas
intermoleculares envolvidas no processo de interacdo e o modo de ligacdo preferencial
(ZHAO, et al., 2014). Vale ressaltar que 0 mecanismo de quenching s6 é considerado quando
ocorre reducdo da fluorescéncia, em muitos casos, a adicdo de DNA pode levar ao aumento

do sinal.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista 0s impactos provocados pelo céncer na saude das pessoas e a
importancia desta doenca na vida moderna, esse trabalho visa trazer contribuicdes em duas
frentes distintas: 1) prevencdo por meio dos estudos de fotoprotecdo FPS e ac¢do antioxidante
e 2) avaliacdo da atividade antiproliferativa e correlagdo dos valores da constante de ligagéo
(Kb) que expressam a interagdo com o DNA.

Considerando que o desenvolvimento de novos filtros solares ird contribuir com a
prevencdo do cancer de pele, a inibicdo de RS consegue minimizar varios tipos de mutacoes
cancerigenas, inclusive o cancer de pele. Além disso, ndo ha atualmente disponivel no
mercado nenhum fotoprotetor que tenha em sua estrutura a funcdo 1,4-naftoquinona e, dado a
sua importancia econdmica dentro do crescente mercado dos cosméticos, nos parece oportuno
avaliar a atividade fotoprotetora dos derivados naftoquindnicos nitrogenados por meio da
determinacéo in vitro do fator de protecdo solar contra a radiagdo UVB (FPS-UVB), bem
como sua atividade antioxidante, uma vez que a aplicacdo topica de antioxidantes atenua 0s
danos oxidativos induzidos pela radiacdo UV.

O outro viés que motiva esse trabalho, sdo os resultados de atividade antiproliferativa
frente a diversas linhagens tumorais, apresentados por véarias moléculas da classe das
naftoquinonas. Como o processo de interacdo DNA-ligante fornece informacgdes sobre o
mecanismo em nivel molecular, fica claro a necessidade de estudos utilizando
estratégias/técnicas associadas a determinacdo de parametros quantitativos relacionados a
interacdo DNA-ligante, visando selecionar candidatos a farmacos mais promissores. Além disso,
ressalta-se o nimero reduzido de trabalho que estdo disponiveis na literatura que realizam

esses dois tipos de estudo explorando esta classe de compostos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar o FPS-UVB in vitro, a atividade antioxidante, a atividade antiproliferativa, o
modo e parametros de ligacdo de derivados naftoquindnicos com ctDNA por meio de técnicas

espectroscopicas.

3.2 Especificos

i) Avaliar a bioatividade de pequenas moléculas organicas derivadas da classe das
naftoquinonas a partir do uso de técnicas espectroscépicas.

i) Otimizar as condi¢fes experimentais para estudo por espectrometria de UV-Vis dos
compostos investigados no intuito de determinar a faixa 6tima de analise de acordo com a lei
de Beer;

iii) Determinar o FPS-UVB in vitro dos derivados naftoquindnicos, bem como suas
respectivas absortividades molares;

iv) Determinar os valores de ICso da atividade antioxidante e antiproliferativa in vitro dos
compostos testados;

v) Determinar as propriedades ADME in silico dos compostos avaliados;

vi) Otimizar as condi¢fes experimentais para estudo por espectrofluorimetria e UV-Vis dos
sistemas averiguados, com o designio de determinar constantes de ligacdo (Kb),
estequiometria;

vii) Avaliar o modo de ligacdo dessas moléculas por ensaios ja estabelecidos na literatura;

viii) Monitorar as alteracBes nas bandas referentes as sondas que interagem via groove e
intercalacdo para caracterizar o modo de ligacdo DNA-ligante;

ix) Avaliar o modo de ligacdo de compostos padrdo da literatura, para comparar se 0S

resultados obtidos sdo coerentes e validar o método;
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4. EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados no trabalho possuem grau de pureza analitica, incluindo
0 ctDNA (Calf thymus, ctDNA) tipo | na forma de fibras.

Os compostos de 1 a 8 foram cedidos pelo Laboratério de Sintese Orgéanica e
Medicinal (LaSOM) da Universidade Federal de Alagoas-Campus Arapiraca. Os compostos
foram obtidos por extracdo ou sintese a partir de procedimentos experimentais descritos na
literatura (CARDOSO, et al., 2018).

As solugdes estoque dos derivados naftoquindnicos foram preparadas pela
solubilizacdo de 1,0 mg do composto em 2,0 mL de dimetilsulfoxido-DMSO (Sigma Aldrich,
Brasil) e, posteriormente armazenadas sob refrigeracdo a 4°C em tubos criogénicos (SILVA,
2016).

A solucdo tampéo (Tris 50 mM, NaCl 100 mM e pH = 7,4) foi preparada pela
pesagem de 1,5 g de tris-(hidroximetil)aminometano (TRIS) (Sigma Aldrich, Brasil) e 1,5 ¢
de cloreto de sodio (NaCl) (Vetec, Brasil) e solubilizado em 250 mL de agua ultrapura. O
ajuste do potencial hidrogenidnico (pH) para 7,4 foi realizado com uma solucdo diluida de
acido cloridrico (HCI) (Merck, Alemanha).

A solucdo estoque de ctDNA (Calf thymus) foi preparada pesando-se 10 mg da
macromolécula e solubilizando-se a mesma em 20 mL de solucdo tampé&o Tris (50 mM, pH=
7,4) e NaCl (100 mM). A solucdo foi armazenada em frascos, recoberta com papel aluminio e
deixada sob agitagdo durante 24 h. Posteriormente, para garantir uma maior solubilidade e
homogeneidade da solucdo, a mesma foi levada a um banho ultrassom (Quimis modelo
Q335D, Brasil), por 20 min, e logo em seguida ao uso guardada sob refrigeracéo a 4 °C.

Para o preparo da solugdo estoque de brometo de etidio (2,54x10°3 M) pesou-se 10 mg
do Brometo de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio (Brometo de etidio) (Sigma Aldrich) e
solubilizou-se em 10,0 mL de &gua ultrapura. O estoque 1 do 2'-(4-etoxifenil)-6-(4-metil-1-
piperazinil)-1 H,3'H -2,5'-bibenzimidazol (Hoechst) (Sigma Aldrich) foi preparado pesando-
se 10 mg e solubilizando-se em 10 mL &gua ultrapura (1,78x102 M).

As solugdes estoque dos padrfes 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BZF-3) (Sigma
Aldrich) e isonicotinoila hidrazida (INH) (Sigma Aldrich) foram preparadas utilizando-se 1
mg do composto, em seguida, esse foi solubilizado em DMSO (Sigma Aldrich) e,

posteriormente realizando diluigdes em etanol P.A. (Dindmica).
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Para o preparo da solucdo do radical DPPH (2,2-difenil-2-picrilidrazila) (Sigma) foi
pesado 0,012 g e solubilizado em metanol (Dindmica). A solugdo estoque (100 mg L) de
quercetina  (2-(3,4-diidroxifenil)-3,5,7-triidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona))  (Sigma) foi
preparada em meio aquometanolico 30% (v/v), apds a dissolucdo de 5,0 mg do composto para
um volume final de 50 mL (OLIVEIRA, 2016). O trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromen-
2-carboxilico) (Sigma) (100 mg L) foi preparado apds a dissolugdo de 10 mg do composto
em 20 mL de etanol P.A. (Dindmica).

A solucdo estoque do radical derivado do acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS**) 5 mmol L foi preparada pela dissolucdo de 26 mg de ABTS** (Sigma) e 4
mg de persulfato de potassio (K2S20sg) (Merck) em 10 mL de agua. Ap6s 16 h de incubagédo ao
abrigo da luz, a solucio foi diluida para 25 mL com tampéo fosfato 0,05 mol L* com pH ajustado
para 7,4 + 0,1 (OLIVEIRA, 2016).

4.2 Equipamentos utilizados

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdbmetro de
varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) equipado com cubetas de
quartzo ou de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico.

Nos estudos de interacdo empregando as naftoquinonas, as medidas
espectrofluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorimetro Shimadzu RF (modelo
5301PC, Japdo) utilizando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho Optico e capacidade de 4
mL.

Para as medidas de pH utilizou-se um medidor de pH Marte (Modelo MB10, Brasil)
incerteza de = 0,01 acoplado a um eletrodo combinado de vidro. As massas dos padroes e
reagentes foram medidas em duas balancas analiticas: (i) balanca analitica Bel com preciséo
de 0,1 mg para medidas > 10 mg e (ii) balanca analitica Mettler Toledo-AG245 com precisdo
de 0,01 mg (para massas < 10 mg).

O preparo de solucdes e a limpeza de vidrarias foram realizadas com agua ultrapura
(18,2 uS. cm), Mater System MS2000 (Gehaka, Sao Paulo, Brasil).
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4.3 Procedimento experimental
4.3.1 Fator de Protegdo Solar UVB in vitro

Em um tubo eppendorf de 2 mL, pesou-se 1 mg dos derivados naftoquinonicos, e
diluiu-se em DMSO. A solucéo estoque foi diluida em triplicatas nas concentracfes de 100 e
200 uM, utilizando-se etanol absoluto como solvente. Posteriormente, as solugdes tiveram
suas absorvancias determinadas na faixa de 260 a 400 nm. O FPS-UVB foi entdo determinado
empregando-se a Equacédo 1 (ARAUJO et. al., 2014).

320
FPS espectrofotométrico = FC. z EE(A). I1(A). Abs(A) Equacdo (1)
290

FC = fator de correcdo (igual a 10); EE (A) = efeito eritematogénico da radiagdo de
comprimento de onda A; I (L) = intensidade da luz solar no comprimento de onda A; Abs (A) =
medida espectrofotométrica da absorvancia da solucdo da amostra no comprimento de onda
(A); Os valores de EE (L) X I (1) sdo dados na tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Relagdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiagdo em cada

comprimento de onda da regido UVB.

A (nm) EE(\) x I (V)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte: Adaptado de Nascimento, et al., 2013.

4.3.2 Sequestro do radical DPPH*

Em um tubo eppendorf de 2 mL foram adicionados 0,10 mL da solugdo metanolica do

radical DPPH* (600 pmol L) e de 0,0125 a 1,0 mL da amostra previamente diluida ou da
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solucdo de referéncia. Em seguida, avolumou-se os tubos com uma solu¢do aquometanolica
30% (v/v), nesta ordem, totalizando um volume final de 2,0 mL (HOSU; CRISTEA,
CIMPOIU, 2014). O sinal de referéncia (branco) foi obtido a partir da medida de uma solucao
aquometandlica 30% (v/v). Posteriormente, 30 minutos de espera, realizou-se as medidas
espectrofotométrica das solugbes dos compostos e dos padrdes (referéncia) em 517 nm com
cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico. As medidas foram realizadas em triplicatas,
utilizando o trolox e a quercetina como padrdo e os resultados expressos em equivalentes

(um/mL) dos mesmos.

4.3.3. Ensaio do sequestro do radical ABTS**

Para a realizacdo do ensaio procedeu-se de forma similar ao DPPH*. Em um tubo
eppendorf de 2 mL adicionou-se 0,088 mL da solucdo estoque do radical ABTS**; 0,0125 a
1,0 mL da solugdo padrdo ou da amostra previamente diluida e aferiu-se com agua (GULCIN
et al., 2010; OLIVEIRA, 2016). O sinal de referéncia (branco) foi obtido a partir da medida
de uma amostra de agua. Aguardou-se 15 min ap6s a mistura dos reagentes e procedeu-se a
medida espectrofotométrica das solu¢bes dos compostos e dos padrdes (referéncia) em 734
nm empregando-se cubetas de vidro com 1,0 cm de caminho oOptico. A curva analitica para o
procedimento empregando ABTS*" foi construida empregando-se trolox como padrdo de
calibracdo. As medidas foram realizadas em triplicatas, utilizando o trolox e a quercetina

como padréo e os resultados expressos em equivalentes (um/mL) dos mesmos.

4.3.4 Determinacgao das propriedades ADME in silico

Os compostos naftogquindnicos foram submetidos ao preditor online SwissADME
(DAIANA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) para determinar algumas propriedades ADME
(absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo). Algumas regras foram empregadas para a
previsdo das propriedades ADME das moléculas avaliadas, a saber: as regras de Lipinski et
al., (2001) e as regras de Veber et al., (2002). Dessa forma, a lipofilicidade (log P), a
permeabilidade na pele (log Kp), a area de superficie polar topolégica (TPSA), os nimeros de
doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD), o numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio
(HBA) e o nuamero de ligacbes que podem sofrer rotagdo foram calculados para todos 0s

derivados naftoquinonicos avaliados.



38

4.3.5 Determinagéo da atividade antiproliferativa dos compostos

Para a determinacéo da atividade antiproliferativa foram selecionadas 9 linhagens de células
de carcinoma humano e uma ndo cancerosa. Os compostos foram avaliados em comparagéo
com o controle positivo doxorrubicina sendo determinada a concentragdo minima para que
ocorra a inibicdo de 50% do crescimento celular (ICsp). A atividade citotoxica foi avaliada
pelo método colorimétrico proposto por Mosmann (1983), cujo principio baseia-se na reducéo
do brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) em um produto com a
coloragdo azul escuro (MTT-formazan) pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-
desidrogenase. A densidade dptica da solugdo em cada po¢o foram registradas em 540 nm e 0
percentual de viabilidade celular foi determinado em relacdo ao controle: (absorbancia de

células tratadas/absorbancia de células ndo tratadas) x 100%.

4.3.6 Determinacgéo da concentracéo do ctDNA (Calf thymus)

Para determinar a concentracdo da solucéo estoque de ctDNA utilizou-se como base o
coeficiente de extingdo de 6600 L mol? a partir do sinal de absorvancia em 260 nm apds
diluicdo na proporcédo de 1:100. Posteriormente avaliou-se a presenca de proteinas na solugdo
de ctDNA, para isso, calculou-se a razdo do sinal de absorvancia a 260 e 280 nm (Azs0/A280),
obtendo-se valores entre 1,8-2,0 (SAVARIZ, et al., 2014).

4.3.7 Avaliacdo da interacdo ctDNA-ligante por fluorescéncia molecular e UV-Vis

A avaliagdo da interagcdo do ctDNA com as naftoquinonas foi realizada a partir de
titulagcdes espectrofluorimétricas, nas quais se manteve constante a concentracdo do ligante
(10 uM) e variou-se progressivamente a quantidade de ctDNA (1-250 uM). Nas medidas por
UV-Vis, avaliou-se o sinal de absorvancia do composto na auséncia e na presenca do ctDNA,
bem como a absorvancia do ctDNA livre. As medidas analiticas foram realizadas a

temperatura ambiente e apds tempo de incubacéo de 1 min.
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4.3.8 Estudo de competicdo com Brometo de etidio (BE) e Hoechst (HO)

O estudo de competicdo com as sondas foi realizado com as sondas intercalante (BE)
e/ou groove (HO) utilizando um espectrofluorimetro. No ensaio de deslocamento BE,
manteve-se constante a concentracdo do ctDNA (6 pM) e BE (1,5 pM) e variou-se
gradativamente a concentracdo dos compostos entre 1-150 uM. Os espectros de emisséo do
complexo BE-ctDNA foram registrados de 535 a 700 nm na auséncia e presenca dos
compostos avaliados por excitagdo a 525 nm. O mesmo experimento foi realizado para o
deslocamento do HO por ativagdo do complexo HO-ctDNA em 353 nm e registro de
espectros de emissdo de 363 a 600 nm. A concentra¢cdo do HO e do ctDNA foram de 1 uM e
10 UM respectivamente, e a dos compostos de 1 a 150 uM (REHMAN, et al. 2015), ambos os
experimentos foram realizados em Tris-HCI 50 mM, 0,1 M de NaCl (pH 7,4).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nessa sessdo faremos a discussao dos resultados obtidos durante a realizacdo do
trabalho. Para tal, apresentaremos as estruturas das naftoquinonas de 1 a 8 as quais foram
obtidas por extracdo ou sintese a partir de procedimentos experimentais descritos na literatura
(CARDOSO, et al., 2018) e cedidas pelo Laboratério de Sintese Orgéanica e Medicinal
(LaSOM) da Universidade Federal de Alagoas-Campus Arapiraca, liderado pela professora
Silvia Helena Cardoso.

As naftoquinonas podem sofrer reacdes de adicdo do tipo 1,4 (ataque ao carbono 8
olefinico) ou adi¢do do tipo 1,2 (adicdo na carbonila) (Figura 8) (CARDOSO, et al., 2018;
MARTINEZ, 2012). Desta forma, os compostos de 4 a 8 apresentados na figura 9 foram
sintetizados via reacdes de adi¢do nucleofilica, explorando o comportamento ambidentado das

naftoquinonas quando estas reagem com nucledéfilos.

Figura 8. Adicédo nucleofilica as naftoquinonas do tipo 1,2 e 1,4.

Adicdo 1,2

o Adicdo 1,4

Fonte: Adaptado de Carrol; Muller; Merck, 1970.

As estruturas dos derivados naftoquindnicos estudados estdo apresentadas na Figura
9, nos quais, manteve-se 0 nucleo basico naftoquindnico e variou-se 0s substituintes
nitrogenados nas posi¢des 1 e 2 da naftoquinona, bem como a presenca ou ndo da cadeia
lateral isoprenila e do anel heterociclico. Dessa forma, obteve-se os compostos de 1 a 8 com
diferentes padrGes de substituicbes. Vale ressaltar que os compostos de 1 a 3 sdo as
naftoquinonas basicas sem substituintes nitrogenados, 0s compostos 4, 5 e 7 séo os derivados
N-acilidrazona, 0 6 uma oxima e o composto 8 uma N-acilidrazida naftoquinona (CARDOSO,
etal., 2018; CARROLL; MILLER; MECK, 1970).
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Figura 9. Estruturas dos compostos naftoquindnicos estudados e do padrdo BZF-3 e INH.
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Fonte: Autor, 2019.

Diversos fatores levaram a escolha dessa série de compostos para realizar esses
estudos, dentre eles, destacam-se: disponibilidade, versatilidade do ponto de vista quimico e
baixo custo de sintese, uma vez que, o derivado naftoquinénico 1, pode ser extraido da
serragem da madeira da arvore ipé (género Tabebuia) e o derivado 3, das folhas de henna
(lausonia inermis), podendo, portanto, serem usados na preparacdo de novos analogos
sintéticos. Além disso, um outro fator que chamou atencdo desses derivados, foram o0s
trabalhos descritos por Pandika (2018), que ressaltam a importancia de compostos N iminos
naturais, derivados de organismos marinhos, que potencializaram a atividade fotoprotetora,
bem como, a vasta gama de atividade bioldgicas dos derivados naftoquindnicos, incluindo
atividades antioxidante (GOUDA, et al., 2013), antitumoral (ESPINOSA-BUSTOS, et al.
2018) e a importancia de heterociclicos em moléculas com aplicacdes em farmacéuticas, em
cosméticos, antioxidantes entre outras aplicagdes (SANTOS; GONSALVES; ARAUJO,
2018).

A seguir serdo apresentados os estudos da avaliagdo do Fator de Protecdo Solar
Ultravioleta B (FPS-UVB) in vitro, seguindo pelos resultados da capacidade antioxidante,
propriedades ADME in silico, atividade antiproliferativa para os compostos de 1 a 8 e,
posteriormente os resultados da avaliacdo de interacdo ctDNA-ligante para 0os compostos de 4

a 6 selecionados a partir de uma triagem dos dados da atividade antiproliferativa.
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5.1 Avaliacdo do FPS-UVB

Para determinar o Fator de Protecdo Solar (FPS), foram realizados testes preliminares,
neste caso uma curva analitica, para determinar a faixa de linearidade a serem empregadas nas
medidas. Desta forma, realizou-se varreduras espectrofotométricas dos compostos em
concentragfes que variaram de 5 a 500 uM. A partir das medidas, foi possivel observar que
todos os compostos demonstraram ter uma faixa linear entre 5 e 250 uM (Figura 26, na
pagina 88 em anexo). Assim, optou-se por realizar as medidas de UV-Vis para 0 posterior
calculo do FPS-UVB somente com as concentragdes de 100 e 200 uM, uma vez que entre
essas concentragdes situa-se a faixa 6tima de analise.

Os compostos de 1-8 tiveram seus comprimentos de onda de absor¢do méaxima (Amax) €
faixa de absorcéao de radiagdo UV (260-400 nm) determinados. Nestas medidas foi observado
gue todos os compostos apresentaram absorcdo nas regides UVA e UVB (Figura 10), sendo
que, 0s compostos de 4 a 7 apresentaram Amax na regido de UVB (Tabela 3 e em anexo 7, na
pagina 89). Além disso, para conhecer o potencial de absorcdo, foram calculadas as
absortividades molares (g) dos mesmos. A absortividade molar € um parametro de extrema
importancia para determinar a ocorréncia de transicfes eletrénicas em moléculas, podendo
esse variar de 0 a 10° e quanto maior o valor de &, maior a absorvancia (PAVIA, 2013). Sendo
que, fotoprotetores organicos UV, devem possuir uma & acima de 10%, para se ter o maximo de
protecdo com o minimo emprego de filtro UV (NACIMENTO, et al., 2013).

As moléculas que possuem as propriedades supracitadas, absorvem a radiacdo UV
(altas energias) e posteriormente, transforma-as em ondas eletromagnéticas de baixa energia.
As transicdes eletrdnicas sdo o principio do mecanismo de acdo desses compostos. Ao
absorver a radiacdo UV, os elétrons situados no orbital molecular néo ligante n ou no orbital
ligante m, ou seja, no orbital molecular preenchido de mais alta energia (HOMO), séo
excitados para orbital z*, orbital molecular vazio de mais baixa energia (LUMO) e, ao
regressarem para o estado inicial, ocorre a liberacdo de energia na forma de ondas
eletromagnéticas acima de 400 nm, particularmente menos danosas a pele humana (FLOR;
DAVOLOS; CORREA, 2007; NASCIMENTO, et al., 2013).
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Figura 10. Espectro de absor¢do dos compostos de 1-8 demonstrando regifes de méxima
absorcéo (UVA e UVB).
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Fonte: Autor, 2019.

Os compostos 1, 2, 3 e 8 apresentaram uma Amax na regido UVA (320-400 nm),
exibindo baixos valores de € (2,568, 1,457, 2,911 e 5,796 L.mol* cm™ respectivamente), o
que indica que esses compostos tém baixa capacidade de absorver radiacdo ultravioleta nessa
regido do espectro (PAVIA, 2013), bem como na regido de interesse, UVB (290-320 nm). O
composto 5, apesar de apresentar Amax nas regides UVA e UVB, exibiu baixos valores de &,
9,116 e 5,971 L. mol! cm™, respectivamente. Por outro lado, os compostos 4, 6 e 7
apresentaram resultados de € superiores a 10%, sendo esses respectivamente, 16,111, 15,348 e
15,473 L.mol*t cm™, o que é um indicio que esses compostos possuem uma alta capacidade de
absorver radiacio na regifo do UVB, faixa de radiaco mais danosa para humanos (ARAUJO,
et al. 2014; PAVIA, 2013). Além disso, como pode ser visto na tabela 3 abaixo, 0s

compostos 4 e 7 também apresentaram absorcao tanto em UVA quanto em UVB.
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Tabela 3. Comprimentos de onda de absor¢do méxima e absortividade molar dos compostos

de 1 a 8 aferidos na concentragéo de 100 uM.

-#x-#.% —n* -wo

COMPOSTO 1 2 3 5 6 7 8

Amax (Nnm) 330 334 330 310/372 290/336 288 310/371 330
UVA/UVB UVA UVA UVA UVB/UVA UVB/UVA UVB UVB/UVA UVA

e (L.moltcm?) 2,568 1,457 2911 16,111/ 9,116/ 15,348 15,473/ 5,796
16,125 5,971 17,002

Fonte: Autor, 2019.

Os maiores valores de € nos compostos 4, 6 e 7 estdo associados ao sistema conjugado
nas estruturas de tais derivados, o que lhe confere maiores transi¢Oes eletrénicas quando
comparados aos demais compostos e consequentemente, maiores ¢ (Figura 11), vale ressaltar
que devido a similaridade estrutural, o composto 4 foi utilizado como modelo para demonstrar

tal caracteristica.

Figura 11. TransicGes eletrbnicas nos compostos 4, 6 e 7.
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Fonte: Autor, 2019.

Por conseguinte, empregando a formula de Mansur et al (1986) eq. 1, os respectivos
FPS-UVB foram determinados nas concentragOes testadas (Figura 12). Desta forma, o0s
compostos de 1 a 3 apresentaram valores de FPS abaixo de 6 na concentracdo de 200 uM,
enguanto todos os derivados naftoquindnicos nitrogenados (4 a 8) apresentaram para a mesma

concentracédo, valores de FPS acima de 7, uma atividade fotoprotetora relevante, estando
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dentro dos limites minimos de exigéncia do Fator de Protecdo Solar da ANVISA (2012), FPS
=6.

Visando fazer uma breve comparacdo entre moléculas utilizadas em fotoprotetores e
0s compostos aqui avaliados, empregou-se a 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (BZF-3) que €
um fotoprotetor presente em formulagBes comerciais (NASCIMENTO et al., 2014; ARAUJO,
et al., 2014) como padréo. Ao comparar a atividade da BZF-3, nas mesmas condi¢fes dos
compostos em estudo, p6de-se notar que os resultados obtidos para 0s compostos sem
substituintes nitrogenados, lapachol (1), seu isémero ciclico, B-lapachona (2) e a lausona (3)
se apresentaram-se de 4 a 5 vezes menores que o padrdo em ambas as concentracdes
estudadas, como pode ser visto no grafico da Figura 12. Entretanto, os resultados referentes
aos derivados nitrogenados de 4 a 8, demonstraram-se superiores ou aproximados ao padrédo
BZF-3. Os compostos 4, 6 e 7 apresentaram os melhores resultados desta série e o derivado 5
0 menor. Adotando especificacdes da FDA (2017), que estabelece os FPS-UVB igual ou
superior a 15, estima-se que 0s compostos 4, 6, 7 e 8 sS40 0S mais promissores para a

continuidade desses estudos visando um produto com atividade fotoprotetora.

Figura 12. FPS-UVB dos compostos de 1 a 8, do INH e do BZF-3 nas concentracfes de 100
e 200 uM.
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Fonte: Autor, 2019.

Um outro fator avaliado nas medidas espectrofotométricas e posteriores calculos FPS,
foi a possivel interacdo sinérgica ou aditiva entre o isonicotinoila hidrazida (INH) e os

compostos de 1 a 3, uma vez que esses Sao 0s precursores para os derivados de 4 a 8. Sendo
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assim, como pode ser observado no gréfico descrito a Figura 12, o INH apresentou baixos
valores de FPS e a soma de tais valores, com o dos compostos de 1 a 3, sdo bem menores de 0
FPS-UVB dos derivados de 4 a 8, 0 que inviabiliza o pressuposto de sinergismo.

Quando se compara 0s compostos 1, 2 e 3 com os derivados oxima, N-acilidrazona ou
N-acilidrazida 4 a 8, pode-se notar que a mudanca de uma carbonila ou uma hidroxila do
nacleo bésico da naftoquinona por um grupo nitrogenado, seja ele uma oxima (6), uma N-
acilidrazona (4, 5 e 7) ou uma N-acilidrazida (8) aumentou de 3 a 4 vezes o FPS-UVB, fato
decorrente de um efeito hipercrémico na regido UV entre 290-320 nm (ARAUJO, et a. 2014)
qguando comparados as naftoquinonas sem os substituintes nitrogenados (Figura 13a e b).
Além disso, para avaliar outros possiveis fatores que influenciaram no FPS-UVB desses
compostos, fez-se uma relacdo estrutura-atividade, iniciando por seus espectros de absor¢édo

na regido de interesse (290-320 nm) descritos na Figura 13.

Figura 13. Espectros de absor¢do dos compostos naftoquindnicos de 1 a 3 (a) e dos derivados

nitrogenados de 4 a 8 (b) na concentracdo de 100 uM na regido do UVB e UVA.
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Fonte: Autor, 2019.

Como pode ser observado nos espectros de UV-Vis acima, ndo ha muita semelhanca
entre os espectros de absorc¢do dos compostos de 1 a 3 com os derivados de 4 a 8, 0 que ja era
esperado, uma vez que a adi¢do de um grupo mudara o sistema eletrénico (PAVIA, 2013) do
produto formado. Mas, pode-se notar que os compostos de 1 a 3 possuem espectros bastantes
semelhantes, mudando apenas as intensidades das bandas de absor¢do. De acordo com Araujo

et al. (2014), isso pode estar associado as transi¢Oes eletronicas do tipo n-n* advindas do
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grupo benzoquinona presente em tais estruturas, os quais sdo responsaveis pelo FPS-UVB de
1 a 8. Vale ressaltar que nos compostos de 4 a 8, esse mesmo tipo de transi¢do eletronica
ocorre também no atomo de N do grupo isonicotinoila da hidrazida/hidrazona (RANI, et al.,
2015). Além disso, as bandas de absor¢des em aproximadamente 280 nm sdo provenientes de
transi¢Oes eletronicas do tipo n-* (RANI, et al. 2015).

A presenca da cadeia lateral isoprenila (3-metil-2-butenil) nos compostos 1 e 4 em
relacdo aos compostos 3 e 7, pode ter contribuido com uma discreta contribuicdo para
aumentar o FPS dos primeiros em relacdo aos ultimos, fato decorrente do efeito hipercrémico
provocado pela cadeia lateral. Além disso, quando se compara 0s compostos 4 e 7 com e sem
a cadeia lateral, pode-se notar que o grupo N-acilidrazona é um dos cromoforos responsaveis
pelo padrdo de absorgdo nesses compostos, o provoca o aumento do FPS. Além disso, existe
uma discreta contribuicdo da cadeia lateral isoprenila, que deve ser a responsavel por uma
parcela da absorvancia da molécula em comprimentos de ondas menores devido as transicdes
n—7*, 0 que explica a baixa na absorvancia e consequentemente uma diminuicdo no valor
FPS-UVB do composto 7 em relacdo ao 4 na regido UVB, vale ressaltar que esses dois
derivados apresentaram os melhores resultados da série avaliada.

Neste contexto, considerando os altos FPS-UVB dos derivados nitrogenados em
relacdo aos compostos sem substituintes nitrogenados, os derivados naftoquindnicos de 4 a 8
foram projetados com uma combinacdo de grupos eletrodoadores e eletroretiradores,
formando um sistema puxa-empurra (HARISHKUMAR, et al., 2012), isso Ihes confere uma
maior transicdo eletronica e consequentemente um maior fator de protecdo. Ademais, 0s
heteroatomos dos substituintes oxima, N-acilidrazona e N-acilidrazida possuem pares de
elétrons ndo ligantes que podem interagir com os orbitais o* de ligantes adjacentes (Esquema
1), e assim tais interacbes mudam substancialmente as propriedades espectroscépicas do
grupo nitrogenado a partir de um efeito conhecido como componente estereoeletrénico em
hiperconjugagéo (CAREY, SUNDBERG, 2000) o que pode estar associado a tais FPS-UVB
dos compostos de 4 a 8.
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Esquema 1. Interacdo de elétrons ndo compartilhados com orbitais o* de ligantes adjacentes

€m compostos que possuem heterodtomos.
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Fonte: Adaptado de Carey; Sundberg, 2000.

Além disso, os compostos 4, 5, 6, 7 e 8 possuem uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular (Figura 14) formando um novo anel heterociclico (CARDOSO, et al., 2018),
que pode aumentar as transicdes eletrénicas, levando a um aumento da intensidade das bandas
de absorcéo (deslocamento hipercromico), bem como, um deslocamento para comprimentos
de onda de maior valor (deslocamento batocrémico) (PAVIA, 2013) em relacdo aos
compostos sem substituintes e como consequéncia um aumento do FPS-UVB. Vale ressaltar
que os compostos 1 e 3 possuem &atomos propicios a formarem ligacbes de hidrogénio
intramolecular, levando a formacdo de um novo anel heterociclico, entretanto, ndo foram
identificadas nenhuma evidéncia de tal premissa nos espectros de RMN 'H desses derivados
(CARDOSO, et al., 2018).

Figura 14. Ligacdo de hidrogénio intramolecular existente entre os derivados naftoquinénicos

nitrogenados de 4 a 8.
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Fonte: Adaptado de Cardoso, et al., (2018).

Um outro fator a ser considerado como contribuinte no FPS-UVB dos compostos aqui
avaliados é a conservacédo da hidroxila endlica nos derivados do lapachol (1) e da lausona (3),
a qual participa da ressonancia no sistema conjugado (Aradjo, et al. 2014) e pode estar

associado aos valores superiores de FPS-UVB desses compostos (4, 6, 7 e 8).
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Assim, de um modo geral observou-se que o FPS-UVB dos compostos de 1 a 8 na
concentragdo de 200 uM seguiu a seguinte ordem: 4 >7 >6 >8> 5> 2 > 1 > 3. Destaca-se
que tais valores de FPS-UVB corroboram com trabalhos descritos na literatura, como Aradjo,
et al. (2014) o qual também realizou estudos com derivados naftoquinénicos e encontrou
resultados semelhantes aos descritos acima.

Dessa forma, é possivel afirmar que os compostos de 4 a 8 apresentam uma boa
atividade fotoprotetora (ANVISA, 2012; FDA, 2017). No entanto, como a exposi¢do
excessiva aos raios UV causam a formacdo de espécies reativas que podem causar dentre
varias desvantagens, o envelhecimento precoce da pele, bem como neoplasias graves como o
cancer de pele (COSTA, et al. 2015), sendo assim, decidiu-se avaliar também a capacidade
antioxidante dos compostos de 1 a 8, uma vez que a aplicacdo topica de antioxidantes reduz
0s danos oxidativos induzidos pela radiacdo UV (SCOTT, et al., 2007).

5.2 Atividade antioxidante
5.2.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-2-picrilidrazila (DPPH*)

Os ensaios da capacidade antioxidante das naftoquinonas de 1 a 8 foram realizados
utilizando-se os métodos de sequestro dos radicais DPPH* e ABTS*", os quais foram
avaliados a partir de curvas analiticas resultantes da variacdo do percentual de inibi¢cdo em
funcdo da concentracdo dos padrbes antioxidantes e das naftoquinonas (%l = aCao + b).
Assim como para 0S ensaios seguintes, o trolox e a quercetina foram utilizados como padrdes.

O 2,2-difenil-2-picrilidrazila (DPPH*) é um radical nitrogenado organico estavel, de
cor violeta utilizado para determinar a capacidade antioxidante de outros compostos
(JABBARIA, GHARIB, 2012; SHARMA, BHAT, 2009) existindo uma maior tendéncia por
moléculas mais hidrofébicas do que hidrofilicas (OLIVEIRA, 2016). Esse radical simula
espécies reativas (RS) que, ao receber um elétron ou hidrogénio radical (ser reduzido) do
agente antioxidante, tem seu elétron emparelhado e sua coloragdo modificada para amarela,
correspondendo ao DPPH*® reduzido, isto €, o 2,2-difenil-1-picrilidrazina (DPPH-H)
(ZAMANI, DELFANI, JABBARI, 2018; IONITA, 2003; MARTEAU, et al. 2014)

demonstrado no esquema 2.
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Esquema 2. Esquema reacional entre o radical DPPH* e um composto antioxidante.

A
N NO, *+ RH . * R
Antioxidante
O5N

NO,
DPPH
Fonte: Adaptado de Zamani, Delfani, Jabbari, 2018.

O DPPH* tem uma absorcdo maxima (Ama) entre 515-517 nm, sendo assim, a
atividade antioxidante pode ser mensurada pelo método de espectrofotometria, monitorando o
comprimento de onda Amax. Nesta andlise a medida que o antioxidante vai inativando 0s
radicais por meio da doacdo de elétron ocorre a diminui¢do da intensidade da coloracdo
violeta (LEE, et al. 2007), ou seja, a reducdo da absorvancia é proporcional a concentracao e a
atividade antioxidante da amostra (RIBEIRO, 2011). Sendo assim, as medidas do sequestro
de radical DPPH foram realizadas em 517 nm.

Os resultados do ensaio com DPPH*® foram expressos em ICsg, tendo como unidade
um/mL. O ICso representa a concentracdo minima necesséria dos derivados naftoquinénicos
de 1 a 8 para produzir uma reducdo de 50% dos radicais DPPH* presentes na matriz analisada.
Quanto menor o valor de 1Csg, maior a capacidade sequestradora em baixas concentragdes em
condigdes semelhantes.

Os resultados da atividade antioxidante dos compostos naftoquinénicos nao
nitrogenados 1, 2 e 3 e dos derivados N-acilidrazona (4, 5 e 7), oxima (6) e N-acilidrazina (8)

frente ao método DPPH?* estdo dispostos na Figura 15.
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Figura 15. Atividade antioxidante dos derivados naftoquindnicos de 1 a 8 e dos padrdes

trolox e quercetina pelo método de sequestro do radical DPPH®.
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Fonte: Autor, 2019.

Os valores de ICs indicam que entre os compostos naftoquindnicos avaliados, 0s
derivados 6, 7 e 8 apresentaram 0s menores valores, 155, 16,5 e 14,7 pm/mL
respectivamente. Neste estudo, 0 composto 8 teve o melhor resultado da série de compostos
avaliados, entretanto, inferior ao padrdo quercetina (Q) (7,3 um/mL), porém superior ao
padrdao trolox (T) (16,1 um/mL). Além disso, pode-se notar também, que o composto 4
apresentou-se ativo como sequestrador do radical DPPH?*, tendo esse um ICso de 26,9 um/mL.
Os demais compostos também foram ativos como sequestradores de DPPH®, porém, em
menor extensdo, sendo necessario uma alta concentracdo dos mesmos (>100 um/mL), para
promover 50% de inibicdo do radical.

Uma caracteristica estrutural de extrema importancia na atividade antioxidante de
alguns desses compostos é a presenca da hidroxila endlica. A presenca do grupo hidroxila nos
anéis contendo heterodtomos nitrogenados tiveram a atividade antioxidante potencializada por
efeito de ressonancia entre o par de elétrons do tipo p do heteroatomo e o radical enoxi
formado, fato esse que também observado em derivados flavonoides (SCOTT, et al., 2007).
Outro fator que auxilia na atividade antioxidante, principalmente dos derivados nitrogenados
de 4 a 8 é a presenca da ligagdo de hidrogénio descrita na Figura 14 da pagina 49, de acordo

com Scott, et al., (2007), as ligacdes de hidrogénio nos compostos na forma neutra néo
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aumentam a atividade antioxidante, mas ap0s a abstracdo do hidrogénio endlico, estabilizam o
radical, favorecendo a atividade.

Neste sentido, foi possivel observar que os derivados naftoquinénicos nitrogenados
apresentaram uma capacidade antioxidante relevante, dos quais, exceto o derivado 5, exibiram
um ICsp abaixo de 27 um/mL. De acordo com a literatura, antioxidantes volumosos reagem
lentamente, ou sequer reagem com o radical, devido ao impedimento estérico da molécula do
radical. Essa condicdo compromete os resultados do ensaio para a determinacdo da
capacidade antioxidante de amostras mais complexas (KARADAG et al., 2009; PRIOR et al.,
2005), fato perceptivel no composto 5, o qual possui em sua estrutura um anel heterociclico
ndo comum nos demais compostos 0 que pode explicar seu ICso elevado em relagdo aos
demais. Ademais, diferente dos outros compostos, 0 5 ndo possui nenhuma hidroxila endlica,
0 que pode justificar a maior efetividade dos demais em relacao a este.

Os valores de I1Cso dos derivados naftoquindnicos 4 e de 6 a 8 indicam que esses
compostos possuem uma capacidade de eliminar radicais livres. Rani et al. (2015) realizando
estudos da capacidade antioxidante do composto 8 a partir do método de DPPH®, associou a
formagdo do radical DPPH-H por doacdo de hidrogénio do derivado naftoquindnico N-
acilidrazina 8. Vale ressaltar, que o nicleo basico naftoquindnico pode formar duas espécies
em reacOes redox: i) a semiquinona e a ii) hidroguinona (Esquema 3). A primeira reducdo
refere-se a formacdo do anion semiquinona e a segunda, a formacdo de um dianion radical
que conseguem reduzir espécies reativas (LITIVACK JUNIOR, 2009; PEREYRA, et al.,
2019), o processo desta conversao contribui para o potencial antioxidante dos compostos de 1

a 8 como sequestradores de radical DPPH®.

Esquema 3. Propriedades redox das naftoquinonas. Reducdo de um elétron do nicleo da

naftoquinona, para a formacéo do radical semiquinona e depois para a hidroquinona.

o o} OH
+1le N +1le

L) == (1) )
-1e % -le

0 OH OH

Fonte: Adaptado de Pereyra, et al., 2019; Ramor-Peralta, et al., 2015.

Por fim, com base nos resultados de ICso da atividade antioxidante, péde ser
observado que, em geral, os compostos naftoquinénicos de 1 a 3, sem o0s substituintes

nitrogenados, assim como o derivado N-acilidrazona 5, ndo foram t&o eficiente frente ao



53

método de sequestro de radical DPPH®*, os quais apresentaram um ICsg >100 um/mL. J& 0s
derivados nitrogenados 4, 6, 7 e 8 apresentaram uma capacidade antioxidante expressiva,
tendo esses, valores de 1Cso < 27 um/mL. Os valores de ICso dos compostos menos eficientes,
podem estar associados a baixa solubilidade em dgua (BARBOZA; NETO, 2013).

5.2.2 Sequestro do Radical 2,2’-azino-bis(acido-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS*)

O sequestro do radical ABTS*" é um método muito utilizado para a avaliacdo do
potencial antioxidante de compostos de diversas naturezas, sejam esses hidrossolUveis ou
lipossoluveis (HUANG; OU; PRIOR, 2005; OLIVEIRA, 2016). Comumente, 0 mecanismo
referente a esse método é atribuido a transferéncia de elétrons, no entanto, estudos tém
indicado que o ensaio também pode ocorrer com a transferéncia de atomos de hidrogénio a
depender da estrutura do antioxidante e das condicdes reacionais (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005). Geralmente, o radical ABTS®*" (Esquema 4) apresenta uma coloragdo verde intensa,
cuja a absorvancia pode ser mensurada no Amax, 734 nm (HUANG; OU; PRIOR, 2005;
MAGALHAES, et al., 2008).

Esquema 4. Esquema representacional da formacgédo genérica do radical ABTS®".

s 5(;‘ -
Oas\C[ s>: N,N=<NI>/ Antioxidante
N\ C2HI5 K28208
CoHs

Verde intenso

Fonte: Adaptado de Huang, Ou, Prior, 2005.

Assim como no método anterior, os resultados do ensaio com ABTS®" foram
expressos em ICsp, tendo como unidade pm/mL. Os resultados para esse ensaio estdo
descritos na Figura 16 abaixo. Diferentemente dos resultados apresentados anteriormente
pelo método de sequestro do radical DPPH?®, todos os derivados avaliados apresentaram efeito
antioxidante para o radical ABTS*".

Dentre os compostos avaliados, os derivados 1, 2, 4, 6 e 8 apresentaram relevante

atividade antioxidante, sendo esses, até 2 vezes mais ativos quando comparados com o T.
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Destaca-se nhovamente o composto 8, sendo 0 mais ativo desta série, seguido dos derivados 2,
1 e 4. Quando comparamos o0s derivados naftoquindnicos nitrogenados, observa-se que a
atividade antioxidante para esses compostos segue a seguinte tendéncia: 8 > 4 > 6 > 7. Por
fim, os compostos 5 e 3 foram 0s menos ativos, da série respectivamente. Em comparacao ao
padrdo Q observou-se que 0 composto mais ativo desta série € cerca de aproximadamente 3

vezes menos ativo que esse padrdo (Figura 16).

Figura 16. Atividade antioxidante dos derivados naftoquinénicos de 1 a 8 e dos padrdes

trolox e quercetina pelo método de ABTS*".
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Fonte: Autor, 2019.

Os valores de I1Cso indicam que entre 0s compostos naftoquinénicos avaliados, assim
como no método anterior, 0 composto 8, apresentou o melhor resultado da série da avaliada,
3,8 um/mL, tendo essa molécula, uma atividade antioxidante até superior ao padrdo T.
Estruturalmente falando, o composto 8, distingue-se dos demais derivados tanto em grupo
funcional, quanto em posicdo quanto em substituinte, sendo esse composto um N-acilidrazina,
com o derivado amino na posi¢do 2, com isso, as carbonilas estdo mais livres para serem
reduzidos e consequentemente potencializa a atividade antioxidante desse composto em
relacdo aos demais derivados da série compostos avaliados. Além disso, pode-se notar
também, que os compostos 1, 2 e 3 que necessitaram de concentracdes superiores a 100
um/mL para levar a 50% de inibicdo do radical DPPH®, foram bastante ativos frente ao

método ABTS*", com um ICso de 4,8, 4,0 e 11,5 um/mL, tendo os dois primeiros, resultados
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melhores que o padrdo T. Os demais compostos 4, 5 e 7 apresentaram respectivamente, 4,9,
5,4 e 7,4 um/mL de ICsp.

O composto 5, apesar de exibir uma maior capacidade antioxidante frente ao método
ABTS*" em relagdo ao DPPH®, assim como no ensaio anterior, da série de compostos
nitrogenados avaliados, foi o derivado que apresentou a menor capacidade antioxidante. Essa
menor capacidade antioxidante em relacdo aos demais compostos, pode estar associada a
diversos fatores, dentre os quais, pode-se citar a auséncia da hidroxila endlica comum em
alguns dos compostos, bem como, a auséncia do nucleo béasico naftoquindnico que contribui
com a atividade antioxidante dos compostos dessa classe quando sao reduzidos a semiguinona
(Esquema 3).

Os resultados obtidos para o ensaio de capacidade de sequestro do radical ABTS®**
mostraram que os valores de ICso da capacidade antioxidante dos compostos avaliados seguiu
uma tendéncia semelhante a apresentada para o ensaio DPPH®, sendo essas respectivamente,
Q<8<2<1<4<6<T<7<3<5eQ<8<6<T<7<4<1la3leb, valeressaltar que
quanto menor o I1Cso, maior a atividade antioxidante.

Sendo assim, como a capacidade antioxidante dos compostos de 1 a 8 foram de quatro
a cinco vezes maior para o0 método do ABTS*" em relacdo ao DPPH®, pode-se sugerir que 0s
compostos avaliados sdo em sua maioria antioxidantes de natureza preferencialmente
hidrofilica (MAGALHAES et al.,2008). Um outro fato a ser destacado, é que 0 mecanismo
de acdo de ambos os métodos estdo baseados tanto em transferéncia de prétons, quanto de
elétrons, sendo assim, a capacidade antioxidante da classe avaliada, tanto pode estar associada
aos grupos hidroxilados, quanto ao nucleo basico naftoquindnico, porém estudos posteriores ,
como medidas eletroquimicas, devem ser realizados para avaliar tais pressupostos.

Com isso, pbde-se notar que os compostos avaliados apresentaram uma boa
capacidade antioxidante, que podem vir a contribuir para a prevencdo de radicais livres caso

tais moléculas sejam utilizadas em formulagdes de fotoprotetores.

5.3 Propriedades ADME in silico

Para auxiliar no processo de correlagdo com o FPS-UVB in vitro, bem como, as
atividades biologicas apresentadas posteriormente, foram realizados estudos ADME
(absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecédo) in silico. A utilizagdo de céalculos teoricos é
uma maneira de prever o comportamento das moléculas no meio biolégico de forma barata e

as vezes rapida. Neste contexto, o conhecimento das propriedades ADME com finalidades
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medicinais e o uso de ferramentas computacionais com essa finalidade séo de grande valia.
Sendo assim, os derivados naftoquinonicos de 1 a 8 passaram por uma selecdo ADME in
silico, usando o software on-line SwissADME para calcular suas propriedades fisico-
quimicas, bem como seu escore total de bioatividade. As propriedades ADME in silico dos

compostos de 1 a 8 estdo sumarizadas na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Propriedades ADME in silico dos compostos de 1 a 8 e do padrédo para FPS, BZF-
3.

Parametros fisico-quimicos

Log S/ Nede LogKp Scorede
Composto Log P T(Z‘Z’SA‘ Solubilidade HDB HBA ligacdes (cm/s) bioatividade
(mg/mL) rotativas
1 2,61 54,37 -3,25/1,38x10! 3 1 2 -5,76 0,56
2 2,42 4337 -297/257x10% 3 0 0 -6,22 0,56
3 121 54,37 -2,13/1,29x10 3 1 0 -6,38 0,56
4 298 91,62 -4,42/1,36x102 5 2 5 -5,86 0,56
5 2,74 80,65 -4,18/2,40x10% 5 1 3 -6,29 0,56
6 261 69,89 -3,80/4,03x102 4 2 2 -5,31 0,56
7 1,49 91,65 -2,99/3,03x10! 5 2 3 -6,83 0,56
8 1,19 91,32 -2,99/3,03x10! 5 3 4 -6,77 0,55
BZF-3 2,75 46,53 -297/2,46x101 3 1 3 -5,00 0,55

Log P= Coeficiente de particdo (octanol/dgua); TPSA= area de superficie polar topolégica; Log S= solubilidade
em agua; HDB= N° de ligagdes de H aceitadoras; HBD= N° de liga¢Ges de H doadoras; Log K,= permeacao na
pele.

Fonte: Autor, 2019.

Geralmente, para garantir uma maior eficacia de novos candidatos a farmacos, alguns
parametros sdo tidos como referéncia, ¢ o caso da “regra dos cinco” de Lipinski, que
estabelece parametros favoraveis a absorcdo e permeabilidade de compostos, que sdo eles: < 5
doadores de ligacao de hidrogénio; < 10 aceptores de ligagdo de hidrogénio; massa molecular
<500 Da; e log P <5 (LIPINSKI et al., 2001). Além disso, Veber et al., (2002) incluiram que
o nimero de ligagdes rotaciondveis deveria ser < 10 e que a area de superficie polar < 140 A
(2002).

A capacidade de um composto penetrar membranas é caracterizada como permeabilidade.
A permeabilidade de uma molécula na pele é determinada por propriedades fisico-quimicas dos
compostos e pelas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da membrana (XIA, 2011,
MEDEIROS, 20). Comumente, a permeabilidade cutanea chega a ser um problema em filtros
solares, sendo uma caracteristica passivel de atencdo (NASCIMENTO, et al. 2013). Dentre as
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técnicas a serem utilizadas para avaliar a permeabilidade cuténea, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) é uma das mais utilizadas. Contudo, o valor aproximado desta
propriedade pode ser previsto a partir de estudos in silico, 0s quais sdo expressos como log P.

O log P é um limite importante usado no desenho racional de farmacos para avaliar a
hidrofobicidade molecular que afeta a absor¢cdo do farmaco, a biodisponibilidade, as
interagBes farmaco-receptor, o metabolismo das moleculas assim como a sua toxicidade.
Pode-se notar que todos os compostos avaliados neste estudo possuem um log de P < 5, o que
implica que tais compostos devem ter uma boa habilidade de permeabilidade através das
membranas celulares (FATHIMA; PAULPANDIYAN; NAGARAJAN, 2019). No entanto,
para filtros solares é recomendado um log P maior que 5, ou seja, deve ter lipofilia especifica
para uma boa adesdo na pele e evitar a permeabilidade cutdnea, uma vez que nao é desejado
que o produto penetre na pele e seja assimilado pelo organismo. Contudo, mesmo ndo
cumprindo exatamente esse parametro, muitas substéncias organicas sd@o empregadas
comercialmente como agentes de fotoprotecdo UV (SANTOS; MIRANDA; SILVA, 2012;
NASCIMENTO, 2013) ¢ o caso dos fotoprotetores descritos na Figura 17.
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Figura 17. Fotoprotetores regulamentados e aprovados mundialmente, que possuem baixo log
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Fonte: Adaptado de Santos; Miranda; Silva, 2012.

A partir dos valores de log P (Figura 18) nota-se que os compostos 3, 7 e 8
apresentam a menor lipofilia (1,21; 1,49 e 1,19), assim como os compostos 1, 2, 4, 5e 6
apresentaram a maior lipofilicidade, 2,62, 2,42, 2,98, 2,74, 2,61, tendo esses, valores de log P

préximos ao do padrdo BZF-3, 2,75.
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Figura 18. Coeficiente de particdo octanol/dgua (log P) dos compostos de 1 a 8 e do padréo
BZF-3.
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Fonte: Autor, 2019.

Os valores de log P também podem ser correlacionados com a capacidade
antioxidantes. Quanto menor log P, mais hidrofilico serd o composto. Por outro lado, quanto
maior log P, mais hidrofébico serd o composto (BARREIRO; FRAGA, 2014). Neste sentido,
como as moléculas apresentaram todos um log P abaixo de 2,98, € um indicio que tais
compostos tem uma maior afinidade pela fase aquosa, principalmente os compostos 3, 7 e 8
que apresentaram o0s menores valores de log P, corroborando com maior carater hidrofilico
apresentado nos ensaios antioxidantes.

Em consonancia, foram calculados os valores de log Kp dos compostos avaliados. O
log de Kp é o coeficiente de permeabilidade na pele, um modelo linear que correlaciona a
massa molecular e a lipofilicidade dos compostos, sendo que, quanto mais negativo o log Kp,
menos permeante na pele sera a molécula (DAIANA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; POTTS;
GUY, 1992.). Neste sentido, como pode ser visto na Figura 19, todos os compostos avaliados
apresentaram uma baixa permeabilidade na pele, tendo os compostos de 1 a 8 variado sua

permeabilidade entre -5,31 a -6,83 cm.s, todos inferiores ao do padrdo BZF-3, -5,0 cm.s™.
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Figura 19. Permeabilidade cutanea (log Kp) dos compostos de 1 a 8 e do padrdo BZF-3.
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Fonte: Autor, 2019.

A area de superficie polar topoldgica (TPSA) é o parametro associado a superficie dos
atomos polares, e pode ser calculado com base na soma das contribuices de fragmentos
polares centrados em atomos de O e N (FATHIMA, et al., 2019). O TPSA é um bom preditor
de propriedades de transporte de farmacos, tais como absorcédo intestinal, biodisponibilidade,
penetracdo da barreira hematoencefalica. Neste trabalho, todos os compostos avaliados
apresentaram valores de TPSA de 43,37 A a 91,65 A, estando esses de acordo com o0s
regulamentos impostos por Lipinski, et al., (2001) e Vaber, et al., (2002).

Quanto ao numero de grupos aceptores e dadores de ligacdo de hidrogénio presentes
nos compostos de 1 a 8, como pode ser visto na Tabela 4 na pagina 57, 0os compostos
possuem até 5 grupos doadores de ligacdes de hidrogénio e até 3 grupos de aceptores de
ligacdo de hidrogénio. O nimero de liga¢Oes rotativas variou entre 2 e 5, sendo que apenas 0s
compostos 2 e 3 ndo apresentam tal caracteristica. De acordo com Vaber, et al., (2002),
quando o namero de ligacOes rotativas for < 10, o composto se torna mais adaptavel para
interacdo eficiente com o alvo de ligacdo. Sendo assim, estes valores indicam que o0s
compostos de 1 a 8 podem se encaixar mais facilmente ao sitio receptor.

O score de bioatividade é um parametro que explicita os efeitos positivos de drogas
em componentes vivos. Presume-se, que 0s alvos biologicos sejam as proteinas mais comuns,
como enzimas, canais iénicos e receptores. Todos 0s compostos avaliados apresentaram um
score de bioatividade 0,56, exceto o composto 8 que apresentou um valor de 0,55. De acordo

com Vaber, et al., (2002), quanto maior o escore de bioatividade, maior a probabilidade de um
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composto ser investigado em ensaios clinicos. Sendo assim, quanto mais diferente de zero o
score de bioatividade maior a atividade bioldgica de uma molécula. Portanto, os compostos de

1 a 8 possuem uma alta atividade biologica.

5.4 Toxicidade dos compostos avaliados

O screening de derivados sintéticas como candidatos a fotoprotetores organicos,
requer uma série de experimentos, que apresentem informacgdes amplas e seguras acerca dos
compostos. Dentre os ensaios a serem realizados, pode-se citar: i) pureza; ii) FPS UVA e
UVB in vitro; iii) fotoestabilidade; iv) hidrolise; v) ensaios fotobioldgicos; vi) Sinergia em
formulaces; vii) permeabilidade cutanea; viii) imunossupressao; ix) resisténcia a dgua e, X)
FPS UVA e UVB in vivo (NASCIMENTO, et al., 2014).

Em meio aos ensaios realizados para a série de compostos avaliada, cabe ressaltar que
os derivados 1, 2, 3, 4 e 8 foram submetidos a testes in vitro de viabilidade celular frente a
fibroblastos (3T3) em estudos anteriores (CARDOSO, et al., 2018). Os compostos foram
avaliados em quatro concentrac@es distintas, 1, 5, 10 e 50 uM. Dos derivados estudados,
apenas a molécula 2 demonstrou-se toxico na solugdo mais concentrada, levando a reducées
de viabilidade celular. Corroborando esses estudos, com o0s ensaios de FPS-UVB in vitro,
atividade antioxidantes e propriedades ADME in silico citados anteriormente, que visam 0

desenvolvimento da classe avaliada como fotoprotetores organicos.

5.5 Atividade Antiproliferativa

Os compostos de 1 a 8 (Figura 9) foram avaliados quanto a atividade antiproliferativa
a partir de ensaios MTT frente a nove linhagens de células tumorais humanas, a saber: glioma
(U251), mama (MCF-7), ovario com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-
ADR/RES), rim (786-0), pulmédo (NCI-H460), préstata (PC-3), ovario (OVCAR-03) colon
(HT-29) e leucemia (K562); além das células ndo cancerosas queratindcito (HaCaT) os quais
seus respectivos Glso estdo descritos na Tabela 5. Vale ressaltar que esse estudo foi realizado

em colaboragdo com a professora Dr? Mary Ann Folglio (FCM-UNICAMP).
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Tabela 5. Concentracdo necesséria para inibir em 50% a proliferacdo celular (Glso) em

ug/mL dos compostos de 1 a 8 frente a nove linhagens de células tumorais humanas.

NCI-
U251 MCFE-7 ADRR 786-0 NGl pecg OVCA 159 Kkse2 HacaT
R H460 R-03

Doxo 0,54 0,21 1,31 0,18 0,17 0,91 1,69 2,95 1,70 0,51
1 1,48 2,84 1,50 0,43 0,37 4,06 2,48 1,91 1,70 0,53
0,19 0,33 0,17 0,34 0,26 0,36 0,21 0,50 0,80 0,21
10,59 2,21 41,41 6,05 0,70 62,29 16,79 2,63 25,60 1,76
5,73 5,05 2,88 2,66 2,71 10,60 2,48 3,20 1,40 2,30
3496 20,51 9,18 11,26 13,13 145,90 37,03 9,17 41,31 4,85
2,64 2,50 0,97 0,86 0,64 2,36 0,93 0,94 1,56 0,65
50,66 27,23 42,57 29,92 28,97 53,78 28,08 25,85 16,84 10,19
8,72 2,59 5,04 8,78 1,71 20,19 3,23 4,44 5,74 0,93

LIS A WN

Doxo: Doxorrubicina (quimioterapico de referéncia). Glso:Growth Inhibition 50 — concentragdo necesséria para

inibir em 50% a proliferacéo celular.
Fonte: Autor, 2019.

Como pode ser observado na tabela acima e demonstrado pelas propriedades ADME
in silico anteriormente, mais especificamente pelo score de bioatividade, todos derivados
naftoquinbnicos apresentaram atividade antiproliferativa, demonstrando-se eficazes frente a
todas as linhagens celulares tumorais testadas. Entretanto, os compostos de 1 a 8 néo
apresentaram seletividade, ou seja, 0s compostos matam tanto as linhagens tumorais, quanto
as células sadias (HaCaT). Isso pode estar associado ao nucleo basico da naftoquinona, uma
vez que tal grupo é particularmente eficaz na inducdo da apoptose. Esse grupo esta
frequentemente envolvido na ativacdo biorredutiva e inducdo do estresse oxidativo genérico
tanto nas linhagens celulares de cancer quanto nas células saudaveis (BAO, et al. 2018). Além
disso, ressalta-se que nem mesmo alteracdes estruturais realizadas nesse estudo e sugeridas
pela literatura (ANTONINI, et al.,1995; SUAREZ-ROZAS, et al. 2019), neste caso, a adi¢io
de grupos nitrogenados, foram capazes de resolver os problemas de citotoxicidade e
seletividade das naftoquinonas aqui avaliadas.

Conforme descrito na Tabela 5, o derivado naftoquindnico 6 que possui o substituinte
hidroxilamino na posicdo 1, exibiu o maior potencial antiproliferativo em todas as células
tumorais testadas ( U251: 2,64; MCF-7: 2,50; NCI-ADR/RES: 0,97; 786-0O: 0,86; NCI-H460:
0,64; PC-3: 2,36; OVCAR-03: 0,93; HT-29: 0,94; K562: 1,56 pug/mL), assim como uma
menor toxicidade (0,65 nug/mL) quando se compara com a sua 1,4-naftoquinona equivalente,

sem o substituinte nitrogenado (1) (0,53 ug/mL) e ao farmaco padrdo (0,51 ug/mL). Além
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disso, a eficiéncia citotoxica do derivado 6, é comparavel, algumas vezes até superior a do
farmaco padrdo doxorrubicina como é o caso das linhagens tumorais, NCI-ADR/RES: 1,31 e
0,97; OVCAR-03: 1,69 e 0,93; HT-29: 2,95 e 0,94; K562: 1,70 e 1,56 ug/mL para a

doxorrubicina e 0 composto 6, respectivamente (Figura 20).

Figura 20. Atividade antiproliferativa do composto 6 e do padrdo doxorrubicina frente a
ovario com fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES), ovério (OVCAR-
03), célon (HT-29) e leucemia (K562).

NCI-ADR/RES —a—§
—eo— Doxo
OVCAR-03
HaCaT HT-29
K562

Fonte: Autor, 2019.

Multiplos mecanismos de acdo sdo reportados na literatura para agentes antitumorais
derivados de quinonas, as antraciclinas por exemplo, grupo ao qual a doxorrubicina (Figura
4, pagina 22), faz parte, apresentam mecanismos envolvendo a interferéncia na sintese de
DNA, que pode ser uma indicacdo de eventos iniciais envolvendo intercalacdo, inibicdo
enzimatica da topoisomerase Il e estresse oxidativo (WELLINGTON, 2015). A mitoxantrona
(Figura 4, pagina 22), uma antracenodiona usada para tratar o cancer de mama metastatico,
leucemia mieloide aguda e linfoma ndo-Hodgkin age a partir da inibicdo da topoisomerase 11,
intercalagdo no DNA e instiga a reticulagdo do DNA e a quebra do mesmo, e também
interfere com o &cido ribonucleico (RNA) (CRESPI, et al., 1983). Neste contexto, tona-se
evidente, que o mecanismo de acdo das naftoquinonas aqui exploradas, também podem
ocorrer de diversas formas, e o estudo de interacdo com ctDNA torna-se uma forma de
averiguar alguns desses mecanismos (ALI; BHATTACHARYA, 2014).
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Como pdde ser observado nos resultados descritos acima, todos 0S compostos
apresentaram atividade antiproliferativa, alguns com 1Gsg proximos ao da doxorrubicina,
sendo ativos frente a todas as linhagens de células tumorais testadas, porém, em decorréncia
do fator seletividade, decidiu-se realizar a avaliacdo da interacdo ctDNA-ligante apenas para 3
compostos. Como critério de selecdo, utilizou-se o método de escolha de derivados do
lapachol (1) e seu isdbmero ciclico B-lapachona (2) por serem advindos de extracdo de fonte
natural, para isso, selecionou-se 0 mais ativo (composto 6), intermediério (composto 4) e
menos ativo (composto 5), para assim determinar os possiveis fatores que venham a

influenciar em tais propriedades.

5.6.1 Avaliacdo da interagdo ctDNA-naftoquinonas por fluorescéncia molecular

Nos estudos utilizando fluorescéncia molecular foi observado que todos os compostos
avaliados apresentaram emissdo de fluorescéncia, estando essa entre 420-475 nm quando
excitados entre 336-360 nm. Entretanto, somente o composto 5 apresentou uma intensidade
de fluorescéncia plausivel de ser expressa a partir destes estudos, bem como uma tendéncia ao
ser adicionado quantidades crescentes de ctDNA. Sendo assim, em virtude desta caracteristica
espectroscapica, apenas o derivado 5 foi titulado com ctDNA (Figura 21) e esse servira como
modelo para avaliar os parametros de ligacdo com ctDNA e assim comparar com 0S outros

dois compostos, uma vez que tais moléculas possuem estruturas quimicas semelhantes.
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Figura 21. Avaliagdo da interagcdo ctDNA-ligante por fluorescéncia molecular. a) Espectro do
composto 5 (10 uM) com adi¢des crescentes de CtDNA,; b) Curva para célculo da constante
Stern-Volmer, Ksy, (processo de quenching); c) Curva logaritmica para célculo da constante
de ligacéo (Kp) e n do complexo ctDNA-composto. Condigdo: pH = 7,4 (Tris—HCI 50 mM,
100 mM NaCl) a 30 °C.

06

404 /
044 A

.
354 ,’n
.

N
o
>

304

log(F,-F/F)
=
)
1

r=3
o
h

.’
e 044

: : . — L A
400 450 500 550 0 50 100 150 50 48 46 44 42 40 38 36

L,nm CtDNA(uM) log(CtDNA/uM)

Fonte: Autor, 2019.

Como pode ser observado na Figura 2la acima, ao se adicionar uma quantidade
crescente de ctDNA ao sistema, ocorreu reducdo gradual da intensidade de fluorescéncia
intrinseca do composto 5, 0 que caracteriza 0 mecanismo de quenching, que é o processo pelo
qgual uma espécie, neste caso o ctDNA, fornece uma via alternativa para o fluoréforo
(composto 5), retornar do estado excitado ao estado fundamental, ou seja, ocorre a supressao
do sinal de fluorescéncia de um fluor6foro por uma molécula desativadora (quencher)
(AFRIN et al., 2017). O processo de supressdao de fluorescéncia pode ocorrer por dois
processos distintos, o dindmico ou o estatico (GUAN, et al., 2006; QAIS, et al., 2017).

No processo de quenching dindmico o fluoréforo no estado excitado entra em contato
com a espécie quencher, neste caso o0 DNA, durante a existéncia do estado excitado,
ocorrendo choque entre ambos, resultando na desativacdo radioativa do fluoréforo. Apos a
colisdo, ocorre transferéncia de energia do fluoréforo no estado excitado para a espécie
quencher, levando assim a uma diminuigdo do sinal de fluorescéncia (SILVA, 2016). Por
outro lado, no quenching estatico, o fluor6foro no estado excitado entra em contato com o
quencher, induzindo a formacéo de um complexo ndo-fluorescente (F—Q) no estado fundamental,
ocasionando na desativacdo radioativa do fluordforo, liberagcdo de calor e consequentemente
reducéo no sinal analitico (MOLINA-BOLIVAR, et al., 2014) (Figura 22).
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Figura 22. Representacdo do processo de quenching a) dindmico b) estéatico.
hv

I Q
a. IV% § — Q/

hv

Q* (nao fluorescente)

—p > —> 3 0 + calor
F F* :
absor¢io de luz estado excitado transferéncia reduciio ou extin¢ao
de energia da emissao de luz

hv

absorgio de luz F-Q
(nio fluorescente)

Fonte: SILVA, 2016.

A partir da titulacdo espectrofotométrica (Figura 21a), pbde-se notar que o
mecanismo de quenching ocorreu em funcdo da diminui¢cdo da concentracdo livre do
composto 5, indicando qualitativamente que o0 composto apresenta interacdo com a
macromolécula por meio da formacdo do complexo supramolecular ndo fluorescente
naftoquinona-ctDNA (SHI, et al., 2015).

A fim de expressar as interacdes entre 0 composto 5 e o ctDNA quantitativamente, o
processo de supressao da intensidade de fluorescéncia (quenching) foi quantificado a partir da
equacéo de Stern-Volmer (Equacéo 2), a qual indica a sensibilidade dos ligantes frente a sua
interacdo com o DNA, em funcdo do sinal analitico diminuir na presenca de um agente
supressor (QAIS, et al., 2017). Sendo assim, o pico de emissdo maxima de fluorescéncia do
derivado 5, na auséncia e presenga de ctDNA (Fo/F) vs concentracdo de ctDNA [Q] foi

plotado usando a equacdo 2, o qual esta apresentado na Figura 21b.

Fio =1+ Kq[Q] =1+ K [Q] Equacio (2)
Onde, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga do CtDNA,
respectivamente. [Q] é a concentracdo de ctDNA (que atua como quencher) e Ksy como
citado anteriormente é a constante de Stern-Volmer.

O Ksv foi obtido a partir do coeficiente angular do gréafico da Figura 21b citado
anteriormente, o qual obteve-se um valor de 1,64 x 10* L mol™. O gréfico de Stern-Volmer
apenas confirma o processo de quenching, mas ndo o seu tipo, ou seja, se ocorre 0 quenching

estatico ou dindmico (KALAIVANI, et al. 2013). Neste sentido, para confirmar o processo de
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guenching, a constante da taxa de extin¢do biomolecular (Kq) foi calculada usando a equacéo
3 abaixo:

Kq = Ii—so" Equacéo (3)

Na qual, Ksv e 1o sd0 a constante de Stern-Volmer e o tempo de vida média (10® s) do
fluoréforo (composto 5) na auséncia do extintor de fluorescéncia, respectivamente (DIMIZA
et al., 2011; QAIS, et al., 2017; ALI; AL-LOHEDAN, 2018). A constante da taxa de difuséo
limitante de biomoléculas é definida por ter o valor de 2,0 x 101 M? s, O valor da constante
da taxa de extingdo biomolecular para o composto 5 (1,64 x 10*2 L mol™? s™) foi superior a
constante de difusdo limitante (2,0 x 10° M s?), o que é um indicio que o quenching
dominante no sistema supramolecular formado ¢é estatico (Figura 22b), enquanto que valores
inferiores ao da constante se configuraria em um quenching dindmico (THOMAS;
SUKUMARAN; SUDARSANAKUMAR, 2019; REHMAN et al., 2017).

Uma outra forma de avaliar o mecanismo de quenching poderia ser por meio de
titulacGes espectrofluorimétricas em diferentes temperaturas, onde mantém-se constante a
concentracdo da molécula quencher (DNA) e varia a do ligante. Caso ocorra 0 quenching
dindmico, o valor de Ksy, seréd diretamente proporcional a temperatura (T), uma vez que 0
nimero de colisbes aumenta quando ha o aumento da temperatura. Por outro lado, no
guenching estatico, 0 aumento da temperatura ocasionaria a reducdo do valor de Ksy, ou seja,
essas variaveis serdo inversamente proporcionais, pois com o aumento da temperatura o
complexo formado tende a desestabilizar, reduzindo assim o valor da constante (MOLINA-
BOLIVAR et al., 2014; PEREIRA, 2018). Vale ressaltar que esse estudo ndo foi realizado
neste trabalho, uma vez que, apenas o composto 5 apresentou intensidade de fluorescéncia
passivel de ser analisada por esse estudo, como descrito anteriormente. Deste modo, a
avaliacdo do quenching de modo quantitativo a partir de Kq, bem como, a partir de estudos de
UV-Vis, que serdo apresentados subsequente sdo o suficiente para confirmar tal mecanismo
de supressdo de fluorescéncia.

Além disso, a partir da espectroscopia de fluorescéncia molecular também foi possivel
calcular a magnitude de interacdo e a estequiometria do complexo supramolecular formado
(n) para o composto 5, os quais foram calculados a partir da linearizagdo da equacéo 4, sendo

esta expressa pela curva log[(Fo —F)/F] vs log[ctDNA] (Figura 21c).

Fo—F

log = logK;, + nlog[Q] Equacéo (4)
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onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca do quencher, n é o
namero de sitios, Ky a constante de ligagdo e [Q] é a concentracdo do quencher. Os valores de
n e Ky, foram obtidos a partir do coeficiente angular e linear, respectivamente, do gréfico de
log (AF/F) versus log [Q] (QAIS, et al. 2017; KALAIVANI, et al. 2013).

Sendo assim, pOde-se notar um valor de Kp (1,38 x 10® L mol?) moderado.
Adicionalmente, pdde-se notar que para o composto avaliado o nimero de sitios (n) ficou em
aproximadamente 1 (0,78), indicando a razéo estequiométrica 1:1 ligante-ctDNA.

A partir desses resultados pode-se inferir a formacdo do complexo macromolécula-
ligante entre os compostos 4 e 6 também, uma vez que, como dito anteriormente ambos 0s
compostos possuem estrutura molecular bem semelhantes. Além disso, a partir dos dados do
composto 5 e dos resultados de Glso da atividade antiproliferativa desse composto (Tabela 5),
foi possivel realizar algumas inferéncias.

Como pode ser notado na Tabela 5, o composto 5 apresentou o0s resultados de
atividade antiproliferativa frente as linhagens celulares tumorais menos satisfatorias, quando
se compara aos derivados 4 e 6. Levando em consideracdo que o Ky do composto 5 é 1,38 x
103 L mol™, pode-se notar uma ligagio moderada ao ctDNA, uma vez que que esse parametro
ficou na faixa de 10% a 10° descrita na literatura como a representacdo de uma interagdo forte
entre composto e DNA (WU, et al., 2007).

Sendo assim, em virtude de apenas o composto 5 apresentar emissao de fluorescéncia,
avaliou-se de forma direta 0 modo de ligacdo dos compostos com ctDNA a partir de sondas,
uma vez que, ensaios deste tipo sdo necessarios para expressar com confiabilidade o modo de
ligacdo DNA-Composto.

Sondas sdo compostos que possuem o modo de ligacdo com DNA bem estabelecido e
sdo utilizadas para determinar o modo de ligacdo de outras moléculas (REHMAN et al.,
2015). Como exemplo do mecanismo que ocorre no estudo de competicdo a partir de sondas,
podemos citar o corante brometo de etidio (BE) um intercalante classico (WILSON, et al.
1993), o qual possui estrutura planar e quando se liga ao DNA ocasiona um elevado sinal de
fluorescéncia. Se, portanto, for adicionado ao sistema um composto, cujo modo de ligacéo é
também intercalacgdo, ele competird com o BE 0 que ocasionara no deslocamento do mesmo e,
consequentemente causard reducdo consideravel do sinal analitico. Do contrario, nenhuma
mudanca serd observada (TU et al., 2005; REHMAN et al., 2015). O grau da extin¢do de
fluorescéncia do sistema BE-DNA pode ser utilizado para determinar a extensdo da

intercalacdo entre a molécula e a macromolécula (REHMAN et al., 2015). De forma
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semelhante, outras sondas séo usadas para avaliar os demais modos de ligagdo. A exemplo a
Hoechst 33258 e DAPI, as quais ligam-se via groove ao DNA (WILSON, et al. 1993).

5.6.2 Modo de ligacédo ctDNA-ligante

O modo de ligacdo ctDNA-ligante foi avaliado a partir de duas sondas com modo de
ligacdo prontamente estabelecidos na literatura, o hoechst (HO) e o brometo de etidio (BE),
um groove e um intercalante, respectivamente (HUSAIN, et al. 2017; HUAN, et al. 2015;
PRIETO, et al. 2014; GUAN, et al. 2006). O BE é um fluor6foro comum que apresenta baixa
intensidade de fluorescéncia em solugbes aquosas, mas a intercalacdo do seu anel
fenetiridinico planar entre os pares de bases adjacentes da dupla hélice do DNA faz com que
esse exiba uma intensa emissdo de fluorescéncia (HUAN, et al. 2015). Ja o HO, ndo tdo
diferente do BE, em sua forma livre apresenta baixa intensidade de fluorescéncia, mas ao se
ligar aos pares de base AT do sulco menor do B-DNA tem sua intensidade de fluorescéncia
maximizada (MIRZAEI-KALAR, 2018; GUAN, et al. 2006).

Neste sentido, a avaliacdo do modo de ligacdo foi realizada adicionando concentragdes
crescente dos derivados naftoquindnicos de 4 a 6 ao sistema contendo ctDNA-sonda em
concentracdes fixas (Figura 23). O intuito foi averiguar se os ligantes em estudo seriam
capazes de deslocar a sonda do ctDNA, comprovando assim ser um agente groove ou
intercalante. Para este fim, 0 monitoramento da emissdo de fluorescéncia foi no comprimento
de onda do sinal do complexo ctDNA-sonda, sendo esses respectivamente: HO-CtDNA (Aem
= 450 nm e Aexc= 353 nm ) e BE-CtDNA (Aem = 596 nm ¢ Aexc= 525), diferente do estudo
anterior, o qual o monitoramento foi realizado no sinal do composto.

Nas figuras abaixo estdo descritos o estudo de competicdo a partir de sondas para o
composto 4, vale ressaltar 0 5 e 0 6 apresentaram comportamentos semelhantes ao observado

NOS espectros.
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Figura 23. Decréscimo da intensidade de fluorescéncia do sistema HO-ctDNA (a) e BE-
ctDNA. a 30 °C (b) por competicdo com o composto 4. Condi¢do: pH = 7,4 (Tris—HCI 50
mM, 100 mM NacCl).
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Fonte: Autor, 2019.

A partir dos ensaios de competicdo com sondas, pdde-se notar que a medida que se
mantinha fixa a concentracdo do ctDNA, da sonda e adicionava-se quantidades crescentes dos
compostos, houve o decréscimo do sinal de intensidade de fluorescéncia em ambos 0s ensaios
(HO e BE), o que é um indicio que essas moléculas conseguem interagir com o DNA via 0s
dois mecanismos de ligacdo (MIRZAEI-KALAR, 2018; WILSON, et al. 1993). Sendo assim,
para determinar o mecanismo de ligacdo preferencial calculou-se a constante de Stern-Volmer
(Ksv). A partir do calculo de Ksv pode-se notar que o mecanismo preferencial de ligacdo dos
derivados naftoquinénicos em questdo se da via groove. A Figura 24 abaixo apresenta 0 Ksv
normalizado das moléculas para os dois mecanismos de ligacdo, o qual fica evidente que o
modo de ligacdo preferencial, de fato ocorre via groove, uma vez que a constante de Sterm-
Volmer foi bem maior no ensaio com o HO. Vale ressaltar que o Ksv e os parametros de
ligacdo (Tabela 9 e 10 em anexo, na pagina 90) aqui calculados séo de forma indireta, sendo
assim ndo seria interessante realizar comparacdo desses ultimos com a atividade
antiproliferativa, uma vez que estariamos levando em consideracdo também os parametros de

um sistema hibrido com a sonda.
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Figura 24. Constante de Sterm-Volmer normalizada a 10* para os dois sistemas sonda-
ctDNA (HO e BE) para os compostos de 4 a 6. Condicdo: pH = 7,4 (Tris—HCI 50 mM, 100
mM NaCl).

e B 5=

Ksv(10° L/mol™)

4 5 6
Compostos

Fonte: Autor, 2019.

Geralmente, moléculas pequenas, como farmacos e corantes organicos, ligam-se ao
DNA em modo de ligagdo envolvendo o sulco menor devido ao seu pequeno tamanho,
enquanto as macromoléculas, como proteinas, ligam-se ao DNA no modo de ligacdo ao sulco
maior. Moléculas que se ligam ao sulco menor com ctDNA adotam uma forma curva
caracteristica isohelical com o sulco alvo e se ligam na regido rica em pares de bases A-T
onde é mais estreita que a regido rica em pares de bases C-G. Isso ocorre porque ha contatos
hidrofébicos favoraveis entre os atomos de hidrogénio do DNA e o anel aromético das
moléculas (SHAHABAD, MAGHSUDI, 2013; MIRZAEI-KALAR, 2018), fato esse que
ocorre com o0s derivados naftoquindnicos de 4 a 6. Deste modo, os resultados obtidos
corroboram com os dados descritos na literatura com o ctDNA através da ligacdo ao sulco
menor apo6s a substituicdo do Hoechst. Além disso, como pode ser notado na Figura 9 os
compostos de 4 a 6 possuem em suas estruturas um grupo planar ligado por um grupo
espacador munido de grupos capazes de formar ligacdo de hidrogénio, o que é descrito um
dos pontos chave em moléculas que se ligam nas ranhuras do DNA via ligacGes de hidrogénio
e forcas hidrofobicas (MIRZAEI-KALAR, 2018).

Quanto a comparacdo do modo de ligagdo desses compostos, com naftoquinonas de
modo de ligagdo com DNA ja estabelecidos e descritas na literatura, ndo foi possivel
encontrar nenhum trabalho que faca tal relato, porém, quando se compara com outros
compostos da classe das quinonas, a doxorrubicina e a mitoxatrone, por exemplo, uma

antraciclina e uma antracenodiona, pode se notar uma discordancia. Os dois derivados
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quindnicos citados, sdo reportadas por serem intercalantes (WELLINGTON, 2015; CRESPI,
et al., 1986), enquanto os compostos de 4 a 6 demonstraram interagir nos sulcos do DNA, ou
seja, via groove, mas como explanado anteriormente, os compostos aqui avaliados possuem
um substituinte com atomos capazes de formar ligacdes de hidrogénio e um grupo espacador,
ideais em interaches via groove, enquanto as quinonas, as quais sdo intercalantes, séo
formadas por grupos altamente rigidos, o que favorece a intercalagdo entre os pares de base
do DNA (WILSON,1993). Porém, estudos posteriores como medidas de Tm, medidas de
viscosidades, entre outras avaliacdes devem ser realizados para confirmar ainda mais tais

premissas.

5.6.3 Estudos por UV-Vis (Mecanismo de Quenching)

A técnica de espectroscopia de absor¢do no UV-Vis pode ser utilizada para explorar
alteracdes na estrutura do DNA, detectar a formacéo de complexos ctDNA-ligante, bem como
0 mecanismo de quenching (HUSAIN, et al. 2017; TABASSUM, et al. 2012). Neste sentido,
realizou-se estudos espectrométricos de UV-Vis para observar a formacdo dos complexos
ctDNA-naftogquinonas, bem como a formagao do mecanismo de quenching.

A avaliagdo do tipo de quenching foi realizada através dos espectros de absorc¢éo do
ctDNA, do composto livre e do complexo formado. Pdde-se notar que a medida que se
adicionou quantidades crescentes de ctDNA a solucdo dos compostos naftoquindnicos,
ocorreu um aumento na absorvancia, isto é, um efeito hipercromico (Figura 25), o que
indicou a interagdo da molécula com o ctDNA, formando assim o complexo e corroborando

com os resultados de fluorescéncia molecular.
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Figura 25. Espectro de absor¢do UV do ctDNA e dos compostos 4 (a), 5 (b) e 6 (¢) (10 uM)
na auséncia e na presenca de ctDNA (10 puM). Inser¢do: Os graficos denotam o efeito

hipercromico causado com o aumento gradual da concentracdo de ctDNA (1-150 uM) aos
compostos de 4 a 6.
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Normalmente, a formagdo do complexo DNA com pequenas moléculas altera a
magnitude da posicdo do pico de absorvancia, o que estd correlacionada com a forca da
interacdo (AFRIN, et al. 2017; THOMAS, SUKUMARAN, SUDARSANAKUMAR, 2019),
fato perceptivel nos espectros acima, nos quais com o aumento gradual da concentracdo de
CtDNA, este teve sua intensidade acrescida. O efeito hipercrébmico é uma caracteristica
espectral que indica variagdes estruturais na dupla hélice do ctDNA quando complexadas aos
compostos de 4 a 6 (HUSAIN, et al. 2017; SIRAJUDDIN, ALI, BADSHAH, 2013) e, ao
envolvimento das interacdes ndo covalentes entre os derivados de 4 a 6 e 0 cCtDNA
(REHMAN, et al 2015b).

As alteracdes espectrais podem ser observadas nos valores de absorvancia da mistura
naftoquinona-ctDNA (Acomplexo), € @ soma dos valores das absorvancias da naftoquinona e
ctDNA (As6 + Acona = diferente de 0) na Tabela 6 abaixo. Estes resultados sdo um
indicativo de que o mecanismo de quenching dominante no sistema foi estatico, pois AA =
Acomplexo - (Acomposto + Actona) foi diferente de zero o que indica que ocorreu alteragdo no
estado fundamental em funcdo da formacdo do complexo naftoquinona-ctDNA. Caso o
mecanismo de quenching fosse dindmico, ndo seriam esperadas varia¢es no espectro de UV-
Vis do complexo (Acomplexo= Acomposto + Actona), Visto que o quenching dindmico afeta

somente o0 estado excitado, e ndo o estado fundamental (WU, et al., 2011; SAHOO, GHOSH,
DASGUPTA, 2009).
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Tabela 6. Absorvancia dos derivados naftoquinonicos nitrogenados avaliados de 4 a 6 (10
uM), ctDNA (10 uM) e composto-CtDNA (10 uM) no comprimento de onda de maxima
absorcéo dos compostos. Condigéo: pH = 7,4 (Tris—HCI 50 mM, 100 mM NaCl) a 30 °C.

COMPOSTO A,nm Acomposto ActDNA Acomplexo AA
4 362 0,11678 -0,00104  0,72508 0,60934
5 322 0,039331 -0,00177  0,04231 0,00477
6 312 0,10095 -0,00141  0,10113 0,00159

Fonte: Autor, 2019.

Além disso, ndo houve desvio espectral significativo nos Amax dos compostos de 4 a 6
com a adicdo gradual de ctDNA, indicando uma variacdo estrutural desprezivel do ligante
apos sua complexacdo com o ctDNA, apontando para a possibilidade de ligacdo ao sulco do
DNA, ou seja, uma ligacdo do tipo groove (HARIS, et al., 2015; THOMAS; SUKUMARAN;
SUDARSANAKUMAR, 2019), o que corrobora com os estudos competicdo com as sondas.

Assim, acredita-se que a citotoxicidade dos derivados N-acilidrazona, oxima e N-
acilidrazina naftoquinénicos aqui avaliados esteja associada a capacidade de se ligar ao DNA,
resultando no comprometimento de sua funcdo, que é seguida pela inibi¢cdo dos processos de

replicacdo e transcricdo e, eventualmente, morte celular.
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6. CONCLUSAO

Em suma, o presente trabalho possibilitou avaliar o FPS-UVB, a capacidade
antioxidante, as propriedades ADME in silico, a atividade antiproliferativa, bem como o
processo de interacdo com o ctDNA dos derivados naftoquindnicos de 1 a 8. Durante 0s
estudos, as técnicas espectroscopicas UV-Vis e fluorescéncia molecular, bem como o método
in silico, demonstraram-se eficientes, uma vez que, foi possivel determinar todos os
parametros necessarios para avaliar cada atividade de forma eficiente.

Os derivados naftoquinonicos de 1 a 8 mostraram um FPS-UVB acentuado, nos quais
0s compostos de 4 a 8 apresentaram 0s melhores resultados nas duas concentracGes avaliadas,
tendo valores > 15 na maior concentracdo. Em todos os compostos, esse FPS estar associado
as transicdes eletrénicas n-n* e ©-t* presentes N0s Mesmos.

Nos estudos da capacidade antioxidante, pdde-se notar que os compostos avaliados
apresentaram atividade antioxidante frente aos dois métodos avaliados (DPPH® e ABTS*"),
sendo de quatro a cinco vezes mais ativos frente ao sequestro do radical ABTS*", o que indica
gue tais compostos possuem um maior carater hidrofilico.

As propriedades ADME in silico dos compostos de 1 a 8 demonstram-se adequadas
em relagdo as regras escolhidas para as analises das mesmas, tendo os compostos avaliados
uma alta atividade bioldgica.

Os compostos de 1 a 8, demonstraram-se ativos como agentes anticancerigenos frente
a 9 linhagens celulares tumorais humanas avaliados, com Glsg inferior a 200 ug/mL.
Entretanto os compostos ndo apresentaram seletividade, a partir dessa inferéncia escolheu-se
apenas 3 compostos para realizar o estudo de interacdo ctDNA-ligante. Os estudos de
interacdo CctDNA-naftoquinona, demostraram que 0s compostos avaliados apresentaram
interacdo significativa com o modelo de DNA empregado, formando um complexo
supramolecular nao fluorescente, o que caracteriza 0 mecanismo de quenching estatico. Além
disso, a partir do ensaio de competicdo com hoechst e brometo de etidio, foi possivel inferir
que os compostos avaliados interagem com o ctDNA preferencialmente via groove.

Por fim, a partir dos resultados obtidos é possivel inferir que os derivados
naftoquinbnicos avaliados possuem promissoras atividades biologicas propicias a serem
exploradas em possiveis cosméticos, farmacos, entre outros. Além disso, os resultados
possibilitam estratégias para o desenvolvimento de novos projetos de metodologia sintética e

de quimica medicinal.
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7. PERSPECTIVAS

e Realizar estudos eletroquimicos para determinar qual o mecanismo de acgdo
antioxidante, bem como, o grupo que mais contribui com tal atividade;

e Determinar o modo de ligacdo com ctDNA dos compostos avaliados via ensaios de
Tm e viscosidade;

e Sintetizar moléculas incorporando heterociclicos afim de potencializar a seletividade;

e Avaliar a interacdo/inibicdo dos compostos com maior FPS-UVB com tirosinase, uma
vez que essa enzima estd associada aos processos de cancer de pele e sua inibicédo é
reportada como um fator direto de um bom protetor solar;

e Realizar estudos de docking molecular dos compostos selecionados na perspectiva
anterior com a tirosinase, com o propésito de confirmar os resultados experimentais;

e Avaliar a fotoestabilidade dos compostos avaliados nesse trabalho;

e Avaliar a toxicidade dos compostos frente a uma linhagem celular mais especifica
para fotoprotetores;

e Avaliar os compostos em humanos (in vivo);

¢ Desenvolvimento de uma possivel formulacdo cosmética/dermatoldgica.
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9. ANEXOS

Figura 26. Curva analitica para determinacdo da faixa 6tima de analise dos compostos de 1-8
e da BZF-3.

m BZF
® INH
Al L)
44| v 2
¢ 3
4 4 *
» 5
1] e s
3 * 7
® 8
%) | ] A
9 5
< ]
. A >
¢ * °
14 [ ]
° 2 4 <
* ’ q <
0d t v ’
04 w
T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
A,nm

Fonte: Autor, 2019.

Tabela 7. Coeficiente de correlagdo (R?) dos compostos de 1 a 8, da BZF-3 e da INH aferidos
a partir da curva analitica.

Curva analitica

Composto BZF INH 1 2 3 4 5 6 7 8
R2 097 099 0,99 0,99 0,99 099 099 099 098 0,99
Fonte: Autor, 2019.

Tabela 8. Comprimentos de onda de absor¢do méaxima e absortividade molar dos compostos
de 1-8 aferidos na concentragéo de 200 uM.

COMPOSTO 1 2 3 4 5 6 7 8

Amax (NM) 330 334 330 310/372 290/336 288 310/371 330
UVA/UVB UVA UVA UVA UVB/UVA UVB/UVA UVB UVB/UVA UVA

e(L-moltcm?) 2434 1,555 3,075 13,008/ 9,163/ 15,040 12,856/ 4,745
13,959 5,774 13,896

Fonte: Autor, 2019.
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Tabela 9. Parametros de interagcéo dos derivados de naftoquindnicos com o ctDNA calculados
a partir do ensaio HO.

Constante de Stern-Volmer Parametros de Ligacao
Composto Ksv R Kb
(104 L mol) (107 L mol) : r
4 3,78 0,22 0,9879 9,83 +147 1,79+0,04 0,99677
5 0,76 £0,31 0,99053 323+539 2,76+0,18 0,96993
6 1,39+ 0,04 0,98773 0,0021+1,47 1,04+0,04 0,98162

Fonte: Autor, 2019.

Tabela 10. Parametros de interacdo dos derivados de naftoquindnicos com o ctDNA

calculados a partir do ensaio com BE.

Constante de Stern-Volmer Parametros de Ligacdo
Composto Ksv R Kb
(10° L mol) (102 L mol) : r
4 1,26 + 0,22 0,99123 2040+ 0,15 1,39+0,04 0,99694
5 0,67 + 3,60 0,99133 0,11+0,13 0,35+0,01 0,99558
6 0,831+2,78 0,9939 4,07+0,04 0,73+0,03 0,99182

Fonte: Autor, 2019.



