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RESUMO

Uma das doencas com impacto consideravel na humanidade € o cancer, que provavelmente tera
atingido 18,1 milhdes de pessoas no mundo em 2018. Os tratamentos antitumorais existentes,
em geral, apresentam alta toxicidade e reduzem qualidade de vida do paciente, tornando
indispensavel a busca por novos compostos antitumorais. Nesta investigacao, uma estratégia da
quimica medicinal promissora é a hibridizacdo molecular, que reune duas entidades
farmacologicas e pode trazer grandes beneficios a sua bioatividade e toxicidade. Aliado a esta
estratégia, as ferramentas da quimica computacional, como o docking molecular, se bem
utilizadas, podem otimizar este processo. No docking molecular, é calculada a afinidade de um
ligante em uma macromolécula, prevendo a tendéncia de docking dele neste alvo. O presente
estudo objetivou a avaliacdo in silico de uma biblioteca de hibridos e seus intermediarios com
estruturas baseadas na isatina e no lapachol, bem como sintetizar os compostos mais
promissores. A proteina NADP(H) oxidurredutase (NQOL) foi escolhida como proteina alvo,
por ser altamente expressa em células tumorais. O programa AutoDock4 foi utilizado na
triagem virtual por docking molecular. A validagdo do sistema foi feita através do redocking do
ligante nativo E6A, sendo o RMSD obtido igual a 0,51. Em geral, todos os dimeros testados
apresentaram otimo potencial antitumoral frente a NQO1, com energias de ligacdo (EL) entre -
10 e -9 kcal/mol, mesma faixa que o dicumarol (36), sendo 3la-31c e 35a-35c 0s mais
promissores, com EL na faixa de -11 kcal/mol, tal qual o ligante nativo E6A (28). Para a
producdo dos dimeros, o lapachol foi extraido por Soxhlet e extracdo acido-basica. Os
intermediarios foram sintetizados de acordo com protocolos da literatura, mas também foi
testado o uso de micro-ondas. O lapachol foi obtido puro com melhor rendimento na extragédo
por Soxhlet (0,76%) em relacdo a acido-base (0,14%). A sintese dos dimeros de lapachol 31a-
31c, 35a-35¢ e 33a-33c ndo levou aos produtos finais, apenas aos intermediarios 29 (67,2% de
rendimento), 30a (rendimento quantitativo), e 32a-32c (11,69%, 27,23% e 31,6% de
rendimento). Em contrapartida, os dimeros de isatina 23a-23c e 26a-26¢ foram sintetizados
com rendimentos de 41, 29 e 20% para 23a-23c e de 29,5%, 26% e 17%, respectivamente, para
26a-26¢. Os intermediarios 22a-22c¢ foram produzidos com rendimento na faixa de 50%. A
perspectiva é que estes homo e heterodimeros de isatina 23a-23c e 26a-26¢, assim como 0S
intermediarios potencialmente ativos 32a-32c e 29 tenham suas sinteses otimizadas e sejam
enviados para testes in vitro de atividade antitumoral, a fim de confirmar seu potencial e
relacionar os dados obtidos in silico e in vitro.

Palavras-chave: hibridizacdo molecular; docking molecular; atividade anticancer



ABSTRACT

The cancer is a disease with a considerable impact on humanity. It is estimated that by 2018 it
may have affected approximately 18.1 million people worldwide. In general, existing antitumor
treatments presents high toxicity and reduce patient's quality of life, making it indispensable to
search for new antitumor compounds. In this research, a promising medicinal chemistry strategy
is molecular hybridization, which brings together two pharmacological entities and can bring
great benefits to their bioactivity and toxicity. Combined with this strategy, computational
chemistry tools, such as molecular docking, if well used, can optimize this process. In molecular
docking, the affinity of a linker in a macromolecule is calculated, predicting its docking
tendency in this target. The present study aimed the in silico evaluation of a library of hybrids
and their intermediates with structures based on isatin and lapachol, as well as to synthesize the
most promising compounds. The protein NADPH quinone oxidurredutase (NQO1) was chosen
as the target protein because it is highly expressed in tumor cells. The AutoDock4 program was
used in virtual screening by molecular docking. System validation was done by redocking the
native ligand, and the RMSD was equal to 0.51. In general, all the dimers tested had an excellent
antitumor potential against NQO1, with binding energies (EL) between -10 and -9 kcal/mol,
same range as dicumarol (36), being 31a-31c and 35a-35¢ more promising, with EL in the range
of -11 kcal/mol, just like the native E6A ligand (28). For the production of dimers, lapachol was
extracted by Soxhlet and acid-base extraction. Intermediates were synthesized according to
literature protocols, but the use of microwaves was also tested. Lapachol was obtained pure
with a better yield in Soxhlet extraction (0.76%) than the acid-base one (0.14%). The synthesis
of lapachol dimers 31a-31c, 35a-35c and 33a-33c did not lead to the final products, only to
intermediates 29 (67.2% yield), 30a (quantitative yield), and 32a-32c (11.69 %, 27.23% and
31.6% vyield). In contrast, the isatin dimers 23a-23c and 26a-26¢ were synthesized in yields of
41, 29 and 20% for 23a-23c and 29.5%, 26% and 17%, respectively, for 26a-26c¢. Intermediates
22a-22c were produced in 50% vyield. The perspective is that these isatin homo and
heterodimers 23a-23c and 26a-26¢ as well as the potentially active intermediates 32a-32c¢ and
29 have their syntheses optimized and sent for in vitro tests of antitumor activity in order to
confirm their potential and to relate the data obtained in silico and in vitro.

Keywords: molecular hybridization; molecular docking; antitumor activity.
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1. INTRODUCAO

O céncer afeta milhGes de pessoas todos os anos, em todo o mundo. Em 2015, 8,8
milhdes de pessoas morreram devido a esta doenca. A propria enfermidade, somada ao
tratamento com muitos efeitos colaterais, tornam o paciente debilitado e pode, muitas vezes,
levar a perda da qualidade de vida e também a morte. O necessario desenvolvimento de novos
farmacos pode alongar-se por até dez anos (DASTMALCHI, 2016) e € preciso langcar méao de
estratégias para otimizar o tempo e 0s custos deste processo.

No presente trabalho, busca-se planejar e sintetizar moléculas com potencial para atuar
como antitumorais com alguma especificidade, de modo a minimizar efeitos colaterais na
terapia antineoplasica e avaliar este potencial usando a quimica computacional.

Neste sentido, construimos uma biblioteca de moléculas a partir do lapachol e da isatina,
dois produtos naturais que apresentam, sozinhas, atividade antitumoral. Acreditamos que as
modificagdes nestas moléculas podem trazer beneficios para a eficacia e toxicidade delas.
Como nem todas poderiam ser sintetizadas, empregamos a quimica computacional, como
ferramenta na escolha dos compostos a serem produzidos.

Destarte, esta pesquisa objetiva obter hibridos com potencial atividade antitumoral a
partir de isatina e lapachol que serdo avaliados e selecionados por uma triagem virtual via
docking molecular. Além de construir a biblioteca de moléculas com estes hibridos, objetivamos
realizar o docking molecular tendo como macromolécula a proteina NQO1; analisar o0s
resultados deste estudo tedrico através das energias de ligacdo calculadas e as interacdes
intermoleculares entre os compostos e o alvo NQOL; extrair e purificar lapachol a partir da
planta Tabebuia avellanedae; e sintetizar e caracterizar os hibridos com maior tendéncia de
afinidade pela NQOL, sendo potenciais compostos antitumorais.

A sintese de novas moléculas construidas de forma racional possibilita 0 aumento na
chance de encontrar substancias mais ativas e menos toxicas biologicamente, como é urgente
ser feito no caso do céncer, tendo em vista a alta toxicidade e custo dos tratamentos atuais. Além
disso, a producdo de moléculas semelhantes viabiliza outros estudos posteriores para a melhor
compreensdo da relacdo estrutura-atividade de uma determinada classe.

A hibridizacdo molecular foi a estratégia da quimica farmacéutica utilizada na
construcdo da biblioteca de moléculas, consistindo na unido de moléculas farmacologicamente
ativas, isto é, que ja apresentam alguma atividade biolégica sozinhas. Como serd melhor

demonstrado adiante, esta técnica tem possibilitado o desenvolvimento de moléculas com
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atividade biolégica melhores que seus monémeros. Como ferramenta gratuita de triagem
virtual, o docking molecular foi escolhido para prever o potencial antitumoral dos compostos
frente a enzima NADPH quinona oxidurredutase (NQO1), e guiar a sintese das substancias mais
promissoras.

Esta dissertacdo esta dividida em seis se¢des: (i) Objetivos, que trata dos objetivos gerais
e especificos do trabalho; (ii) Estratégia, a qual mostra as estratégias envolvidas em vistas do
cumprimento dos objetivos propostos, com detalhes da realizagdo da triagem virtual e as rotas
sintéticas planejadas para a sintese dos dimeros; (iii) Resultados e discussao, que mostra e
discute todos os resultados obtidos na triagem virtual e nas sinteses, langando méo de figuras e
tabelas para melhor exposicdo dos mesmos; (iv) Consideragdes finais e perspectivas; (V)
Experimental, com todos os pormenores da realizagdo do docking molecular, bem como dos
experimentos sintéticos; e (vi) Espectros, que expde os espectros enumerados de todas as

moléculas obtidas com éxito.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Obter dimeros de isatina e lapachol com potencial atividade antitumoral avaliado por uma

triagem virtual, realizada por docking molecular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Compor uma biblioteca de moleculas derivadas de lapachol e isatina com potencial atividade

antineoplasica, planejadas pela estratégia de dimerizagcdo molecular.

- Realizar a triagem virtual da biblioteca de moléculas constituida por hibridos de lapachol e
isatina, através da ferramenta de docking molecular, usando a proteina NQO1 como

macromolécula-alvo.

- Selecionar as moléculas mais promissoras de acordo a triagem virtual, considerando a energia
de ligacdo e as interacGes intermoleculares com o sitio de interacdo da macromolécula NQO1,

comparando com o ligante nativo da mesma e o dicumarol.

- Extrair e purificar lapachol a partir de Tabebuia avellanedae para empregar na sintese dos

dimeros desta nafquinona usando métodos descritos na literatura.

- Sintetizar e caracterizar as moléculas com maior potencial anticancer, com base nos estudos

tedricos, assim como seus intermediarios sintéticos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cancer

O cancer é uma doenca em que as células se proliferam de modo desregrado, apds terem
sofrido mutacGes sucessivas que alteraram o controle sobre a prdpria reproducao.
Frequentemente, as células cancerigenas invadem areas que deveriam estar ocupadas por outras
células, prejudicando tecidos adjacentes e todo o organismo.

Dentre os cerca de cem tipos de cancer, ha as seguintes caracteristicas comuns:
sinalizacdo proliferativa sustentavel; resisténcia & morte celular; escape a destrui¢do imune;
evasdo de supressores de crescimento; ativacdo da imortalidade replicativa; instabilidade
gendmica; inflamagdo indutora de tumores; ativagdo de invasdo e metastase; inducdo a
angiogénese; e desregulagem da energética celular (ALBERTS, 2017; KUMAR, ABBAS &
ASTER, 2016).

Segundo dados de previsdo da Organizacdo Mundial de Sadde (WHO, 2018) haveriam
surgido mais 18,1 milhdes de casos e 9,6 milhdes de mortes devido a este tipo de enfermidade
no mundo em 2018. No Brasil, a mortalidade como consequéncia de neoplasias foi de 220.332
pessoas em 2017 (DATASUS, 2018). Desta forma, trata-se de uma doenca de alto impacto
epidemiologico e também financeiro, ja que o custo anual do cancer em 2010 foi de 1,16 trilhdes
de ddlares (WHO, 2018). Reconhecidamente, o tratamento medicamentoso apresenta
toxicidade para as células sadias tambem, além de ndo garantir a cura, pois as celulas tumorais
podem adquirir resisténcia aos medicamentos (ALBERTS, 2017).

Quanto ao tratamento, os farmacos antitumorais usados clinicamente séo classificados
em agentes alquilantes, antimetabodlitos, produtos naturais, hormdnios e antagonistas de
horménios, além de agentes diversos, e alguns representantes deles estdo dispostos na Figura
1. Eles agem principalmente danificando o DNA, especialmente na sua fase de sintese, a fase
S do ciclo celular. Outros, porém, agem na fase M, inibindo o fuso mitotico. Na Figura 2, ha
um esquema resumindo os modos de acdo dos antitumorais, considerando a atuacdo nas fases
do ciclo celular (BRUNTON, CHABNER & KNOLLMANN, 2011).

Os agentes alquilantes incluem, entre outros exemplos, mostardas nitrogenadas como a
ifosfamida (1), e sdo empregados em mieloma multiplo, neuroblastoma, cancer de mama,
ovario, pulmdes, testiculos, entre outros. Sua acdo envolve a alquilacdo de acidos nucleicos e

proteinas, promovendo liga¢Bes cruzadas nas fitas de DNA e inibindo a sua sintese.
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Figura 1: estrutura da ifosfamida (1), metotrexato (2), mitomicina C (3), anastrozol (4) e sutinib (5)
como representantes de algumas classes de antitumorais.
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Entre os antimetabdlitos, um dos exemplos é o metotrexato (2), um analogo do acido
folico, util no tratamento de cancer de bexiga, pulmdes, mama, cabeca, pescoco e na leucemia
linfoide. Um representante dos produtos naturais é a mitomicina C (3), uma substancia que
serve para o tratamento de cancer de pulméo, de estbmago e anal.

Inibidores da aromatase como o anastrozol (4) fazem parte da classe dos hormdnios e
seus antagonistas, e sdo empregados no tratamento de tumores que produzem ou utilizam os
mesmos. Na classe dos agentes diversos, temos a subclasse em ascensdo de inibidores de
tirosina quinase na qual o sutinib (5) pode ser citado como exemplo (BRUNTON, CHABNER
& KNOLLMANN, 2011).

Desse modo, existe uma variedade de classes e subclasses de compostos
antineoplasicos, além da combinacdo de farmacos no uso clinico para evitar a criacdo de
resisténcia. Apesar disso, os efeitos colaterais debilitantes causados ao paciente por estes
compostos podem leva-los até mesmo a morte (KOROLKOVAS, 2014).

Isto ocorre porque as células cancerigenas sdo, via de regra, parte do organismo e, apesar
de haver diferencas na bioquimica celular delas, as diferencas sdo muito sutis. Por isso, as
substancias usadas no tratamento atingem também as células sadias.

Quanto a resisténcia, ela pode ser suscitada por varios motivos: (i) devido a pouca
irrigacdo sanguinea no tumor, levando a baixa absorcdo do (s) farmaco (s); (ii) alteracGes
epigenéticas, que alteram o fendtipo celular; (iii) aquisicdo de resisténcia a morte mesmo apos

danos ao DNA; e (iv) presenca de proteina de resisténcia a maltiplas drogas (MDR1), nas
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celulas-tronco cancerigenas (KOROLKOVAS, 2014; KUMAR, ABBAS & ASTER, 2016).
Por conseguinte, é justificada a busca incansavel por novos agentes antineoplasicos, a
fim de encontrar compostos que sejam eficazes, perpassem a resisténcia das células tumorais e

sejam menos toxicas as células sadias.

Figura 2: esquema mostrando a atuacao de alguns farmacos antitumorais, considerando as diferentes
fases do ciclo celular.
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Fonte: adaptado de Brunton, Chabner & Knollmann (2011)

3.2 Planejamento de farmacos auxiliado por computador

Na busca por novos compostos bioativos, ha diversas ferramentas oferecidas pela
quimica computacional que auxiliam no desenho de novas moléculas com potencial atividade
biolégica. Os custos e o tempo economizados através do uso de métodos computacionais
tornam seu uso bastante proveitoso durante o processo de projecao, sintese e avaliacdo biolégica
de moléculas bioativas. Como exemplos, é possivel encontrar na literatura os estudos da relacéo

quantitativa estrutura-atividade (QSAR), estudo de docking molecular, estudo de dindmica
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molecular (MD), modelos farmacoféricos, entre outras (SLIWOSKI et al., 2014; BARREIRO
& FRAGA, 2015).

Ao longo da histéria da quimica computacional, o uso destas abordagens revelou ser
invidvel classificar uma ou outra como superior, porém deve-se escolher qual é a mais adequada
para fornecer respostas em dadas circunstancias (SLIWOSKI et al., 2014). No presente
trabalho, temos interesse na projecdo de moléculas potencialmente ativas contra células
cancerigenas, conhecendo a estrutura de um alvo macromolecular biol6gico especifico, bem
como um template de um pequeno ligante, o qual permite varia¢Ges estruturais. Deste modo, 0

docking molecular foi utilizado como ferramenta no planejamento de novos compostos.

3.3 Docking Molecular

Resumidamente, o docking molecular € uma ferramenta computacional que calcula o
posicionamento de um ligante no sitio de ligacdo de uma macromolécula e a energia de ligagédo
associada ao docking do ligante nesta pose. Esta ferramenta é a mais utilizada e precisa em
prever se uma molécula apresenta potencial para ser inibidora de uma dada proteina, sendo
largamente empregada pela inddstria farmacéutica. Os programas que fazem este tipo de
procedimento o dividem em passos, que incluem o docking em si e a funcdo escore, para
selecionar a melhor pose. Este docking envolve fatores conformacionais e de orientacdo do
ligante, restritos no espaco do sitio da macromolécula. A pose que sera selecionada contém
informacGes da conformacéo, orientacao e translacdo do ligante. Além disso, o programa preveé
a afinidade dessas poses pelo calculo de energia de ligacdo do complexo proteina-ligante
(YURIEV, AGOSTINO & RAMSLAND, 2010; YOUNG, 2009).

O estudo de docking molecular emprega um método de busca, o qual explora o espaco
conformacional que foi delimitado, e um campo de forca, que avalia a energia de cada
conformacéo gerada. No caso do programa Autodock4, um dos mais usados na literatura entre
2010-2011 (YURIEV & RAMSLAND, 2013) e que é gratuito, o campo de forca empregado é
semi-empirico, isto €, seu calculo é composto de parte tedrica e parte empirica, e foi
devidamente calibrado com uma variedade de complexos ligante-proteina (HUEY et al., 2007).

A contribuicdo tedrica corresponde aos termos pares gque avaliam a interacdo entre as
duas moléculas e inclui um modelo termodindmico no processo de docking, considerando
termos de interacdes intramoleculares no calculo de energia livre. Ja a contribuicdo empirica

estima a contribuicdo das moléculas de dgua ndo explicitas ao redor, através de um modelo de
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dessolvatacdo que abarca todos os tipos de &omos. Ela inclui a contribuicdo favoravel de
energia de dessolvatacdo de 4&tomos de carbono tal como no caso desfavoravel da dessolvatacéo
de atomos polares e carregados (HUEY et al., 2007).

Em relacdo ao método de busca, 0 AutoDock4 dispde de varios tipos a serem escolhidos
pelo operador: algoritmo genético lamarckiano, mais indicado pelos autores do programa, além
do algoritmo genético tradicional e 0 método de simmulated annealing. No algoritmo genético
lamarckiano, é gerada uma populacdo inicial de conformacGes. Cada uma delas passa por
mutacges e cruzamentos, de modo semelhante ao que ocorre na natureza, concebendo uma nova
geracdo. As novas conformacBes da geracdo sdo avaliadas e passam por mutacdes também,
formando nova geracdo, e assim sucessivamente. O processo permite que as conformagdes
individuais geradas sejam alocadas em local com energia minima, e esta informagdo seja
passada as geracoes seguintes, levando a selecdo de conformacdes de menor energia de ligacéo
(MORRIS et al., 2009).

Ha diversas finalidades para as quais o estudo de docking é util, incluindo a predicéo da
ligagdo de um ligante a proteinas relacionadas a farmacocinética, como a albumina
(ABDELHAMEED et al., 2017). Outro exemplo é a predicdo da atividade bioldgica de
moléculas em uma proteina relacionada a alguma enfermidade, como a doenca de Chagas, alvo
do estudo de Molfetta e colaboradores (2009), usando inclusive o AutoDock4. Ajdukovi¢ e
colaboradores (2013) fizeram uso de outra empregabilidade desta ferramenta: eles realizaram
uma triagem virtual de suas moléculas (potencialmente antiproliferativas) atraves de docking
molecular, para selecionar para sintese e avaliacdo biolégica apenas as substancias mais
promissoras segundo os resultados do estudo in silico, sem perder tempo com aquelas que néo

mostraram resultados satisfatorios.

3.4 A proteina NQO1 como alvo para atividade antitumoral

Chamada sistematicamente de NAD(P)H quinona oxidurredutase, a NQO1 é uma
proteina que catalisa reacdes de O0xido-reducdo envolvendo 2 elétrons, tendo como substrato
preferencial quinonas de cadeia curta (NC-IUBMB, 2010). O NADPH presente nesta proteina

é responsavel por suas propriedades oxidorredutoras, como esta demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: em |, esquema exemplificando a capacidade oxidante do NADP* e redutora de NADPH. Em
1, as estruturas do NADP?, o estado oxidado, e NAPH, o estado reduzido.
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Fonte: extraido e adaptado de Alberts et al. (2017)

A busca usando a palavra “NQO1” no Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), um
banco de dados que engloba principalmente arquivos de coordenadas de proteinas, permitiu
encontrar oito arquivos de NQO1 cristalografada. Todos os arquivos eram de proteinas oriundas
de Homo sapiens e expressas em Escherichia coli. Destes oito, trés arquivos eram de NQO1
acoplada com dicumarol, trés com outros ligantes (incluindo derivado de cumarina,
naftoquinona e cibacron blue, uma quinona) e dois ndo apresentavam ligantes.

Segundo Asher e seus colaboradores (2001), o dicumarol desestabiliza a proteina p53
por degradacdo proteossdmica, ndo apenas a p53 comum como também a mutada, que suprime
a apoptose, encontrada em varios tipos de cancer. Este efeito do dicumarol, como demonstrado
pelo grupo, estd associado a inibicdo da proteina NQO1 e promove o efeito antitumoral
(ASHER et al., 2001).
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Outra substancia que consegue inibir a NQO1 é o DNQ, uma quinona natural ativada
por esta proteina, levando a morte celular de modo subsequente. Por isso, esta substancia é um
promissor antitumoral seletivo, j& que a NQOL € expressa em maior propor¢do em células
tumorais (PARKINSON & HERGENROTHER, 2015).

Devido & sua presencga mais expressiva em células com frequente diviso celular, como
as tumorais (NELSON & COX, 2011), a NQO1 se constitui como um alvo interessante na busca
por compostos antitumorais. Em adi¢do, ha relatos de naftoquinonas com atividade antitumoral
que agem via NQO1, em linhagens de células tumorais com diferentes proporcdes de expressao
dela (BEGLEITER et al.,, 2009). Em acordo com isso, Pidugu e colaboradores (2016)
cristalizaram a NQO1 complexada com uma naftoquinona dimérica, cuja atividade antitumoral
contra varias linhagens apontou para um mecanismo de a¢do envolvendo a NQOL1.

Em relacdo ao uso da NQO1 como alvo especifico em tratamentos oncoldgicos, o grupo
de Liao (2012) propde duas estratégias para construir novas moléculas com este fim: uma de
desenho de moléculas com alta especificidade pela NQO1 e que sejam capazes de gerar um
ciclo redox futil; e outra estratégia em que pro-farmacos atoxicos ou pouco toxicos sejam
projetados, de modo que sejam ativados apenas pela NQO1, nos locais onde ela € altamente

expressa como nas células tumorais (LIAO et al., 2012).

3.5 Estratégias de planejamento de novos farmacos: hibridizacdo molecular (Twin drugs)

Segundo Wermuth (2008), a unido de duas unidades farmacoldgicas por ligacdes
covalentes gera os chamados farmacos gémeos, também nomeados duais, diméricos,
bivalentes, hibridos, mixados ou, ainda, multiplos. Tais entidades a serem unidas podem ser
iguais, formando homodimeros, ou diferentes, constituindo heterodimeros. Além disso, elas
podem ser unidas com um espacador, sem espacador ou de forma sobreposta. A técnica propde
que o dimero criado tenha vantagens de poténcia e seletividade em relacdo ao mondmero, no
caso dos homodimeros, ou seja capaz de atuar em ambos alvos de cada monémero, no caso dos
heterodimeros.

Alguns exemplos de dimeros estdo dispostos na Figura 4, como a substancia 6, um
homodimero proveniente da modificacdo da bis-tacrina, e que apresentou maior poténcia que
ela (LOPES, 2014). E importante salientar que uma molécula inicialmente simétrica,

constituida como homodimero, pode ser posteriormente modificada para gerar moléculas
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melhores, numa otimizagdo que pode trazer assimetrias a ela, sem que ela deixe de ser um
homodimero (WERMUTH, 2008).

O composto 7, advindo da dimerizacdo de um aduto de Morita-Baylis-Hillman
sintetizado por nosso grupo de pesquisa, apresentou atividade 1,4 vezes maior e seletividade
400 vezes maior que o respectivo monémero (SILVA, 2016). JA& o composto 8 € um
heterodimero, proveniente da juncdo do paracetamol e &cido acetilsalicilico (WERMUTH,
2008). O também hetrodimero 9 foi gerado a partir da unido da isatina com o ciprofloxacino, e
demonstrou atividade antimicobacteriana duas vezes maior que este monémero (XU et al.,
2018).

Figura 4: Exemplos de homo e heterodimeros: homodimero derivado da bis-tacrina (6); homodimero
de um aduto de Morita-Bayllis-Hillman (7); Heterodimero de &cido acetilsalicilico e paracetamol (8);
dimero de isatina e ciprofloxacino (9).

cl

Br
OH [o]

COCH
Br

Fonte: adaptado de Lopes (2014), Silva (2016), Wermuth (2008) e Xu et a. (2018).

Outro exemplo de sucesso no planejamento de moléculas diméricas € o composto 10,
um derivado de isoquinolinequinona com atividade antitumoral, sintetizado pelo grupo de
Ibacache (2018). Esta molécula, mostrada na Figura 5, apresentou um valor de 1Cso comparavel

a do taxol e uma seletividade sete vezes maior que a deste padrdo ouro.
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Figura 5: Dimero assimétrico 10 com atividade antitumoral sintetizado por Ibacache e colaboradores
(2018).

0. o}
o]
N
=
/N
10 °

Fonte: adaptado de Ibacache et. al. (2018).

0
N
N/
N
o

o] o]

3.6 Lapachol

Entre as naftoquinonas, o lapachol é uma substéancia de destaque, tendo sido descoberto
por Paterno em 1882 e alvo de estudos até os dias atuais. Segundo Fonseca, Braga e Santana
(2003), a descoberta do lapachol foi uma das mais importantes do século XX, na area da
fitoquimica. A estrutura do lapachol (11) pode ser vista na Figura 6, onde se observa o grupo
quinona, também presente em alguns farmacos antitumorais como a mitomicina (3, Figura 1) e

doxorrubicina (12, figura 6).

Figura 6: estrutura quimica do lapachol (11) e doxorrubicina (12).
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Fonte: adaptado de <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov>

Esta substancia pode ser extraida de plantas da familia Bignoliacea, como Tabebuia
avellaneadae (BRASIL, 2015) cuja imagem estd na Figura 7. Ela apresenta atividade
antitumoral (FIORITO et al., 2014) e chegou a ser produzida e distribuida no Brasil em forma
de capsulas de 250 mg pelo LAFEPE (Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
Governador Miguel Arraes) por mais de 20 anos (ARAUJO, ALENCAR & ROLIM-NETO,
2002).
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O lapachol também foi alvo de estudos clinicos pelo National Cancer Institute dos
Estados Unidos, mas devido a toxicidade acarretada pelas altas doses necessérias, eles foram
interrompidos (SIMOES et al., 2007). Além disso, o lapachol apresenta atividade antifingica
(GUIRALD et al., 1994), moluscicida (SANTOS et al., 2001), anti-helmintica (MATA-
SANTOS, 2015), leishmanicida (LIMA et al., 2004) e fotoprotetora (ARAUJO et al., 2014).

Em adicdo a esta gama de atividades do lapachol, ha evidéncias de que ele diminua a
progressdo de artrite induzida por colageno (CIA) e artrite induzida por antigeno (AlA), com
efeitos anti-inflamatérios e de reducéo nos danos do tecido articular. A atuacéo do lapachol em
artrite experimental também envolve seu efeito anti-proliferativo em relacdo aos linfocitos,

fazendo com que ele também seja um potencial imunossupressor (PERES et al.,2017).

Figura 7: arvore de Tabebuia impetiginosa, correspondente botanica de Tabebuia avellanedae, fonte
de lapachol.

Fonte: <https://www.flickr.com/photos/flavioch/7451592342/in/photostream/>

Derivados desta substancia tém sido desenvolvidos com o intuito de promover uma
melhor atividade antitumoral com menor toxicidade. O composto 13 (Figura 8), por exemplo,
foi um dos avaliados pelo grupo de Salustiano (2010) que apresentou atividade contra células
tumorais leucémicas humanas comparavel a mitomicina C (3, Figura 1), com menor toxicidade
as células sanguineas monocucleares. O composto 14 (Figura 8), um derivado de lapachol
conjugado com poliamina, também apresentou atividade antitumoral frente a células de
glioblastoma. A acéo deste composto inclui a diminuicéo da invasibilidade das células tumorais,

com melhores resultados que o lapachol (ROMAO et al., 2018).
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Figura 8: Estrutura da naftoquinona (13) andloga ao lapachol com atividade antitumoral in vitro em
celulas leucémicas humanas e derivado de lapachol com atividade antitumoral (14) frente a

glioblastoma.
o]

Fonte: adaptado de Salustiano et al. (2010).

3.7 Isatina e seus derivados: potencialidades sintéticas e farmacolédgicas

A isatina (15) é uma pequena molécula, como visto na Figura 9, cuja estrutura tem
servido de base para inimeros compostos biologicamente ativos, com atividade antitumoral
(VINE et al., 2009; SINGH et al., 2011), antioxidante (PREMANATHA et al., 2012), anti-
inflamatdria (SHARMA et al., 2016), inibidora da formacao de biofilme (em P. Aeruginosa)
(ROSAY et al., 2015), entre outras. Alem disso, a isatina por si ja demonstrou atividade
antitumoral e anti-angiogénese em células de neuroblastoma, por exemplo, sendo capaz de
induzir a apoptose delas in vitro e in vivo (HOU et al., 2008; SONG et al., 2013).

Figura 9: estrutura quimica da isatina (15).

I=

15

Esta substancia pode ser encontrada em plantas como em Couroupita guianensis
(TRIPATHI & SONAWANE, 2013), mostrada na Figura 10; em animais como os moluscos
marinhos do género Mouricidae (BENKENDORFF et al., 2015); e alguns andlogos dela foram
encontrados como resultado do metabolismo da adrenalina, em estudos mimetizando o
organismo humano (PALUMBO et al., 1989; d’ISCHIA, PALUMBO & PROTA, 1988).
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Figura 10: Arvore e detalhe das flores de Couroupita guianensis.

Fonte: <https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/22172199935/in/photostream/>

Acrevisdo de Sumpter (1944) mostra que a isatina € sintetizada desde 1840, por Erdmann
e Laurent, e desde entdo foram estudados diversos modos de obtengéo dela e seus derivados.
No Brasil, Pinto e colaboradores contribuiram para aprimorar a sintese da isatina, esclarecer
seu mecanismo de reacdo e amplificar os seus derivados, sendo muitos inéditos (MARTINEZ
& FERREIRA, 2017).

Alisatina é bastante versatil e pode gerar uma gama de derivados, por participar de varios
tipos diferentes de reacdes, tal como alquilacdo, arilagcdo, acilacdo, sulfonacdo, substituicao
eletrofilica aromatica, reducdo, oxidacdo, adicdo e substituicdo nucleofilica. Exemplos de
algumas reacdes que podem ser feitas com a isatina estdo dispostos no Esquema 1 (SILVA,
GARDEN & PINTO, 2001).

Assim, muitos compostos derivados de isatina tém sido desenvolvidos em varias partes
do mundo, inclusive empregando a hibridizacdo molecular e gerando moléculas antitumorais
(PARTHASARATYHY et al., 2013; YU et al., 2016; ATTIA et al., 2017; FARES et al., 2015).

No trabalho de Fares e colaboradores (2015), por exemplo, foi empregada a técnica de
hibridizacdo molecular, gerando hibridos de isatina e quinolina que se mostraram ativos contra
algumas linhagens de células tumorais (de cancer de mama, figado e célon). A molécula 20,
uma das mais ativas do trabalho, esta representada na Figura 11. A molécula 21, na mesma
figura, foi projetada pelo grupo de pesquisa de Yu (2016) usando a isatina diclorada e DHEA
(deidroepiandrosterona), juntamente com outros hibridos de DHEA com outros arcabou¢os
estruturais. Porém, as melhores atividades antiproliferativas foram atribuidas aqueles com

isatina.
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Esquema 1: Algumas possibilidades de rea¢des de formacdo de derivados de isatina.
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Fonte: adaptado de Silva, Garden & Pinto (2001).

Figura 11: Heterodimeros de isatina com ndcleo quinolina (20) e DHEA (21), que demonstraram

atividade antitumoral.
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Ainda na abordagem de dimerizagdo molecular, Singh e colaboradores (2017)
sintetizaram uma série de moléculas diméricas de isatina, variando o espacador e 0s
substituintes do anel aromatico de um dos lados da molécula, formando homo e heterodimeros,

mostrados no Esquema 2.

Esquema 2: esquema reacional e dimeros produzidos por Singh et al. (2017).

o H 15 n
N
Br NaH, DMF, ta, 2h m\
It 23a-26f
22a-22t W

23a:R=H;n=1 24a:R=Cl;n=1 252 R=F;n=1 26a:R=Br;n=1
23b:R=H;n=2 24b:R=Cl;n=2 25b:R=F;n=2 26b:R=Br;n=2
23¢:R=H;n=3 24c:R=ClI;n=3 25¢c:R=F;n=3 26c:R=Br;n=3
23d:R=H;n=4 24d:R=Cl;n=4 25d:R=F;n=4 26d:R=Br;n=4
23e:R=H;n=5 24e:R=Cl;n=5 25e:R=F;n=5 26e:R=Br;n=5
23fR=H;n=7 24f:R=Cl;n=7 25f: R=F;n=7 26f: R=Br;n=7

Fonte: adaptado de Singh et al. (2017)

Os compostos foram testados in vitro e mostraram atividade antiparasitaria e
fungistatica, especialmente 26b, um heterodimero de isatina substituida na posi¢cdo 5 com
bromo, cujo Clsg foi 3,72 uM para Tricomonas vaginalis. Além disso, foi realizado um teste
que mostrou que estas moléculas provavelmente ndo interferem na flora normal do intestino
humano, algo importante para minimizar possiveis efeitos gastrintestinais. Apesar de terem
mencionado que tais substancias também apresentam potencial atividade anticancer, os autores
ndo realizaram experimentos para comprova-la. Tendo em vista estes dados, o presente trabalho

incluiu o estudo de alguns destes dimeros via docking molecular, a fim de prever a tendéncia

de atividade antitumoral delas.
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4. ESTRATEGIA

A estratégia deste trabalho consiste no planejamento de hibridos de lapachol e isatina,
que passardo por uma triagem virtual através de docking molecular. Nesta triagem, sera
analisado o potencial tedrico de afinidade delas pela proteina NQO1, alvo relacionado ao

cancer, e assim selecionar as moléculas mais interessantes para ser sintetizadas posteriormente.

4.1 Estudo de docking molecular

Para a triagem virtual via docking molecular foi escolhido o programa Autodock 4
(MORRIS et al., 2009). As coordenadas da proteina quinona oxidurredutase (NQO1) foram
adquiridas sob o cddigo 5EAI (PIDUGU et al., 2016) no Protein Data Bank. Este arquivo de
coordenadas de NQO1 foi o selecionado por apresentar como ligante uma naftoquinona
dimérica, cuja estrutura é semelhante as estudadas no presente trabalho, possibilitando uma
melhor comparacdo dos dados a ser coletados no estudo. Na Figura 12, é possivel ver a
representacdo desta proteina apos as edi¢des necessarias.

Os demais detalhes deste procedimento estdo descritos na secdo Experimental (7.1).

Figura 12: Proteina 5EAI editada, destacando as cadeias em cores diferentes, sendo a E em laranja.

Fonte: figura gerada pela autora usando as coordenadas do arquivo pdb de NQO1, no programa
Chimera.
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4.1.1 Redocking molecular

Para a validacdo do estudo, foi realizado o procedimento de redocking, em que o ligante
nativo (E6A, 28) é retirado e o programa calcula o docking desta mesma estrutura. Ao final do
processo, o programa calcula o desvio das poses geradas em relacdo a original. Na Figura 13,
esta representada a estrutura de 28 e na Figura 14 pode ser vista representacdo da caixa de grade
no sitio de ligacdo, cujos detalhes se encontram na se¢do Experimental.

Quanto ao modo de calculo, todos os modos (short, medium e long) foram testados no

redocking, a fim de definir o mais conveniente para o sistema em estudo.

Figura 13: estrutura de E6A (28), ligante nativo de NQO1(cdd. 5EAI).
o]

Fonte: adaptado de Pidugu et al. (2016)

Figura 14: representacdo da caixa de grade utilizada, com as dimens6es citadas.

Fonte: figura gerada pela autora usando as coordenadas do arquivo pdb de NQO1, no programa
AutodockTools

4.1.2 Docking molecular da biblioteca de moléculas
Os mesmos parametros usados no estudo de redocking foram empregados no estudo das
moléculas da biblioteca montada e seus intermediarios de sintese, além do dicumarol (36), uma

substancia conhecidamente inibidora da NQO1 (NC-IUBMB, 2010). Tendo em vista 0sS
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resultados do redocking, foi escolhido o modo short de célculo para o docking das moléculas a

serem analisadas. Foram estudadas quarenta e nove (49) moléculas, incluindo dimeros e seus

intermediarios, sendo doze (12) dimeros inéditos (31a-31c, 33a-33c, 34a-34c e 35a-35b), além

de seus respectivos monémeros e o padrdo dicumarol (36), mostrados na figura 15.

Figura 15: Representacdo das moléculas utilizadas neste estudo. Destas, 12 sdo inéditas
(homodimeros de lapachol e heterodimeros lapachol-isatina).

Ry

24j: Ri=R;=Rs=Cl;n=1
24k: Ri=R;=R3=Cl;n=2
241: RiI=R;=R3=Cl;n=3
26a: Ri=Rs=H; R,=Br;n=1
26b: Ri=Rs=H; R,=Br;n=2
26c: Ri=R3=H; R,=Br;n=3
26g: Ri=R>=Br;Rs=H;n=1
26h: Ri=R,=Br; Rs=H;n=2
26i: Ri=R,=Br; Rs:=H;n=3
27a: Ri=H; R,=NOz;n=1

3la: X=N;Y=0;n=1 27b: Ri=H; R,=NO;;n=2
31b: X=N;Y=0;n=2 27¢:Ri=H; R,=NO2;n=3
31c: X =N;Y=0;n=3 23a: Ri=R;=Rs=H;n=1 27d: Ri=R,=NOz;;n=1
33a: X=Y=0;n=1 23b: Ri= Rp=Rs=H; n =2 27e: Ri=R2;=NOz; n=2
33b: X=Y=0;n=2 23c: Ri= Rz=Rs=H; n =3 27f: Ri=R,=NOz;;n=3
33c: X=Y=0;n=3 24a:Ri=Rs=H; R;=Cl;n=1
34a; X=Y=NH:n=1 24b: Ri=Rs=H; R, =Cl;n=2
34b: X=Y=NH;n=2 24c: Ri1=R3=H; R, =Cl;n=3
34c: X=Y=NH; n=3 240: Ri=R;=Cl;Rs=H;n=1
24h: Ri=R, = Cl; Rs=Hn= 2
24i:Ri=R2;=CI;Rs=H;n=3
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4.2 Rota sintética para preparacdo de homo e heterodimeros de lapachol

Para produzir os derivados de lapachol (11), esta substancia serad extraida a partir da
serragem fina de Tabebuia avellanedae, fornecida pelo prof. Alexandre Gées (UFPE). Dois
métodos serdo empregados: um através de sistema de Soxhlet (e outro por extracdo acido-
basica, empregando o método de Barbosa e Diniz-Neto (2013).

De acordo com o Esquema 3, o lapachol (11) sera inicialmente metilado, adicionando
iodeto de metila e carbonato de potassio anidro, gerando (29), empregando as condicGes
descritas anteriormente por Eyong e colaboradores (2013). Em seguida, (29) sera utilizado
numa reacdo com o aminodalcool correspondente, para gerar os intermediarios 30a-30c, usando
0 método de Oliveira e colaboradores (2017). Na etapa seguinte, 30a-30c serdo submetidos a
uma reacao de tosilacdo, despendendo cloreto de tosil, a fim de gerar os intermediarios 37a-
37c, com 0 método da mesma autora. Por fim, 37a-37c reagiriam com lapachonato de potassio

(38), gerado in situ apds a adicao de lapachol e K2COs, produzindo os dimeros 31a-31c.

Esquema 3: rota sintética idealizada para os homodimeros de lapachol 31a-31c.
Q K>COs3, CHsl

© 37a-37c

31a-31c

Para realizar a sintese dos homodimeros de lapachol 33a-33c, o lapachol (11) formaria
o sal potéassico de lapachol (38) a partir da reacdo acido-basica com K.COs, permitindo a reacédo
com o dibromoalcano correspondente e gerando os dimeros 33a-33c, como é mostrado no

Esquema 4.
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Esquema 4: rota sintética planejada para os homodimeros de lapachol 33a-33c.

K2COs3

33a-33c

4.3 Rota sintética para obten¢do dos homo e heterodimeros de isatina

Para producdo dos heterodimeros 35a-35c¢, mostrada no Esquema 5, a isatina (15)
reagiria com o dibromoalcano correspondente para gerar 22a-22c. Em seguida, 22a-22c reagiria
com o lapachonato de potéassio (38) para formar 35a-35c.

Esquema 5: esquema reacional para a producédo dos heterodimeros de lapachol e isatina 35a-35c.
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Tendo em vista a ampliacdo da série de moléculas sintetizadas, foi planejada a sintese
dos homodimeros de isatina 23a-23c e dos heterodimeros de isatina 26a-26¢c, mostrada no
Esquema 6. A fim de produzir os homodimeros 23a-23c, a isatina (11) reagiria com o
dibromoalcano correspondente em meio com K>COz e DMF, em temperatura ambiente.

Na producdo dos intermediarios 22a-22c, as mesmas condicfes de sintese de 23a-23c
seriam empregadas, partindo também de isatina (11) e os dibromoalcanos correspondentes, mas

com a adequacao da estequiometria.
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Para sintetizar os heterodimeros 26-26c¢, os intermediarios 22a-22c reagiriam com a

isatina bromada (39) em meio reacional com DMF e K>COs, usando temperatura ambiente.

Esquema 6: rota sintética idealizada para os homo e heterodimeros de isatina 23a-23c e 26a-26c,

respectivamente.
n
/ég\/ B
Br

o]
—_—

=]

N
H K,COs, DMF, " Br
ta 22a-22¢

11

K2COs DMF,
K2CO3s, DMF,

ta
o]

Cr-

N

Mn\ 26a-26¢ N
23a-23c N Br

Oﬁ]ij [s]

o]

ook
>

38



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de docking molecular da biblioteca de compostos

5.1.1 Redocking molecular

No estudo de redocking, todos os modos de célculo levaram a validacdo da metodologia,
pois 0 RMS obtido foi 0,5 para os trés modos, como visto na Tabela 1. Como valores abaixo de
2,0 sdo considerados validos, o sistema foi validado com sucesso, e 0 modo short foi escolhido
por ser o mais veloz entre os demais. Na figura 16, é possivel ver que, de fato, a pose de maior
score em que o programa posicionou o ligante é praticamente idéntica a do ligante nativo. Em
adicdo, as 10 conformacdes geradas durante o célculo de redocking foram semelhantes, como
visto na mesma figura, o que se configura como mais um fator de confirmacdo da validacdo da
metodologia. Ambas as imagens foram feitas com os arquivos gerados no modo short.

Segundo o artigo de Pidugu e colaboradores (2016), a principal interagdo para o docking
do ligante nativo sdo as interagdes de n-stacking com o FAD (flavina adenina dinucleotideo),
somada a algumas interacdes lipofilicas e algumas ligacGes de hidrogénio, como observado nas
Figuras 17 e 18.

Tabela 1: resultados dos redocking nos modos short, medium e long.

Modo RMS Energiade ligagdo (kcal/mol) KI (nM) N° de clusteres
Short 0,51 -11,65 2,9 2
Medium 0,5 -11,62 3,05 1
Long 0,5 -11,61 3,07 1

Figura 16: a esquerda, sobreposicao do ligante nativo E6A (28), em roxo, e do mesmo ap6s redocking
(azul claro). A direita, cluster gerado pelo Autodock4 durante o estudo de redocking molecular, sendo
a nativa em roxo.

Fonte: figuras geradas pela autora no programa Chimera, utilizando as coordenadas dos arquivos pdb
fornecidos apds os célculos de redocking.
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Figura 17: sobreposicdo do ligante nativo (E6A, em roxo) e reacoplado, em azul, e interacfes com a
proteina 5EAI, com destaque para a interagéo tipo n-stacking com o FAD, em salméo.
——

Fonte: figura produzida pela autora no Chimera, usando as coordenadas dos arquivos pdb fornecidos
apos os calculos de redocking, além do sitio de interacdo de NQO1 mostrado pelo Autodock.

Figura 18: figura retirada do trabalho de Pidugu e colaboradores (2016), destacando o posicionamento
e interacdo m-stacking da naftoquinona dimérica E6A em relacdo ao FAD.
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Fonte: Pidugu e colaboradores (2016)
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5.1.2 Estudo de docking molecular das moléculas da biblioteca construida

Um dos fatores que permite a comparagdo das moléculas estudadas com o ligante da
proteina escolhida é o fato de que este ligante, o E6A (28), é uma naftoquinona dimérica cuja
estrutura guarda semelhanca as propostas neste trabalho, principalmente com os derivados de
lapachol, igualmente uma naftoquinona. Ademais, todas sdo dimeros e apresentam planaridade
em parte delas, além de duas carbonilas, espacadas por dois carbonos (para as naftoquinonas)
ou adjacentes uma a outra (no caso dos derivados de isatina). Uma diferenca proeminente é que
os derivados de isatina possuem um nitrogénio em sua estrutura, o que possibilitou algumas
interacbes moleculares adicionais com a proteina-alvo. Além disso, as moléculas propostas no
estudo também guardam semelhanga com o dicumarol (36), sabidamente inibidor da proteina
NQOL.

Nas Tabelas 2 e 3, estdo explicitadas as energias de ligacdo (EL) e constantes de inibi¢do
(K1) calculados pelo programa para cada molécula. A partir desses dados, e da analise das
interacdes moleculares, é possivel inferir que os dimeros testados apresentam, em geral, a
mesma tendéncia de docking a proteina NQO1. Destacaram-se os dimeros de lapachol 31a, 31b
e 34a, além do hibrido lapachol-isatina 35a, com energias de ligacdo menores que -11,00 kcal
mol?, semelhante ao ligante nativo 28.

Na Figura 19 é possivel visualizar o posicionamento de 31a e E6A (28) em relagéo ao
FAD e aos demais aminoacidos do sitio de interacdo. Da mesma forma, nas Figuras 20 e 21 é
possivel observar o posicionamento e as interacdes de 31b e 35a, respectivamente. A afinidade
dos demais dimeros (23a-23c, 24a-24c, 24g-241, 26a-26¢, 26g-26i, 27a-27e, 31c, 33a, 33c, 34c
e 35b-35c) com o alvo é aparentemente menor (EL na faixa de -10 a -9 kcal mol?), em
comparagdo com o ligante nativo E6A (-11,65 kcal mol™). Porém, comparando com o
dicumarol (EL = -9,58 kcal mol™), é praticamente a mesma, mostrando que estas moléculas sdo

potencialmente ativas considerando o alvo escolhido.
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Tabela 2: resultados dos dockings com os dimeros de lapachol propostos e seus respectivos
monomeros, em destaque, em comparagdo com o ligante nativo (E6A).

Molécula  EL (kcal mol?) Kl
E6A (28) -11,65 2,9 nM
Dicumarol 36 -9,58 94,67 nM
Lapachol 11 -8,58 514,98 nM
29 -9,24 169,05 nM
30a -8,67 422,12 nM
30b -8,25 901,36 nM
30c -8,56 528,16 nM
3la -11,47 3,92 nM
31b -12,86 374,16 pM
31c -9,36 137,1 nM
32a -9,0 251,19 nM
32b -9,46 116,36 nM
32c -9,92 53,57 nM
33a -9,69 78,25 nM
33b -8,78 364,0 nM
33c -9,59 93,55 nM
34a -11,07 7,66 nM
34b -8,77 369,94 nM
34c 9,40 128,34 nM
35a -11,6 3,26 nM
35b -10,53 19,19 nM
35¢ -10,81 11,94 nM

34a-34c

J 35a-35¢
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Tabela 3: resultados dos dockings com os dimeros de isatina propostos e seus respectivos mondmeros,
em destaque, em comparagdo com o ligante nativo (EGA).

Molécula
Isatina 15
22a
22b
22¢c
23a
23b
23c
24a
24b
24c
24q
24h
24i
24j
24k
241
26a
26b
26¢
269
26h
26i
27a
27b
27c
27d
27e
27f

EL (kcal mol™)

-6,24
7,37
-7,53
-7,55
-9,54
-9,94
-10,11
-9,89
-9,98
-9,88
-10,24
-9,95
-9,75
-10,41
-10,14
9,77
-10,24
-9,88
-9,89
-10,49
-10,5
9,73
-9,45
9,17
-9,63
-9,01
-9,84
-8,61

Kl
26,81 uM
3,93 uM

3,02uM 223-22¢ n 23a-23c M\
2,92 uM
108,48 "M \©[€:
51,54 nM
36,68 NnM  24a-24c b\\
56,3 nM
48,49 nM

57,05 nM

31,31 nM \g\;j:@:
50,65 nM

71,64 nM 24j-241

23,38 nM =<f
36,76 nM

69,5 nM

31,13 nM /{ \CE%:

0

O

24g -24ic

f

57,43 M 264-26i M\

56,23 NM

20420M - H6a.06¢ 73:@\
20,08 NM — |

73,74 nM

118,35 "M

188,98 nM \C[féi

86,81 NM o

248,87 "M o 27a-27¢ ﬂ

61,08 nM \
490,19 M M\\
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Figura 19: Pose de E6A (roxo) e 31a (azul esverdeado) no sitio de interacdo de NQO1 (5EAI).

Fonte: figura produzida pela autora no Chimera, usando as coordenadas dos arquivos pdb fornecidos
apos os calculos de docking, além do sitio de interacdo de NQO1 mostrado pelo Autodock.

Figura 20: Pose de E6A (roxo) e 31b (verde) no sitio de interacdo de NQO1 (5EAI).

e

Fonte: figura produzida pela autora no Chimera, usando as coordenadas dos arquivos pdb fornecidos
apos os calculos de docking, além do sitio de interacdo de NQO1 mostrado pelo Autodock.
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Figura 21: Pose de E6A (roxo) e 35a (laranja) no sitio de interacdo de NQO1 (5EAI).

.FAn\b =
Fonte: figura produzida pela autora no Chimera, usando as coordenadas dos arquivos pdb fornecidos
apos os calculos de docking, além do sitio de interacdo de NQO1 mostrado pelo Autodock.

Outro dado interessante € que os intermediarios 22a-22c¢, bem como 0 monémero isatina
(45), apresentaram energias de ligacdo na faixa de -7,55 a -6,24 kcal mol?, mais altas que as
dos seus respectivos dimeros 23a-23c, 24a-24c, 24g-241, 26a-26c¢, 26g-26i, 27a-27f e 35a-35¢
(-11,6 a -8,61 kcal mol™). Do mesmo modo, os intermediarios 30a-30c e o proprio lapachol
isolado (11) também mostraram EL maiores (-8,67 a -8,25 kcal mol?) que os dimeros
correspondentes 31a-31c (-12,86 a -9,36 kcal mol™). Isso mostra que a dimerizagao realmente
favoreceu o docking com a proteina-alvo, em compara¢do com 0s monémeros.

Aexcecdo é o grupo de intermediarios 32a-32c, que se mostraram potencialmente ativos
tal qual seus dimeros correspondentes 33a-33c. Similarmente, o lapachol metilado (29)
apresentou um valor de energia de ligagdo préximo ao do dicumarol (-9,29 kcal mol?) e,
portanto, estes também devem ser testados apos a sintese.

Comparando os grupos de dimeros entre si, é perceptivel uma mesma tendéncia de
docking, com excecdo do homodimero de isatina com 4 carbonos no espacador e substituida
com grupo nitro (27f), e dos homodimeros de lapachol com 3 carbonos no espagador 33b e 34b,
cujas energias de ligagio foram maiores que -9 kcal mol. Todos os demais dimeros ficaram
abaixo dessa faixa, similarmente ao dicumarol (36), ndo apresentando grandes diferencas entre
as energias de ligacao e interagdes intermoleculares.
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Considerando os resultados de docking para a biblioteca de moléculas estudadas neste
trabalho, praticamente quaisquer grupos de dimeros poderiam ser escolhidos para serem
sintetizados e bioavaliados, com uma preferéncia clara por 31a-31c e 35a-35c, seguido aos
demais. Por isso, nos estudos sintéticos foi dada prioridade aos compostos que atenderam aos
critérios de afinidade demonstrado pelo docking aliado & sua exequibilidade experimental,
como 0s compostos 31a-31c e 35a-35c¢. Apesar disso, outros dimeros também foram escolhidos
para serem produzidos, observando também a viabilidade sintética de execucao.

5.2 Sintese de homo e heterodimeros de lapachol

As primeiras moléculas produzidas foram as derivadas de lapachol e a extracdo desta
substancia foi necessaria, seguida pelas reacGes posteriores de modificacdo da molécula, até a
obtencdo dos dimeros planejados.

5.2.1 Extracéao de lapachol

A extracdo por Soxhlet apresentou rendimento medio de 6,26% (m/m). O solvente da
extracdo (isopropanol) foi recuperado durante a concentracdo do extrato em rotaevaporador, na
proporcdo maxima de 68,33%, para reutilizacdo nas extracdes subsequentes. Levando em
consideracdo a preservacdo do meio ambiente e os critérios de sustentabilidade da quimica
verde, o reaproveitamento de recursos desta natureza é de grande valia. Na etapa de purificacéo,
foi conseguido um rendimento médio de 0,8% de lapachol, obtido como um sélido amarelo,
coerentemente ao relatado na literatura (VIANA et al., 2003). A mistura de acetato de etila e
hexano usada nas colunas cromatograficas também foi recolhida em rotaevaporador, para
recuperacdo através de destilacdo. De modo geral, o rendimento de substancias extraidas a partir
de fontes naturais é baixo, por conta disso o rendimento aqui descrito pode ser considerado
satisfatorio (XIAU et al., 2013).

Na extracdo acido-base a partir do material vegetal, foi obtido um extrato bruto com
2,4q, correspondente a um rendimento de 1,20% (m/m). A purificacdo cromatografica deste
extrato mostrou-se bastante trabalhosa devido a presenca de outras substancias de polaridade
semelhante ao lapachol presentes no extrato obtido. Em funcdo disso, em nossas maos, o
rendimento obtido de lapachol isolado foi 0,14% (m/m), valor este abaixo do esperado para o

protocolo empregado (Barbosa & Neto, 2013).
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Desta forma, a extracdo com Soxhlet demonstrou maior eficiéncia e custo-beneficio,
pois seu rendimento foi cinco vezes mais alto, possibilitando a obtengdo de maior quantidade
de lapachol puro.

Os espectros de RMN H e RMN *3C registrados do lapachol podem ser vistos nos
anexos, vide Espectros 3 e 4 (pégina 69), e confirmam a obtengdo desta substancia pura. No
espectro de RMN H (Espectro 3), os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos 3 e 6
aparecem como dubletos distorcidos em 8,10 e 8,05 ppm. J& os hidrogénios também aromaticos
1 e 2 aparecem como tripletos distorcidos em 7,74 e 7,67 ppm, como esperado para este tipo de
hidrogénio. O hidrogénio da hidroxila também aparece no espectro, como um singleto em 7,32
ppm. O tripleto em 5,20 ppm refere-se ao hidrogénio 15, da cadeia lateral do lapachol, e o
dupleto em 3,3 ppm corresponde aos hidrogénios 14 e 14’. Por fim, os dois singletos
correspondentes a 3 hidrogénios cada um, com deslocamento em 1,79 e 1,68 ppm, sdo
referentes aos hidrogénios das duas metilas, 17 e 18.

No espectro de RMN *3C tipo APT (Espectro 4), os dois carbonos carbonilicos 10 e 7
sdo os sinais mais desblindados, em 184,87 e 181,80 ppm. Em seguida aparecem os carbonos
quaternarios 9, em 152,58 ppm, e 8, 5, 4 e 16, entre 134,21 e 123,61 ppm, com sinais para cima.
Na mesma faixa, com sinais para baixo, aparecem os carbonos CH aromaticos 6, 3, 1 e 2. O
C15, também CH, aparece para baixo em 119,97 ppm. Os sinais menos desprotegidos, para
baixo, estdo em 25,37 e 18,09 ppm e se referem aos CHz 17 e 18, e 0 que estd para cima

corresponde ao CH> 14, com deslocamento de 22,86 ppm.

5.2.2 Sintese do intermediario 29 para obtencao final de 31a-31c

Tendo obtido o lapachol puro, foram realizadas reac6es de metilacdo dele (Esquema 7),
obtendo 29, com rendimento méaximo de 67%, coerente com o encontrado na literatura
(EYONG et al., 2013). O tempo de reacdo foi otimizado via micro-ondas a 80 °C e a reacao
ocorreu em apenas 10 minutos, em contraste as 3h de reacdo usando aquecimento em banho de
6leo. Na formacdo deste produto, foi observada mudanca de coloracdo do meio reacional de
roxo para amarelado ou amarronzado, e foi gerado um sélido amarelo apds a purificacéo.

Os espectros de RMN *H e RMN 3C de 29 estdo expostos nos Espectros 5 e 6 (pagina
70), e neles podem ser vistos sinais muito semelhantes aos do lapachol, diferenciando-se
principalmente pela auséncia do sinal referente a hidroxila e aparecimento de um sinal relativo

a metila adicionada, em 4,11 ppm no RMN *H. No espectro de RMN 3C, por sua vez, aparece
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um sinal a mais em relacdo ao lapachol, totalizando 16 sinais, com a metila a mais aparecendo

em 61,49 ppm. Assim, foi confirmada a obtencéo deste produto.

Esquema 7: reacdo de lapachol (11) para formar 2-metéxi-lapachol (29).

CHzsl, K2COs3

Acetona seca, 80°C

5.2.3 Sintese do intermediario 30a a partir de 29

Apobs a metilacdo, a etapa seguinte foi a inser¢do do espacador no intermediario 29,
formando 30a (Esquema 8). A sintese de 30a (n=1) levou a um liquido viscoso vermelho, com
rendimento quantitativo apos 66h de reacdo em temperatura ambiente. Apesar de o tempo de
reacéo ter sido maior em relagéo ao observado por Oliveira e colaboradores (2017), que foi 24h,
o rendimento também foi melhor, pois os autores obtiveram pouco menos de 90% de
rendimento. A polaridade do produto mostrou-se menor que a de 29, e os espectros de RMN
'H e RMN *C comprovaram a obtencdo dele, conforme mostrado nos Espectros 7 e 8,

respectivamente (pagina 71).

Esquema 8: reacdo de lapachol metilado (29) para formagdo de 30a, usando o aminodalcool
correspondente (n=1).
o

Os espectros obtidos foram semelhantes aos descritos por Oliveira e colaboradores
(2017), apresentando todos os sinais referentes aos atomos inseridos depois desta reacao: o
multipleto referente a 2H em 3,70 ppm e o tripleto correspondente a 2H em 3,84 ppm no
espectro de RMN *H, por exemplo, correspondem aos hidrogénios 16 e 17, respectivamente.
No espectro de RMN 3C, os carbonos 16 e 17 aparecem em 46,92 e 61,48 ppm,

respectivamente.
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5.2.4 Formacao do dimero 31a a partir da tosilagdo de 30a

Apos a obtencdo de 30a, foram testados meios para trocar o grupo hidroxila por um bom
grupo abandonador e gerar em seguida o dimero 31a. O primeiro teste envolveu a inser¢do do
grupo tosil, usando o cloreto de tosila sob atmosfera inerte de argonio, a fim de produzir 37a
(Esquema 9). A reacéo transcorreu a temperatura ambiente ao longo de 9h30min e o produto
obtido apresentou polaridade menor em relacdo ao reagente na analise por placa de CCDA
(cromatografia em camada delgada analitica).

Logo em seguida & purificacdo cromatogréfica, o sélido laranja isolado foi misturado ao
sal potéssico de lapachol usando DMF como solvente. Mesmo ap6s 30 minutos de reagdo sob
irradiacdo em micro-ondas, a 80°C, o produto de interesse ndo foi detectado. Essa observacéo,
até esse momento, tem sido creditada a provavel degradagdo do tosilato naquelas condigdes.
Desta forma, partimos para outra rota alternativa para a producdo de 31a, passando por outro

intermediario sintético, discutido na proxima secéo.

Esquema 9: reacéo de tosilagdo de 30a para formar 37a (n=1) e finalmente 31a (n=1).

o

" o TsClI, EtsN, t.a
“\/Q\OH
CH.CI,
S

o 30a

DMF, 80° C (mw), 30 min

5.2.5 Sintese do dimero 31a a partir do derivado clorado de 30a

Tendo em vista 0 insucesso na producdo de 3la a partir de 37a, foi usada como
alternativa a cloracdo de 30a (Esquema 10), ja que o cloro é um bom grupo abandonador. O
produto 40a foi obtido com rendimento quantitativo como um sélido marrom apds a extracao,

apresentando polaridade menor que o reagente 30a sob avaliacdo em CCDA.
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Na etapa subsequente, foi adicionado lapachonato de potéssio, produzido in situ com
K2>COs em DMF, e a reacdo foi aquecida por irradiacdo de micro-ondas a 80°C. Foi observado
aparecimento de uma mancha na placa de CCDA de maior polaridade que 40a, a qual foi
creditada ao dimero 31a. Apds o isolamento, o produto apresentou-se como um sélido amarelo.
Infelizmente, a analise dos espectros de RMN H e RMN 3C obtidos apds a purificacdo
demonstrou que o material se tratava puramente de lapachol. Em funcdo disto e por conta da
exiguidade do tempo para contornar este problema, decidiu-se imprimir esfor¢fes na execucao
da sintese de outros dimeros de interesse.

Esquema 10: reacdo de cloracdo de 30a usando cloreto de tionila para gerar 40a e posteriormente 31a.

SOCl;, A

5.3 Sintese dos homodimeros de lapachol 33a-33c

Para prosseguir na sintese de homodimeros de lapachol, testamos produzir 33a-33c (n=1
para 33a, n=2 para 33b e n=3 para 33c) conforme o Esquema 11, com diversas condi¢fes
reacionais diferentes, a saber: aquecimento em micro-ondas (80 e 140 °C), aquecimento em
banho de 6leo (80 °C) e a temperatura ambiente, além da adicdo de iodeto de potassio como
agente de dimerizacdo. Em todas as reacfes, 0 aquecimento convencional e em micro-ondas
ndo foram capazes de gerar produtos passiveis de purificacdo, formando uma mistura complexa

de dificil purificacéo.
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Esquema 11: esquema reacional montado para obtencdo dos homodimeros de lapachol 33a-33c (n=1,
2 ou 3, respectivamente).

n
Br
Br

acetona seca, K.CO3
t.a ou A (80°C ou 140°C),

Quando a reacdo para geracao de 33a (n=1) foi deixada sob temperatura ambiente, com
adicdo de iodeto de potéassio, foram obtidos produtos mais polares que o lapachol, que também
ndo puderam ser isolados. No caso do aquecimento em refluxo com adicdo de iodeto de
potassio, testado tambem para 33a, houve formacdo de produtos que puderam ser isolados.
Entretanto, a molécula isolada ndo correspondeu nem ao dimero nem ao lapachol alquilado,
pois o sinal de dois hidrogénios estava ausente no espectro de RMN *H e o espectro de RMN
13C também n&o condizia com elas.

Nos testes a temperatura ambiente sem iodeto de potassio foram obtidos produtos mais
apolares que o lapachol apés 18, 8 e 11 dias de reacéo (33a, 33b e 33c, respectivamente) sendo
que apenas 24h nao foram suficientes para geracdo de nenhum produto. Os novos compostos
isolados foram enviados para espectro, mas percebemos que ndo se tratavam dos dimeros
desejados.

Ao inves dos dimeros 33a-33c inicialmente planejados, foram obtidos de fato os
intermediarios 32a-32c indicados no Esquema 12. Eles apresentaram rendimentos iguais a
11,69%, 27,23% e 31,6% para 32a, 32b e 32c, respectivamente, e foram aproveitados na
metodologia de sintese dos heterodimeros de isatina e lapachol. Os espectros de RMN 13C e

RMN H (Espectros 9-12) consolidaram estas estruturas.

Esquema 12: producao de 32a-32c a partir de lapachol (11).

n
Br
Br

Acetona seca,

t.a, 8-18 dias ° 32a-32¢

No espectro de RMN *H de 32b, destacam-se os 2 hidrogénios 16, que correspondem
ao tripleto em 4,49 ppm, mais desblindado que 17 e 18 devido a proximidade com o oxigénio.
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O pico correspondente aos hidrogénios de 17 é um quinteto, ja que ele se encontra entre dois
CHa, com deslocamento de 2,34 ppm. O tripleto em 3,63 ppm corresponde aos 2H de 18. Os
demais sinais sdo parecidos com os dos espectros de lapachol, com alguma diferenca nos
deslocamentos, naturalmente. No espectro de RMN 3C, os carbonos 16, 17 e 18 correspondem
aos sinais 71,08, 29,68 e 33,61 ppm respectivamente.

No espectro de RMN 'H de 32c aparecem os dois quintetos relativos aos quatro
hidrogénios 17 e 18 em 2,09 e 1,95 ppm, além dos dois tripletos correspondentes aos quatro
hidrogénios 16 e 22 em 4,37 e 3,5 ppm. No espectro RMN *C, o C16 aparece em 72,56 ppm
enquanto 17C, 18C e 22C aparecem em 33,33, 29,70 e 29,15 ppm, corroborando a obtencéo
desta molécula.

Como estes intermediarios apresentaram um bom potencial teorico de afinidade pela
NQO1, semelhantes aos homodimeros 33a-33c, valerd a pena realizar estudos posteriores in

vitro com esses intermediarios, com a vantagem da producdo em Unica etapa.

5.4 Sintese dos homo e heterodimeros de isatina 23a-23c e 26a-26¢

Para somar aos derivados de lapachol sintetizados, também foram produzidos
homodimeros 23a-23c e os heterodimeros de isatina 26a-26c. Embora eles ndo tenham
apresentado potencial antineoplasico nos ensaios in silico tdo elevado quanto o dos
homodimeros de lapachol e heterodimeros de lapachol-isatina, eles também mostraram 6timo

potencial frente a NQOL, justificando suas sinteses.

5.4.1 Sintese dos intermediarios 22a-22c e homodimeros de isatina 23a-23c
Antes de produzir 26a-26¢, a isatina foi alquilada conforme o Esquema 13, gerando
22a-22c e, como co-produto, 23a-23c. No decorrer de cada reacdo, foi notada uma mudanca

no meio reacional de um tom violeta ou marrom para laranja.

Esquema 13: sintese dos intermediarios 22a-22¢ e homodimeros 23a-23c a partir da isatina (15) e dos

dibromoalcanos correspondentes, sendo n=1 para a, n=2 para b e n=3 parac.
o] 0

n
Br
Br 0

) +
Br
- K:COs,DMF ta o L{)/ 23a-23¢

I=

n

o] 4
[o]
=
Q.
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52



Apos a extracdo e purificagdo, os produtos 22a-22c foram obtidos na forma de cristais
vermelhos, cujos rendimentos e tempos de reacdo estdo dispostos na Tabela 4. Também foi
observada a formagdo das bis-isatinas correspondentes 23a-23c, cujos rendimentos se
encontram na mesma tabela. Digno de nota também é o aquecimento observado ao longo da
reacdo de preparacdo de 22c, o que indicou a natureza exotérmica desta transformacéo, tendo

ela transcorrido em apenas 30 minutos.

Tabela 4: tempo de reagdo e rendimentos da sintese de 22a-22¢ mostrando também o rendimento da
formagao concomitante de 23a-23c.

Produto Rendimento Bis-isatina Rendimento da bis-isatina Tempo

22a 54,32 % 23a 41,67 % 18h
22b 45,45 % 23b 29,12 % 30 min
22c 53,34 % 23c 20 % 1h

No Espectro 1 (RMN !H), é possivel identificar os dois tripletos em 3,6 e 4,14 ppm

referentes aos quatro hidrogénios do grupo etil inserido na molécula apds a reacao.

Espectro 1: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de 22a.
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Os deslocamentos quimicos correspondem a hidrogénios de -CH> proximos a N e Br,
respectivamente. Os deslocamentos mais desblindados, entre 7 e 7,61 ppm referem-se aos
hidrogénios do anel aromatico.

No Espectro 2 (RMN 3C, experimento APT), foram identificados dez sinais relativos
aos carbonos da molécula. Os sinais para baixo correspondem aos carbonos quaternarios 8, 9,
4 e 5 da molécula. Os quatro sinais para cima mais desblindados sé&o referentes aos —CH do anel
aromatico, enquanto os menos deslocados correspondem aos dois —CH> que foram adicionados
com a reacgdo de alquilagéo.

Espectro 2: Espectro de RMN *C (CDCls, 400 MHz) de 22a.
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5.4.2 Sintese de 26a-26¢

Tendo obtido os intermediarios 22a-22c¢ isolados, eles foram empregados na sintese de
26a-26¢, de acordo com o Esquema 14. Os produtos foram obtidos na forma de cristais cor
de laranja (26a, com n=1), vermelhos (26b, com n=2) e laranja claro (26¢, com n=3), apds
72h, 40h e 24h de reacdo, respectivamente. Os r.fs foram calculados para cada produto, em
eluente acetato de etila:hexano 6:4, e correspondem a 0,31, 0,25 e 0,27, na mesma ordem.
Devido a formacédo de subprodutos mais apolares, foram obtidos rendimentos iguais a 29,48 %,
25,9 % e 16,8 %. Na Figura 22, é possivel ver amostras destes 3 produtos.
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Esquema 14: rota sintética para obtencdo dos heterodimeros de isatina 26a-26c.

K>COs3, t.a, DMF o

> N
o] o n
N Br Br:

w N

22a-22¢ . © 26a-26¢ o
N
39 Br

Ha relatos da literatura que mostram melhoria da atividade anti-inflamatoria em
derivados de isatina quando existe um bromo substituido na posi¢do 5 (SHARMA et al., 2016),
como ¢é o caso das escolhidas 26a-26c¢, e isso pode incrementar a possivel atividade anticancer.
Os espectros destes dimeros estdo em fase de registro, mas os resultados ainda ndo chegaram,
e serdo acrescidos a versdo final do manuscrito. Por se tratar de moléculas ndo inéditas, cujo
método de producdo do artigo original foi criteriosamente seguido, provavelmente elas foram
obtidas.

Figura 22: foto de amostras de 26a (11B-2), 26b (11B-3) e 26¢ (11B-4)

= de—tal,

Fonte: autoria prépria.

5.5 Producéo dos heterodimeros de lapachol-isatina 35a-35c¢

5.5.1 Producéo dos heterodimeros de lapachol-isatina 35a-35c a partir de 22a-22c
Para produzir os heterodimeros lapachol-isatina 35a-35c, que apresentaram um 6timo
potencial farmacologico a partir dos estudos tedricos de triagem virtual, primeiro foi testada a

rota sintética partindo de 22a-22c, conforme o Esquema 15.
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Esquema 15: rota sintética para obtencdo dos heterodimeros 35a-35c¢ a partir das isatina alquiladas
22a-22c e lapachonato de potéssio (38).

N M(_io D
Br
H)/n DMF, t.a ou A (50°C)

22a-22¢ J )

35a-35¢

Por esta rota, em que a isatina alquilada correspondente (22a-22c) reagiria com 0
lapachonato de potassio, ndo foi obtido sucesso. Partindo de 22a (n=1) e 22c (n=3), ndo foi
observada a geracdo de produto, mesmo ap0s 14 dias de reacdo, em temperatura ambiente. No
sétimo dia, foi adicionado iodeto de potassio (0,005 mmol), na tentativa de induzir a
dimerizacdo, mas ndo houve mudanga na composi¢cdo do meio reacional. Isso ocorreu
provavelmente porque o sal de lapachol ndo apresenta forca nucleofilica suficiente para atacar
a isatina alquilada e gerar o dimero.

No caso da reacdo usando 22b (n=2), foram gerados dois produtos, mais polares que
ambos o0s reagentes, apos 48h de reacdo em aquecimento em refluxo a 50 °C. No entanto, a
polaridade entre eles era muito préxima, o que inviabilizou o isolamento do produto e a

continuacgdo das reacGes por esta rota sintética.

5.5.2 Producéo dos heterodimeros de lapachol-isatina 35a-35c a partir de 32a-32c

Sendo assim, partimos para a rota alternativa, mostrada no Esquema 16, que usa 0s
intermediarios de lapachol alquilado 32a (n=1) e 32c (n=3), produzidos anteriormente, além do
sal potassico de isatina, produzido in situ com K2COs. Houve geracéo de produtos que foram
isolados ap0s 24h e 6h de reacdo (a partir de 32a e 32c, respectivamente), na forma de sélidos
cor de laranja.

Contudo, a analise dos espectros de RMN *H e RMN *3C destes dois produtos revelou
gue nenhum deles eram os heterodimeros planejados, e ndo foi possivel a identificacdo dos
realmente produzidos, devido & existéncia de muitos sinais de impurezas. E possivel que outro
produto tenha sido formado concomitantemente, cujo r.f seja muito préximo, e por isso nao foi

identificado nas analises prévias por CCDA.
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Esquema 16: rota sintética para obtencdo dos dimeros 35a-35c a partir do lapachol alquilado
correspondente 32a-32c e o sal potassico de isatina (41).
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi montada uma biblioteca de 49 moléculas, planejadas pela técnica de
hibridacdo molecular, empregando os produtos naturais isatina e lapachol para montar os
dimeros. Os respectivos intermedidrios sintéticos e mémeros também foram incluidos neste
conjunto. Uma triagem virtual destas moléculas foi realizada através de docking molecular e
demonstrou que praticamente todos os dimeros avaliados apresentam potencial atividade
antitumoral, considerando a afinidade tedrica pela proteina NQO1 semelhante a do ligante
nativo E6A (28) e do dicumarol (36). Além disso, as moléculas com melhores energias de
ligagdo também apresentaram interacéo tipo m-stacking com o FAD, a semelhancga de E6A (28)
e dicumarol (36). As moléculas eleitas como mais promissoras foram 31a-31c e 35a-35c,
seguida dos demais dimeros 23a-23c, 24a-24c, 24g-24l, 26a-26c¢, 26g-26i, 27a-27¢ e 33a-33c.

O lapachol foi extraido e purificado com rendimento de 0,8% em extragdo por Soxhlet
e utilizado nas reacdes de sintese dos derivados desta molécula, entre as quais os dimeros 31a-
31c, 35a-35c¢ e 33a-33c ndo puderam ser sintetizados. Contudo, os derivados de lapachol 29 e
32a-32c, além dos dimeros de isatina 23a-23c e 26a-26c¢ e seus 0s intermediarios 22a-22c¢ foram
produzidos e caracterizados. Essas substancias também representam compostos com potencial
atividade antitumoral que terdo suas sinteses otimizadas e serdo enviadas para avaliacdo in vitro

para atividade antineoplésica.
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7. EXPERIMENTAL

7.1 Triagem virtual por Docking molecular

As 49 moléculas da biblioteca de moléculas descrita na secdo Estratégia foram
desenhadas no programa Avogadro (HANWELL et al., 2012) e otimizadas com 0 método PM6
(STEWART, 2007) no programa Gaussian 09 (FRISH et al., 2009). As coordenadas da proteina
quinona oxidurredutase (NQO1) foram adquiridas sob o codigo S5SEAI (PIDUGU et al., 2016)
no Protein Data Bank e editada no médulo do AutodockTools (MORRIS et al., 2009), retirando
as moléculas de agua, tendo em vista que elas ndo estdo presentes no sitio ativo da proteina.

Além disso, os hidrogénios foram adicionados no AutodockTools e metade das cadeias
foi retirada, por se tratar de uma proteina dimérica muito extensa. As cadeias mantidas foram a
A, B, E, F, Ke L. AFigura 11 mostra a proteina ja editada. Como todas as cadeias apresentam
um sitio de interagdo, cada um com um ligante co-cristalizado, uma delas foi escolhida
aleatoriamente para o estudo (E). Para analise das interagdes moleculares e geracdo de imagens,
o0 programa Chimera (PETTERSEN et al., 2004) foi utilizado.

7.1.1 Redocking molecular para validagédo do sistema

O ligante nativo foi retirado da cadeia E do arquivo pdb de NQOL1 e as dimensGes da
caixa de grade utilizada para geracdo do arquivo .gpf foram 46x36x36, com coordenadas x=-
53.949, y=-23.94 e z=-25.992. A localizacdo foi determinada centralizando a caixa de grade no
ligante nativo E6A (28), e as dimensdes foram escolhidas de modo a comportar as moléculas

inéditas do estudo.

7.2 Sintese dos dimeros de lapachol e isatina e seus intermediarios
Todos os produtos obtidos foram purificados utilizando Cromatografia em Coluna
Flash. Nas extracGes liquido-liquido, as fases organicas reunidas eram sempre secas com

Na>SO;4 anidro e filtradas antes de serem concentradas em rotaevaporador.

7.2.1 Extracéo de lapachol

Na extracdo de lapachol por Soxhlet, foi empregado isobutanol como solvente extrator,
numa temperatura de refluxo de 80°C. A fim de otimizar o espaco da vidraria, foram utilizados
dois pedacos de algodao para impedir a passagem de serragem no baldo de coleta, ao invés de

cartuchos de papel. Apds cerca de 4h de extracdo, o extrato coletado foi concentrado em
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rotaevaporador, e o solvente foi recuperado. A purificacdo foi feita na sequéncia, usando como
eluente acetato de etila:hexano 5%. Na figura 23 s&o indicados a serragem utilizada e o sistema

de Soxhlet montado.

Figura 23: A esquerda, imagem da serragem fina de Tabebuia avellanedae usada neste trabalho; a
direita, sistema de extracdo de Soxhlet.

Fonte: autoria propria.

Na extracdo &cido-basica, 100 g da serragem fina de Tabebuia avellanedae foram
colocados em um béquer e com 500 mL de solucdo aquosa de Na2COz a 1%. O sistema foi
submetido a agitacdo magnética por 24h e agitacfes ocasionais com bastdo de vidro também.
Em seguida, foi realizada uma filtracdo simples, e o filtrado foi tratado com uma solucéo de
HCI concentrado até que ocorresse a mudanca da cor daquele, de vermelho-vinho para amarelo.
Uma nova filtracdo foi realizada e o filtrado foi recolhido. Apo6s a secagem em estufa, o produto

foi purificado por cromatografia em coluna, da mesma forma que na extracdao por Soxhlet.

7.2.2 Sintese 2-metoxi-lapachol (29)

Em um tubo de micro-ondas, foram inseridos 0,2 mmol de lapachol, dissolvidos em 1
mL de acetona seca. Foram acrescentados 0,3 mmol de KoCOz e mais 1 mL do solvente. O tubo
foi deixado em temperatura ambiente e agitagdo magnética por 5 minutos, e em seguida foi
adicionado 0,6 mmol de iodeto de metila (20 gotas). Na sequéncia, o tubo foi colocado em

aparelho de micro-ondas, sob agitagdo magnética, aquecimento a 80°C, sem pressao e em
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poténcia de 50 W. A extracao foi realizada com hexano e agua destilada. Foi obtido um so6lido
de cor amarela apo6s a purificacéo.

7.2.3 Sintese de 2(2-hidréxi-etilamina) lapachol (30a)

Em um baldo de 50 mL, foram colocados 0,36 mmol de 2-metoxi-lapachol (46) e 3 mL
de metanol. Foi adicionado 1 mmol (4 gotas) de etanolamina e o baldo foi deixado sob
temperatura ambiente, em agitacdo, por 66h30min. Apds o consumo do lapachol metilado, o
excesso de etanolamina foi retirada em rotaevaporador e a extracdo foi realizada com agua
destilada (10 mL) e 4 lavagens de 10 mL de diclorometano. Foi obtido um s6lido vermelho com

rendimento quantitativo.

7.24 Tosilacgio de 30a para producdo de 2-(3-methylbut-2-enyl)-3-(2-
tosylethylamino)naphthalene-1,4-dione (37a)

Em um baldo de 25 mL, foram inseridos 0,16 mmol de (4) e 1 mL de diclorometano
seco para dissolver. Foram adicionados 1,5 eq. de cloreto de tosila e 1,5 eq. de trietilamina. O
baldo foi deixado em temperatura ambiente, com agitacdo magnética e atmosfera inerte de
argbnio. Foram adicionados mais 88,3 mg de cloreto de tosila apds 4h30 min de reacdo. Apos
6h40 min de reacdo, foram colocadas 6 gotas de trietilamina e, uma hora depois mais 6 gotas.
Depois de 10h de reacdo, com o esgotamento do reagente limitante, o meio reacional foi
concentrado em rotaevaporador e o produto foi purificado em coluna cromatogréafica, sendo o
eluente acetato de etila:pentano 1%. Foi obtido um sélido vermelho alaranjado, com rendimento
de 64,46%.

7.2.5 Cloracao de 30a para produzir 2-(2-cloroetilamina)-3-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-
1,4-diona) 40a

Em um baldo de 25 mL, foram colocados 0,29 mmol de (4), 3 mL de diclorometano e
2,9 mmol de cloreto de tionila. O baldo foi deixado sob agitacdo magnética e refluxo a 40 °C.,
Apos 19h de reacdo, houve consumo completo do reagente, e 0 excesso do cloreto de tionila e
solvente foram retirados em rotaevaporador. Em seguida, foi realizada uma extracdo com 10
mL de solucdo de NaHCO3 a 10% e 10 mL de diclorometano. Foram feitas mais trés lavagens
de 10 mL de diclorometano e as fases organicas foram reunidas e concentradas em

rotaevaporador. Foi produzido um sélido marrom-escuro, com rendimento quantitativo.
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7.2.6 Sintese do dimero de lapachol (31a)

Em um tubo de micro-ondas, foram inseridos 0,583 mmol de lapachol e 1,23 mL de uma
solucdo alcolica de KOH com 20 mg/mL. Com a mudanca imediata da cor do meio reacional
para um tom avermelhado, o etanol foi retirado em rotaevaporador. Em seguida, foi
acrescentado 0,22 mmol de 37a ou de 40a e 2 mL de acetona seca e 1 mL de diclorometano
seco. O tubo foi colocado em micro-ondas por 60 minutos, a 80 °C, com agitacdo magnética.

A extracdo foi realizada utilizando 10 mL de &gua destilada e 10 mL de acetato de etila,
com mais cinco lavagens de 10 mL de acetato de etila. A fase organica foi seca com Na>SO4
anidro e concentrada em rotaevaporador. Apds purificacdo em coluna cromatografica, foi

obtido um s6lido amarelo, com 59% de rendimento (usando 41b).

7.2.7 Sintese das isatinas alquiladas (22a-22c)

Em um bal&o de 25 mL, foram adicionados 1 mmol de isatina (15) e 5 mL de DMF.
Apos a dissolucdo da isatina, foi acrescentado 1,5 mmol de K>COs e 0 baldo foi deixado sob
agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por 20 minutos. Em seguida, o alquilante
correspondente foi adicionado (1,74 mmol, 1,96 mmol ou 1,65 mmol de dibromoetano,
dibromopropano ou dibromobutano, respectivamente). O sistema foi submetido a agitacdo em
temperatura ambiente até o consumo do reagente limitante (isatina).

A extracdo foi feita com a adicdo de agua destilada (10 mL) e lavagens com acetato de
etila (3 x de 15 mL). A fase orgéanica foi lavada com solucdo saturada de NaHCO3 (4 x de 25
mL) e, verificada a auséncia de produto na fase aquosa, a fase organica foi reunida e seca com
Na2SO4 anidro. Por fim, a fase organica foi concentrada em rotaevaporador e purificada por
Cromatografia em Coluna Flash. Foram obtidos produtos na forma de cristais vermelhos, em

18h, 30 minutos e 1h de reacéo, respectivamente.

7.2.8 Sintese de lapachol alquilado (32a-32c)

0,5 mmol de de lapachol (11) foi dissolvido em 5 mL de acetona seca, em um baldo de
50 mL. Em seguida, foi acrescentado 0,75 mmol de K>COaz. O baldo foi deixado sob agitacéo
magnética em temperatura ambiente por 5 minutos, e logo apds foi adicionado 0,1 mL (1,16
mmol) do dibromoalcano correspondente. O sistema permaneceu nestas condicGes até ser
observada a parada na progressdo dela. A extracdo foi feita com 10 mL de agua destilada e 3
lavagens de 10 mL de diclorometano. A fase organica foi seca em Na2SO4 anidro e concentrada

em rotaevaporador. Os produtos obtidos apresentaram-se como sélidos amarelos.
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7.2.9 Sintese dos heterodimeros de lapachol e isatina (35a-35c¢)

Para a primeira rota, foi colocado 0,5 mmol de isatina alquilada (22a-22c), 0,5 mmol de
lapachol (11) e 5 mL de DMF em um baldo de 5 mL. Logo apés, foi inserido 0,75 mmol de
K>COz e o baldo foi submetido a agitacdo magnética sob temperatura ambiente. Nenhum
produto pdde ser isolado.

Para a segunda rota, foi adicionado 0,5 mmol de lapachol alquilado (32a-32c), 0,5 mmol
de isatina (15) e 5 mL de DMF em um baldo de 50 mL. Em seguida, foi acrescentado 0,75 mmol
de K>COs. O baldo foi deixado sob temperatura ambiente e agitacdo magnética. Apos o
consumo dos reagentes, foi feita a extracdo com 20 mL de &gua destilada, lavando 3 x com 20
mL de acetato de etila. A fase organica foi lavada com 30 mL de solucéo saturada por 3 x, e a
fase aquosa foi lavada mais 4 x com 20 mL de acetato de etila. As fases orgénicas foram

reunidas e foi feita a secagem com Na.SO4 anidro e concentra¢do do meio em rotaevaporador.

7.2.10 Sintese dos dimeros de isatina (26a-26c)

Em um baldo de 50 mL, 0,5 mmol da isatina alquilada correspondente (22a-22c) foi
dissolvida em 2 mL de DMF. Em seguida, foram colocados 0,5 mmol de isatina bromada e mais
1 mL DMF, para dissolucdo completa de ambos os reagentes. Depois foi adicionado 0,75 mmol
de K>CO3 e o sistema foi deixado sob agitagcdo magnética e temperatura ambiente até o consumo
dos reagentes. Apds o consumo dos reagentes, foi adicionado ao baldo 10 mL de agua destilada,
aos poucos, e a extracdo foi feita com acetato de etila (3 a 5 lavagens de 20 mL). Logo apds, a
fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaHCO3 (6 x 10 mL), seca com NaxSOs

anidro e concentrada em rotaevaporador.
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ESPECTROS

Espectro 3: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de lapachol (11).
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Espectro 4: Espectro de RMN 3C tipo APT (CDCls, 400 MHz) de lapachol (11).
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Espectro 5: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de 29.
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Espectro 6: Espectro de RMN *C (CDCls, 400 MHz) de 29.
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Espectro 7: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de 30a.
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Espectro 8: Espectro de RMN ~C (CDCls, 400 MHz) de 30a.
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Espectro 9: Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de 32b.
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Espectro 10: Espectro de RMN *°C tipo APT (CDCls, 400 MHz) de 32b.
n m (=] OWMAONLW O~
ek o BREMNGTRE G @ 2zonyg
8 2 R sRRRARE82 = G o @
- - - R B B B B B B B ] ~ [N RN Ry ]
|1 S | LN
0 17
0 16 14
. /) -
I N
I | I ) 18
NN N N A
Il |
0 CH,
8,5,4,19
10e7 9
|
| |
L | 1l Ll
2021
15
6,3,1,2
T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

73



Espectro 11: Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) de 32c.
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Espectro 12: Espectro de RMN C tipo APT (CDCls, 400 MHz) de 32c.
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