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RESUMO

A B-lapachona tem se destacado como uma das quinonas com potencial anticancer mais
estudadas nos ultimos anos. Seu derivado, Nor-B-lapachona, demonstra atividade similar,
inspirando a sintese de novos derivados quinoidais com mecanismo de acao semelhante
e poténcias variadas. Desta maneira, o objetivo desse trabalho foi sintetizar e caracterizar
moléculas baseadas na estrutura da a-Lapachona, avaliar seus potenciais citotoxicos,
relacionar estrutura-atividade de compostos derivados da Nor-B-lapachona e avaliar o
mecanismo de acdo envolvido na citotoxicidade do composto mais ativo dentre os
sintetizados, em comparagdo com moléculas j& testadas anteriormente em células
tumorais humanas. Foram sintetizadas oito moléculas similares a a-Lapachona por meio
de reacéo click, com incorporacédo de grupos contendo selénio, e investigados os efeitos
desses compostos na viabilidade de diversas linhagens tumorais e uma linhagem néo
tumoral, pelo ensaio do MTT. Moléculas inspiradas no esqueleto quinoidal da Nor-3-
lapachona também foram testadas nas mesmas linhagens para o estudo da relacéo
estrutura-atividade. A molécula ENSJ 670, derivada da Nor-B-lapachona, destacou-se em
poténcia e seletividade dentre as moléculas testadas e, portanto, foi selecionada para
continuidade nos estudos de mecanismo de acdo. A Nor-B-lapachona foi utilizada como
controle positivo, para comparacao de poténcia e mecanismo de acdo. Os experimentos
de mecanismo foram realizados na linhagem de cancer de célon HCT-116. A molécula
ENSJ 670 apresentou diminui¢cdo da viabilidade celular, significativa geragédo de espécies
reativas de oxigénio, alta taxa de despolarizacdo mitocondrial e morte evidenciada por
apoptose, demonstrando desempenho superior ao controle positivo, a Nor-g-lapachona.
Apoés estes achados, sugeriu-se a influéncia da ENSJ670 sobre a enzima NQO1 atraves
do ensaio do docking molecular e observou-se interacdo da molécula teste com esta
enzima em maior grau que o dicumarol, um reconhecido inibidor da mesma. Em ensaio
de inibicdo bioenzimatica com dicumarol, onde foram utilizadas as moléculas DY37 e
ENSJ 670, as mesmas apresentaram atividade citotdxica potencializada. A naftoquinona
ENSJ 670 demonstra potente atividade antitumoral in vitro e mecanismo de morte celular
associado a acdo mitocondrial com possivel envolvimento da enzima NQO1,; destacando-
se a importancia de outros ensaios posteriores para validacdo do potencial terapéutico
desta molécula.

Palavras-chaves: 1. Naftoquinonas; 2. Agentes Antineoplasicos 3. Estresse Oxidativo;



ABSTRACT

SYNTHESIS OF NOVEL TRIAZOLS, ANALOGS OF a AND NOR-B-LAPACHONE WITH
SELENOID NUCLEUS, OBTAINED VIA “CLICK” REACTIONS, AND DETERMINATION
OF ANTIPROLIFERATIVE POTENTIAL BY REDOX MODULATION

B-lapachone has emerged as one of the most studied quinones with anticancer potential
in recent years. Its derivative, Nor-B-lapachone, demonstrates similar activity, inspiring the
synthesis of new quinoidal derivatives with similar mechanism and varying potencies.
Thus, the objective of this work was to synthesize and characterize molecules based on
the structure of a-lapachone, evaluate the cytotoxic potential, relate structure-activity of
compounds derived from Nor-B-lapachone and evaluate the mechanism of action involved
in the cytotoxicity of the compound most active among those sinthetized, compared to
molecules already tested in human tumor cells. Eight molecules similar to a-lapachone
were synthesized by means of click reaction with incorporation of groups containing
selenium and investigated the effect of these compounds on the viability of several tumor
cell lines and a non-tumor cell line, using the MTT assay. Molecules inspired by the
guinoidal skeleton of Nor-B-lapachone were also tested in the same cell lineages to study
the structure-activity relationship. The molecule ENSJ 670, derived from Nor-S-lapachone,
stood out in potency and selectivity among the molecules tested and, therefore, was
selected for continuity in the mechanism of action studies. Nor-B-lapachone was used as
a positive control to compare potencies and mechanisms of action. The mechanism
experiments were performed on the colon cancer cell line HCT-116. The ENSJ 670
molecule showed decreased cell viability, significant generation of reactive oxygen
species, high mitochondrial depolarization rate and death evidenced by apoptosis,
demonstrating superior performance to the positive control, Nor-B-lapachone. After these
findings, the influence of ENSJ670 on the enzyme NQO1 was sugested through the
molecular docking assay and interaction of the test molecule with this enzyme was
observed to a greater degree than dicumarol, a recognized inhibitor of the same. In a
bioenzymatic inhibition assay with dicumarol, where the molecules DY37 and ENSJ 670
were used, they showed potentiated cytotoxic activity. Naphthoquinone ENSJ 670
demonstrates potent antitumor activity in vitro and cell death mechanism associated with
mitochondrial action with possible involvement of the NQO1 enzyme; highlighting the
importance of other later trials to validate the therapeutic potential of this molecule.

Keywords: 1. Naphthoquinones; 2. Antineoplasic Agents 3. Oxidative Stress;
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INTRODUCAO
Cancer

O cancer abrange mais de 100 diferentes tipos de doencgas que tém em
comum a proliferacdo desordenada de células somaticas que sofreram acumulo de
mutacOes. Portanto, trata-se de um conjunto de doencas de natureza genética, cuja
divisdo mitotica descontrolada pode ocorrer em qualquer érgéo ou tecido do corpo
(World Health Organization, 2017).

Com rapida divisdo, estas células tendem a ser muito agressivas,
promovendo expansdo de clones que apresentam capacidade de invadir partes
adjacentes do tecido de origem, o que abre espaco para que as células possam migrar
para a circulacdo sanguinea e, assim, colonizar outros érgaos (Greaves & Maley,
2012). E considerado um problema de satde publica mundial, estando entre as quatro
principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos
paises (INCA, 2020). De 5 a 10% de todos os tipos de cancer podem ser atribuidos
unicamente a defeito genético hereditario, enquanto a maioria dos casos (90 - 95%)
sdo atribuidos a interacéo de fatores ambientais com o genoma (Mbemi et al., 2020;
Anand et al., 2008).

A interacdo entre fatores ambientais e o genoma pode resultar em
instabilidade genbmica, gerando mutacdes permanentes em proto-oncogenes e/ou
genes supressores de tumor. As mutacdes promovem proliferacdo de clones de
células com alteracdes genéticas e epigenéticas, associadas com a expressao e
funcdo anormal desses genes, resultando, sobretudo, em perda de controle nos
processos de diferenciacdo e proliferacdo celular (Baylin & Jones, 2016; Alegria-
Torres; Baccarelli & Bollati, 2011).

Estatisticas do cancer

As estimativas GLOBOCAN 2020 de incidéncia e mortalidade de cancer
produzidas pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer mostram que, em
todo o mundo, houve cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancer (18,1 milhdes
excluindo cancer de pele ndo melanoma) e quase 10,0 milhdes de mortes por cancer

(9,9 milhdes excluindo cancer de pele ndo melanoma) em 2020. Deve ser destacado
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gue o cancer de mama feminino ultrapassou o cancer de pulméao, sendo o cancer mais
comumente diagnosticado, com 2,3 milhdes de novos casos estimados (11,7%),
seguidos por cancer de pulmao (11,4%), colorretal (10,0%), préstata (7,3%) e
estdbmago (5,6%). Por outro lado, o cancer de pulmao permanece como a principal
causa de morte por cancer, com uma estimativa de 1,8 milhdes de mortes. A carga
global de cancer deve ser de 28,4 milhdes de casos em 2040 (SUNG et al., 2021).

Figura 1 Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo,
exceto cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2020)

Prdstata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Célon e reto 20.520 9,1% Célon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do utero 16.590 7,4%
Estémago 13.360 9,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Eséfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma n4o Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para maltiplos de 10.

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), vinculado ao Ministério da Saude, oferece as estimativas de casos novos de
incidéncia de cancer. De acordo com o instituto, estima-se que para cada ano do
triénio 2020-22 haverd ocorréncia de 625 mil casos novos de céancer (450 mil,
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma). J& o cancer de pele ndo
melanoma representara, sozinho, 177 mil novos casos. Na sequéncia, aparecem 0s
canceres de mama e proéstata (com cerca de 66 mil cada), os mais frequentes em
homens e mulheres (Figura 1), respectivamente, célon e reto (41 mil), pulm&o (30 mil)

e estbmago (21 mil).

Caracteristicas das Células Tumorais

As células tumorais possuem caracteristicas proprias que as distinguem
das células ndo tumorais do organismo. Essas caracteristicas, descritas por Hanahan
e Weinberg (2000, 2011 e 2022), permitem uma melhor compreenséo da biologia da

célula tumoral. Além da instabilidade gendmica e muta¢gdes descritas anteriormente,
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as “marcas do cancer’ sao: sinalizagdo sustentada para proliferagdo, evasédo de
supressores tumorais, evasao do sistema imune, imortalidade replicativa, resposta
inflamatdria (antes imaginada como um mecanismo exclusivamente antitumoral,
mostrou-se também ser pré-tumor através do fornecimento de moléculas bioativas ao
microambiente tumoral) e desregulacdo do metabolismo energético (catabolismo da

glicose preferencialmente pela via glicolitica) (Figura 2).

Figura 2.Caracteristicas das células tumorais e direcionamento terapéutico. Adaptado de Hanahan,
2022
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Todos os eventos descritos levam a resisténcia a apoptose, processo de

morte celular fisiologicamente regulado para eliminar células tumorais incipientes,
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bem como abrem espaco para a formacao de novos vasos sanguineos no ambiente
tumoral, o que ativa os processos de invasao e metastase da célula tumoral. Essas
“‘marcas” sdo adquiridas durante as varias etapas de desenvolvimento dos tumores
humanos, sendo fontes promissoras para a descoberta e desenvolvimento de
estratégias terapéuticas contra o cancer (Hanahan & Weinberg, 2011).

Na intencédo de desacelerar e/ ou impedir o crescimento tumoral e invasao
de tecidos adjacentes, tem-se ampliado as pesquisas relacionadas a estas “marcas”
e alcancado novas abordagens na terapia anticancer como 0 uso de vetores virais
(SOUZA, 2019), imunoterapia (PADILHA; COSTA, 2020) e até mesmo combinacdes
de anti-angiogénicos com farmacos citotoxicos (ALLEN et al, 2017) estes sao alguns
exemplos de tecnologias desenvolvidas buscando otimizar a terapia anticancer e

torna-la mais efetiva.

Metabolismo mitocondrial e Cancer

As mitocOndrias sdo organelas que desempenham um papel importante na
sobrevivéncia e proliferacdo celular (XIA et al., 2019). O metabolismo mitocondrial é
importante para a funcéo do ciclo do &cido tricarboxilico, cadeia transposrtadora de
elétrons, oxidacdo de acidos graxos, sintese de aminoacidos, lipidios e nucleotideos;
e producao de ATP e antioxidantes (WALLACE, 2012).

As mitocbndrias sdo organelas complexas que influenciam a iniciacédo, o
crescimento, a sobrevivéncia e a metastase do cancer, e muitas facetas da biologia
mitocondrial, além da producdo de energia, contribuem ativamente para a
tumorigénese. Estas incluem massa mitocondrial, regulacdo da morte celular,
homeostase redox, regulacdo metabdlica e sinalizagdo celular. A interacdo entre
esses aspectos da biologia mitocondrial resulta na coordenacéao da fisiologia celular e
destaca as func¢des pleiotrépicas das mitocdndrias no cancer. Além disso, semelhante
as descobertas transformadoras de muta¢des oncogénicas nas vias de sinalizacdo de
fatores de crescimento, as mutagcfes nas enzimas metabdlicas mitocondriais séo uma
nova e excitante fronteira na biologia do cancer (VYAS; ZAGANJOR; HAIGIS, 2016).
Uma marca registrada dos tumores € a reprogramacao metabdlica, que suporta a
sintese de macromoléculas, a demanda bioenergética e a sobrevivéncia celular
(PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Portanto, as mitocondrias sdo centros de reacdes

metabdlicas e conduzem essa reprogramacgao por meio de varios mecanismos.
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Com o avanco dos estudos em oncologia, duas hipéteses sobre o cancer
foram eventualmente erradicadas: primeiramente a nocdo de que o cancer € um
distarbio puramente intrinseco a célula que se origina de alteragdes epigenéticas ou
genéticas (BUI; SCHREIBER, 2007; KROEMER et al, 2015); e em segundo, a visdo
de que as células malignas satisfazem suas necessidades bioenergéticas e
anabdlicas principalmente (se ndo apenas) por meio da glicélise aerébica (EREZ;
DEBERARDINIS, 2015; DANHIER et al 2017). Atualmente, € amplamente aceito que
os tumores se formam, se desenvolvem e respondem a terapia no contexto de uma
interacao bidirecional complexa com o sistema imunoldgico do hospedeiro (GALLUZZI
et al, 2015; CHEN; MELLMAN, 2017). Da mesma forma, a influéncia fundamental do
metabolismo mitocondrial em todas as etapas da oncogénese, ou seja, a
transformacao maligna, a progressédo do tumor e a resposta ao tratamento, acabou
recebendo o devido reconhecimento (HE et al., 2018), demonstrando a relevancia
desta organela em todo o processo de formacéao e proliferacéo celular dos tumores.

A flexibilidade que as mitocéndrias conferem as células tumorais, incluindo
alteracbes na utilizagdo de combustivel, bioenergética, susceptibilidade a morte
celular e estresse oxidativo, permite a sobrevivéncia em face de condi¢cées ambientais
adversas, como auséncia de nutricio e acdo de tratamentos quimioterapicos
direcionados ao cancer. Portanto, para tratar o cancer de forma eficaz, intervencgdes
terapéuticas propiciadas por alvos mitocondriais poderdo ser consideradas em
estudos futuros, em que terapias combinadas serdo importantes para o avanco dos
tratamentos contra o cancer (VYAS; ZAGANJOR; HAIGIS, 2016).

Estresse oxidativo e antioxidantes

O estresse oxidativo é um estado de equilibrio perturbado entre a producdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a eficiéncia de antioxidantes (PISOSCHI,;
POP, 2015) e desempenha, portanto, um papel essencial ha patogénese de iniUmeras
doencas cronico-degenerativas (SHARIFI-RAD et al., 2020).

EROs séo pequenas moléculas derivadas de oxigénio, que incluem radicais
de oxigénio [superoxido (Oz ¢ -), hidroxil (+ OH), peroxil (RO2 ¢) e alcoxil (RO )] e
certas moléculas ou ions que sdo agentes oxidantes ou sao facilmente convertidos
em radicais, como acido hipocloroso (HOCI), ozbnio (Os), oxigénio singlete (1O2) e
peréxido de hidrogénio (H202). As ROS sao produzidas no interior das células por
fontes enddgenas e exdégenas (POLJLAK; DAHMANE, 2012).
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Figura 3. Apresentacdo esquematica das fontes de radicais livres e seus efeitos no corpo humano.
Adaptado de SHARIFI-RAD e colaboradores, 2020.

* Fumo * Cadeia

» Radiacgéo ionizante transportadora de

¢ Luz ultravioleta elet'rons

» Metais pesados (ferro, * Reticulo
cobre, cadmio, niquel, endoplasmatico
arsénio) * Peroxissomos

e Ozdnio * NADPH oxidase

* Poluigao atmosférica ligada a membrana

* Oxidases duais
* Lipooxigenase
» Ciclooxigenase

Menos Mais
reativo ERO reativo
I

DEFESAS ANTIOXIDANTES

Sistemas
antioxidantes
enzimaticos

Suplementa-
¢ao exogena

Neurodege-

Cardiopatias Cancer Diabetes neragéo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) enddgenas compreendem 0s
subprodutos do metabolismo celular em organismos aerébicos. Em baixas
concentracfes, geralmente estao envolvidos em diferentes processos celulares, como
proliferacéo, diferenciacéo e apoptose, como um segundo mensageiro na sinalizacao
celular (Salehi et al., 2018). A producdo de EROs dentro das células em condi¢des
fisiologicas € dependente da respiracdo mitocondrial, NADPH Oxidase (NOX), 6xido

nitrico sintase (NOS) desacoplado e xantina oxidorredutase (XOR).
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A Figura 3 ilustra como o aumento dos niveis de EROs, sua producéo em
compartimentos celulares inadequados ou sua producdo com formas defeituosas
durante os processos oxidativos podem desencadear o desenvolvimento de iniUmeras
doencas cronico-degenerativas, levando a graves danos as biomacromoléculas (Chen
et al., 2012; Gandhi e Abramov , 2012; Salehi et al., 2018).

Acidos nucléicos, lipidios e proteinas, podem ser danificados pela producdo
anormal de ERO, alterando assim, suas funcfes. Fontes enddégenas de EROs sdo
células inflamatérias, mitocondrias e peroxissomos (SHARMA et al., 2007). As células
inflamatorias produzem ERO por reducéo do oxigénio molecular. Durante a reacao
em cadeia respiratéria mitocondrial, a maior porcentagem de oxigénio € metabolizada
em agua, enquanto até 5% € convertido em anion superéxido. Também pode ser
produzida em outros processos, como na reagcdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, xantina oxidase, lipoxigenases e
ciclooxigenases. As organelas que mais produzem peréxido de hidrogénio e anions
superoxidos sdo os peroxissomos. Células inflamatérias, como neutréfilos, eosindfilos
e macrofagos, também produzem ERO por meio da reacdo NADPH oxidase
(IVANOVA et al., 2013).

A radiacdo ionizante e alguns agentes ambientais, substancias quimicas,
bebidas alcodlica, alimentos, tabaco, agentes quimioterapicos e agentes infecciosos
contribuem para a producédo de EROs (SULLIVAN; CHANDEL, 2014). A radiacéo esta
envolvida em todos os estagios da carcinogénese e pode induzir apoptose e danos
ao DNA. Os cigarros podem induzir lesdes no DNA que levam ao cancer de pulmao,
engquanto o consumo de alcool esta relacionado ao cancer oral, de cabeca e pescoco.
Em condicdes fisiologicas, as EROs, em concentracbes mais baixas, tém papéis
positivos em um organismo, como atuar como moléculas sinalizadoras no ciclo de
crescimento celular, migracdo e diferenciacdo das células (BIRBEN et al., 2012).
Quando as concentracbes de EROs atingem algum nivel critico, pode ocorrer
apoptose. EROs estao envolvidos no processo de carcinogénese, que inclui iniciacao,
promocédo, ativacdo de proto-oncogenes e inativacdo da estabilidade e genes
supressores de tumor (TAFANI et al., 2016).
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Figura 4. O equilibrio entre geracédo e eliminacao de EROs permite que as células cancerosas permanecam
na faixa tumorigénica dos niveis de EROs (Adaptado de SULLIVAN; CHANDEL, 2014). SODs- Superoxido
dismutases, NRF2- (fator nuclear derivado de eritroide 2), GSH/GPX- Glutationa/ Glutationa peroxidase, PRXs-
Peroxiredoxinas.
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A ativacdo da geracdo de EROs mitocondrial por oncogenes, mutagcdes
mitocondriais, hipdxia ou perda de supressor de tumor eleva a sinalizacdo de ROS
para aumentar a tumorigenicidade. As células tumorais também expressam niveis
aumentados de proteinas antioxidantes que impedem o aumento de EROs de atingir
niveis citotdxicos incompativeis com o crescimento (figura 4) (SULLIVAN; CHANDEL,
2014).

Os sistemas de defesa antioxidantes no corpo humano mantém o equilibrio
entre a producao e a neutralizacdo de EROs e incluem superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-
transferase (GST), e glutationa (GSH) (PAULSEN; CARROLL, 2013).
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Consumo de Antioxidantes Como Refor¢co aos Sistemas Enddgenos

Antioxidantes exdgenos precisam ser suplementados continuamente
através da dieta, uma vez que suas vias sintéticas geralmente estdo presentes apenas
em células microbianas ou vegetais. As vitaminas C e E apresentam efeitos
antioxidantes proeminentes e, em consequéncia disto, pertencem a classe essencial
de moléculas (SHARIFI-RAD et al., 2020).

Tabela 1 Antioxidantes e como sua atividade é expressa quimicamente

Antioxiaante ATIViaaae Antioxiaante

ACIDO ASCORBICO (Vitamina C)  -Anion superéxido,
_102
-H,0,
-Perdxidos organicos
-eOH
-Acido hipocloroso (HCIO)
(Kocot et al., 2017)

a-TOCOFEROL (Vitamina E) -Membrana celular
-Transferéncia de hidrogénio
(Salehi et al., 2020b)

CAROTENOIDES '0,

(Precursores da Vitamina A) (Banafsheh e Sirous, 2016)
POLIFENOIS Curcumina:

= Flavonodides -Sequestrante de dnions superdxido
* Acidos fendlicos -H,0,

= Estilbenos (resveratrol) -Peréxidos lipidicos

= Taninos -80OH e varios RNS

= Cumarinas (Imam et al., 2017).

= Curcumindides -Aumento dos niveis celulares de GSH
= Lignanas (Banafsheh e Sirous, 2016)
FLAVONOIDES -Anion superéxido

-Radicais peroxil

-®0H - transferéncia de hidrogénio (HAT)
-fons metalicos (como ferro e cobre)
-Bloqueio das reagdes do tipo Fenton
(Salehi et al., 2019d)
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CATEQUINAS -Anions superéxido

= Catequina -e0OH

= Epicatequina -fons metalicos

= Epigalocatequina (Imam et al., 2017; Roychoudhury et al., 2017).

" Epicatequina galato
* Epigalocatequina galato

ORGANOSSULFURADOS -Eliminagdo de ROS
= S-alil-mercapto cisteina -Inibigdo da peroxidagdo de lipidios
= S-alil cisteina (Borek, 2001; Miltonprabu et al., 2017).

Sulfeto de dialil
Trissulfeto de dialil

Na Tabela 1, estao representados e referenciados uma série de compostos
com acdo antioxidante de relevancia para os seres humanos na manutencdo do

equilibrio redox e em que espécies reativas atuam.

Véarios minerais, em pequenas quantidades, também sdo essenciais para
algumas atividades antioxidantes enzimaticas. Eles sdo, portanto, as vezes
considerados como antioxidantes. Por exemplo, o selénio € um componente
necessario do GPX (Battin e Brumaghim, 2009), enquanto o cobre, zinco e manganés

sédo fundamentais para a atividade da SOD.

Tratamento do Cancer

As principais estratégias iniciais adotadas no tratamento do cancer séo a
resseccao cirdrgica de tumores solidos localizados e a radioterapia para tumores em
pacientes sem condicbes de receber abordagem terapéutica sistémica ou
possibilidades técnicas de ressec¢do completa. Com esses métodos, obtém-se a cura
de cerca de um terco dos pacientes. Em casos onde ha a ocorréncia de
micrometastases, a abordagem sistémica com quimioterapicos se faz necessaria
(INCA, 2011). Estas indicacdes classicas sofreram alteracdes significativas com a
introducdo do conceito de tratamentos adjuvantes e neoadjuvantes que tém sido
desenvolvidos atualmente (SHIEN & IWATA, 2020).
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As estratégias terapéuticas combinadas tém otimizado o tratamento dos
pacientes no combate ao cancer, no entanto, ainda ndo atingiram resultados
plenamente satisfatorios (PRIETO-VILA, 2017).

A crescente incidéncia do cancer na populacdo € uma das razées que a
torna um dos principais alvos de pesquisas para a compreensdo dos processos
fisiopatoldgicos e para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. A
pesquisa farmacologica e o desenvolvimento de novas drogas a partir de plantas
medicinais tém sido fonte essencial para a obtencao de uma variedade de drogas para
manutencdo da saude humana e, consequentemente, para o tratamento do cancer
(NEWMAN & CRAGG, 2020).

A obtencdo de substancias com propriedades farmacologicas é uma das
aplicacdes mais antigas e consolidadas da biodiversidade. Diversos quimioterapicos
utilizados frequentemente no tratamento de varias neoplasias sao derivados de
plantas, como os alcaldides da vinca (Vinca résea), o etoposideo isolado da raiz do
poddfilo (Podophyllum peltatum) e o taxol isolado de Taxus brevifolia e do teixo
europeu (Taxus baccata) (CRAGG & NEWMAN, 2005; CRAGG et al, 2009).

O Brasil ocupa posicdo privilegiada em biodiversidade em todos os
conceitos, possuindo a maior quantidade total de espécies catalogadas no mundo.
Além disso, a facilidade de coleta, as condicbes ambientais favoraveis para o
desenvolvimento e a diversidade estrutural de substéncias organicas oriundas das
plantas brasileiras contribuem para estas se destacarem como a principal fonte
renovavel para o desenvolvimento de novos farmacos a serem usados no tratamento
de diversas doencas, como o cancer (VALLI, RUSSO & BOLZANI, 2018; CALIXTO,
2019).

A pesquisa com produtos naturais tem seérias limitagdes, como tempo
demorado para isolamento e caracterizacdo dos compostos, elevado custo, baixo
rendimento, auséncia de efeito (ou especificidade) bioldgica, sazonalidade de plantas
e controle de qualidade de ativos, dentre outros. Para contornar esses problemas,
novas abordagens sustentaveis tém sido desenvolvidas, havendo um
redirecionamento das metodologias de descoberta de medicamentos no mundo.
Assim, a pesquisa de novos principios ativos a partir de produtos naturais tomou novos
caminhos com o aprimoramento dos processos quimicos de semissintese, sintese
total e, mais recentemente, quimica combinatéria (LAHLOU, 2013; ATANASOV ET
AL., 2021).


https://www.scirp.org/journal/articles.aspx?searchcode=Mouhssen++Lahlou&searchfield=authors&page=1
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Os processos quimicos classicos de semissintese, por exemplo, sdo, sem
duvida, fontes importantes para obtencdo de farmacos e suas estruturas analogas
com propriedades quimicas mais estaveis e farmacologicamente mais potentes e
eficazes (CRAGG & NEWMAN, 2013; NEWMAN & CRAGG, 2020). Como exemplo,
pode-se citar o caso do etoposideo (figura 5), derivado semissintético da
podofilotoxina, com atividade clinica no cancer de células germinativas, no cancer de
pulmao de células ndo pequenas, nos linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin e no cancer
gastrico (NORONHA ET AL., 2020; ECONOMIDES et al., 2019); e do paclitaxel (figura
5), cuja sintese total foi obtida em 1994 (NICOLAOU et al., 1994), com atividade
significativa em uma ampla variedade de tumores sdlidos, como cancer de ovario e
cancer de mama avancado. A maioria das pequenas moléculas que foram aprovadas
pelo FDA dos EUA como drogas anticancer entre 1981 e 2014 foram derivadas de
produtos naturais e eram em sua maioria derivados semissintéticos (NEWMAN &
CRAGG, 2016).

Figura 5 Representacéo das estruturas quimicas dos agentes anticancer etoposideo e paclitaxel e suas
respectivas aplicacdes terapéuticas.
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A doxorrubicina, uma quinona de ocorréncia natural, foi descrita
inicialmente pela primeira vez em literatura em 1969, e embora encontrada
naturalmente em bactérias do género actino, pode ser obtida a partir da transformacao
de daunorrubicina, por via de semissintese, gerando um impacto positivo em seu
rendimento em escala industrial, como mostram as autoras Martins-Teixeira e
Carvalho (2020). Estas moléculas apresentam nudcleo quinoidal e possuem
capacidade de induzir morte celular por mecanismos variados, possuindo, assim,

aplicacao clinica na terapia anticancer (Cappetta et al, 2017; Octavia et al. 2012).

Grupo Quimico a Ser Estudado: Quinonas- Propriedades Fisico-

Quimicas e Biologicas

As quinonas sdo dienonas ciclicas conjugadas e se apresentam como
pigmentos biolégicos encontrados em uma variedade de organismos vivos (bactérias,
fungos, plantas superiores e em alguns animais) (CAMPOS-XOLALPA et al., 2021).
Esse grupo de moléculas pode apresentar aparéncia cristalina amarela, alaranjada ou
vermelha, odor caracteristico e baixa solubilidade em &gua, alcool, éter, éter de
petroleo e élcalis (DEVI; MEHENDALE, 2014).

Com base na estrutura molecular, as quinonas sao divididas em diferentes
grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico que sustenta o anel
guinoidal. Assim, sdo classificadas em benzoquinonas — um anel benzénico;
naftoquinonas - um anel naftalénico, antraguinonas - um anel antracénico linear e
fenantraquinonas- um anel fenantrénico angular (Tabela 2) (SOUSA; LOPES;
ANDRADE, 2016).
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Tabela 2 Classificacdo das quinonas quanto ao sistema aroméatico (Adaptada de SOUSA; LOPES;
ANDRADE, 2016).

Grupo Sistema Aromatico Estruturas Basicas
Benzoquinonas Anel benzénico N 0
ﬁﬁfﬁ#ﬁ
@ e [s]
Orto-quinona Para-quinona
Naftoquinonas Anel naftalénico “ 0”
I I o]
Orto-qumona Para-quinona

Antraguinonas Anel antracénico A S S
86809
(10 - ’

LV VLV 0 s

Para-quinona

Fenantraquinonas Anel fenantrénico

s

Orto-quinona

No decorrer das pesquisas sobre o isolamento e determinacdo de
estruturas de uma série de antibiéticos e pigmentos, foi estabelecido que
hidroquinonas sao amplamente distribuidas na natureza. Compostos com
propriedades terapéuticas valiosas também foram detectados entre moléculas
sintéticas da mesma classe (TSIZIN; CHERNYAK, 1982). Desta forma, é sabido que
guinonas orquestram e/ou medeiam uma ampla variedade de processos bioldgicos e
guimicos, incluindo o transporte de elétrons em muitos organismos Vvivos, processo
desempenhado pela molécula ubiquinona (Marti’'nez and Benito, 2005; El-Najjar et al.,
2011); fotossintese (plastoquinona e filoquinona) em plantas; metabolismo de

estrogénios, catecolaminas, antioxidantes e congéneres de tocoferol- vitamina E



31

(AZZI1, 2000); e a eliminacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos do organismo
(Knecht; Goodale, 2013).

Lapachol e derivados: naftoquinonas com propriedades terapéuticas

O Brasil possui uma flora rica em diversidade biolégica e, em particular, o
bioma cerrado brasileiro contém plantas medicinais tropicais, com potencial para o
desenvolvimento de agentes quimioterdpicos, com propriedades analgésicas,
tranquilizantes, diuréticas, laxantes, antibidticas e antineoplasicas (SOUZA; FELFILI,
2006). Existem aproximadamente 46 tipos de madeira no Brasil sob a denominacao
de ipé (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). Nas plantas da familia Bignoniacea,
Tabebuia avellanedae, T. serratifolia, T. heptaphyla, Zeyhera digitalis e Z. tuberculosa,
sdo encontradas naftoquinonas, além de outros compostos como flavondides,
lignanas, monoterpenos, triterpenos, acidos cinamicos e benzoicos (FONSECA et al.
2003, SILVA et al. 2003, HUSSAIN et al. 2007, SILVA 2009).

Os derivados das naftoquinonas podem apresentar potencial citotéxico e
genotoxico pela interacdo com biomoléculas nucleofilicas, como tidis proteicos e ndo
proteicos (glutationa), e pela interferéncia na acdo de enzimas celulares envolvidas
no processo de proliferacdo celular (Klaus et al. 2010). O Lapachol é uma
naftoquinona com vérias propriedades bioldgicas relevantes (MARTIN-NAVARRO et
al. 2010). No final do século 19, a conversdo do lapachol em a-Lapachona e 8-
Lapachona por ciclizacdo acida foi descrita (SILVA et al. 2007). A 8-Lapachona (3,4-
dihidro-2, 2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona) é uma substancia que apresenta
tem atividade antibacteriana, antifingica e antirretroviral. Além disso, esse composto
tem apresentado bons resultados em modelos de leucemia, no bloqueio da
multiplicacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), como terapia adjuvante
na retinopatia proliferativa, como agente antipsoriatico, e por possuir atividade
esquistossomicida (PARDEE et al. 2002, AIRES et al. 2014). O Lapachol também tem
sido descrito como inibidor da topoisomerase | do DNA, enzima que desempenha
importante papel nos processos de replicagdo e empacotamento do DNA,
desencadeando estudos sobre a acdo antineoplasica da BLP em implantes de
tumores de prostata, ovario e mama em camundongos, bem como em células

humanas de cultivo in vitro, como prostata e pulmé&o (KUNG et al. 2014).
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Quinonas como moduladores redox

Como exposto anteriormente, as quinonas despertam grande interesse
farmacolégico devido a suas propriedades de biooxidacao-reducéo e a capacidade de
catalisar processos biolégicos de transferéncia de elétrons, gerando um ambiente de
estresse oxidativo nas células (Silva et al., 2002). Esse processo pode também ser
decorrente da acdo de agentes ambientais toxicos sobre 0s seres vivos, como
radiagdes ultravioleta e gama, ozonio e poluentes automotivos no ar, assim como de
certas substancias da cadeia alimentar e de produtos oriundos do tabagismo
(MANISALIDIS et al., 2020). Além disso, prevé-se que 1 a 2% do oxigénio consumido
pelos mamiferos seja convertido a O2¢ e H202, devido a falhas fisioldgicas na
mitocéndria, permitindo que elétrons escapem sem que sejam transferidos pelo
oxigénio (KAUSAR et al., 2018).

O desequilibrio entre a formacdo e a remocédo dos radicais livres no
organismo, resultante da diminui¢do dos antioxidantes endégenos ou do aumento da
geracao de espécies oxidantes, conduz a um estado pré-oxidante que favorece o
surgimento de lesBes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares que
podem ocasionar a morte celular (SHARIFI-RAD et al., 2020).

Mecanisticamente, observa-se que a acao oxidativa das quinonas consiste
na acomodacdo de dois elétrons e dois prétons para constituir sucessivamente um
radical semiquinona aniénico ou neutro e uma hidroquinona. Os compostos que
podem dar ou receber elétrons sdo muito variados e diferentes equilibrios quimicos
poderiam ser gerados pela interacdo entre diferentes agentes oxidantes (como
oxigénio molecular e quinona) e agentes redutores (como alcoois alcanos e até
mesmo agua), a fim de gerar espécies radicais bastante reativas. Por exemplo, a
oxidagdo da hidroquinona por oxigénio molecular gera radicais de oxigénio que séo o
radical superoxido em sua forma neutra e o radical hidroxila, que pode causar
degradagcdo como estresse oxidativo ou reticulacdo de certos materiais. A natureza
dos grupos substituintes, bem como o pH, a temperatura e o solvente definem
concretamente o equilibrio redox e as propriedades 6xido-redutoras das quinonas
(Bearnais-Barbry, 2001).

Foram realizadas varias pesquisas na area de doencas endémicas em que
se evidenciou a atividade tripanossomicida de quinonas. Tais estudos exploraram a

capacidade das quinonas induzirem o estresse oxidativo conforme esbog¢ado no
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esquema abaixo, que apresenta resumidamente as etapas bioquimicas deste
processo, concebidas por diversos autores nos ultimos 30 anos (Silva et al., 2002;
CRUZ, 2017).

Figura 6 Ciclo redox induzido por quinonas (Silva e colaboradores, 2002).

Ciclo Redox parcial das Quinonas
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No esquema acima (Figura 6), sob acdo enzimatica, a quinona é reduzida
com um elétron para a formag¢do do anion semiquinona (Q<-), sob a catalise das
enzimas flavinas NADPH citocromo P-450 redutase, NADPH citocromo b5 redutase
ou NADPH ubiquinona oxidoredutase. A espécie semiquinona Qe- reduzira o oxigénio
molecular ao anion-radical superoxido (O2-¢) que, na presenga da enzima superoxido
dismutase, é transformado em H20:2. Este anion-radical superéoxido (O2-¢), por catalise
com metais de transicdo (reacdo de Fenton), ou por reagdo com H202 (reagao de
Harber-Weiss), origina HO- intracelular.

Embora o H202 n&o seja considerado um radical livre, € uma substancia bastante
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reativa, podendo assim promover também a oxidacdo de algumas biomo-
léculas. Sumariamente, HO+ e H20: sdo estimadas as principais espécies
responsaveis pelo estresse oxidativo celular (Barbosa et al. 2010).

Na tentativa de eliminar estas espécies oxidantes, as células executam
acOes de desintoxicacao, através mecanismos antioxidantes intracelulares. O controle
eficiente do estresse oxidativo vai resultar dos niveis dos
agentes intracelulares antioxidantes, como a-tocoferol, vitamina C, catalase (CAT),
enzima superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa
redutase (GSH). Em sistemas onde ocorre uma continuidade do ciclo redox, ou faltam
mecanismos defesa, ha acréscimo intracelular dos oxidantes (Oz¢), e H202, com
consequente dano a componentes celulares primordiais como as membranas, através
da peroxidacédo lipidica e a diminuicdo do potencial antioxidante celular, podendo
gerar danos permanentes ou ndo, como por exemplo, a nivel genémico (CHAVEZ et
al, 2019). Esta cascata pode levar a consequéncias antagbnicas, por alteracdo do
sinal para a transcricdo de genes, mutagenicidade e/ou por ativacdo de fatores
responsaveis pela inducéo apoptética (Flowers et al., 1997; da Silva et al.,2003).

Beckman e Ames (1997) estimaram que a degradacdo do DNA por HO-
pode levar a formacdo de, aproximadamente, 150.000 subprodutos
por célula, resultantes de sua ligacdo ao DNA seguida de clivagem
em diversos pontos da cadeia. Calcula-se que o0 estresse oxidativo
seja o responsavel por uma parcela consideravel dos canceres humanos (Panis et al,
2021), além de doencas neurodegenerativas (ALVES; ABREU, 2021),
cardiovasculares (PEOPLES et al., 2019), diabetes mellitus IGHODARO, 2018), entre
outras patologias. A adicdo do radical hidroxila (HO+) na dupla hélice do DNA ocorre
rapidamente, havendo quebra em uma ou duas fitas. A reacdo ocorre no nivel das
bases nitrogenadas, que séo aceptoras de radicais ou nas unidades de carboidratos,
resultando em quebra da ligacdo N-glicosidica (Liu, Zai-Qun, 2019). Embora ainda
nao tenha tido todas as suas etapas completamente elucidadas, o ciclo redox segue
sendo a estratégia atual de que se valem muitos farmacologistas para obtencéo de
conhecimentos sobre o desempenho citotoxico das naftoquinonas.

De maneira sintética, uma série de processos de importancia crucial para
as células, como a ativacdo da cascata de apoptose e os danos provocados pelo
estresse oxidativo figuram entre o0s principais efeitos que as quinonas

provocam em sistemas bioldgicos. Aparentemente, as espécies Oz e
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H202 estdo sendo consideradas como dois importantes sinais regula-
dores de condi¢cdes intracelulares. Acredita-se que o0 aumento de suas
concentragbes (uma situacdo mais oxidante) incentive o processo de apoptose
(Pereyra et al., 2019).

Figura 7 Quinonas biologicamente ativas e de atividade descrita em
literatura.
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Ao relacionar o potencial citotoxico de quinonas naturais e sintéticas, em
apanhado académico, encontra-se uma variedade de moléculas com esqueleto da
1,4-naftoquinona, um derivado do naftaleno contendo dois atomos de oxigénio
carbonil. Esta € a isoforma de naftoquinonas mais estavel e amplamente relatada. A
significancia farmacologica do nucleo de 1,4-naftoquinona esta bem estabelecida (QIU
et al., 2017; JALI et al., 2018) e inclusive ja existem moléculas com mecanismos bem
delineados, como os mecanismos envolvendo vias relacionadas a ROS, como PI3K-
MTOR, Cdc25 fosfatase, NF-kB, EGFR, receptor tirosina quinase (RTK), proteina
quinase ativada por AMP e proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) (TANDON;
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KUMAR, 2013). A Figura 7, para fins de demonstracao, ilustra naftoquinonas de
potencial antiproliferativo ja explorado, algumas inclusive ja utilizadas na pratica
clinica.

O efeito indutor de ROS das naftoquinonas e as vias relacionadas ao
estresse oxidativo podem provocar danos ou alteracdes nas proteinas, lipidios, RNA
e DNA. Entre os compostos com estrutura de naftoquinona, a por¢cao quinona é
conhecida como redox do ciclo celular, isto é, um precursor de espécies ROS que
levam ao estresse oxidativo, causado pela perda do equilibrio pré-oxidante /
antioxidante (ARMENDARIZ-VIDALES et al. 2014).

Além das quinonas, existe uma infinidade de outros compostos de origem
natural ou ndo com atividades biologicas diversas. A quimica medicinal vem
empenhando esforcos em desenvolver moléculas cada vez mais eficientes, com
propriedades quimicas melhoradas, rotas sintéticas simplificadas e de interesse
farmacoldgico. Com a finalidade de desenvolver estratégias cada vez mais eficazes
do ponto de vista biolégico, a hibridizacdo de compostos com atividades semelhantes,
tem sido explorada na intencdo de obter-se compostos mais eficientes e de
mecanismos de acdo multiplos e inovadores (Decker, 2011). No presente trabalho,
especulou-se ndo somente sobre a atividade de quinonas, mas dessas moléculas
hibridizadas com triaz6is, uma extensiva classe de compostos com atividade

terapéutica de relevancia farmacoldgica.

Atividade farmacoldgica de 1,2,3 Triazois

Os heterociclos baseados em 1,2,3-triazol sao relatados como
possuidores de varios potenciais medicinais e biolégicos, como atividades anticancer,
antivirais, antimicrobianas, herbicidas, antiinflamatérias cardiovasculares e inibitérias
da tirosinase (Dheer et al., 2017). Algumas propriedades como tendéncia de fazer
ligacbes de hidrogénio, dipolo-dipolo e interagées de empilhamento ™ de compostos
triazolicos, bem como sua semelhanca com ligacbes amida em termos de distancia e
planaridade, elevaram a significancia de 1,2,3 -triazois no campo da quimica
medicinal, pois favorecem intensamente a ligacdo com alvos biomoleculares
(Gholampour et al., 2019).
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Alguns triazdis de importancia clinica estéao citados na Figura 8. Ao longo
dos anos 2000 alguns medicamentos detentores desta estrutura foram aprovados
para uso e perduram até os dias atuais com grande contribuicdo para a terapéutica
de uma série de condicbes de saude. O ticagrelor, um antitrombdético, hoje
comercializado sob 0 nome de referéncia Brilinta® no Brasil, tem contribuido com um
mecanismo de ac¢ao inovador, além de boa eficacia no que se propde, além de boa
adesdo terapéutica, por ser administrado por via oral, além de apresentar maior
seguranca do que as heparinas injetaveis; Tazobactam, um betalactamico
inicialmente associado a Piperacilina (associacdo comercializada e bastante utilizada
nos dias atuais), hoje € associado a Ceftolozane e comercializado sob o rétulo de
Zerbaxa® e tem auxiliado no combate a microorganismos multirresistentes. Ja a
Rufinamida tem sido medicamento de escolha em associagcdo para tratamento da
sindrome de Lennox-Gastaute outros eventos convulsivantes. A partir deste
panorama, € visivel o quanto as moléculas triazolicas ainda tém potencial para
contribuir com a emergéncia de um novo arsenal com as mais variadas fungdes
terapéuticas.

Demonstrada a variedade bioldgica de triazdis e quinonas nesta sessao,
no intuito de somar as atividades bioldgicas destas duas classes de compostos, a ideia
de hibridiz4-las por meio de reac¢des click de cicloadicdo azida-alcino (Figura 9) surge
como uma possibilidade pratica e versatil para o processo de sintese quimica.

Figura 8 Triaz6is: moléculas recém aprovadas para uso clinico- (Adaptado de Jiang et al., 2019).
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A Quimica Click

“Quimica click” € um termo que foi proposto pela primeira vez por Sharpless
e colaboradores, em 2001. As caracteristicas da quimica click incluem alto
rendimento, amplo escopo, subprodutos menos citotoxicos, alta estereoespecificidade
e reac0Oes simples (Kolb et al., 2001; Takayama et al., 2019)

A quimica click de ciclo-adi¢cao azida-alcino catalisada por cobre (CUAAC)
demonstra inUmeras vantagens sobre os métodos convencionalmente utilizados para
a preparacao de derivados de 1,2,3-triazol, incluindo excelente compatibilidade entre
os grupos funcionais (Kolb & Sharpless, 2001, 2003; Jiang et al., 2019).

A reacao "CLICK" na sintese de Quinonas acopladas a 1,2,3-Triaz0is com um

nucleo selenoidal

O 1,4-substituido-1,2,3-triazol (estrutura ilustrada na Figura 10) tem
multiplos papéis nas moléculas bioativas: como elemento farmacoférico basico,
participa da formacdo de pontes de hidrogénio ou interacdes hidrofébicas; como
estrutura molecular, regula outros elementos farmacoféricos para manter uma
conformacdo ativa; como um grupo de conexdo, ele liga moléculas ou sondas
conjugadas. Consequentemente, a reacdo CUAAC tornou-se uma reacao privilegiada
na caixa de ferramentas dos quimicos, permitindo facil geracdo quimio e
regioespecifica de bibliotecas de produtos e bioconjugados de 1,4-substituido-1,2,3-
triazol. Além disso, a reacdo in situ CUAAC pode potencialmente ser usada para
triagem de inibidores enzimaticos especificos ou biomarcadores contendo 1,2,3-

triazois substituidos nas posicdes 1,4 (Wang et al., 2016).

Figura 9. Reac¢édo de formacédo do 1,4-substituido-1,2,3-triazol
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Relatos em literatura demonstram que os hibridos de 1,4-naftoquinona e
triazol apresentaram uma série de atividades bioldgicas, incluindo antimicobacteriana
(Devi Bala et al., 2014), anti-Trypanosoma cruzi (da Silva et al., 2012), antileishmania
(Guimarées et al.., 2013) e antimalarica (Brandao et al., 2018). Os primeiros estudos
de hibridos de 1,4-naftoquinona-1,2,3-triazol, considerados agentes anticancer, foram
relatados pelo Grupo do professor Oliveira. Entre os derivados testados, dois
compostos demonstraram relevante atividade citotdéxica em células K562 e HL-60. De
acordo com os achados, constatou-se que a citotoxicidade é mediada por apoptose
em células HL-60 e parada do ciclo celular em fase S na linhagem celular K562
(Nascimento et al., 2011).

Inclusado de Sistemas Antioxidantes

Como ja descrito anteriormente, a atividade oxidativa tem sido explorada
como importante alvo farmacoldgico para uma série de moléculas com a atividade
antitumoral. Contudo, a geracdo de espécies reativas em excesso pode acabar
prejudicando o desempenho destas moléculas, atingindo células saudaveis e
interferindo em seu desempenho no quesito seletividade (ZAIDIEH et al., 2019). Desta
forma, a tese sobre a obtencdo de moléculas com o incremento de sistemas
antioxidantes vem ganhando espaco com foco na modulagéo da geragéo de espécies
oxidativas, tendo em vista a melhora da atividade através da modulacéo da producao
de radicais livres (XIA et al., 2017).

Em 2007, Haliwell j& vinha teorizando sobre o conceito de antioxidantes-
“‘qualquer substancia que atrasa, previne ou remove dano oxidativo a uma molécula
alvo” e a possibilidade de modulacdo do estresse oxidativo através da presenca
destes sistemas antioxidantes dentro das préprias moléculas (HALLIWELL et al.,
2015).

Compostos selenoides tém sido amplamente estudados por sua variedade
de efeitos farmacologicos ja bem descritos em literatura, como atividade anti-
inflamatéria, imunomoduladora, hepatoprotetora e terapéutica, além de acédo benéfica
em modelos de Alzheimer e Parkinson (Nogueira et al., 2004; Uzma et al., 2011).

Atribui-se essas propriedades principalmente a capacidade desses compostos de
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equilibrar o sistema redox, através da mimetizacao da atividade da enzima Glutationa
Peroxidase (GPX) (Zhou et al.,2018).

Figura 10. Estruturas de compostos organoselénio.

O perfil biologico dos compostos de selénio esta estabelecido e seu uso
como moléculas bioativas estd emergindo como um campo de pesquisa ainda mais
atraente. O seleneto ALT2074 (FiguralO, Estrutura 3) foi identificado como um
imitador da glutationa peroxidase (GPx), capaz de prevenir alteracdes endoteliais e
lesdo de isquemia-reperfusdo miocéardica (Assaf et al., 2007). Além disso, o ethaselen
(Figura 10, Estrutura 4) estad na fase Il dos ensaios clinicos para o tratamento de
cancer de pulmdo de células ndo pequenas com superexpressao de tiorredoxina
redutase (TrxR) (Wang et al.,, 2011). Um dos compostos de organosselénio mais
importantes € o ebselen (Figura 10 Estrutura 5), que exibe atividade redutora de
hidroperdxido e peroxinitrito, atuando como mimético da enzima glutationa peroxidase
e peroxirredoxina (Sies et al., 2020).

Somadas as vantagens terapéuticas dos dois grupos quimicos, o presente
trabalho vem inovando com a proposta de acrescentar a estas novas moléculas um
calcogénio (precursor antioxidante) que atuaria formando dentro da prépria estrutura

um sistema antioxidante modulador da producéo de radicais livres.
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JUSTIFICATIVA

A taxa de mortalidade associada as formas mais comuns de cancer ainda é
extremamente alta. Os quimioterapicos atualmente empregados na pratica oncoldgica
sdo pouco especificos e propensos a toxicidade sistémica e ao desenvolvimento de
resisténcia tumoral. Além disso, sua baixa seletividade torna necessaria a busca por
Novos compostos com agdo mais seletiva e menos efeitos colaterais. Portanto, a
pesquisa por novos agentes anticAncer é necessaria ao enfrentamento dessa doenca,
cuja incidéncia deve aumentar nos proXimos anos.

Nos ultimos anos intensificou-se o interesse por compostos da classe das
quinonas, ndo s6 devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como
também ao destaque cada vez maior que apresentam em variados estudos
farmacoldgicos. Quinonas tém sido aprovadas para a terapia clinica anticancer com
bons resultados e seletividade adequada. Esses compostos atuam sobre o alvo
NAD(P)H quinona desidrogenase 1 (NQO1), cujo nivel de expresséo € mais elevado
em determinados tipos de céancer em relacdo a células normais, explicando a
seletividade das quinonas por esses tumores. Em geral, as quinonas anticancer sao
pré-farmacos que originam agentes alquilantes, geradores de espécies reativas de
oxigénio ou inibidores especificos de outras proteinas apés conversao pela NQOL1. O
estudo de moléculas dessa classe é promissor para a geracdo de compostos lideres
no desenvolvimento de quimioterapicos mais potentes e seletivos.

Somando-se as atividades antitumorais de potentes quinonas a triazdis com
o incremento de calcogénios (Se ou S), espera-se obter moléculas inéditas de
potencial antiproliferativo farmacologicamente relevante.

Além do supracitado, o projeto visou possibilitar a formacédo e otimizacéo
de recursos humanos, promover a interdisciplinaridade e colaboracdo entre
universidades brasileiras, bem como a importacdo de novos métodos através da

internacionalizacdo de docentes e discentes.
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OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi a obtencdo semissintética de derivados
triazolicos de a- lapachona inéditos, com nucleo selendide, visando identificar
compostos mais efetivos e seletivos com potencial antitumoral quando comparados a
a- Lapachona e Nor-B-Lapachona e elucidar as possiveis vias que envolvem seu

mecanismo de acdo e morte celular.

Objetivos especificos

v Desenvolver a sintese dos derivados triazélicos de a-lapachona inéditos.

v/ Elucidar a estrutura dos compostos sintetizados por meio da
espectroscopia na regiao do infravermelho (1V), espectrometria de massas de
alta resolucdo (HRMS), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 3C).

v Avaliacdo e comparacédo da atividade antiproliferativa de naftoquinonas
derivadas da a e Nor-B-Lapachona em células tumorais humanas e células
normais murinas utilizando o ensaio do MTT;

v Avaliar preliminarmente a afinidade entre as amostras e a enzima NQO1
in silico através do ensaio de Docking Molecular

v Avaliar indiretamente a modulacdo da atividade antiproliferativa das
naftoquinonas mais citotoxicas apos pré-tratamento de células HCT-116 com
dicumarol, um potente inibidor da enzima NQO1

= Avaliar 0s provaveis mecanismos de acao responsaveis pela
atividade antiproliferativa da molécula com maior potencial citotéxico por meio de
citometria de fluxo utilizando células de cancer de célon (HCT-116).

= Investigar a capacidade dos compostos mais citotdéxicos de modular a
producdo das espécies reativas de oxigénio em células tumorais de cancer

colorretal; linhagem HCT-116.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Planejamento de farmacos Sintese Quimica: Caracterizacdo: PF, RMN, MS, IR
8 moléculas inéditas
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Inibi¢do Bioldgica: MTT

*PF; Ponto de fusdo, RMN: Ressonancia magnética nuclear, MS: Espectrometria de massas, IR: Infravermelho
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METODOS

Sintese Quimica

Sintese de compostos naftoquinoidais 1,2,3-triazélicos com a presenca dos

calcogénios selénio e enxofre

Foi planejado um grupo de compostos contendo dois centros redox (Figura
11), visando a obtencdo de compostos inéditos com potencial e seletiva atividade
citotoxica contra células tumorais. Assim, as substancias aqui propostas, foram
desenhadas a fim de avaliar a capacidade antitumoral de naftoquinonas 1,2,3-
triazélicas contendo os calcogénios selénio e enxofre, como provaveis moduladores

redox efetivos.

Figura 11 Produto final das reag6es click, onde X é um calcogénio (Selénio ou enxofre) e R cadeias
arométicas ou alifaticas

Quimica Click

A expressao “quimica click” conceitua reacfes termodinamicamente
favoraveis que, realizadas em laboratério, sdo capazes de conectar duas moléculas
(neste caso, quinonas e triazois) de forma muito simples e com altos rendimentos,

sendo de grande aplicabilidade (Sharpless et al., 2001).

Sintese dos intermediarios naftoquinoidais

Para elaborar um dos produtos intermediarios (azida), a 2-Hidroxi-1,4-
naftoquinona, uma lausona de ocorréncia natural, foi realizado um processo de

ciclizacéo e, apos esta, uma reagdo de substituicdo nucleofilica com azida de sédio,



45

originando furanonaftoquinonas com carbonilas em posi¢cédo orto e para, sendo esta
altima, o produto de interesse, 3-Azido-C-Alil-Para para a producdo das moléculas

finais via reagdes click (Figura 11).

Figura 12. Rota sintética para a obtencéo da 3-Azido- C-Alil- Para.
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Em um primeiro momento, a lausona (1) € desprotonada com hidroxido de
sédio em etanol, depois precipitado em éter, formando um sal da lausona (2). Nessa
reacao, é possivel verificar o produto na forma de um soélido avermelhado. A seguir,
promove-se a alilagdo, com a adicdo do brometo de alila (3). Foi realizada a
purificacéo da C-alil-lausona (4) por meio de coluna cromatografica com um gradiente
de acetato de etila em hexano como fase movel e obtida como um solido amarelo com
aproximadamente 70% de rendimento. A partir da ciclizacdo da C-alil-lausona foram

obtidos os derivados furanonaftoquinénicos. A reacao € feita com iodo e trietilamina,
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em diclorometano, formando os produtos com carbonilas em posicdo orto e para
(sendo esta ultima o produto de interesse, a mesma encontra-se representada como
a Ultima molécula da reagcdo acima). Seguiu-se a separagdo dos produtos por coluna
cromatografica. Os produtos foram caracterizados por RMN de *H de acordo com a
literatura. A porcéo para foi separada e por fim foi realizada a reacéo de substituicéo
com azida de sodio em DMF. Apés 24 horas de reacdo, a mistura foi submetida a
extragcdo com acetato de etila, resultando no produto puro.

Alcinos acoplados ao selénio foram preparados por meio de duas vias:
producgéo direta de disselenetos via reagcdes SN2, quando utilizadas cadeias alifaticas
(Figura 13 A) com os grupos substituintes descritos na Figura 13B, e utilizando-se
selenocianatos intermediarios com posterior conversao em disselenetos, quando
utilizadas moléculas arométicas (Figura 13 D), com 0s grupos substituintes descritos
na Figura 13C. Apds o preparo dos disselenetos, devido a sua baixa estabilidade,
realizou-se sua quebra seguida imediatamente da conversao em alcinos. Novamente,
devido a baixa estabilidade dos alcinos, seguiu-se as reacfes click com o composto
3-Azido- C-Alil-Para, reacéo representada na Figura 14.

Figura 13. A. Rota sintética de disselenetos via SN2, onde X é um bom grupo abandonador (halogénios)
e R é uma cadeia alifatica. B. Grupos substituintes testados para esta rota sintética D. Rota sintética
de disselenetos a partir de selenocianatos aromaticos, onde R sao grupamentos diversos, oriundos de
disselenetos representados em C.
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E importante observar que, como os disselenetos de 4-clorofenil, 4-
nitrofenil, difenil e dissulfeto de fenil jA sdo bem descritos em literatura e estédo
comercialmente disponiveis (Figura 14), foram realizados apenas os procedimentos

de quebra dos disselenetos para a sequéncia do preparo dos alcinos.

Figura 14. Disselenetos comerciais.
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Figura 15. Reacdao Click entre 3-Azido- C-Alil- Para e calcogenoalcinos na presenca de catalisador de
cobre.
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A etapa seguinte foi a reacdo entre 3-Azido- C-Alil- Para e
calcogenoalcinos, catalisada por sulfato de cobre e ascorbato de sédio (5% mMol,
respectivamente) (Figura 15).

Caracterizacdo das Moléculas Sintetizadas

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protons (RMN) foram
obtidos usando um espectrometro Bruker DRX 400 ou Bruker AVANCE 400. Os
espectros de 3C foram registrados a 100 MHz conforme indicado. Os deslocamentos
quimicos (4) sdo dados em partes por milhdo (ppm). Os sinais sdo descritos como
singuletos (s), dupletos (d), dupleto duplos (dd), tripletos (t), tripleto de dupletos (td),
quartetos (q), quintetos e multipletos (m) Os espectros de RMN de 'H e '3C foram
referenciados ao sinal de solvente residual apropriado ou sinal de tetrametilsilano

(TMS). As constantes de acoplamento (J) foram cotadas com aproximacao de 0,5 Hz.
Infravermelho (1V)
Os espectros de infravermelho foram registrados em um espectrémetro

Perkin Elmer Spectrum One FTIR como filmes finos ou solidos comprimidos em uma

placa de diamante. As bandas de IR sdo descritas pelo nimero de onda 21 (v, cm™).
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Espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS)

As amostras sintetizadas para este trabalho passaram pelo teste de
espectrometria de massas encomendado ao centro analitico de instrumentacdo da
Universidade de Sao Paulo (USP). Os espectros de massa foram registrados usando
um Briker Daltonics micrOTOF-Q Il (modo APPI + e ESI +), de alta resolucéo. Todas

as amostras foram enviadas em po e testadas pelo método de infuséo direta.

Ponto de Fuséo (PF)

Os pontos de fusao foram mensurados no aparelho de Fisher Johns. Foram
realizadas trés medicfes das amostras em pd, com o uso de um capilar e observado
o inicio da mudanca de fase de cada amostra. Apds o processo, foram calculadas as

médias das medidas.

Estudo da Atividade Bioldgica

Avaliacdo do Potencial Antiproliferativo
Viabilidade Celular

Analise da Citotoxicidade Pelo Método do MTT

A citotoxicidade dos compostos sintetizados foi avaliada utilizando o
método do MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazdlio], descrito
por Mosmann (1983). O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na
conversdo do sal MTT para formazan, pela atividade da enzima succinil-
desidrogenase presente na mitocéndria das células viaveis, permitindo dessa maneira
guantificar a porcentagem de células vivas. Foram estabelecidas as Clso nas linhagens
celulares HCT-116 (célon — humana), PC3 (prostata — humana), HL60 (leucemia —
humana), SNB-19 (glioblastoma- humano), e L929 (linhagem murina de células
fibroblasticas normais), obtidas por meio de doacéo do Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos (Bethesda, MD). Foram estabelecidas Clso nos tempos de
incubacédo de 24h, 48h e 72h.

As células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 25

cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm?, volume de 250 mL para células
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em suspensao), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado com 10 a
20% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos (penicilina/estreptomicina), sendo
incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, seguido da observacao
do crescimento celular com ajuda de microscopio invertido a cada 24 horas.

ApoOs a obtencao de todos os resultados, os experimentos foram analisados
segundo suas médias e respectivos erros-padrdo. Foi plotado um gréfico
determinando as suas Clso (concentragéo inibitéria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) a partir de
regressao nao-linear no programa GraphPad Prism versdo 5.0 (Intuitive Software for

Science, San Diego, CA).

Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma importante ferramenta para o estudo das
células em seus aspectos morfolégicos. No citbmetro, as células sdo individualmente
conduzidas em canal de corrente fluida, em que, ao interceptar o feixe de luz,
proveniente de um laser, causam sua dispersdo em varias direcées dependendo do
tamanho, da estrutura interna, das caracteristicas topograficas e da densidade Optica
de cada célula. A deteccdo de um feixe de luz que passa pela particula com um
minimo de desvio esté relacionada com o tamanho celular, que se dé& por disperséo
linear (FSC, Forward Scatter), enquanto que a captacdo de um desvio ortogonal esta
relacionada com a complexidade da célula, em particular sua granulosidade, que
ocorre por dispersédo lateral (SSC, Side Scatter). Quando analisados conjuntamente
esses parametros levam a uma nocéo da morfologia celular. Além disso, é capaz de
detectar a fluorescéncia emitida por marcadores utilizados, classificando cada célula
como um evento. (SHAPIRO, 1995; FERRAZ, 2000).

Para os experimentos realizados no citbmetro de fluxo, as células HCT-116
foram cultivadas em placas de 24 pocos na concentracdo de 0,5 x 10° células/mL
(50.000 ceélulas/ poco). Os tratamentos com o composto ENSJ670 seguiram
concentracdes e tempos de incubacgéo descritos em cada método. A Nor-B-Lapachona
(10 uM) foi utilizada como controle positivo, para fins comparativos, no quesito
estrutura-atividade. ApOs transcorrido o tempo de tratamento, as células foram

transferidas para microyubos e centrifugadas a 1800rpm por 5 minutos. O
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sobrenadante resultante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de
PBS com 2% SBF e 1mM EDTA.

As células foram analisadas utilizando os citbmetros FACSVerse®(UFC-
NPDM), para analises de espécies reativas de oxigénio (ROS), e
FACSCalibour®(UFC- Departamento de Farmacia), para as demais analises. Um total
de 10.000 eventos, por replicata de amostra, foi adquirido. Cada ensaio foi realizado
em triplicata, em geral, de trés experimentos independentes.

A analise dos dados da citometria de fluxo foi feita com base na média terro
padrdo da média. Para a verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre
os diferentes grupos, os dados foram comparados por andalise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste de Dunnett, com nivel de significAncia minimo de 5% (p<0,05).

Avaliacdo da integridade da membrana, do niamero de células e da morfologia

celular

A partir do conhecimento de que as naftoquinonas podem atuar afetando a
funcdo mitocondrial celular, com o objetivo de sanar a limitagdo do ensaio do MTT,
gue atua através da medida da capacidade funcional mitocondrial e evitar dados falso-
positivos, utilizou-se o ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo para
corroborar os dados encontrados nos testes anteriores.

O método de verificacdo do status de integridade da membrana foi baseado
na capacidade do corante fluorescente, lodeto de Propideo (Pl), de se ligar ao DNA
de células cuja membrana plasmética esteja rompida. As células foram consideradas
em apoptose tardia ou necrose quando marcadas pelo corante e por emitirem elevada
fluorescéncia vermelha, quando excitadas pelo laser. Ja as células com membrana
integra foram consideradas viaveis quando emitiam baixa fluorescéncia (SHAPIRO,
1995).

Os tratamentos com o composto ENS670 seguiram tempos de incubacéo
de 24 horas e concentracdes de 0,85 uM; 1,70 uM e 3,5 uM.

Apods a ressuspensédo das células em 1mL de PBS com 2% SBF, 1mM
EDTA (descrito anteriormente), uma aliquota de 400 uL de suspensao de células de
cada amostra foi incubada com 40 pL de solugéo de Pl a 50 ug/mL (diluido em PBS).

Apods 10 minutos, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo. Foram obtidas
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informacdes sobre a densidade, morfologia (espalhamento frontal e lateral da luz,
correspondendo ao tamanho e granulosidade, respectivamente) e integridade de
membrana celular, utilizando o filtro para o espectro do vermelho (DARZYNKIEWICK
et al., 1992).

Os dados foram expressos com a média + erro padrdo da média (E.P.M).
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os grupos, os dados
foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida por teste de Dunnett,
com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Avaliacdo da Externalizacdo da Fosfatidilserina —Anexina V

A translocacao da fosfatidilserina (PS, do inglés phosphatidylserine), um
fosfolipideo localizado na face interna da membrana plasmatica, que € translocado
para a face externa da célula, é considerada um evento associado aos primeiros
estagios do processo de apoptose. A Anexina V € uma proteina ligadora de
fosfolipideos dependente de Ca?* com alta afinidade pela PS (VERMES et al., 1995).

Neste ensaio foram utilizados dois corantes distintos que permitem a
diferenciacéo de células viaveis, em apoptose inicial e em apoptose tardia/ necrose
pela coloracdo diferencial por fluorescéncia. Um dos corantes é a Anexina-V que,
quando conjugada a ficoeritrina (PE, do inglés Phycoerythrin), emite fluorescéncia
amarela, possibilitando a identificacdo de células em apoptose. O outro corante, o 7-
AAD, é capaz de penetrar as membranas celulares desintegradas e se ligar ao nucleo,
emitindo fluorescéncia vermelha. A estratégia de dupla coloracdo permite a
identificacdo de quatro populacdes distintas: células consideradas viaveis, sem
nenhuma marcacao [AnexinaV-PE (-) e 7-AAD (-)]; células consideradas em apoptose
inicial, caracterizadas apenas pela fluorescéncia amarela [AnexinaV-PE (+) e 7-AAD
(-)]; células em apoptose tardia ou necrose, reconhecidas pelos dois corantes
[AnexinaV-PE (+) e 7-AAD (+)], pois nos estagios finais as membranas das células
apoptoticas perdem a integridade; e células vermelhas que sdo consideradas debris
nucleares [AnexinaV-PE (-) e 7-AAD (+)].

Os tratamentos com o composto ENSJ670 seguiram tempos de incubagéo
de 24 horas, e concentracdes de 0,85 uM; 1,70 uM e 3,5 pM.

ApoOs o tratamento de 24 horas, uma aliquota de 50uL da suspenséao de

células em PBS(+2% SBF, 1mM EDTA)de todos os grupos foi incubada com os
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corantes. Ap6s 20 minutos de incubacdo na auséncia de luz, as amostras foram
analisadas em citbmetro de fluxo (Guava easy Cyte™). A fluorescéncia da anexina V
conjugada com a PE foi mensurada por fluorescéncia amarela (583 nm) e o 7-AAD na
fluorescéncia vermelha (680 nm). As porcentagens de células em cada um dos quatro
guadrantes foram calculadas.

Os dados foram expressos como média =+ E.P.M de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Para verificagdo da ocorréncia
de diferencgas significativas entre os grupos testados, os dados foram comparados por
analise de variancia (ANOVA) seguida por teste de Dunnett, com nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Determinagao do potencial transmembrénico mitocondrial

Este teste baseia-se na capacidade da mitocondria sequestrar um corante
fluorescente, a rodamina 123 (Rh123). Quando essa organela apresenta seu potencial
transmembréanico inalterado, as células que sequestraram Rh123 emitem alta
fluorescéncia, quando excitadas por um laser. Alteracdes no potencial mitocondrial
transmembréanico levam ao efluxo da rodamina de dentro da mitocéndria, gerando
eventos que emitirdo menor fluorescéncia quando comparados com as células que
possuem mitocondrias normais.

Os tratamentos com o composto ENSJ670 seguiram tempos de incubacgéo
de 24 horas, e concentracdes de 0,85 uM; 1,70 uM e 3,5 uM.

Uma aliquota de 800 pL de suspenséo de células tratadas e néo tratadas
foi incubada com 250 pL de uma solucdo de Rh123 em PBS ([ ] 1ug/mL). Ap6s 15
minutos de incubacgéo a 37°C/ 5% CO:2 no escuro, as amostras foram centrifugadas a
1500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo descartado e
400uL de PBS foi adicionado em cada amostra. Apos um periodo de 30 minutos
reincubadas no escuro, a temperatura ambiente (CURY-BOAVENTURA; POMPEIA;
CURI, 2004).

Os dados foram expressos como média + E.P.M de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Para verificacdo da ocorréncia
de diferencas significativas entre os grupos testados, os dados foram comparados por
analise de variancia (ANOVA) seguida por teste de Dunnett, com nivel de significancia
de 5% (p<0,05).
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Determinacado da geracédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares

A producéo de espécies reativas de oxigénio foi monitorada utilizando o
reagente nao fluorescente diacetato 5-(6)-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
(CM-H2DCFDA), que na presenca de espécies reativas de oxigénio, quando 0 mesmo
sofre oxidagdo, € convertido em um produto altamente fluorescente. O derivado
clorometil (CM-) do H2DCFDA providencia uma retencdo bastante superior em células
vivas, quando comparado com o H2DCFDA, justificando sua escolha. A dupla
marcacao com iodeto de propideo (PI) foi usada para deteccao da producédo de ROS
apenas nas células vivas (Pl negativas).

Os tratamentos com o composto ENSJ670 seguiram tempos de incubacao
de 60 min, 3 horas e 5 horas; e concentracdes de 0,85 uM; 1,70 uM e 3,5 uM.

As células foram pré-tratadas com CM-H2DCFDA em concentracao final de
10 uM e incubadas por 30 min, no escuro, a 37°C e 5%C0O:2. Apds esse tempo, 0 meio
contendo CM-H2DCFDA foi removido e as células foram lavadas duas vezes com
tampdo PBS. A partir dessa etapa as células foram sempre protegidas da luz. Foi,
entdo, adicionado meio contendo os compostos e incubados nos tempos de interesse.
Ao final do tempo de incubacéao, as células foram tripsinizadas, centrifugadas, lavadas
com PBS e ressuspendidas em 500 uL de PBS com 1 pg/mL de iodeto de propideo.
As amostras foram mantidas em gelo e imediatamente analisadas por citometria de
fluxo (BD FACSVerse®) usando o canal de fluorescéncia verde (WU; YOTNDA, 2011;
AMEZIANE-EL-HASSANI; DUPUY, 2013). Um total de 5.000 eventos foram
analisados por amostra.

Os dados foram expressos como média + E.P.M de trés experimentos
independentes realizados em duplicata e/ou triplicata. Para verificacdo da ocorréncia
de diferencas significativas entre 0s grupos testados, os dados foram comparados por
analise de variancia (ANOVA) seguida por teste de Dunnett, com nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Docking molecular estatico

Hardware e software



55

O desenho das moléculas e os estudos de docking foram feitos na CPU
Intel® Core i3-2100, processador 3,10 GHz x 4, memoéria (RAM) 4,00 GB, 64 bits com
Ubuntu Linux (versdo 14.04.3 LTS) como sistema operacional. A preparacdo de
ligante das naftoquinonas selecionadas com potencial anticancer de coélon foi
realizada e as analises executadas com UCSF Chimera versao 1.13.1, University of
California. As combinacbes de ligante e receptor em um Unico arquivo foram
realizadas no software PyMOL, versao 0.99rc6, e a visualizagao da interacao ligante-
alvo foi realizada no Maestro, verséo 12.1.013, em uma CPU Intel® Core ™ i3-6100T,
processador 3,10 GHz x 8,00 GB de 64 bits com Windows 7 Professional.

Preparacao de ligante

Todas as moléculas selecionadas foram desenhadas usando a opc¢éo 2D e
3D do Marvin ChemSketch versao 18.20.0 e salvas no formato mol2. Minimizacéo de
energia, analise conformacional e preparacdo de ligante foram realizadas e
exportadas no formato SDF. Posteriormente, foram importados para a quimera para o
estudo de encaixe pela ferramenta AutoDock Vina.

Docking usando AutoDock / Vina

Etapas intermediarias, como arquivos pdbqt para preparacao de proteinas
e ligantes e criacdo de caixa de grade, foram concluidas usando o programa de
interface grafica do usuario UCSF Chimera por meio de ferramentas AutoDock (ADT).
ADT, usado internamente no UCSF Chimera, atribuiu hidrogénios polares, cargas
usando Gasteiger, solvente excluido e cadeias laterais incompletas substituidas
usando a biblioteca Dunbrack 2010. Durante a adicdo de H foi considerado o método
de H-bonds. Os estados de protonacao da histidina baseavam-se no nome do residuo.
Na ferramenta AutoDock Vina, usada internamente no UCSF Chimera, o tamanho da
grade foi definido para 60 x 60 x 60 xyz pontos com espacamento de grade de 0,375
A e o centro da grade foi designado nas dimensdes (x, y e z): -1,095, -1.554 e 3.894.
Uma grade de pontuacéo foi calculada a partir da estrutura do ligante para minimizar
o tempo de computacdo. Durante o procedimento de docking, tanto a proteina quanto

os ligantes séo considerados semirrigidos. A pose com menor energia de ligacdo ou
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afinidade de ligacéo foi extraida e alinhada com a estrutura do receptor para analise

posterior.

Andlise grafica do resultado do docking molecular

A preparacdo do arquivo para as respostas dos niveis de interacdo do
receptor e do ligante foi realizada no software PyMOL. O arquivo criado com a
interacao dos dois foi submetido a ferramenta de analise de interagdo receptor-ligante
do software Maestro, gerando imagens de interagdo com corte de 5A° dos residuos

de aminoacidos. As imagens finais foram geradas no formato .tif.

Investigacdo da Bioativacao enzimatica das moléculas ENSJ670 E DY37

Pelo uso do método do MTT (ja descrito anteriormente) foi possivel
investigar os possiveis mecanismos de morte celular dos compostos na linhagem
tumoral HCT-116, a partir da utilizacdo de alguns inibidores envolvidos nas vias
estresse oxidativo, apoptose e metabolizacdo de quinonas (Dicumarol e N-acetil-
cisteina). As células foram incubadas com acetilcisteina (100 uM) por 24 horas e
dicumarol por 4 horas (200 uM). Posteriormente ao tempo de pré-tratamento, as
placas foram centrifugadas (1800 rpm por 5min), o meio foi retirado e um novo meio
de cultura foi adicionado com as concentracdes seriadas dos compostos ENSJ670 e
DY37, partindo de 15 e 70 uM, respectivamente, em um tempo de 24 horas de
incubacgéo. A droga menadiona (MEN) foi utilizada como controle positivo em todos os
experimentos e sua diluicdo seriada partiu de 70 uM. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. Em todos os experimentos com o inibidor dicumarol, sempre
foi feita uma placa controle sem nenhum pré-tratamento, para assegurar que 0
farmaco utilizado no pré-tratamento ndo estaria alterando a viabilidade celular.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O escopo de acdes biolégicas inerente as quinonas inclui atividades
antitumoral, antibacteriana, antifingica, antiviral, anti-Alzheimer e antimalarica, o que
as tornam conhecidas como “estruturas privilegiadas” em quimica medicinal; Este
conceito € associado a espécies de estrutura molecular que podem vincular-se ou

interagir com uma variedade de receptores biolégicos e tem uma ampla gama de
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atividades farmacoldgicas, o que pode fornecer ligantes ativos e seletivos para
multiplos objetivos biolégicos, otimizando a estrutura dos grupos funcionais. Além
disso, a estrutura privilegiada geralmente exibe interessantes propriedades
semelhantes a farmacos, por isso pode ser util como base para compostos ativos
inéditos ou para a construcdo de uma robusta biblioteca de moléculas (Zhao &
Dietrich, 2015; Zhang et al, 2021).

Compostos naftoquinoidais acoplados ao anel 1,2,3-triazd6lico via uma

porcao de organo-selénio.

O grupo de quimicos da Universidade Federal de Minas Gerais, liderado
pelo professor Dr. Eufranio Nunes da Silva Juanior, é responsavel pela elaboracéo de
diversas seéries de moléculas inspiradas nas quinonas a-lapachona (7), nor-a-
lapachona (8), B-lapachona (9), Nor-B-lapachona (10) e 1,4-naftoquinonas contendo
1,2,3-triazdis (11) (Figura 16), gerando uma grande cole¢&o de quinonas hibridas com

relevantes resultados em ensaios bioldgicos.

Figura 16. Representacao molecular de quinonas que servem de inspiracdo para novas moléculas com
potencial farmacoldgico.

Quinonas moldes para novos prototipos com atividade farmacologica melhorada

a-lapachona Nor-a-lapachona B-lapachona Nor-B-lapachona 1,4-naftoquinona
contendo nucleo
1,2,3-triazélico
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A triagem destas moléculas tem despertado interesse tanto por seus
expressivos resultados com finalidade terapéutica (de Castro et al., 2013; Jardim et
al., 2017).

Visando contribuir com a ampliacdo do arsenal terapéutico para o
tratamento de diversos tipos de neoplasias, criando moléculas cada vez mais efetivas
e seletivas, delineando seus mecanismos de acdo e morte, buscando a melhoria da

adesao aos tratamentos e sobrevida do paciente oncoldgico, a parte inicial deste



58

trabalho consistiu no desenho e sintese de uma familia de moléculas a partir da 3-
Azido-C-Alil-Para (6), de estrutura analoga ao esqueleto quinoidal da a-lapachona (7)
(Figuras 12 e 16).

Baseando-se na abordagem anterior sobre o potencial terapéutico de
naftoquinonas e triazois, projetou-se as moléculas com base na teoria de hibridizacéo
molecular, visando obter as caracteristicas terapéuticas de ambas as moléculas, em
uma sé estrutura (Gontijo et al., 2020). Além disso, a presenca da molécula de selénio
vem reforcar a estratégia de obtencdo de um sistema quinoidal multialvo (Wang et al.,
2014).

Figura 17. Modelos de modulagdo redox em células submetidas a distintas condigbes em comparacgao

com células normais. Adaptado de Jamier, Ba e Jacob (2010).
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Compostos contendo calcogénios podem ser transformados em espécies
ativas, as quais por sua vez geram espécies reativas de oxigénio (EROs) de forma
catalitica, mecanismo que envolve glutationa (GSH) e outras importantes enzimas
(Figura 17, C) (BARBOSA et al., 2010). Este tipo de catalise emprega EROs pré-
existente e assemelha-se a outros mecanismos de compostos que geram EROs,
como por exemplo, quinonas (Figura 17, B).

Naftoquinonas geram EROs, formando superéxidos e peroxidos, espécies
capazes de trazer danos a células tumorais (BOLTON; DUNLAP; DIETZ, 2018). Em
contraste, 0os compostos organocalcogénios (usuarios de EROs pré-existentes),
mimetizam o ciclo catalitico da selenoenzima GPX, e sdo capazes de utilizar EROs e
acelerar reacdes com proteinas e enzimas sensiveis ao sistema redox, causando mau
funcionamento da célula (TAKASAGO et al.,, 1997; FISCHER; DEREU, 2010;
NASCIMENTO; CORDEIRO; SILVA, 2019). Somados estes mecanismos, propde-se
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que a célula tumoral, devido ao seu extensivo metabolismo, ja naturalmente
desequilibrada em relacdo as espécies reativas de oxigénio, estaria mais vulneravel
do que as células sadias, sendo mais suscetivel a morte celular por substancias que
aumentam exponencialmente a geracdo de espécies oxidativas intracelulares (Figura
17, E).

Estratégias para desenvolver compostos com este perfil vém sendo
exploradas, visando a obtencdo de quinonas contendo calcogénios e a obtencéo de
sistemas moduladores redox bioquimicos; explorando o limiar critico observado em
células tumorais e efetivamente atuando como geradores de EROs e catalisadores de
formacdo de espécies reativas de oxigénio mais danosas, via utilizacdo de EROs
preexistentes (Figura 17).

Delineando a sintese de compostos com potencial atividade antitumoral,
por meio do estresse do ambiente redox intracelular, foram planejadas moléculas
compostas por um nucleo naftoquinoidal derivado da molécula lausona e um nucleo
calcogénico capaz de mimetizar a atividade da enzima glutationa peroxidase (Zhou et
al,2018), unidos por meio do anel 1,2,3-triazolico. Para realizar esta ligagdo, foram
planejados compostos organo-selénio com terminacdes alquino e azida.

Durante o planejamento da rota sintética, foram idealizadas dezessete
moléculas. Destas, dez seriam moléculas com grupos substituintes aromaticos
oriundos de selenocianatos e os outros sete, alifaticos. Ao final, obtiveram-se oito
moléculas, das quais conseguiu-se caracterizar completamente 6. As estruturas dos
produtos finais encontram-se representadas na Tabela 3. No intuito de validar os
produtos das rotas sintéticas, ao longo de cada reacdo realizou-se a analise de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (H! ) e
Carbono 13 (C'®) da azida C-Alil- Para e dos produtos finais. O compilado destes
resultados de caracterizacao por RMN, infravermelho e espectrometria de massas de
alta resolucédo encontram-se no Anexo 2.

Na Tabela 3 € possivel visualizar as estruturas das moléculas obtidas por
sintese (11-18), rendimentos e analise do ponto de fuséo de cada uma delas.

De acordo com a espectroscopia por ressonancia magnética nuclear das
moléculas preparadas a partir de selenocianatos, obtivemos apenas aquela com o
substituinte fldor como produto final da reacao click. Das moléculas obtidas atravées
das reacdes com alifaticos, aquelas com os substituintes benzila (11), butila (14) e

decano (18) foram produzidas com éxito. Os compostos elaborados a partir de



60

disselenetos comerciais: fenila (13) e sulfeto (16) também resultaram em clicks bem
sucedidas, ja aqueles baseados em cloro (15) e nitro (12) ndo resultaram em
compostos viaveis, de acordo com o0s ensaios de caracterizagdo realizados. Os
rendimentos variaram entre 14 e 88% e foram mais elevados em moléculas com

grupamentos substituintes aromaticos.



Tabela 3 Produtos das clicks entre naftoquinonas e 1,2,3 triazéis com a presenca de selénio, rendimentos e pontos de fuséo.
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Reacgao geral e produtos obtidos
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I (13)

DY034 Formula Quimica: C,,H,;N;0;Se
Massa Exata: 451,04351 | 52% | PF:166-168

DY035 Formula Quimica: C,,H(N,O5Se
Massa Exata: 496,02859 | 71%| PF:164-167

DYO037 Formula Quimica: C3H,9N;0;Se
Massa Exata: 465,05916 | 31%| PF: 149-151

(14)

(15)

(16)

DYO038 Formula Quimica: C,,H,;N;0;Se
Massa Exata: 431,07481 | 71%| PF: 146-149

DY040 Férmula Quimica: C,,H,cCIN;O;Se
Massa Exata: 485,00454 | 79%| PF: 167-169

DY046 Formula Quimica: C,,H,;N;0,;S
Massa Exata: 404,48987 | 88%| PF: 157-159

a7

DY051 Formula Quimica: C,,HsFN3;O;Se
Massa Exata: 469,03409 | 81%| PF: 190-192

(18)

DY057 Formula Quimica: C,;H;3;N;0,Se
Massa Exata: 529,18436 | 81%| PF: 144-147

61
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Potencial Antiproliferativo e Estudo Estrutura-Atividade

Apols os processos de sintese e caracterizacdo, foi avaliado o efeito
citotéxico dos seis compostos 11-18 (Tabela 3). Para fim de efeitos comparativos,
entre compostos quindnicos de posicdo orto e para, também foram testados os
derivados da Nor-B- Lapachona (10) (o-quinonas- 19-27), gentilmente cedidos pelo

grupo do Professor Dr. Eufranio Nunes da Silva Junior (UFMG) (Tabela 4).

Tabela 4. Moléculas da série o-quinonas, inspiradas no esqueleto da Nor-B-Lapachona, testadas para
comparagdo com as moléculas da série p-quinona e seus respectivos dados de férmula molecular e
peso molecular.

Orto-quinonas
oo «Or Oo O~ W@é
NN (1) NN (20) 21)
ENSJ668 ENSJ669 ENSJ670
Formula Quimica: C,4H,1N30,Se Formula Quimica: C,;H;,N;0;Se Formula Quimica: C,3H,3CIN;O;Se
Massa Exata: 495,06973 Massa Exata: 479,07481 Massa Exata: 499,02019
D
OO ol OQ o~
N 23 e
Q (23) "N (24

ENSJ671
Formula Quimica: Cy3H gFN;0,Se

Massa Exata: 483,04974

ENSJ672
Férmula Quimica: C,4H,1N;038

Massa Exata: 431,13036

ENSJ673
Formula Quimica: Cy4H,3N,055e

Massa Exata: 445,09046

oQ w e

se (26)
oo e

NO,

Se (27)

Br

(25)
ENSJ674

Férmula Quimica: Cy,H,;N;0,SSe
Massa Exata: 471,01558

ENSJ813
Férmula Quimica: Cy3H,4N,0;Se

Massa Exata: 510,04424

ENSJ814
Férmula Quimica: C3H,4BrN;0,Se

Massa Exata: 542,96968

Os dois grupos de moléculas foram testados em 6 linhagens de células
tumorais: PC3 (carcinoma prostatico), HCT-116 (carcinoma colorretal), NCI-460
(carcinoma pulmonar) SNB-19 (Glioblastoma), Raji (linfoma de Burkitt), HL-60
(leucemia mieldide) e na linhagem normal de fibroblastos murinos L929 por um

periodo de incubacéo de 72 horas igual para todas as linhagens. As amostras foram
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testadas em diferentes linhagens de células tumorais e normais a fim de delinear seu
perfil citotdxico e seletividade em células neoplasicas.

Utilizou-se o método do MTT para estabelecer o potencial antiproliferativo
das moléculas testadas. A escolha das linhagens foi feita de acordo com sua
disponibilidade. Os indices de seletividade foram calculados baseando-se nos
resultados para a linhagem de carcinoma de célon -HCT-116 (que apresentou maior
sensibilidade a maioria dos compostos), e a linhagem de fibroblastos murinos normais-
L929, sendo calculados através da divisdo da Clso de células normais L929 pelo

resultado encontrado na linhagem tumoral (Figura 16).

Figura 18. . Formula utilizada para o calculo do indice de seletividade dos compostos testados

indice de _ CI50 na Linhagem L929

Seletividade Cl,, na Linhagem HCT-116




64

Tabela 5. CI50 de incubacao de 72h, em uM, das moléculas seleno-quinoidais-Para nas linhagens tumorais (PC3, HCT-116, NCI-460, SNB-19, RAJI, HL-60)
e na linhagem nao tumoral L929. Os resultados foram baseados nas médias de pelo menos trés experimentos independentes. a-Lapachona e Doxorrubicina
foram utilizadas como controles para fins comparativos. |.S (indice de seletividade comparando-se L929 e HCT-116)

MTT 72h uM- PARA

Linhagens celulares

Amostras
PC-3 HCT-116 NCI-460 SNB-19 RAJI HL-60 L929 I.S.
7,62 4,09
DY034 (11) >10 >10 >10 >10 - -
(6,49-8,95) (3,52-4,76)
BY035(12) >10 >10 >10 >10 >10 ’
(6:99-111)
13,15
2,10 2,03 5,16 6,03 3,87
DY037 (13) >10 (11,20- 6,5
(1,71-2,59) (1,88-2,20) (4,61-5,79) (4,74-7,69) (3,41-4,40)
15,43)
7,40 0,73
DY038 (14) >10 >10 >10 >10 - -
(6,02-9,11) (0,61-0,78)
BY040(15) >10 >10 >10 >10 >10 ’
(5:57-7:26)
9,92 5,43
DY046 (16) >10 >10 >10 >10 - -
(8,08-12,26) (4,53-6,31)
9,35 7,55 5,11 3,17
DYO051 (17) >10 >10 - -
(8,50-10,30) (6,76-8,44) (4,35-6,02) (2,78-3,60)
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9,60 4,19
DY057 (18) >10 >10 >10 >10 - -
(6,77-13,64) (3,42-5,14)

19,17
(12,92-

a-Lapachona (7) - - - - - - -
29,07)

0,76 0,21 0,15 0,02 1,72
Doxorrubicina (29) (0,59-0,93) (0,16-0,29) (0,13-0,18) NT NT (0,01-0,02) (1,58-1,87) 8,19

Tabela 6. CI50 de incubacgéo de 72h, em uM das moléculas seleno-quinoidais-ORTO nas linhagens tumorais (PC3, HCT-116, NCI-460, SNB-19, RAJI, HL-60)
e na linhagem nao tumoral, L929. Os resultados foram baseados nas médias de pelo menos trés experimentos independentes. Nor-8-Lapachona e
Doxorrubicina foram utilizadas como controles para fins comparativos. I.S (indice de seletividade comparando-se L929 e HCT-116)



MTT 72h uM- ORTO
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Linhagens celulares

Amostras
PC-3 HCT-116 NCI-460 SNB-19 RAJI HL-60 L929 l.S.
ENSJ 668 4.64 1,12 10 3,23 1,93 1,06 1,86 166
> b
(19) (3,68-5,86) (0,93-1,34) (1,81-9,23) (1,60-2,34) (0,95-1,19) (1,65-2,10)
ENSJ 669 1,92 1,58 10 2,80 2,35 0,62 2,84 179
> b
(20) (1,25-3,10) (1,29-2,08) (2,35-3,34) (1,80-3,12) (0,57-0,68) (2,43-3,32)

ENSJ 670 2,61 0,84 2,02 2,19 1,97 1,00 1,10 130
(21) (2,09-3,27) (0,74-0,96) (1,68-2,44) (1,96-2,45) (1,59-2,45) (0,90-1,11) (0,81-1,50) '
ENSJ 671 3,07 1,18 2,04 2,95 2,47 1,05 1,10 0.93
(22) (2,46-3,87) (1,05-1,34) (1,22-3,59) (2,45-3,57) (2,04-2,62) (1,05-1,23) (0,74-1,65) '
ENSJ 672 3,48 1,02 4,48 3,18 1,96 1,51 1,20 117
(23) (2,82-4,29) (0,88-1,17) (2,71-4,65) (2,82-3,59) (1,81-2,24) (1,38-1,66) (0,97-1,51) '
ENSJ 673 6,44 2,25 10 3,87 4 .46 1,68 2,80 12

> b
(24) (5,40-7,68) (1,96-2,60) (3,01-4,98) (3,26-5,82) (1,53-1,86) (2,35-3,33)
ENSJ 674 2,33 1,70 2,99 5,73 1,95 0,83 1,71 1
(25) (1,67-3,41) (1,47-1,98) (2,03-4,41) (3,89-9,65) (1,31-2,98) (0,74-0,94) (1,19-2,54)
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3,20 3,72 1,62 1,66 3,30 7,80 3,23
ENSJ 675 0,9
(2,32-4,67) (2,39-5,96) (1,19-2,20) (1,35-2,06) (2,50-4,35) (5,92-10,28) (2,71-3,89)
ENSJ 813 1,64 0,79 1,07 1,56 2,54 11,04 1,52 192
(26) (1,40-1,93) (0,69-0,91) (0,71-1,63) (1,31-1,85) (2,25-3,24) (8,37-15,00)  (1,13-2,04) '
ENSJ 814 2,11 1,08 0,89 1,54 2,27 0,63 1,74 161
(27) (1,82-2,43) (0,87-1,34) (0,70-1,13) (1,10-2,19) (1,59-2,45) (0,45-0,93)  (1,38-2,22) '
Lapachol ) >20 M ] ) ) ) ) )
(28) (MACHADO, 2018)
8-
Lapachona 5,6 1M
(09) (4,67 —6,75)
(DIAS, 2018)
Nor- 8 - 1,57 uM
Lapachona - (1,18-2,10) - - - - - -

(10)

(COSTA et al, 2017)
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Dentre os derivados C-Alil-para testados (11-18) (Tabela 5), com excecéo
da molécula que apresenta o grupamento dodecano (18), todas sensibilizaram células
da linhagem de cdélon, HCT-116. A molécula DY037 (13), detentora do grupo
substituinte benzila, destacou-se por apresentar atividade antiproliferativa em todas
as linhagens testadas, com Cl’sso variando entre 2,03 e 6,03 pM. A amostra também
apresentou interessante indice de seletividade (6,5x) com foco no tratamento da
linhagem HCT-116. Representadas na Figura 19.2 e 19.3, a a-Lapachona (07) (uma
p-quinona) e a doxorrubicina (uma antraquinona) foram também testadas para fins

comparativos.

Figura 19. Representacdo das moléculas selecionadas para testes comparativos com 0S hovos
protétipos sintetizados e apresentacdo farmacéutica da doxurrubicina (quinona de uso ja
estabelecido na prética clinica), uma solucgdo isotbnica de uso injetavel.
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A documentacdo experimental e clinica em oncologia traz dados sobre as
propriedades antitumorais de diversas quinonas de origem natural e sintética
utilizadas no tratamento do cancer (BRANDAO et al., 2010). A doxorrubicina (29),
conhecida comercialmente como Adriblastina RD, é um farmaco antineoplasico da
classe das antraciclinas, as quais se encontram entre 0s agentes quimioterapicos
mais eficazes em uso clinico no tratamento do cancer, o que justifica seu uso para fins

de comparagdo nos ensaios de potencial antiproliferativo deste estudo.
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Estruturalmente, possui esqueleto ciclico do tipo quinona-hidroquinona e unidade
glicosidica denominada daunosamina (figural9) (MARTINS-TEIXEIRA; CARVALHO,
2020).

Em um rapido apanhado literario, € possivel listar uma gama de
mecanismos associados a acdo antitumoral da doxorrubicina (29). Esta versatil
quinona atua como agente intercalante de DNA (AGUDELO et al., 2014), indutor de
estresse oxidativo (CAPPETTA et al., 2017), promotor de alteracbes na membrana
celular (ALVES et al., 2017), desencadeador da superproducdo de ceramidas
(DVERBYE et al., 2017) e envenenador de topoisomerase Il (MARINELLO et al.,
2018), sendo estes o0s principais mecanismos pelos quais exerce sua atividade

antineoplasica (Figura 20).

Figura 20. Representacao da pluralidade de mecanismos que a antraquinona
doxorrubicina (29) apresenta (RIVANKAR, 2014).
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A doxorrubicina (29) pode tratar efetivamente varios tipos de cancer por meio de
seus diferentes modos de acao. No entanto, seu uso tem sido limitado devido a grave
toxicidade que surge durante e apds o tratamento. A toxicidade surge devido aos
diferentes modos de agéo que a doxorrubicina (29) utiliza para inibir o crescimento do
tumor (RIVANKAR, 2014). Além disso, diferentes eventos celulares podem ser
desencadeados pela doxorrubicina (29), todos responsaveis pela parada do ciclo
celular ou morte celular. Logo, apesar da ampla eficacia, duas principais limitacbes
estdo associadas ao uso clinico de doxorrubicina (29): multirresisténcia e
cardiotoxicidade. Derivados de antraciclinas contendo diferentes gliconas e funcoes
azido demonstraram promissora atividade com reducdo de toxicidade cardiaca e
supressao de resisténcia em células tumorais, respectivamente (MOISEEVA, 2019).
Isso motiva a elaboracdo de novas moléculas inspiradas em quinonas para 0
tratamento do cancer.

Como pode ser observado na Tabela 5, o analogo DY037 (13) apresentou
desempenho superior a a-Lapachona (07) na linhagem de célon HCT-116 no periodo
de incubacgéo de 72 horas. Em comparacéo a quinona doxorrubicina (29), superou 0s
analogos sintetizados em todas as linhagens testadas com ICso variando entre 0,02uM
em HL-60 (uma linhagem bastante sensivel) e 0,76 uM em PC3, uma linhagem mais
resistente.

Enquanto isso, € valido observar que todas as amostras sintetizadas
demonstraram atividade alta a moderada na linhagem de leucemia mieléide HL-60,
com variacoes entre 0,73 e 6,36 UM, destacando-se a molécula de grupo butila (11).
Comparando-se os resultados das moléculas com grupamentos alifaticos (14 e 18), é
nitida a melhora da atividade biol6gica com a diminuicdo do tamanho da cadeia. A
propdsito, as moléculas DY037 (13) e DY051 (17) demonstraram potencial relevante
frente a linhagem também leucémica (linféide) RAJI. Jardim e colaboradores (2017)
produziram uma série de 10 compostos p-quindnicos hibridos com presenca de
selénio que tiveram sua atividade antiproliferativa testada em 5 linhagens tumorais e,
assim como em nossos achados, obtiveram resultados significativos ao tratar as
células da linhagem HL-60. Destes compostos, 7 obtiveram Clso consideravel,
variando entre 1,96 e 5,39 pM. Semelhantemente a série produzida neste trabalho, as
Clso em linhagens de células normais alcancaram valor maior que 10 pM (Jardim et
al., 2017).
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Ja a série representada pelos compostos 19-27, tem seus resultados
demonstrados na Tabela 6 e, no periodo de incubacédo de 72 horas, apresentaram
como composto com maior potencial antiproliferativo as amostras ENSJ 669 (20) —
gue exibe o grupo substituinte butila- e 814 (27), que apresenta o grupo substituinte
fenil-Br, com valores de Clso de 0,62 e 0,63 pM na linhagem leucémica HL-60,
respectivamente. A molécula 813 (26), de grupo substituinte nitro-fenil, demonstrou
bom potencial inibitorio (Clsode 0,79 uM) na linhagem HCT-116. A molécula ENSJ 674
(25), que possui presenca do heterociclo tiofeno, apresentou o menor indice inibitorio:
Clsode 5,73 uM na linhagem de glioblastoma (SNB-19).

No ano de 2020, Aly e colaboradores evidenciaram a viabilidade de reacdes
de amidrazonas com duas quinonas de ocorréncia natural, a saber, 2-cloro-1,4-
benzoquinona e 5-hidroxi-1,4-naftaleno-1,4-diona (Figura 21). Espirotriazois e 1,2,4-
triazinas foram obtidos a partir das reacdes de amidrazonas com as quinonas citadas.
As amostras obtidas foram testadas em um painel de 60 linhagens, das quais catorze
linhagens foram sensibilizadas pela primeira molécula e vinte e duas pela segunda,
demonstrando bom potencial de inibicdo do crescimento das células, sendo
considerados os resultados das hibridizagGes encorajadores e promissores.

Figura 21. ReacBes entre amidrazonas e quinonas de ocorréncia natural com formacdo de
Espirotriaz6is (Adaptado de Aly e colaboradores, 2020)
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Um outro estudo experimental executado por Bahia e colaboradores (2016)
mostra a sintese e estudo de uma série de compostos derivados de distintas quinonas
em linhagens tumorais de pele, célon, prostata e leucemia; Semelhantemente aos
nossos achados, o grupo encontrou valores de Clso mais elevados nas séries de p-
quinonas: todas as amostras derivadas da a-Lapachona apresentaram resultados
maiores que 9 pM e os derivados da Nor- a-Lapachona (10) ndo apresentaram
nenhuma Clso inferior a 2 pM. Nas séries derivadas de o-quinonas, praticamente todas
as moléculas derivadas da B-Lapachona (9) (Figura 19) obtiveram resultados abaixo
de 1 uM e as derivadas da Nor- B-Lapachona (10) (Figura 19) apresentaram valores
de Clso menores que 2 uM em todas as linhagens testadas. Apesar de demonstrar
desempenho superior ao das moléculas que as inspiraram, nenhuma das amostras
do estudo supracitado apresentou indice de seletividade tdo elevado quanto a amostra
DY037, sintetizada para o presente estudo.

A molécula ENSJ 669 (20) demonstrou maior seletividade em relacédo a
linhagem de cancer de célon HCT-116. As moléculas seleno-quinoidais-para (11-18)
sintetizadas apresentaram menor potencial antiproliferativo neste estudo e nos demais
em que foram testadas e comparadas a moléculas desta classe, quando relacionados
seus resultados com as moléculas inspiradas na Nor-B-Lapachona (10)(seleno-
quinoidais-orto). Para que possamos compreender esta diferenca de comportamento,
€ interessante evidenciar as caracteristicas de cada espécie quimica em relacao ao
seu potencial redox, e mesmo que as diferencas estruturais sejam pequenas, ha
diferencas.

Potencial de oxidagcdo/reducdo €é a tendéncia de uma espécie
quimica adquirir elétrons e, desta maneira, serreduzida. Cada espécie tem seu
potencial intrinseco de reducao. Em estudos realizados no ano de 2010, Zhu & Wang
estudaram o potencial de redu¢éo de um elétron de 116 quinonas e evidenciaram que
p-quinonas apresentavam menor potencial redox que o-quinonas e isso influenciar os
resultados em sua atividade biolégica, o que € evidenciado em nossos achados e ao
longo dos estudos abordados anteriormente.

Os autores demonstraram ainda que quinonas com propriedades
aromaticas, as 2-substituidas-1,4-naftoquinonas tém o0s maiores potenciais de
reducdo de um elétron, seguidos por 1,4-antraquinonas substituidas e depois por
9,10-antraquinonas substituidas (Figura 22) (ZHU; WANG, 2010). Esse dados que
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podem dar suporte ao processo de planejamento de farmacos e consequentemente a

sintese de produtos de maior eficiéncia biologica.

Figura 22. Quinonas e seus potenciais redutores (adaptado de ZHU; WANG, 2010)
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Apés a execucao dos ensaios do MTT com incubacao de 72 horas, seguiu-
se com ensaios de tempos de incubacdo mais curtos, a fim de estabelecer qual
molécula seria selecionada para a continuacdo dos estudos de mecanismo de morte
e de acdo. A escolha da linhagem em que os estudos foram continuados relacionou-
se a expressdo de NQOL. Visivelmente, nos dados expressos nos resultados de 72
horas de incubacgéo, a linhagem HL-60 demonstrou maior sensibilidade frente as
moléculas testadas. Contudo, linhagens leucémicas como RAJI e HL60 apresentam
expressdo nula ou muito baixa de NQO1 (SCARPA et al., 2012), um possivel alvo a
ser abordado neste estudo. Portanto, devido aos interessantes resultados na linhagem
HCT-116 e sua moderada expressédo da enzima em questdo, optou-se por continuar

os estudos nesta linhagem.
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A Tabela 7 ilustra os dados de Clso resultantes de periodos de incubacao
de 24 e 48 horas com as moléculas DY037 (13), representando as p-quinonas
derivadas da C-Alil-lausona (04), e ENSJ 670 (21), 671 (22), 672 (23) e 813 (26),
representando as o-quinonas derivadas da Nor-B-Lapachona (10). Foram utilizados
como controles do experimento Menadiona, a-Lapachona (07) (p-quinona) e Nor-8-
Lapachona (10) (o-quinona). A doxorrubicina (29) nao foi utilizada neste experimento
por apresentar seu mecanismo principal de acdo (dano ao DNA) com efeito apenas
apos um tempo de 48 horas de incubacao (Figura 18).

Como pode ser observado na Tabela 7, a linhagem em que a maioria das
moléculas testadas apresentou atividade foi a de cancer de colon e por este motivo
ela foi utilizada para a continuidade dos estudos. A p-quinona DY037 (13), portadora
do grupo -benzil, seguiu apresentando valores de Clso bastante superiores as das o-
quinonas. No tempo de incubacéo de 48 horas, sua Clso aumentou mais de trés vezes
e em 24 horas, obtivemos uma concentracao inibitéria superior a 10uM; inviabilizando
sua continuidade nos estudos. Ainda assim, esta molécula demonstrou potencial
antiproliferativo mais acentuado que as moléculas utilizadas para comparacao: a-
Lapachona exibiu Clso maior que 40 uM enquanto a menadiona praticamente dobrou
sua Clso entre os tempos de 48 e 24 horas de incubacdo. Todas estas p-quinonas
(controles e DY037 (13)) apresentaram comportamento tempo dependente, ou seja,
sua atividade inibitéria é diretamente proporcional ao periodo de incubacao entre as

moléculas e as células tumorais testadas.

Tabela 7. Clso nos tempos de incubacdo de 24 e 48h, em uM das moléculas o e p-quinonas frente a
linhagem tumoral HCT-116. Os resultados séo oriundos de uma média de experimentos realizados em
triplicata.

CI50 pM
Cédigo HCT-116- 48h HCT-116- 24h
DY037 (13) 7.1 11,79
(6,41-7,87) (9,19-15,25)
ENSJ 670 (21) 1,66 1,71
(1,33-2,08) (1,43-2,05)
ENSJ 671 (22) 3,11 3,46

(2,46-3,92) (2,83-4,25)



75

ENSJ 672 (23) 2,41 2,43
(1,96-2,95) (2,03-2,91)
ENSJ 813 (26) 1,88 2,25
(1,48-2,42) (1,75-2,91)
Nor-B-Lapachona (10) 1,024 4,12
(0,85-1,24) (3,051-5,567)
a-Lapachona (07) - 43,49

(33,25-56,89)

Ja as o-quinonas (19-27), apresentaram potencial antiproliferativo elevado.
Apesar das Clso praticamente dobrarem em tempos de incubacdo menores (24 e 48
horas), as mesmas se mantiveram baixas quando comparadas entre si e as p-
quinonas. Diferentemente do observado entre as p-quinonas, as Clso encontradas
entre as o-quinonas nos tempos de incubacdo de 24 e 48 horas se mantiveram
praticamente constantes, evidenciando um comportamento que se distancia do das p-
quinonas; ndo apresentando dependéncia do tempo no intervalo supracitado.
Enquanto isso, o controle utilizado para comparagao, a o-quinona Nor-g-Lapachona
(10), apresentou uma Clso praticamente quatro vezes maior no tempo de incubagéo
de 24 horas, em relacdo a incubacao de 48 horas, demonstrando um comportamento
tempo-dependente e distinto do das moléculas testadas.

Diante das evidéncias encontradas, selecionou-se a molécula ENSJ 670
(21) para a continuidade dos estudos de mecanismo de morte celular e acdo, por este
composto apresentar a menor Clso nho periodo de incubacdo de 24 horas, além de
apresentar razoavel indice de seletividade quando testado em 72 horas, comparando-
se o potencial citotoxico entre a linhagem tumoral na qual apresentou maior atividade

(HCT-116) e a linhagem de células murinas normais L929.
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Viabilidade Celular por Citometria de Fluxo

Como ja mencionado anteriormente, a molécula ENSJ 670 (21) foi
selecionada para a continuidade dos estudos de mecanismo. Posteriormente aos
ensaios do MTT, sucedeu-se o ensaio de viabilidade celular em células da linhagem
HCT-116. Neste ensaio utilizaram-se quatro diferentes concentracdes da molécula em
estudo: metade da sua Clso (0,85 uM), a prépria Clso (1,75 yM), o dobro (3,5 uM), e
0 quadruplo (7,0 uM). Para parametro de comparagao, também foi mensurada a
viabilidade de células ndo tratadas e células tratadas com a molécula protétipo que

inspirou a o-quinona abordada neste estudo, a Nor-B-Lapachona (10).

Figura 23. Efeito da o-quinona ENSJ 670 (21) sobre a viabilidade das células HCT-116, determinada
por citometria de fluxo apds 24h de tratamento.
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Os dados correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em triplicata. Cinco mil eventos foram contados para cada experimento. *, p<0.05 comparado ao

controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. NBL: Nor-Beta-Lapachona.
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A Figura 23.A representa, por meio de histogramas, a viabilidade das
moléculas testadas. Observando-se os histogramas, verifica-se que entre o controle
negativo e o controle positivo é evidente um discreto deslocamento do pico para a
direita e alteracdo do seu formato, enquanto o gréfico representado em B denota
significativa reducédo da viabilidade celular no grupo tratado com a Nor-8-lapachona
(10), em comparacédo ao controle negativo.

Em relagdo aos grupos tratados com a molécula teste, na menor
concentracdo da o-quinona ja € possivel perceber, em comparacdo aos controles,
uma sensivel alteracdo na maneira como o grafico se configura, com visivel
deslocamento das células para a direita, denotando alteracéo do padrao de tamanho
e granulometria celular. A inibicdo da viabilidade celular € equivalente nos grupos do
controle positivo e na menor concentragao da o-quinona testada. Ao observar o perfil
do histograma da Clso da molécula teste, um deslocamento bastante acentuado é
visualizado, diluindo bastante o pico encontrado nas células sem tratamento.
Comparando-se esta concentracao e a Clsodo controle positivo, de acordo com a parte
B da Figura 19, é possivel constatar uma reducao superior do nimero de células em
relacdo ao controle negativo e significativa reducdo do mesmo parametro comparado
ao desempenho da Nor-8-lapachona (10). Visualmente é possivel concluir que a
diminuicdo da viabilidade celular encontrada na citometria é proporcional ao resultado
encontrado no ensaio do MTT com incubacdo de 24 horas, corroborando-se 0s
ensaios.

As duas maiores concentragfes da o-quinona testada (21) apresentaram
um potencial ainda maior de reducdo da viabilidade na linhagem celular HCT-1186,
tanto em comparacéo ao controle positivo quanto ao negativo, e € possivel observar
gue a formacéao dos histogramas se deu em um padrao totalmente diferente do padrao
das doses anteriores, com extenso deslocamento para a direita e extensiva diminui¢cao

da contagem do namero de células.
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O-quinonas: Toxicidade x Citoprotegéo.

Importancia da concentracéo, tempo e reatividade

Ndo é dificil encontrar estudos que referenciam a relacdo destas
moléculas (o-quinonas) com a quimioprevencao de doencgas celulares e a0 mesmo
tempo seu potencial citotoxico. Bolton, Dunlap e Dietz (2018) elencaram em seus
estudos sobre quinonas naturais uma série de mecanismos que abordam a
quimioprevengéo e toxicidade.

Alguns autores citam que a performance biolégica quimiopreventiva das o-
guinonas se manifesta através de atividade anti-inflamatoéria (Moridani et al., 2001;
Denis et al., 2015), como ocorre com a quercetina (Kleemann et al., 2011), resveratrol
(Brisdelli et al., 2009) e capsaicina (Reyes-Escogido Mde et al., 2011), ou controle de
enzimas de fase Il, de metabolizagdo de xenobibticos (Pierce et al., 2016), por meio
da enzima Keapl, que aumenta a atividade do elemento de resposta antioxidante
(ERA) dependente de Nrf2, levando a indugéo de varias enzimas de desintoxicagao.
O potencial citotoxico das o-quinonas se manifesta por meio do dano ao DNA (Reyes-
Escogido Mde et al.,2011; Bolton & Dunlap, 2017), interagdo com enzimas oxidativas
(Chin & Kinghorn, 2008) e morte por apoptose resultante do estresse celular (Gundala
et al., 2014), interacBes representadas na Figura 24.

Discute-se que quinonas e 0s compostos que as formam provavelmente
tém curvas de dose-resposta em forma de U invertido (Figura 24) (SATOH;
MCKERCHER; LIPTON, 2013). Isso ocorre porque eles apresentam efeitos opostos
em sistemas biolégicos que, dependendo da dose, alvos celulares e tempo de
exposicao, podem resultar em toxicidade ou citoprotecdo. Em doses baixas e para
quinonas relativamente estaveis/seletivas, a citoprotecdo vem de um contra-ataque
eletrofilico resultando na inducdo de enzimas de desintoxicacao pela via Keapl/Nrf2.
Em doses mais altas e para quinonas menos seletivas/mais reativas, a deplecéo de
GSH, a oxidacdo de NAD(P)H e a degradacédo de proteinas levariam a resposta ao
estresse do reticulo endoplasmatico e a transducao de sinal alterada. Adutos de DNA,
especialmente de quinonas de estrogénio e PAH (hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos), que ndo sado reparados de forma eficiente durante a exposi¢céo a longo
prazo, podem iniciar e promover o processo carcinogénico. Quinonas muito reativas

provavelmente s6 tém como alvo as enzimas que as sintetizam (P450, COX-2, etc.)
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ou reagem com agua e tém poucos efeitos toxicos/citoprotetores (BOLTON &
DUNLAP, 2016).

Figura 24. Alvos bioldgicos de Orto-quinonas: da quimioprevencgéo a toxicidade.

Adaptada de Bolton, Dunlap e Dietz (2018);
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Uma vez que a molécula em estudo é constituida pelo grupamento quinona,
ao planejar os estudos de mecanismo de a¢do considerou-se as possiveis vias de

acao das moléculas ja descritas em literatura para a execuc¢ao dos testes futuros.
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Estudo do mecanismo de agdo do composto ENSJ 670 em células tumorais de
c6lon HCT-116

Para os experimentos de mecanismo de agdo da naftoquinona ENSJ 670
(21), foram utilizadas células tumorais humanas de carcinoma colorretal da linhagem
HCT-116. As células foram cultivadas em placas nas concentracdes indicadas em
cada ensaio na secao de métodos. Os protocolos aplicados examinaram os efeitos de
diferentes concentragbes do composto ENSJ670, em tempo de incubacdo de 24
horas. As concentracdes de ENSJ 670 (21) testadas foram estimadas a partir da
média calculada dos valores de Clso determinados pelo método do MTT para esta
mesma linhagem celular, apos 24h de incubacédo. Assim as concentracdes escolhidas
foram de 0,85 uM; 1,75 pM; 3,5 uM e em alguns ensaios 7 uM. Os controles positivos

utilizados estdo indicados em cada ensaio.

Mecanismo de Morte Celular
Avaliacao da Externalizacao da Fosfatidilserina —Anexina V

Para avaliar o padrdo de morte celular, utilizou-se 0 método da Anexina
para constatacdo da externalizacdo da fosfaditilserina. A fosfatidilserina é um
fosfolipideo de membrana cuja externalizacdo estd, frequentemente, associada as
primeiras alteracdes que ocorrem na via de morte celular por apoptose (FADOK et
al., 1992; CALLAHAN; WILLIAMSON; A SCHLEGEL, 2000). A fim de analisar a
possivel participacdo desse mecanismo de morte celular no padrdo de morte
desencadeado pela molécula ENSJ670 (21), o ensaio da Anexina V, marcador
especifico de fosfatidilserina, foi realizado por citometria de fluxo, apdés 24h de
incubacédo. A Nor-B-Lapachona (10) foi utilizada como controle positivo para fins de
comparagao.

Como pode ser observado (Figura 25), houve diminuigdo significativa no
namero de células viaveis em todas as concentracdes de ENSJ 670 (21) testadas em
relacdo ao controle negativo. Observou-se também um aumento gradual no
percentual de células apoptoticas proporcional ao aumento da concentracdo da o-
quinona testada. O aumento foi significativo tanto em relagdo ao controle negativo

quanto em relacéo a Nor-B-Lapachona (10). Foram detectadas células em processo
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de apoptose tardia/ necrose apenas a partir da Clso e os achados foram
significativamente maiores que nos controles negativo e positivo. Através destes
achados, evidencia-se a probabilidade de a molécula ENSJ 670 (21) utilizar-se do
mecanismo de morte celular por apoptose.

Em estudo publicado no ano de 2008, Salustiano e colaboradores
abordaram a sintese de quinonas hibridas- 1,4-naftoquinonas pentaciclicas e seus
testes em células de pacientes resistentes a quimioterapia convencional. Os
compostos foram avaliados quanto a sua capacidade de inviabilizar as células
tumorais e, assim como a molécula em estudo, também passaram por avaliacdo da
externalizacdo da fosfatidilserina. O resultado encontrado demonstrou que as
amostras eram capazes de induzir, em sua maioria, morte por apoptose e necrose,
semelhantemente aos achados no presente estudo.

Datam da década de 90 os primeiros estudos que buscavam evidenciar 0s
tipos de morte celular ocasionados pela o-quinona 3-Lapachona (09) em sua atividade
anticancer e até os dias atuais, verifica-se o empenho de pesquisadores no propdsito
de evidenciar este aspecto e outros comportamentos mecanisticos desta molécula e
seus derivados em uma série diversa de linhagens tumorais. Planchon estudou em
2001 o potencial apoptético desta molécula em células tumorais prostéaticas e inferiu
gue seu mecanismo esta associado a interacdo com a enzima NQO1 (Planchon,
2001); Enquanto isso, Liu e colaboradores evidenciaram morte por apoptose por (-
Lapachona em células tumorais de colon humano, ocasionada pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio (Yue, et al., 2019); Bey e colaboradores (2006)
demonstraram o potencial apoptético da B-Lapachona, descrevendo uma série de
eventos desencadeados por esta molécula, e que estdo envolvidos na morte celular

por apoptose.
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Figura 25. Efeito da ENSJ 670 (21) sobre a externalizagao da fosfatidilserina em células HCT-116 apods
24h de tratamento, determinado por citometria de fluxo, utilizando Anexina-V-PE e 7-AAD. Os
resultados estéo representados em graficos em barras e dot-plot.
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Os dados correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em triplicata. Cinco mil eventos foram contados para cada experimento. *, p<0.05 comparado ao

controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. NBL: Nor-Beta-Lapachona.
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Na Figura 26, estdo descritos uma série de estudos nos quais o objetivo
principal era estudar com profundidade a acédo anticancer dos derivados do lapachol
(28), a-Lapachona (07), B-Lapachona (09) e Nor-B-Lapachona (10). Elencou-se os
tipos de morte celular envolvidos nos mecanismos dos prot6tipos e seus derivados e,
em sua maioria, foi evidenciado morte por apoptose ou necrose com espécies reativas

de oxigénio envolvidas neste processo.

Figura 26. Quinonas naturais e sintéticas e seus mecanismos de morte em diversas linhagens de células
tumorais.
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etal., 2011).

Determinagao do potencial transmembrénico mitocondrial

Apoés apresentacdo de evidéncias sobre a implicacdo da acédo de espécies
reativas e suposto envolvimento de ROS nos mecanismos de morte de células
tratadas com quinonas descritas em literatura, o presente trabalho investigou o papel
das perturbacdes mitocondriais no efeito citotdxico do composto ENSJ 670 (21),
avaliado através da sua capacidade de induzir alteracbes no potencial
transmembréanico da mitocéndria (AYm).

O teste foi realizado por citometria de fluxo através da incorporagcéo do
corante Rodamina 123 apds 24h de tratamento. Neste ensaio utilizou-se trés
diferentes concentragbes da molécula em estudo: metade da sua Clso (0,85 pM), a

propria Clso (1,75 pM) e o dobro (3,5 uM). Para parametro de comparagao, também
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foi mensurada a viabilidade de células néo tratadas e células tratadas com a molécula
protétipo que inspirou a o-quinona abordada neste estudo, a Nor-B-Lapachona (10).

O comportamento da o-quinona testada (ENSJ 670-21) apresenta-se
similar ao controle negativo na menor concentracdo utilizada (0,85 puM) e o pico
formado mantem-se em posi¢cdo semelhante ao mesmo, ndo havendo significancia na
comparacao. Ja nos resultados observados na Clso (1,70 uM), é possivel tanto
visualizar um aspecto diferenciado no histograma quanto no grafico de barras e a
diferenca significativa em comparagcdo com 0s controles negativo e positivo é
evidente. No histograma, o grafico desloca-se para a esquerda, deixando nitida a
formacéo de um pico e diminuicéo da fluorescéncia, indicativa de alteracdo da funcéo
mitocondrial por despolarizacdo. A maior concentracdo da ENSJ 670 (21) testada
deixa ainda mais evidente a similaridade entre seu comportamento e o controle
positivo, com formacao perceptivel de um pico a esquerda, reforcando o carater de
despolarizacdo mitocondrial, similarmente aos achados no estudo anteriormente
mencionados. Contudo, a despolarizacdo verificada no controle positivo, NBL, a
concentracéo de 20 uM, foi considerada bastante elevada em comparacéo ao controle
negativo.

Observando-se a Figura 27, infere-se que a molécula eleita como controle
positivo (Nor-B-Lapachona-10) provoca alteracdo da intensidade de fluorescéncia
relevante em relacdo ao controle negativo. Em seus estudos sobre a molécula
controle, Cavalcanti e colaboradores (2013) concluiram que a diminuicao de AWYm
induzida por ela indicou disfuncdo mitocondrial mediada por ROS em células de
leucemia promielocitica. Assim, as alteracdes na funcdo mitocondrial causadas pela
exposicao a essa naftoquinona poderiam ser as principais causas de morte celular. O
estudo justifica que as EROs geradas in situ podem abrir poros de transicao de
permeabilidade com subsequente perda de AWm, além de poderem causar danos
celulares por apoptose, inativacdo de enzimas e liberacédo de citocromo c no citosol
(PISANI et al., 1986; LI et al., 1997; CAVALCANTI et al., 2013). No mesmo estudo, foi
ainda levantada a hipotese de que parte das moléculas testadas causaria danos
oxidativos no DNA pela geragcdo de ROS e, de alguma forma, os tratamentos

prejudicariam a atividade de reparo do DNA, desencadeando a apoptose.
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Figura 27. Efeito da ENSJ670 (21) sobre a despolarizacdo mitocondrial em células HCT-116, determinado or
citometria de fluxo apés 24h e 48h de tratamento. A concentracéo utilizada para o controle positivo NBL foi de 20 uM.

A
S __01-CONTROLE003
-7
£ 3 Controle —
I=] 4
“oi Média: 210,29
100 10" 102 10® 10 ' ’
FL2 - Rho 123 B
o 02-NORBETA.002
273 1.5+
S 3 Controle +: NBL .
8 3 o * p<0,05 vs. C-
© Ao Média: 72,02 2 # p<0,05 vs. C+
109 10" 102 10® 10 )
FL2 - Rho 123 Q — #
o 03-670.0.5.004 O 5 1.0
g 3 ENSJ 670 0,85 °
c 1 = — *#
3 4 . . ©
S 1 Média: 175,92 RO *
109 10" 102 10 10* o ®© E
FL2 - Rho 123 T o 054
ge : —
o 04-670.1.0.004 = P
o3 ENSJ 670 1,70 c
T a8
8_1 Média: 108,28 =
1-00 10! 102 103 104 o '
FL2 - Rho 123 C- NBL 0,85 1,70 3,5 _
" 8' 05-670.2.0.009 ><|C50
g ; ENSJ 670 3,5
3 o Média 92,67

109 10" 102 10% 10
FL2 - Rho 123

Os dados correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em triplicata. Cinco mil eventos foram contados para cada experimento. *, p<0.05 comparado ao
controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

Em 2019 Shi e colaboradores debrucaram-se sobre os estudos de
mecanismos de morte envolvendo a molécula mono(2-etilhexil) ftalato (MEHP) em
células INS-1. Os autores concluiram que a MEHP levaria ao aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a regulacdo positiva da morte por autofagia.
Adicionalmente, MEHP induziria o colapso do potencial transmembrana mitocondrial
e liberagcéo de citocromo c. Durante os estudos, testou-se o potencial citoprotetor da
pirroloquinolina, uma quinona, e observou-se uma diminuicdo dos indices de morte

celular apos sua aplicacdo, o que reforca a hipotese de que, a depender da
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concentracdo utilizada, as quinonas podem assumir um carater mantenedor do

equilibrio celular.

Determinacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)

intracelulares

Apés constatadas evidéncias de que ha participacdo de espécies reativas
de oxigénio no mecanismo de morte celular induzido por naftoquinonas, de acordo
com os estudos anteriormente mencionados, prosseguiu-se com a investigacao sobre
a geracao destas espécies sobre células tratadas com a molécula em estudo, ENSJ
670 (21).

Figura 28. Um paralelo entre a producéo de espécies reativas de oxigénio em células sadias e tumorais
a partir do estimulo por fatores de crescimento. Adaptado de Perillo e colaboradores, 2020.
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As principais cascatas de sinalizacéo induzidas por EROs estimuladas por
fator de crescimento estdo destacadas na Figura 28, a esquerda. As mesmas vias

influenciam o ciclo celular e afetam a atividade de fatores de transcricéo e genes que
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desempenham papéis na resposta celular ao microambiente hipdxico. As EROs
também induzem a peroxidacdo lipidica com escoamento de elétrons nas
mitocondrias e a liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares. As principais
consequéncias do estresse oxidativo em células cancerosas séo ilustradas na Figura
28, a direita. EROs moderadamente elevadas induzem oncogenes e inibem genes
supressores de tumor que, por sua vez, aumentam os niveis de EROs. A liberacéo de
Ca?* induz a PKC, engquanto a expressédo de genes envolvidos na formacgéo de novos
vasos sanguineos e no estabelecimento de um sistema antioxidante potencializado é
aumentada. EROs também ativam HDACs e tém um efeito duplo sobre DNMTs com
resultados importantes para a expressao de oncogenes e genes supressores de
tumor. As bases oxidadas desencadeiam mutacdes e envolvem enzimas de reparo do
DNA (PERILLO et al., 2020). Em resumo, a célula tumoral usa a produ¢do aumentada,
embora regulada de EROs como “combustivel” para a instabilidade genémica.

O efeito Warburg, também chamado de glicolise aerdbica, conhecido desde
a década de 1920 (WARBURG; WIND; NEGELEIN, 1927; SIMABUCO et al., 2018), €
por definicAo o deslocamento apresentado pelas células tumorais da oxidagéo
completa da glicose para uma oxidacao incompleta a lactato, mesmo na presenca de
oxigénio. Essa observacao pode ser considerada uma das marcas do cancer e mostra
uma das alteracGes relacionadas ao metabolismo apresentadas pelas células
tumorais. A principal consequéncia do efeito Warburg é o aumento do consumo de
glicose nas células cancerigenas. As mesmas apresentam um comportamento
metabdlico alterado. Mesmo na presenca de oxigénio, essas células oxidam a glicose
em lactato, em um processo bem menos eficiente para gerar ATP e, portanto,
consume mais glicose. Esse aparente paradoxo é explicado em parte por varias outras
alteracbes no metabolismo que ocorrem além do efeito Warburg (SIMABUCO et al.,
2018). Como relacionado anteriormente, devido a uma série de fatores como
extensiva estimulacao e autoestimulacao celular tumoral por fatores de crescimento e
vigoroso metabolismo intrinseco, a producdo exacerbada de espécies reativas de
oxigénio é algo comum neste tipo de célula, elevando o limiar critico de producéo de
EROs.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) intracelular € um
processo comum e muitas vezes fisiologicamente importante. As EROs podem ser
produzidas durante o metabolismo celular, pela mitocondria, e por sistemas

enzimaticos distintos. No entanto, em células tumorais, onde o balanco redox ja se
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encontra em situacdo critica (JAMIER et al., 2010), uma elevacdo no contetdo de
EROs pode desencadear morte celular. Naftoquinonas sdo moléculas conhecidas
pela producao de EROs devido a sua estrutura redox. De posse destas informacoes,
o composto ENSJ 670 (21) foi avaliado quanto sua capacidade de producédo de
espécies reativas de oxigénio.

Mensurou-se a producdo de EROs intracelular usando o reagente CM-
H2DCFDA, que pode reagir com diferentes tipos de EROs, incluindo peroxido de
hidrogénio, radicais hidroxila e peroxinitrito. Conforme observado na Figura 25, o
controle negativo ndo apresenta producao significativa de EROs, enquanto o controle
positivo, NBL, apresentou significativa geracédo destas espécies a partir de 1 hora de
incubacgéo. A Clso da quinona em estudo apresentou significativa geragcdo de EROs
apenas a partir do periodo de incubacdo de 5 horas, enquanto o dobro de sua
concentracéo alcangou valor significativo em relagéo ao controle negativo a partir do

tempo de 3 horas de incubacao (Figura 29).

Figura 29. Efeito das naftoquinonas ENSJ670 (21) na producdo de ROS em células HCT-116
determinado por citometria de fluxo utilizando o CM-H2DCFDA, ap6s 1h, 3h e 5 horas de
incubacao.
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Nor-B-Lapachona (10) na concentracdo de 20mM foi utilizada como controle positivo. Os dados
correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes. Cinco mil eventos foram
contados para cada experimento. *, p<0.05 comparado ao controle negativo por ANOVA seguido pelo

teste de Dunnett.
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Observa-se ainda que tanto o controle positivo quanto a amostra em estudo
induziram a formacao de EROs intracelular de maneira tempo dependente, atingindo
os picos de producdo em 5 horas. A naftoquinona ENSJ 670 (21) apresentou também
comportamento dependente de concentragéo, visto que, quanto maior a concentracao
utilizada nos tratamentos, maior o indice de producdo de espécies reativas. Os
resultados corroboram com os apanhados dos estudos anteriores, especialmente com
0s achados sobre a despolarizacdo mitocondrial.

Um dos principais desafios no desenvolvimento de drogas antineoplasicas
que erradicam células cancerigenas especificamente, com toxicidade minima para
células normais, € identificar as propriedades particulares do cancer. As células
cancerosas sustentam um nivel mais alto de espécies reativas de oxigénio, devido a
aberrac6es metabodlicas e de sinalizacdo e crescimento desenfreado. As células
cancerosas também sao dotadas de um poderoso ambiente redutor, devido a
superproducdo de antioxidantes como a glutationa (GSH) (PERILLO et al., 2020).
Portanto, o equilibrio redox alterado € provavelmente a propriedade mais prevalente
das células cancerigenas distintas das células normais, o que poderia servir como
alvo terapéutico favoravel. Por isso, a associagdo com estratégias de drug delivery
poderia ser crucial para evitar efeitos adversos, aumentando, assim, a adesédo a
terapia antineoplasica.

Devido ao fato de as o-quinonas serem espécies eletrofilicas que muitas
vezes ndo sao detectadas, pois reagem rapidamente com uma variedade de
nucledfilos via adicdo de Michael ndo enzimatica, sua formacdo pode ser inferida
através de seu aprisionamento por nucledfilos de tiol reativos, como a glutationa
(Figura 30). Bolton, Dunlap e Dietz (2018) desenvolveram um pré-oxidante depletor
de GSH, benzoiloxi dibenzil carbonato, denominado B2C, que foi capaz de diminuir
rapidamente o GSH e elevar o estresse oxidativo a um nivel limite acima do qual as
células cancerigenas ndo podem sobreviver. B2C foi projetado para liberar quinona
metideo (QM), que rapidamente esgota GSH através de hidrélise mediada por
esterase. B2C foi capaz de esgotar rapidamente GSH e induzir um nivel avassalador
de estresse oxidativo em células cancerosas, levando a ruptura mitocondrial, ativacao
de procaspase-3, PARP-1 e clivagem de Bcl-2. No estudo de modelos de xenoenxerto
de tumor, o B2C injetado por via intravenosa causou morte celular apoptética em
tumores e suprimiu significativamente o crescimento do tumor. Essas descobertas

fornecem uma nova viséo sobre o desenho de farmacos anticancer mais eficazes, que
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exploram o equilibrio redox alterado nas células cancerigenas, reforcando o papel das

quinonas neste processo.

Figura 30. Interacdo Quinona- GSH com transi¢cdo Quinona-Semiquinona e formacao de espécies reativas
de oxigénio durante o processo. Adaptado de Bolton, Dunlap e Dietz (2018)
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Fisiologicamente, a geracdo de hidroquinonas induzida por espécies
reativas de oxigénio nem sempre é uma etapa de desintoxicacdo, dependendo do
potencial redox da hidroquinona, de se rearranjar para gerar eletrofilos reativos e da
capacidade do sistema biologico especifico de eliminar a hidroquinona antes ou
depois da conjugacdo via glucuronidacdo ou sulfatacdo. Mesmo no caso bem
estudado da menadiona, pequenas mudancas na estrutura da naftoquinona alteram a
estabilidade da hidroquinona gerada e podem modular sua toxicidade. Derivados de
2-hidroxi e 2-amino 1,4-naftoquinona podem ser ativados por NQO1, mas
curiosamente in vivo, ndo apenas a extensao da toxicidade pode ser modificada por
pequenas alteracdes na estrutura em relagdo & menadiona, mas também no sitio- alvo
(receptor) (IVANOVA et al., 2018). A superoxido dismutase (SOD) também pode
influenciar as taxas de autoxidacao de hidroquinonas geradas por NQO1 e pode inibir
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ou acelerar a autoxidacdo dependendo da estabilidade e da quimica redox da
hidroguinona (ROGINSKY; BARSUKOVA, 2000). Os mecanismos subjacentes a
morte de células tumorais variam, dependendo da hidroquinona gerada, mas a
producdo de intermediarios eletrofilicos que arilam o DNA (mitomicina C,
aziridnilbenzoquinonas), espécies reativas de oxigénio (B-lapachona, estreptonigrina,
desoxiniboquinona) ou moléculas que sdo mais eficientes em inibir outro alvo celular
(Ex: Hsp90) foram todos demonstrados (ROSS; SIEGEL, 2021).

A enzima NQOL1 atua na protecéo contra o estresse oxidativo. NAD(P)H:
oxidorredutases aceptoras de quinonas (NQQO's), como o préprio nome sugere, Sao
eficientes na reducdo de quinonas endbégenas e exdgenas a hidroquinonas
(ERNSTER, 1967; ROSS; SIEGEL, 2018). Esta relevante enzima biologica pode atuar
fornecendo formas antioxidantes de substratos fisiolégicos, incluindo ubiquinona e
vitamina E quinona e geracdo de NAD+ para sirtuinas e PARP. A eliminacao direta de
superéxido por NQO1 também pode fornecer protecédo contra o estresse oxidativo,
particularmente onde os niveis de SOD celular sdo baixos. As funcbes de ligacéo
macromolecular de NQO1 podem ser igualmente relevantes para uma resposta
protetora celular. A ligacdo de NQO1 a proteinas pode estabiliza-las contra a
degradacédo proteassomal 20S, enquanto a ligacdo de NQO1 ao mRNA pode modular
a traducdo de proteinas. Isso sugere que um papel importante para NQO1 quando
induzido sob condi¢Bes de estresse oxidativo é manter a estabilidade de proteinas
criticas. P53 € um das proteinas protegidas por NQO1 contra a degradacao
proteassomal. Mudancas nas razdes redox dos nucleotideos de piridina alteram a
conformacao e a ligacdo de NQO1 a proteinas e mMRNA, o que pode representar um
mecanismo de sinalizacdo no estresse oxidativo. A importancia e funcdes da enzima
citada foram elencadas na Figura 31 (ROSS; SIEGEL, 2018).

Docking Molecular: Conexao entre as naftoquinonas ENSJ 670 (21) e DY037 (13)
e a enzima NQO1

A relacdo entre a producado de espécies reativas motivada pelo tratamento
com quinonas e a regulacdo do processo de morte celular via NQO1 anteriormente

descrita, motiva investigar com mais propriedade a interacao entre estas moléculas.
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Docking ou ancoragem molecular € um recurso utilizado para predicdo da
melhor orientacdo de ajuste de um ligante em uma proteina. Essa perspectiva nos
permite prever o comportamento de pequenas moléculas no sitio de ligacdo das
proteinas alvo, assim como explicar as interagdes moleculares. A sequéncia
de docking envolve dois passos: (1) predi¢ao da conformacao, posicéo, orientacao do
ligante dentro dos sitios e (2) avaliacdo da afinidade de ligacdo (MENG et al.,
2011). O docking pode também ser utilizado para realizar triagem virtual de volumosas
bibliotecas de compostos, classificar resultados e propor hipéteses estruturais sobre
como ligantes ligam-se aos alvos (MORRIS; LIM-WILBY, 2008; TROTT; OLSON,
2009). Essas predicdes podem ajudar a elevar a probabilidade de encontrar novos
inibidores de proteinas-chave de patdégenos, ao prever quao bem um composto pode
conectar-se ao alvo, onde ele pode ligar-se, e que tipos de interagbes poderia formar
no local de ligagdo, assim como identificar candidatos promissores para testes de
laboratério.

Este método permite estudar como duas estruturas tridimensionais
interagem uma com a outra, da melhor forma possivel e tem sido muito utilizado para
estudar como algumas moléculas podem interagir com enzimas e no planejamento de
farmacos (REIS, 2008).

A NAD(P)H: quinona oxidorredutase 1 (NQO1) € uma redutase de dois
elétrons homodimérica, dependente de flavina como co-fator, com capacidade de
reduzir uma ampla gama de substratos. Em humanos, NQO1 é expressa em altos
niveis no epitélio, endotélio e adipdcitos, bem como em muitos tumores solidos
(SCHLAGER; POWIS, 1990; SIEGEL; ROSS, 2000; SIEGEL et al., 2018).

Referida como DT-diaforase, a NQO1 é principalmente uma enzima
citosolica e é caracterizada bioquimicamente por sua capacidade distinta de usar
NADH ou NADPH como cofatores redutores. E frequentemente considerada como
uma enzima desintoxicante devido a sua capacidade de reduzir quinonas reativas e
quinonas iminas as suas formas de hidroquinonas menos ativas e menos toxicas.
NQO1 é uma enzima consideravelmente induzivel que é regulada pela Sistema
Nrf2/Keapl. Evidéncias de sua implicacdo nas atividades antioxidantes atraves da
inducéo ou supressao dos niveis de NQO1 estéo ligadas a diminuigdo e ao aumento
da exposicdo ao estresse oxidativo, respectivamente (ATIA; ABDULLAH, 2020).

NQO1 tem sido tradicionalmente rotulada como uma quinona redutase,

mas novos papeéis para NQOL1 estdo surgindo onde esta enzima se liga e regula a
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estabilidade de muitas moléculas biolégicas importantes. Varios estudos foram
publicados onde o NQO1 pode modular os niveis de proteinas reguladoras criticas,
incluindo p53, p63, p73, PGC-1a e, mais recentemente, Hif-1a, protegendo essas
proteinas da degradacao proteassomal 20S (ASHER et al., 2001). Na Figura 31, estao
elencadas as caracteristicas e funcdes desta tdo importante enzima em amplo

aspecto.

Figura 31. Representacdo dos processos bioldgicos em que a enzima NQO1 esta envolvida e suas
multiplas funcdes.
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NQOL1 é constitutivamente expressa em uma variedade de tecidos em todo
0 corpo, mas € superexpresso em muitos tumores solidos (JI et al., 2017). Essas
observacdes tornaram o NQO1 um alvo potencial para a ativacao de certos agentes
anticancerigenos biorredutores (NEMEIKAITé-CENIENé et al., 2020), como
mitomicina C (PARKINSON et al.,, 2013), EQO9 (5-aziridinil-3-hidroximetil-2-(3-
hidroxiprop-1-enil)-1 -metilindol-4,7-diona) (HUSSEIN et al., 2009), estreptonigrina
(WALTON et al., 1992; (PARKINSON et al., 2013) , RH1 (2,5-diaziridinil-3-
(hidroximetil)-6-metil-1,4-benzoquinona) (SCOTT et al., 2011) e pB-lapachona
(SILVERS et al., 2017).

O dicumarol é frequentemente utilizado como inibidor farmacol6gico para

estudar a funcdo da NQOL1 nas células. O anticoagulante exerce a funcéo inibidora de
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NQO1 sobrepondo-se parcialmente ao FAD, inibindo, assim, a transferéncia de
elétrons da enzima para o substrato (SUN et al., 2020). Embora sua atividade como
inibidor enziméatico seja descrita extensamente em literatura, seu desempenho parece
nao ser o ideal para a inibicdo, dada sua extensa ligacdo as proteinas (YACOBI; LAI,
LEVY, 1975; SUN, Chong et al.), efeitos “fora do alvo”, como o desacoplamento
mitocondrial (RASHED, 2021) e o aumento da producédo de superéxido intracelular
(ZHAO et al., 2018). E, portanto, de interesse desenvolver novos inibidores de NQO1
que retenham a poténcia inibitéria de NQO1 do dicumarol, mas ndo tenham seus
efeitos fora do alvo desfavoraveis.

Uma vez descrita a importancia fisiolégica da referida enzima e sua
comprovada relacdo com quinonas, optou-se por investigar as interacdes
tridimensionais entre a NQO1 e duas das quinonas (uma de cada familia) com os
melhores potenciais antiproliferativos: DY037 (13) e ENSJ 670 (21). Utilizou-se o
dicumarol como controle positivo, dado seu potencial de interacéo inibitorio frente a
molécula de interesse, ja bem descrito em literatura (CHENG et al., 2021). Para a
representacdo das interacdes entre a enzima e as moléculas, as mesmas foram
utilizadas em forma de hidroquinonas, sua forma mais estavel.

Observando-se os sitios de ligacdo onde as moléculas se ligaram (Figura
32), infere-se que a molécula DY037 (13) apresenta comportamento similar ao padrao
dicumarol. Ja a ENSJ670, apresentou um padrdo ligeiramente distinto das demais
moléculas testadas.



Figura 32. Representacdo dos sitios onde se ligariam as amostras no teste de docking
molecular in silico. A. Dicumarol; B. DY037 (13); C. ENSJ670 (21). As figuras 32b e 32c
demonstram os aminoacidos aos quais cada molécula interagiria na enzima NQOL1.
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Como pode-se observar, a molécula DY037 interagiria com uma extensa
série de residuos de aminoacidos (Ala 129, Tyr 128, Thr 127, Tyr 126, Glu 123, Gly
122, Pro 68, Ala 69 e Val 72), o que pode estar relacionado ao seu maior potencial de
interacdo. J& a amostra ENSJ670 (21) interagiria com a Tyr 132, Met 131 e Phe 232
e 236. Um apanhado comparativo entre os achados sobre as predi¢des interativas das

moléculas em estudo e de outros estudos encontra-se representado na Tabela 8.

Tabela 8. Apanhado entre as interacdes identificadas entre os aminoacidos da enzima NQOL1, as
moléculas em estudo (DY037 (13) e ENSJ 670 (21)) e outras moléculas que apresentam afinidade pela

estrutura.
MOLECULAS Aminoécidos
Dicumarol
(zZhang; et al., Trpl05  Tyrl26 Tyrl28 Glyl49 Hisl6l Phel78
2018)
Dicumarol
(Shreevatsa et Phel06 Vall08
al., 2021)
Orientina
(Shreevatsa et Gly52 Tyr190
al., 2021)
Melatonina
(Shreevatsa et Leul57 Asp266
al., 2021)
Trimetadiona Trpl05 Gly1l49 Gly150
DY037 Alal29  Tyrl28 Thrl27 Tyrl26 Glul23 Gly122 Pro68 Ala69 Val72
ENSJ 670 Tyrl32 Metl31l Phe232 Phe236
Isoplumbagina
(Tsao et al., Tyrl26  Tyrl28 Hisl61 Trpl05 PhelO6 Metl31 Gly1l49 Glyl50 Metl54 Hisl61l Phel78 Phe236
2020)

Shreevatsa e colaboradores (2021) pesquisaram sobre a afinidade de
ligacdo entre diversas moléculas e a enzima NQO1. Os compostos fitoativos como
Orientina, Trimethadiona, Alliin e algumas outras moléculas potentes derivadas de
plantas de uma variedade de classes quimicas mostraram melhor interacdo com a
proteina NQO1, quando comparados ao inibidor de NQO1 padrédo, Dicumarol. A
compreensao do complexo mecanismo e funcionamento de NQO1 em estudos de

cancer revela que essa protel'na se apresenta tanto como supressora de tumor quanto
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como promotora de tumor em diferentes contextos. Os estudos de docking molecular
e dinamica molecular revelaram que o fitobioativo, Orientina, apresentou maior
interacdo com NQOL. A Orientina é uma molécula de flavona com propriedades
anticancerigenas e também apresenta  propriedades anti-inflamatdrias,
neuroprotetoras, radioprotetoras, vasodilatadoras, cardioprotetoras, antivirais,
antibacterianas, antidepressivas, antiadipogénese, antinociceptivas e varias
propriedades antioxidantes (LAM et al., 2016).

Utilizando a técnica de Molecular Docking (in silico), o estudo mencionado
analisou a interacdo entre a proteina NQO1 e moléculas ligantes. A molécula (ligante),
Dicumarol, exibiu uma afinidade de ligacdo de -6,9 Kcal/mol e duas ligacbes de
hidrogénio com a proteina NQOL1 nos residuos de ligacdo Phe 106 e Val 108,
respectivamente. Da mesma forma, a melatonina exibe uma afinidade de ligacao de
-5,6 Kcal/mol e forma duas ligacbes de hidrogénio com Leu 157 e Asp 266,
respectivamente. A Orientina mostra a afinidade de ligacao de -6,6 Kcal/mol e forma
duas ligacbes de hidrogénio com os residuos de ligacdo Gly 52 e Tyr 190.
Trimetadiona exibe uma afinidade de ligacdo de -6 Kcal/mol e forma quatro ligacdes
de hidrogénio com os residuos de ligagédo Trp 105, Gly 149 e Gly 150. Os resultados
obtidos no estudo realizado concluiram que os aminoacidos criticos que auxiliam na
formacdo de interacdes sédo Leu 220, Val 183 e Pro 219, que desempenham um papel
proeminente no sitio de ligacdo nao competitivo. Os estudos sobre flavonoides
implicaram sua poténcia como agente antitumoral. A partir disso, levantou-se a
hipétese de que o uso desses fitobioativos pode afetar a expressdao de NQO1 em
células cancerigenas. Os autores concluiram que as plantas ayurvédicas indianas
consistem em varios tipos de moléculas de quinona, que tém uma poténcia de inibicéo
de NQO1 (SHREEVATSA et al., 2021).

Um outro estudo liderado por Tsao e colaboradores (2020) demonstraram
a habilidade da p-quinona Isoplumbagina em se ligar ao sitio ativo enzimatico de
homodimeros NQO1 através de ligacdes de hidrogénio com residuos Tyr126, Tyr128,
ou His161 e interacOes de van der Waals com os residuos Trp105, Phel06, Metl131,
Gly149, Gly150, Metl154, His161, Phel78 e Phe236. Em comparac¢do com a interacéo
relatada em outro estudo entre NQOL1 e seu inibidor dicumarol, os residuos Trp 105,
Tyr 126, Tyr 128, Gly 149, His 161 e Phe 178 estavam envolvidos (ZHANG; et al.,
2018).
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A Tabela 9 representa numericamente a forca de ligacdo entre as
moléculas teste e a proteina/ enzima NQOL, estimado por docking molecular. Neste
teste, utilizou-se, além do Dicumarol, moléculas analogas as moléculas-teste. E
possivel observar que a p-quinona DY037 (13) apresentou energia de ligacdo mais
intensa que a p-quinona a-lapachona (07), e, a o-quinona ENSJ 670 (21),
similarmente, demonstrou melhor potencial que o controle, a Nor-B-lapachona (10).
Além disso, verifica-se também que, em comparacdo com o inibidor da NQO1,

Dicumarol, e as duas moléculas teste apresentaram potencial de ligacdo significativo.

Tabela 9. Representacdo numérica da forca de ligacdo entre as moléculas testadas e a enzima NQO1.
O valor da energia de ligagao 6G é demonstrado em menos kcal/mol

Alvo NQO1

Mol AG Size
Dicumarol -7,5 MEDIA -7,25
Dicumarol -7 RELACAO DROGA/CONTROLE 1,00
DY037 -7.8 MEDIA -7,90
DY037 -8 RELACAO DROGA/CONTROLE 1,09
ENSJ670 -7,6 MEDIA -7,80
ENSJ670 -8 RELACAO DROGA/CONTROLE 1,08
a-LAPACHONA -6,1 MEDIA -6,10
a-LAPACHONA -6,1 RELACAO DROGA/CONTROLE 0,84
NOR-8-LAPACHONA -6,4 MEDIA -6,40
NOR-8-LAPACHONA -6,4 RELACAO DROGA/CONTROLE 0,88

Viabilidade das Quinonas DY 037 (13) e ENSJ 670 (21) Ap6s Inducao da Inibicéo
Enzimatica da NQO1 por Dicumarol

Ao inferir a inibicdo causada por Dicumarol e afinidade das moléculas
testadas in silico no ensaio anterior, procedeu-se com a mensuracao indireta da
atividade das quinonas em células HCT-116 quando incubadas com o inibidor

enzimatico Dicumarol e a molécula citoprotetora N-Acetilcisteina. O ensaio teve em
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vista a comparacdo entre 0S grupos com e sem pré-tratamento. Utilizou-se a
Menadiona como controle positivo neste ensaio.

Um dos papéis mais citados para NQO1 é sua acdo protetora contra 0s
efeitos deletérios oxidativos e arilantes das quinonas e muitos estudos utilizaram
menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) em sistemas celulares e outros modelos para
demonstrar estes fatos (NEBERT et al., 2000; ATIA; ABDULLAH, 2020). O mecanismo
de detoxificacdo de quinonas por NQOL1 é baseado na reducédo direta, mediada por
dois elétrons, de quinonas a hidroquinonas (LEE et al., 2021) removendo quinonas
eletrofilicas, ignorando radicais semiquinonas e a geracdo de espécies reativas de
oxigénio por meio de reacdes de ciclagem redox. A estrutura cristalina e 0 mecanismo
de reducédo de dois elétrons catalisada por NQO1 foram claramente delineados por
Bianchet e colaboradores (A BIANCHET et al., 2004; ROSS & SIEGEL, 2021).

Visando nortear a atividade das quinonas em estudo baseando a influéncia
ou ndo da enzima NQOL sobre sua acao antiproliferativa, dividiu-se o experimento em
trés grupos. Incialmente trés placas foram produzidas e nelas inseridas células HCT-
116 em concentracdo padrdo. A primeira e segunda placas foram mantidas por 48
horas em estufa. Apenas no dia seguinte, apds adeséo celular, incubou-se a primeira
placa com dicumarol por 4 horas em uma concentracdo que nao afetasse as células
tumorais, de maneira a influenciar no resultado da toxicidade. Apos incubacéo, foi
realizada a lavagem da placa com PBS e seguiu-se o tratamento convencional das
duas placas em diluicdo seriada com os compostos (DY037 (13), ENSJ670 (21) e
Menadiona. A terceira placa foi incubada por 24 horas para adeséo celular e apos este
periodo foi pré-tratada por 24 horas com N-Acetilcisteina. ApOs incubacao, foi
realizada a lavagem da placa com PBS e seguiu-se o tratamento convencional das
duas placas em diluicdo seriada com os compostos (DY037 (13), ENSJ670 (21) e
Menadiona.

Ao conflitar os resultados obtidos dos diferentes tratamentos (Tabela 10),
observa-se, inicialmente, que o comportamento da menadiona pode ser modulado ,
como citado no paragrafo anterior, a partir da supressao da enzima NQO1, neste caso
com o possivel bloqueio pelo Dicumarol, ou de medidas citoprotetoras como o uso da
NAC. E possivel verificar na Tabela 10 que a Clso que a menadiona apresentou em
células de colon no grupo sem tratamento (39,36 uM) é praticamente duas vezes
maior que no grupo tratado com Dicumarol (22,29 uyM) e que a Clso em células

“‘protegidas” aumentou em pelo menos 20% (48,45 pM). As moléculas-teste
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demonstraram resultados similares aos do controle no sentido de diminuir ou
aumentar as suas Clso nos pré-tratamentos. Como ja demonstrado anteriormente pelo
ensaio do MTT em 24 horas, mesmo sem 0s pré-tratamentos, A p-quinona DY037
(13) apresentou resultados de Clso mais elevados que a o-quinona ENSJ 670. A p-
quinona testada em HCT-116 sem nenhum pré-tratamento demonstrou uma
concentragao inibitéria de 30,64 pM. Apos o tratamento com Dicumarol, a mesma
molécula passou a apresentar uma Clso quase trés vezes menor (11,05 pM) e apés
tratamento com o fator citoprotetor, sua Clso elevou-se em até 30% (42,72 uM). Estes
achados demonstram que pode haver influéncia da agcéo das quinonas de acordo com
a modulacado dos eventos redox e da protecao celular conferida pela enzima NQOL.
Os resultados verificados em relacdo a ENSJ 670 (21) sdo similares em propor¢ao
aos encontrados na outra quinona testada. Sua Clso foi reduzida & metade em células
pré-tratadas com Dicumarol, bem como houve um aumento da mesma em células

tratadas com NAC.

Tabela 10. Demonstragdo da modulac¢édo enzimética da NQO1 prevista através de um grupo de células
tratadas apenas com as amostras teste ou pré-tratadas com Dicumarol ou N-Acetilcisteina.

MODULACAO DA ENZIMA NQO1 *CI50 em uM

5 : PRE-TRATAMENTO
COMPOSTOS NENHUM PRE TRATAMENTO PRE- TRATAMENTO NAC
DICUMAROL
30,64 42,72 11,05
(26,11-35,94) (26,88-67,89) (6,840-17,85)
6,66 8,79 2,96
ENSJ 670
(5,65-7,87) (6,19-12,63) (2,27-3,87)
39,36 48,45 22,29
MENADIONA
(36,89-42,01) (42,63-55,16) (19,42-25,77)
Protegao Inibicao da enzima
antioxidante NQO1

Os resultados em todas as moléculas testadas revelam um aumento das
concentracgdes inibitérias no pré-tratamento com o NAC, assim como uma diminuicao

das mesmas em placas pré-tratadas com Dicumarol, o que pode ser indicativo de que
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a protecdo antioxidante somada a atividade da NQO1 ajudam a célula a melhor
administrar os eventos oxidativos e também que ao tentar inibir a enzima NQO1
evidencia-se seu importante papel na protecédo de eventos celulares citotoxicos, como
ja bem descrito anteriormente.

Uma grande variedade de estudos evidencia a relevancia da NQO1 em
diversos processos organicos, tanto em células normais quanto em células em
processo de morte e carcinogénese; dentre eles: Ahn e colaboradores (2006)
relataram que NQOL1 foi necesséria para o fator de necrose tumoral (TNF) e outros
estimulos inflamatérios induzidos pela ativacdo de IKK, NF-kB, JNK, p38 MAPK,
p44/p42 MAPK e Akt. Além disso, as expressdes induzidas por TNF do gene
direcionado a NF-kB implicado na proliferagao celular, antiapoptose e invasdo também
foram correlacionadas com os niveis de NQO1, e esses resultados foram validados
em camundongos nocaute de NQO1 (AHN et al., 2006; LEE et al., 2020). Além disso,
foi demonstrado que NQO1 pode atuar como chaperona, prevenindo a degradacédo
mediada por proteassoma do fator a induzivel por hipoxia (HIF-1a) e indicando que
seus efeitos promotores de tumor estdo em parte associados ao HIF-1a. De fato, foi
evidenciado que o knockdown de NQO1 mediado por RNAI suprime a sinalizacéo de
HIF-1a e o crescimento tumoral de células humanas de cancer colorretal e de mama
(OH et al., 2016).

Madajewski e colaboradores (2015) determinaram que o NQOL é critico
para o crescimento do tumor em locais de cancer de pulméo de células ndo pequenas
primarias e secundarias porque a deplecéo da expressdo de NQOL1 in vitro causa um
aumento na formacdo de EROs, inibe o crescimento independente de ancoragem,
aumenta a sensibilizacdo para morte celular por anoikis e diminui invaséo celular.
Esse resultado foi confirmado em um modelo de xenoenxerto de tumor pulmonar. E
importante notar que a superexpressdo de NQO1 esta ligada a fen6tipos de células-
tronco cancerigenas, pois a deplecdo de NQO1 diminui significativamente a proporcéo
de células cancerigenas com alto teor de aldeido desidrogenase (ALDH) na populagéo
tumoral (MADAJEWSKI et al., 2015)

Buranrat e colaboradores (2010) evidenciaram que a inibicdo de NQO1
com dicumarol potencializou intensamente a citotoxicidade da gencitabina para
colangiocarcinoma, um tipo raro de cancer de figado. Além disso, linhagens celulares
knockdown de RNAI e knock-in NQO1 foram usadas para validar o papel de NQO1 na
resisténcia a quimioterapia. Os resultados mostraram que o knockdown de NQO1
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sensibiliza o colangiosarcoma para a uma série de agentes quimioterapicos
comumente utilizados, incluindo 5-fluorouracil (5-FU), doxorrubicina e gencitabina,
enquanto quando a NQO1 se encontra superexpressa, confere uma protecado das
células frente aos mesmos agentes quimioterapicos, indicando a possibilidade de
terapia combinada utilizando-se agentes citotoxicos tradicionais de amplo espectro
(Zeekpudsa et al., 2014). A inibicdo de NQO1 por RNAI inibe significativamente a
capacidade de formacao de col6nias de células tumorais hepaticas e células paradas
na fase G1, causando inibicdo da proliferacao celular por aumento da expressao de
p21 e diminuigdo da expresséo de ciclina D1. Significativamente, o silenciamento de
NQO1 também suprime a metastase de colangiossarcoma por aumento da expressao
de inibidores teciduais de metaloproteinases 1 (TIMP1) e diminuicdo da expresséao de
matrix metaloproteinase 9 (MMP9). (BUTSRI et al., 2017). Desta forma, a NQO1
desempenha um papel importante na sobrevivéncia, proliferacdo, invasdo, metastase
e angiogénese das células cancerigenas, bem como na quimiossensibilidade, por
meio da interacdo com varias vias de sinalizacdo oncogénica.

A partir das analises apresentadas e comparacdo com dados ja
demonstrados em literatura, infere-se que a amostra ENSJ670 (21) demonstra
potencial antitumoral interessante. No entanto, devido a falta de seletividade entre
células cancerosas e nao cancerosas, o derivado avaliado pode ter potencial
terapéutico limitado como agente anticancerigeno se administrado como monoterapia,
contudo, pode ser utili em combinacdo com outros agentes antitumorais. Uma
estratégia para superar a toxicidade intrinseca das quinonas pode ser o uso de
derivados mais estaveis em seu estado reduzido e, portanto, menos propensos a
iniciar a formacao de radicais e danificar células indiscriminadamente. Portanto, essas
ideias do mecanismo também reforcam a necessidade de mais estudos com outros
derivados de nor-B-lapachona (10) para determinar a relacao estrutura-atividade entre
as atividades terapéutica e toxicologica. Em linhas gerais, este trabalho é uma
importante contribuigcdo para o desenvolvimento de novos medicamentos antitumorais
do grupo lapachona, substancia atualmente em multiplos ensaios clinicos de fase Il
como monoterapia e em combinagdo com outros medicamentos citotoxicos.

Além disso, seria interessante no futuro analisar os dados biolégicos por
meio de modelagem farmacoforica e estudos de QSAR 3D (relagdo estrutura-
atividade quantitativa) para elucidar e fundamentar o mecanismo de agdo em

comparacdo com os resultados de estudos de docking molecular e dindmica
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molecular, inclusive, abordando elementos anteriores e posteriores a NQO1 na via
estudada, como NRF2 e Superoxido dismutase (SOD) considerando o inibidor padréo,

o Dicumarol.
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CONCLUSOES

O estudo revelou dados representativos sobre a possibilidade de sintese
de quinonas associadas a triaz6is com presenca de calcogénios (selénio e enxofre),
hibridizados através de quimica click, e demonstrou atividade antiproliferativa da
molécula ENSJ670 (21), uma molécula hibrida com grupo substituinte cloro, detentora
de potente atividade antitumoral in vitro no tratamento de células de cancer de célon
(HCT-116), de maneira dependente de concentracdo. Apresenta seletividade para
linhagens tumorais, nas quais induz morte celular por apoptose associada a um
aumento do estresse oxidativo e possivel interacdo com a enzima NQOL1. Salienta-se
a importancia de futuros estudos in vivo para avaliacdo do potencial terapéutico desta

molécula.
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ANEXO 1

CARACTERIZACAO:

Sintese dos precursores de azida clicaveis:

(0] () (0]
OH O ()
L, Py NaN;
—_— ﬁ-

: N CH,CL DMF

O 0O

o | N;
C-Alil-lausona Derivado iodado B, 96%"

Procedimento geral para cicloadigées “Click” catalisadas por Cu(l)

Um tubo resselavel de 5 mL foi carregado com a quinona-azida correspondente (0,200
mmol), os correspondentes quinona-alcinos ou alcinos selenados (0,220 mmol),
CuS04.5H20 (1,0 mg, 0,0020 mmol, 1 mol%) e ascorbato de sédio (4,0 mg, 0,010
mmol, 5% molar. Em seguida, 4 mL de uma mistura de CH2Cl2/H20 (1:1) foi adicionado
ao recipiente. A reacéo foi submetida a agitacéo vigorosa a temperatura ambiente por
24 h, e a andlise por TLC mostrou consumo completo das quinona-azidas. A mistura
foi extraida com CH2Clz (3 x 5 mL) e a fase organica foi lavada com salmoura (3 x 5
mL). A fase organica foi seca e o produto bruto foi purificado por FCC, utilizando n-

hexano e acetato de etila como eluente.

2-((4-((fenilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-2,3-di-hidronafto[2,3-b]furan-
4,9-diona (66): A purificagcdo por cromatografia em coluna (n-hexano/EtOAc)
levou ao produto 66 (80.1 mg, 0.178 mmol, 89% rendimento) obtido como um sdélido
laranja; p.m.:157-159 (°C); 1H NMR (400 MHz, CDCI3) &: 8.00-7,95 (m, 2H), 7.60-
7.67 (m, 2H), 7.35-7.33 (m,3H), 7.16-7.11 (m, 3H), 5.31-5.35 (m, 1H), 4.64 (dd, J = 3.2
and 11.8 Hz, 1H), 4.57 (dd, J =4.5 and 11.8 Hz, 1H), 4.05 (s, 2H), 3.25 (dd, J = 8.5 and
14.0 Hz, 1H), 2.94 (dd, J = 6.5 and 14,0 Hz, 1H). 13C NMR (100 MHz, CDCI3) &: 180.6,
176.2, 158.0, 133.4, 132.2, 132.0,131.7, 130.3, 128.7, 128.1, 126.4, 125.4, 125.2,
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123.1, 122.0, 82.0, 51.8, 29.1, 19.3. IR (solid,cm-1) v: 2957, 1682, 1599, 1574, 1552.
IR (solido, cm-1) v: 2957, 1682, 1599, 1574, 1552.

2-((4-(((4-fluorofenil)selanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-2,3Dihidronafto[2,3-
b]furano-4 ,9-diona (67): A purificagdo por cromatografia em coluna
(nhexano/EtOAc) levou ao produto 67 (75,8 mg, 0,162 mmol, 81% de rendimento)
obtido como um sélido amarelo; p.m.:190-192 (°C); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) &:
7.96-7.93 (m, 3H), 7.85-7.78(m, 2H), 6.85-6.81 (m, 2H), 6.57-6.54 (m, 2H), 5.49-5.43
(m, 1H), 4.76 (d, J = 4,4 Hz, 2H),4.23 (dd, J = 1.8 and 4.6 Hz, 2H), 3.26 (dd, J = 8.5
and 13.7 Hz, 1H), 2.91 (dd, J =5.6 and 13.7 Hz, 1H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6)
0: 181.5, 176.9, 159.1, 145.8, 145.0, 134.4,133.4, 132.3, 131.1, 125.8, 125.4, 123.9,
123.6, 115.2, 115.0, 113.0, 83.3, 54.9, 52.3, 29.7. IR (solido, cm-1) v: 2958, 1730,
1676, 1593, 1571, 1510. IR (solid, cm-1) v: 2958, 1730, 1676,1593, 1571, 1510.

2-((4-((benzilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-2,3-di-hidronafto[2,3-]furan-
4,9-diona ( 68): A purificacdo por cromatografia em coluna (n-hexano/EtOAc)
levou ao produto 68 (27,8 mg, 0,060 mmol, 30% de rendimento) obtido como um
sélido laranja; p.m.: 149-151 (°C); 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) &: 7.97 (s, 1H), 7.95-
7.91 (m, 2H), 7.83-7.76 (m, 2H), 7.29-7.24 (m, 4H), 7.21-7.17 (m, 1H), 5.52-5.47 (m,
1H), 4.77-4.76 (m, 2H), 3.69-3.68 (m,4H), 3.30 (dd, J =8.5 and 13.7 Hz, 1H), 2.98 (dd,
J = 5.3 and 13.7 Hz, 1H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) &: 181.4, 176.8, 159.1,
145.4, 139.4, 134.4, 133.4, 132.3, 131.1, 128.8, 128.3, 126.5, 125.8, 125.4, 123.9,
123.6, 83.1, 52.4, 29.7, 26.6, 15.3. IR (solid, cm-1) v: 2956,1682, 1655, 1599, 1574,
1550. IR (solid, cm-1) v: 2956, 1682, 1655, 1599, 1574, 1550; HRMS (ESI+): 466,0572
[M+H]+. Cald. para [C23H20N303Se]+: 466,0669.

2-((4-((decilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-2,3-di-hidronafto[2,3-b]furan-
4,9-diona ( 69): A purificacdo por cromatografia em coluna (n-hexano/EtOAc)
levou ao produto 69 (15,4 mg, 0,030 mmol, 15% de rendimento) obtido como um
solido laranja; p.m.:144-146 (°C); 1H NMR (400 MHz, CDCI3) &: 8.01-7.97 (m, 2H),
7.68-7.61 (m, 2H), 7.55 (s, 1H),5.37-5.31 (m, 1H), 4.71 (dd, J = 3.0 and 11.8 Hz, 1H),
4.62 (dd, J = 4.4 and 11.8 Hz, 1H), 3.72-3.65 (m, 2H), 3.30 (dd, J = 8.5 and 14.0 Hz,
1H), 3.02 (dd, J = 6.2 and 14.0 Hz, 1H), 2.44-2.35 (m, 2H), 1.54-1.48 (m, 4H), 1.22-
1.17 (m, 12H), 0.81 (t, J = 5.5 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCI3) &: 181.8, 177.4,
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159.3, 147.9, 134.6, 133.5, 133.0, 131.6, 126.6, 126.5,124.4, 123.0, 83.2, 53.2, 32.2,
30.3, 30.1, 29.9, 29.9, 29.8, 29.6, 29.4, 24.9, 22.9, 15.3, 14.4.39 IR (solid, cm-1) v:
2953, 1682, 1656, 1599, 1575, 1548. IR (solido, cm-1) v: 2953, 1682, 1656,1599, 1575,
1548.

2-((4-((butilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-2,3-di-hidronafto[2,3-b]furan-
4,9-diona ( 70): A purificacdo por cromatografia em coluna (n-hexano/EtOAc)
levou ao produto 70 (61,0 mg, 0,142 mmol, 71% de rendimento) obtido como um
solido amarelo; p.m.:146-148 (°C); 1H NMR (400 MHz, CDCI3) &: 8.07 (ddd, J = 0.4,
1.1 and 6.2 Hz, 1H), 8.03-8.00 (m, 2H),7.71-7.66 (m, 1H), 7.65-7.60 (m, 2H), 5.88-5.80
(m, 1H), 5.13-5.08 (m, 1H), 4.99-4.97 (m,1H), 3.31-3.29 (m, 2H), 3.00-2.93 (m, 1H),
2.81 (dd, J = 6.4 e 10.3 Hz, 1H), 2.61-2.58 (m,1H), 1.58 (qt, J = 6.2 Hz, 2H), 1.36-1.31
(m, 2H), 0.84 (t, J = 5.9 Hz, 3H). 13C NMR (100MHz, CDCI3) &: 184.5, 181.7, 153.4,
135.2, 134.4, 134.0, 133.2, 127.1, 126.6, 126.4, 126.3,116.7, 86.0, 33.3, 32.9, 29.9,
28.2, 27.7, 25.3, 23.1, 13.8. IR (solido, cm-1) v: 2957, 1682,1599, 1574, 1548; IR
(solido, cm-1) v: 2957, 1682, 1599, 1574, 1548; HRMS (ESI+): 432.0833[M+H]+. Cald.
para [C20H22N303Se]+: 432,0826.
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Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo- MS
Amostra: DY034

o)

Chemical Formula: C5,H;7N;05Se
Molecular Weight: 450,36

ESI+ | amostra dissolvida e diluida em MeOH
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4

+MS, 1.3-2.1min #80-124
279.0876

452.0512

941.5280
393.0779

571.1449

663.4485 730.1292
" ' Mo L L

Alm JLLIL pal

N J— el [N

T Psrlea T T T P F
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

Intens. |
x105 ]

zoé
157
LO;

0.5

0.0

+MS, 1.3-2.1min #80-124
452.0512

450.0521

453.0546
449.0552

451.0553

455.0554

446.0542

T
442

T T T T T f F f
444 446 448 450 452 454 456 458 460 mz

144



145

Amostra: DY035

Chemical Formula: C,,H;(N,O5Se
Molecular Weight: 495,35

ESI+ | amostra dissolvida em MeOH e diluida em MeOH 0,1% acido férmico
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Amostra: DY 037

Chemical Formula: C,3H;9N3;03Se
Molecular Weight: 464,38

ESI+ | amostra dissolvida e diluida em MeOH
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Amostra: DY038

Chemical Formula: C,,H,;N3;05Se
Molecular Weight: 430,37

ESI+ | amostra dissolvida em MeOH e diluida em MeOH 0,1% acido formico

Intens. | +MS, 6.1-9.3min #366-557
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Amostra: DY040

Cl
/N
0 N 7 / Se
o) N
(0]
Chemical Formula: C,,H;,CIN;0Se
Molecular Weight: 484,80
ESI+ | amostra dissolvida e diluida em MeOH
IntensB.: +MS, 0.8-1.8min #49-106
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Amostra: DY051

(o)

Chemical Formula: C,,H(FN3;0;Se
Molecular Weight: 468,35

ESI+ | amostra dissolvida e diluida em MeOH
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Amostra: DY0O57

N / Se

Chemical Formula: C,;H;5N3;03Se
Molecular Weight: 528,56

ESI+ | amostra dissolvida e diluida em MeOH
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It takes two to tango: synthesis of cytotoxic
T —— L cor?tammg tw_o_ redox active centers with
1709 potential antitumor activityf
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Daisy J. B. Lima, @ {°® Renata G. Almeida, @ {° Guilnerme A. M. Jardim, ®<
Breno P. A. Barbosa,” Augusto C. C. Santos, © ¢ Wagner O. Valenca, ®¢
Marcos R. Scheide, @9 Claudia C. Gatto, ©° Guilherme G. C. de Carvalho,?
Pedro M. S. Costa, ©2 Claudia Pessoa, @2 Cynthia L. M. Pereira, ©¢

Claus Jacob, ®° Antonio L. Braga @ *@ and Eufranio N. da Silva Junior @ *<

We report the synthesis of 47 new quinone-based derivatives via click chemistry and their subsequent
evaluation against cancer cell lines and the control L929 murine fibroblast cell line. These compounds
combine two redox centers, such as an ortho-quinone/para-quinone or quinones/selenium with the 1,2,3-
triazole nucleus. Several of these compounds present ICgq values below 0.5 uM in cancer cell lines with
significantly lower cytotoxicity in the control cell line L929 and good selectivity index. Hence, our study
confirms the use of a complete and very diverse range of quinone compounds with potential application

Received 12th May 2021,
Accepted 10th August 2021

DOI: 10.1039/d1md00168]

rsc.li/medchem against certain cancer cell lines.

1. Introduction

Quinones represent a particularly exciting class of natural
products. These redox-active secondary metabolites are highly
abundant in nature, and also exhibit pronounced redox
modulatory activity in many target cells, which frequently
translates into a pronounced and often also selective cytotoxic
activity, for instance, against cancer cell lines under oxidative
stress (OS)." Not surprisingly, lapachol and its derivatives, e.g.,
B-lapachone (B-lap), which occur naturally in the ipe tree,
already present a pivotal role in cancer therapy, since studies
have proven that B-lap showed significant activity against
Sarcoma 180 ascite tumour cells (S-180 cells) in vitro, and in
mice bearing $-180 tumors.” Antitumor activity of B-lap is
based on its specialty to elevate endogenous levels of NAD(P)
H: quinone oxidoreductase 1 (NQO1),® and whereas the
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clinical uses of f-lap are limited due to its high
hydrophobicity, the compound and its derivatives are one
focus of ongoing research in this field.

For over a decade, our research groups have dedicated
efforts to the synthesis and modification of quinone-based
compounds, especially 1,2- and 1,4-naphthoquinone
derivatives,” using classical strategies such as molecular
hybridization® and bioisosterism.® To achieve synthetic
challenges and prepare selected molecules, robust
methodologies such as C-H activation” and Cu(1) catalysed
azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) reaction® have been
employed successfully, resulting in potent bioactive
molecules. The triazole moiety is also considered a leading
pharmacophore,” and the use of “click” reactions to modify
the furan and pyran ring, also named as “C-ring” of most
common lapachol derivatives like B-lap and nor-f-lap have
been employed by us for the synthesis of powerful
multifunctional redox modulators.' ™"

Apart from the high potentiality against cancer cells, the
toxicity of NQs to normal cells has also been reported.'”
Nonetheless, we recently discovered that the combination of
a quinone-based compound and a selenium core could
circumvent this problem, ie., the hybrid compounds
inhibited the growth of cancer cells more selectively, with
keeping their potency.”® To expand our library of redox-
sensitive compounds for the identification of more potent
and selective antitumor agents, herein we report the
synthesis and antitumour activity of novel hybrid molecules
combining the quinoidal redox system of f-lap and nor-p-lap

RSC Med Chem, 2021,12,1709-1721 | 1709
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with either a second quinone or a redox active selenium atom
to boost redox and catalytic activity of these natural products
as depicted in Scheme 1.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis of multifunctional derivatives

In the first step, 3-azido-norf-lapachone (A) has been
synthesized employing a previously described methodology."
clickable alkynes,'” were subsequently obtained by the reaction
of 1,4-naphthoquinone, propargyl bromine and six different
para-substituted anilines, with moderate to high yields (Scheme
S1t). Electron withdrawing groups (EWG) and electron-donating
groups (EDG) were included as central features to obtain a
diverse family of compounds for subsequent antitumour activity
evaluation. Based on these clickable building blocks, the first
class of novel triazoles 1-6 was prepared via the CuAAC “click”
reaction,'® with moderate to high yields (40 to 90%) (Scheme 2).
The second class of quinone-based triazoles (compounds 7 to
12) were based on nor-p-lap. Initially, the azide derivative was
synthesized from C-allyl-lawsone in a two-step reaction (Scheme
S1f). At first, C-allyl-lawsone was submitted to a halo-
cyclization,'” which provided the iodinated intermediate,'® which
was then submitted to a nucleophilic substitution reaction with
sodium azide affording the azide derivative B (Scheme S1f). The

RSC Medicinal Chemistry

reaction of the respective alkynes by click chemistry reaction, in
the presence of copper sulfate and sodium ascorbate afforded
the desired triazoles 7-12 in 30 to 67% yield (Scheme 2).

The third class of triazole analogs is based on p-lap as the
starting material. Initially, p-lap was subjected to a
debromination reaction employing N-bromosuccinimide to
afford the bromo derivative in 35% yield. In the next step,
the bromo intermediate was treated with sodium azide to
install an azide group in a regioselective manner to afford C
in 35% yield (Scheme S11)."” This intermediate was reacted
with the alkynes in the presence of copper sulphate and
sodium ascorbate to generate the triazoles 13-18, in
moderate yields as outlined in Scheme 2.

The first series of compounds have combined the
lapachone moiety with another quinone redox centre. As both
quinones are likely to exert a similar redox activity and hence
biological activity, the next step has involved adding another,
distinctively different redox center in the form of a selenium
atom. In this part of our study, we have varied the side chain
on the quinone moiety to produce building blocks for click
reactions with the azide group in different distance and
position to the lapachone centre, as shown in Scheme 3. The
first series in this part of the study is based on lapachol. This
series of compounds commenced by a reaction of lapachol
with paraformaldehyde and formic acid to obtain

Structural modifications leading to novel redox-sensitive 'two active centers' compounds:
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Scheme 1 Overview of multifunctional redox agents derived from natural 3-lap and nor-f-lap.
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A (1.1 eq)
CuSO,5H,0 (1 mol%)
Na-ascorbate (2 mol%)

CH,Cly:H,0 (1:1)
rt, 12h

B (1.1 eq)
CuSO,45H,0 (1 mol%)
Na-ascorbate (2 mol%)

CH,Cl:H,0 (1:1)
rt, 12h

C(1.1eq)
CuSO,5H,0 (1 mol%)
Na-ascorbate (2 mol%)

CH,Cl,:H,0 (1:1)
rt, 12h
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1. R = H (40%)

2. R = Me (65%)
3. R = OMe (90%)
4. R = Br (50%)
5
6

i
\
Z

. R=1(45%)
. R =Ac (45%)

7. R=H (30%)

8. R =Me (45%)
9. R = OMe (61%)
10. R = Br (40%)
11.R =1(50%)
12. R = Ac (67%)

13. R=H (75%)
14. R = Me (60%)
15. R = OMe (59%)
16. R = Br (55%)
17. R =1(48%)

18. R = Ac (50%)

Scheme 2 Synthetic route to the synthesis of new quinone-based 1,2,3-triazoles 1-18.

(A) Synthesis of novel selenated B—lapachone-triazole compounds:

2 OH i) HCOOH HCHO
by
S ii) HZO
o reflux, 18h
lapachol

21. R = Ph (90%)

22. R = 4-OMe-C¢H, (94%)

23. R =4-CI-C¢H, (96%)
24. R = 4-F-C4H,4 (89%)
25. R =4-Me-C4H, (81%)
26. R = 1-naphthyl (92%)

27. R = 3-CF3-CgHy4 (72%)
28. R = 2-thiophenyl (99%)

0]
i) MsCl, Et;N 0]
CH,Cl, 0°C, 1h OO
i) NaN;, DMF ) N,
rt, 48h

19, 63% 20, 93%

///\SeR (1.1 eq.)

D CuSO45H,0 (1 mol%)

Na-ascorbate (2 mol%)
tiv ~ CH,Cl,:H,0 (1:1)

tt, 24-48h

(B) Synthesis of novel selenated nor-B-lapachone-triazole compounds:

(o]

OH
L

(0]

90°C 2h

ii) Hy O
reflux, 18h

nor-lapachol

31.
32.
33.
34.
3s.
36.
37.
38.

R =Ph (77%)

R =4-CI-C¢H, (96%)
R =4-F-C¢H, (81%)

R = 4-Me-CgH, (91%)
R = I-naphthyl (96%)
R = 3-CF;3-C¢Hy4 (96%)
R = 2-thiophenyl (98%)

i) HCOOH, HCHO

R = 4-OMe-CgH, (83%)

i) MsCL, Et;N
OH CHiCL,0°C, Ih_ Q N,
i) NaNs, DMF Q
tt, 24-48h
29, 81% 30,91%

///\SeR (1.1 eq.)

CuSO45H,0 (1 mol%)
Na-ascorbate (2 mol%)
= CH,Cl,:H,0 (1:1)

rt, 24-48h

Scheme 3 Synthetic route to the synthesis of novel selenated quinones 21-28 and 31-38.

hydroxylated p-lap compound 19 in good yield (Scheme 3).  nor-lapachol provided hydroxylated nor-p-lap 29 in 73% yield
The same formylation-cyclization methodology for compound  (Scheme 3).*° Both hydroxylated lapachones were subjected

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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to the reaction with MsCl at low temperature, followed by
nucleophilic substitution with NaN; in DMF, resulting in
novel quinone-azide compounds 20 and 30, which are similar
in structure and subsequently employed as starting blocks to
build two distinct series of multifunctional agents via click
reaction,”’ combining the biologically active triazole of the
click reaction with a quinone and selenium redox centre
(Scheme 3). The two selenated lapachone-triazole moieties
were constructed by joining quinone-azides 20 and 30 with a
series of organoselenium-based alkyne building block®* via a
Cu(i)-catalyzed Hiiisgen cycloaddition, affording triazoles
21-28 and 31-38 in good to excellent yields. The series of
selenium-containing lapachones based on 20 and 30 feature
a short methylene linker between the lapachone and triazole.
To inch closer, we have prepared a series of compounds from
the azide derivative A and D as outlined in Scheme 4. These
more  compact  nor-f-lapachone-based  1,2,3-triazoles
containing selenium and nor-o-lapachone derivatives were
prepared following the previously discussed click method.®
Compounds 39-47 and 48-51 were obtained in moderate to
good yields (Scheme 4).

As some of the compounds in the series of selenium-
containing lapachone derivatives feature rather complex
structures, single-crystal X-ray diffraction has been employed
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representative compounds 20, 21 and 35. Single crystal X-ray
diffraction analysis demonstrated that the three compounds
20, 21 and 35 crystallize in the triclinic crystal system with
space group P1 and with two molecules in the asymmetric
unit. The molecular structures of the compounds are shown
in Fig. 1. Crystal data collection and structure refinement for
the compounds 20, 21 and 35 are shown in the Table S1
(ESIf). The bond distances of Se-O are 1.910(4) and 1.957(4)
A in 35 and 1.920(5) and 1.937(5) A in 21. The bond angle
N(3)-N(2)-N(1) of 173.4(4)° was observed in the crystal
structure of 20, with a characteristic double bond to N(2)-
N(1) 1.190(4) A and N(3)-N(2) of 1.119(4) A. The X-ray
diffraction crystallographic analyses also revealed unusual
intermolecular weak hydrogen bonds in 20, whose bond
lengths of C-H---O and C-H--*N are approximately 2.61-2.65
A.

2.2. Biological activity

After successful synthesis of the various series of
multifunctional lapachones, their respective activities have
been assessed in HCT-116 (human colon carcinoma cells),
PC-3 (human prostate cells), HL-60 (human promyelocytic
leukemia cells) and SNB-19 (human glioblastoma cells)

to confirm these structures experimentally in selected and  employing the  MTT  [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
(A) Synthesis of novel selenated nor-$-lapachone-triazole compounds:
Na,CO
0 ) HO, 2
OH 20, o
00 THEF, 60 °C i) Bry, 0°C O‘
—_
SN i)y THF ii) CH,Cl,, NaN; Ny
0o NaOH/Na,CO, 0
CuSO,
lapachol nor-lapachol, 75% A, 99%

39. R =4-OMe-C¢Hy (73%)
40. R = 4-Me-C¢H, (55%)
41. R = 4-F-C¢H, (85%)
42. R = 4-CI-C¢H, (44%)
43. R = 4-Br-C4H, (70%)
44. R = 4-NO,-C4H, (72%) o
45.R = Bn (83%)

46. R = 2-thiophenyl (88%)

47. R = -(CH;);CH; (50%)

[}

OO o I_(‘@}R CuSO45H,0 (1 mol%)
N
N

///\SeR (1.1 eq.)

Na-ascorbate (2 mol%)

CH,Cly:H,0 (1:1)
rt, 24-48h

(A) Synthesis of novel selenated nor-a-lapachone-triazole derivatives:
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48. R = C4Hs (89%)
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50. R = Bn (30%)
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Scheme 4 Synthetic route to the synthesis of novel selenated quinones 39-47 and 48-51.
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Fig. 1 ORTEP-3 of the compounds 20, 21 and 35, showing the atom-numbering and displacement ellipsoids at 50% probability level.

diphenyltetrazolium bromide] colorimetric
absorbance based method - the measurement of the
formazan salt, transformed from tetrazolium, directly

correlates to the functioning metabolism of viable cells - and

assay, an

their activities have been compared to their activity in the
reference murine fibroblast immortalized L929 cell line in
order to establish an overview of activities between the
different classes of compounds and also a possible selectivity
for certain cell types. As described previously,” compounds
were classified according to their activity as highly active
(IC5o < 2 uM), moderately active (2 uM < IC;, < 10 uM), and
inactive (IC5, > 10 uM). The cytotoxicity of compounds is
described in Table 1. The selectivity index for selected
compounds is outlined in Table 2.

Ortho-quinone coupled para-quinones (1-6). Compounds
in this series presented IC;, values ranging from 0.05 puM
(compound 1, in HCT-116 cells) to 1.74 uM (compound 6, in
SNB-19 cells). Although these compounds can be considered
as highly active, their cytotoxicity against the reference 1L-929
cell lines has been considerably lower, pointing towards a
good selectivity against cultured cancer cells. Compound 1,
for instance, exhibited high activity against HCT-116 cells in
the sub-micromolar range, and a 50-fold higher IC;, of 2.54
uM against L-929 cells, hence combining high activity with
considerable selectivity. In fact, of the six compounds tested,
1 showed excellent activity against two different cell lineages
(HCT-116, IC5, = 0.05 uM and HL-60, IC5, = 0.30 uM) and a
relatively high IC;, value against normal cells, being
considered an important prototype for further studies. All
compounds in this group were especially active against

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021

human promyelocytic leukemia cells (HL-60) with ICs, values
between 0.21 uM and 0.30 uM.

Ortho-quinone coupled para-quinones (7-12). This series
of compounds differs from the one mentioned before by
exchanging the nor-p-lap core for a C-allyl derivative core.
This small structural modification led to a general increase
in the IC;, values in each one of the cell lines, with some
minor exceptions. Compounds 7-10 were moderately active
in general, with compound 7 being inactive against PC-3 cell
lines and compound 8 inactive against SNB-19 and normal
cell lines. Compounds 9-12 were highly active against HL-60
cells, presenting moderate values of IC;, against L-929 cells
and hence some selectivity. Compounds 11 and 12 also
presented low IC;, values against HCT-116 cells (11, IC;, =
1.12 uM and 12, IC;, = 1.34).

Ortho-quinone coupled para-quinones (13-18). Members
of this series of compounds, in which a B-lap model was
employed as the lapachone core, led to a general increase in
the antitumor activity when compared to C-allyl-lawsone-based
compounds, although most compounds showed higher IC;,
values when compared to nor-p-lap derivatives. Nonetheless,
most compounds in this series may also be considered highly
active, with IC;, values ranging from 0.15 uM (compound 16,
HL-60) to 3.17 pM (compound 18, SNB-19). Interestingly, the
new B-lap derivatives were especially active against HL-60 cell
lines and can be considered promising prototypes in cancer
treatment for this specific type of cell. Besides, compounds 14
and 15 also attracted attention because of their higher ICs,
values for normal cell lines (14, IC5, = 2.01 uM and 15, ICs; =
2.42) and certain selectivity against cancer cells.
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Table 1 Cytotoxic activity was expressed as 1Cso uM (95% Cl) against cancer and normal cell lines after 72 h exposure, obtained by nonlinear regression

for all cell lines from three independent experiments
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Compounds HCT-116 PC-3 HL-60 SNB-19 L-929

1 0.05 (0.02-0.13) 1.21 (1.07-1.36) 0.30 (0.25-0.37) 0.95 (0.79-1.13) 2.54 (2.29-2.83)
2 0.82 (0.75-0.90) 1.35 (1.28-1.42) 0.44 (0.38-0.51) 1.19 (1.01-1.38) 2.38 (2.16-2.63)
3 0.72 (0.66-0.78) 1.26 (1.15-1.38) 0.25 (0.20-0.31) 0.75 (0.67-0.84) 2.40 (2.11-2.73)
4 0.51 (0.44-0.59) 0.93 (0.85-1.02) 0.26 (0.22-0.30) 1.19 (1.07-1.33) 1.42 (1.27-1.58)
5 0.53 (0.45-0.63) 0.89 (0.84-0.94) 0.21 (0.17-0.26) 1.15 (1.03-1.29) 1.27 (1.16-1.39)
6 0.54 (0.40-0.74) 1.01 (0.91-1.11) 0.30 (0.24-0.38) 1.74 (1.60-1.89) 1.81 (1.68-1.95)
7 4.15 (3.63-4.74) 11.36 (10.42-12.38) 3.92 (3.07-5.01) 6.21 (5.19-7.43) 8.54 (6.44-11.34)
8 2.14 (1.93-2.37) 4.46 (3.96-5.01) 5.90 (4.74-7.34) >17.98 14.39 (12.11-17.11)
9 2.59 (2.29-2.93) 5.36 (4.90-5.87) 0.75 (0.59-0.95) 2.79 (2.45-3.17) 4.16 (3.62-4.78)
10 2.08 (1.90-2.28) 2.68 (2.45-2.92) 0.74 (0.49-1.11) 2.98 (2.70-3.28) 2.93 (2.58-3.33)
1 1.12 (1.01-1.24) 2.13 (1.97-2.31) 0.51 (0.34-0.76) 1.82 (1.48-2.23) 2.25 (1.88-2.70)
12 1.34 (1.15-1.56) 2.60 (2.40-2.82) 1.15 (1.03-1.27) 4.33 (3.43-5.47) 4.56 (3.56-5.84)
13 0.81 (0.74-0.88) 1.80 (1.62-1.99) 0.50 (0.43-0.60) 1.93 (1.63-2.28) 1.66 (1.51-1.83)
14 0.68 (0.61-0.75) 1.71 (1.51-1.95) 0.40 (0.35-0.46) 1.52 (1.27-1.82) 2.01 (1.61-2.51)
15 0.78 (0.70-0.87) 2.40 (2.14-2.69) 0.55 (0.45-0.66) 1.96 (1.62-2.37) 2.42 (1.98-2.96)
16 0.49 (0.44-0.54) 1.38 (1.24-1.53) 0.15 (0.12-0.19) 1.26 (1.06-1.51) 1.19 (1.05-1.35)
17 0.68 (0.64-0.73) 1.89 (1.69-2.12) 0.54 (0.47-0.61) 1.78 (1.60-1.98) 1.87 (1.57-2.23)
18 0.86 (0.76-0.97) 1.75 (1.55-1.98) 0.79 (0.68-0.93) 3.17 (2.67-3.76) 1.16 (1.01-1.33)
20 3.85 (3.70-4.00) 6.65 (5.68-7.78) 0.98 (0.55-1.71) 3.99 (3.88-4.10) 2.67 (2.51-2.82)
21 8.60 (7.92-9.34) 9.64 (8.02-11.59) 0.42 (0.31-0.55) 8.96 (8.23-9.75) 3.14 (2.91-3.37)
22 4.78 (4.50-5.08) 4.15 (3.31-5.20) 0.28 (0.13-0.60) 4.91 (4.69-5.13) 2.81 (2.55-3.09)
23 5.25 (4.96-5.54) 5.50 (4.59-6.57) 0.31 (0.15-0.61) 5.25 (4.41-6.22) 2.81 (2.54-3.11)
24 5.59 (5.12-6.10) 6.34 (5.06-7.93) 0.33 (0.14-0.75) 5.66 (5.16-6.20) 2.82 (2.51-3.17)
25 4.18 (3.53-4.95) 5.89 (5.38-6.43) 0.37 (0.19-0.69) 4.92 (4.33-5.58) 2.93 (2.59-3.29)
26 6.19 (5.58-6.86) 15.29 (14.84-15.75) 0.31 (0.21-0.43) 7.40 (7.00-7.80) 4.69 (4.45-4.94)
27 3.32(2.81-3.91) 5.28 (4.91-5.66) 0.40 (0.37-0.43) 6.40 (5.57-7.35) 4 90 (4.44-5.41)
28 9.39 (8.25-10.67) 9.16 (8.10-10.34) 0.81 (0.65-1.00) 7.38 (6.99-7.77) 88 (4.66-7.42)
30 2.73 (2.33-3.19) 4.71 (4.22-5.25) 0.80 (0.74-0.85) 4.86 (4.32-5.46) 7 13 (6.65-7.63)
31 3.34 (2.10-5.30) 6.71 (5.769-7.79) 0.42 (0.37-0.46) 4.40 (3.67-5.26) 67 (4.45-7.21)
32 2.58 (2.09-3.17) 3.50 (3.28-3.71) 0.06 (0.02-0.16) 4.17 (3.44-5.04) 2 93 (2.08-4.11)
33 2.10 (1.74-2.52) 4.08 (2.94-5.65) 0.39 (0.03-4.99) 4.01 (0.54-29.63) 3.63 (3.38-3.88)
34 3.70 (3.38-4.05) 2.66 (2.14-3.29) 0.38 (0.27-0.51) 6.08 (5.91-6.25) 2.94 (2.32-3.70)
35 3.82(3.43-4.26) 3.08 (2.61-3.64) 0.31 (0.30-0.31) 5.49 (4.45-6.77) 2.75 (2.49-3.04)
36 5.36 (4.87-5.88) 6.03 (4.73-7.69) 0.41 (0.39-0.43) 4.16 (3.74-4.63) 6.86 (6.40-7.34)
37 1.95 (1.54-2.47) 5.65 (5.17-6.16) 0.17 (0.16-0.18) 2.71 (2.60-2.81) 3.70 (3.25-4.21)
38 6.23 (5.48-7.08) 6.62 (5.71-7.66) 0.78 (0.65-0.93) 9.27 (8.56-10.03) 5.70 (4.99-6.50)
39 1.12 (0.93-1.34) 4.64 (3.68-5.86) 1.06 (0.95-1.19) 3.23 (1.81-9.23) 1.86 (1.65-2.10)
40 1.58 (1.29-2.08) 1.92 (1.25-3.10) 0.62 (0.57-0.68) 2.80 (2.35-3.34) 2.84 (2.43-3.32)
a1 1.18 (1.05-1.34) 3.07 (2.46-3.87) 1.05 (1.05-1.23) 2.95 (2.45-3.57) 1.10 (0.74-1.65)
42 0.84 (0.74-0.96) 2.61 (2.09-3.27) 1.00 (0.90-1.11) 2.19 (1.96-2.45) 1.10 (0.81-1.50)
43 1.08 (0.87-1.34) 2.11 (1.82-2.43) 0.63 (0.45-0.93) 1.54 (1.10-2.19) 1.74 (1.38-2.22)
44 0.79 (0.69-0.91) 1.64 (1.40-1.93) 11.04 (8.37-15.00) 1.56 (1.31-1.85) 1.52 (1.13-2.04)
45 1.02 (0.88-1.17) 3.48 (2.82-4.29) 1.51 (1.38-1.66) 3.18 (2.82-3.59) 1.20 (0.97-1.51)
46 1.70 (1.47-1.98) 2.33 (1.67-3.41) 0.83 (0.74-0.94) 5.73 (3.89-9.65) 1.71 (1.19-2.54)
47 2.25 (1.96-2.60) 6.44 (5.40-7.68) 1.68 (1.53-1.86) 3.87 (3.01-4.98) 2.80 (2.35-3.33)
48 7.62 (6.49-8.95) =10 4.09 (3.52-4.76) >10 —

49 7.55 (6.76-8.44) 9.35 (8.50-10.30) 3.17 (2.78-3.60) >10 =10

50 2.03 (1.88-2.20) 2.10 (1.71-2.59) 3.87 (3.41-4.40) 5.16 (4.61-5.79) 13.15 (11.20-15.43)
51 >10 >10 4.19 (3.42-5.14) >10 >10
Doxorubicin 0.21 (0.16-0.29) 0.76 (0.59-0.93) 0.02 (0.01-0.02) 1.20 (1.03-1.39) 1.72 (1.58-1.87)

Lapachone models containing selenium (21-28, 31-38).
Most of the compounds belonging to this series were less
active, with higher ICs, values for HCT-116, PC-3 and SNB-19
cell lines, from 2.10 uM (compound 33, HCT-116) to 15.29
uM (compound 26, PC-3). Nonetheless, these compounds
were not wholly uninteresting either, as they exhibited higher
IC;, values for L929 cells, when compared to the previous
results, de facto an improvement in selectivity. The most
notable results are observed for the HL-60 lineage, where
compounds presented low ICs, values between 0.06 uM and
0.81 uM, and therefore are highly active for these cells.
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Compound 32, in particular, yielded an IC;, (HL-60) of 0.31
uM, compared to an ICs, of 4.49 against the reference L929
cell line. Therefore, several members of these series may be
considered as promising prototypes in the treatment of
human promyelocytic leukemia.

Furthermore, compounds 39-47 and 48-51 did not show
any pronounced cytotoxic effects, and ortho-quinone
derivatives generally were more active compared to
para-quinones. The ortho-quinones may be more amenable to
generate or employ reactive oxygen species (ROS) in their task
to damage and subsequently destroy the cancer cells, an

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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Table 2 Selectivity index for selected compounds [selectivity index,
represented by the ratio of cytotoxicities between normal cells and
different lines of cancer cells]

Compounds HCT-116 PC-3 HL-60 SNB-19
1 51 2.1 8.4 2.7
2 2.9 1.8 5.4 2
3 3.3 139 9.6 3.2
4 2.8 1.5 5.5 1.2
5 2.4 1.4 6.1 1.1
6 3.4 1.8 6.1 1.1
7 2.1 0.8 2.2 1.4
8 6.7 3.2 2.4 0.8
9 1.9 0.8 5.5 1.5
10 1.4 1.1 3.9 0.9
1 2.0 1.1 4.4 1.2
12 3.4 157 3.9 1.1
13 2.1 0.9 3.3 0.8
14 2.9 1.2 5.0 1.3
15 3.1 1.0 4.4 1.2
16 2.4 0.8 7.9 0.9
17 2.8 0.9 3.5 1
18 1.3 0.7 1.5 0.4
20 0.7 0.4 2.7 0.7
21 0.4 0.3 7.5 0.4
22 0.6 0.7 10.0 0.6
23 0.5 0.5 9.1 0.5
0.5 0.4 8.5 0.5
25 0.7 0.5 7.9 0.6
26 0.8 0.3 15.1 0.6
27 1.5 0.9 12.2 0.8
28 0.7 0.6 7.2 0.8
30 2.6 1.5 8.9 1.5
31 1.7 0.8 13.5 1.3
32 1.1 0.8 48.8 0.7
33 1.7 0.9 9.3 0.9
34 0.8 1.1 7 0.5
35 0.7 0.9 8.8 0.5
36 1.3 1.1 16.7 1.6
37 1.9 0.7 21.7 1.4
38 0.9 0.8 7.3 0.6
39 1.6 0.4 1.7 0.6
40 1.8 125 4.5 1.0
a1 0.9 0.4 1.0 0.4
42 1.3 0.4 1.3 0.5
43 1.6 0.8 2.8 1.1
1 1.9 0.9 0.1 0.9
45 1.2 0.3 0.8 0.4
47 1.0 0.7 2.1 0.3
Doxorubicin 8.2 2.3 86 1.4

aspect, which needs to be explored in more detail. It should
also be mentioned that many quinones are able to act
catalytically inside cells and this kind of redox catalysis
associated with many of these natural products and their
derivatives may also explain the unique combination of high
activity and high selectivity. In fact, the intracellular redox
balance in cells tends to differ, and redox modulating
catalysts in some ways sense these differences in ROS levels
and exert their actions accordingly. Such catalytic sensor/
effector agents are very promising and, in this concept, the
presence of selenium is probably also beneficial for cytotoxic
activity, and in any case, worth following up.

Despite the complexity to establish structure-activity
relationship (SAR) aspects due to the wide structural variety

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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of the compounds and different tumor cell lines evaluated
here, we draw a parallel of the potential of the new
compounds in comparison with nor-f-lapachone-based 1,2,3-
triazole derivatives, previously described in the literature.”*
For HL-60 and PC-3 tumor cell lines, the triazole derivative
shows IC;, values are equal to 2.10 and 2.58, respectively.
The insertion of a second para-quinonoid redox center
allowed more potent and selective compounds to be
obtained. As an example, compound 1, with ICs, values =
0.30 for HL-60 and 1.21 for PC-3, is seven-fold more active
than the precursor triazole when considering the HL-60
tumor cell lines and two times more active against PC-3. We
also evaluated the C-ring modification, insertion of a spacer
and selenium as second redox center, to prepare new triazole
derivatives containing two redox centers. This approach
allowed us to maximize the activity of the compounds against
HL-60 cell lines, but we observed a decrease in potency
against PC-3, for example. The toxicity on L-929 cell lines
remained similar in most cases. An important aspect of the
strategy applied in this study is the observation that the
compounds with two redox centers were more active against
tumor cell lines but exhibited similar or lower toxicity against
the non-tumor cell line L-929. For instance, the selectivity
index for compound 1 was higher than the values observed
for the triazole derivative previously reported® (Scheme 5). In
general, we observed that the insertion of a second quinoidal
or selenium redox center, enhanced the antitumor activity of
the compounds against some tumor cell lines and decreased
the cytotoxicity of the compounds. Naturally, there is a
modification in the redox balance leading to these
observations. Although, the nature of the mechanism of
action involved in the antitumor activity of these compounds
is not yet fully elucidated, we selected compound 42 and
performed experiments of cell membrane integrity and
viability, phosphatidylserine externalization, mitochondrial
transmembrane potential and measurement of intracellular
reactive oxygen species levels aiming to understand some
aspects of the mechanism involving molecules containing
two redox centers. Initially, the cytotoxic activity of
compound 42 was evaluated in HCT-116 cells (0.85 uM, 1.7
uM and 3.5 uM). These concentrations were based on the
IC;, values obtained by the MTT assay after 24 h of
treatment. Nor-f-Lapachone (NBL, 4 uM), a well-known
naphthoquinone with antitumor activity, was used as a
positive control.”® As observed in Fig. 2, the quinone 42 led
to a significant reduction in the number of viable cells when
compared to both negative and positive (NBL) controls,
corroborating the findings observed in the MTT assay. Our
experiments also indicated that after 24 h of treatment, 42
induced significant apoptosis in the concentrations of 1.7
and 3.5 uM (Fig. 3).

Anticancer studies usually count on selective induced
apoptosis as a tool for the fight against cancer cell lines. As
well discussed by Galluzzi and co-workers, from a
biochemical point of view, apoptosis is defined as a caspase-
dependent variant of regulated cell-death (RCD).”” Apoptosis
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Scheme 5 Nor-f-lapachone-based 1,2,3-triazole derivative and examples of compounds containing two redox centers: a comparative overview.
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Fig. 2 Effect of compound 42 on cell membrane integrity in HCT-116 cells determined by flow cytometry, after 24 hours incubation. Nor-f3-
lapachone (NBL, 4 uM) was used as positive control. Data are expressed as mean * SEM from three independent experiments. C-, negative control,
was incubated with the vehicle used to dilute the tested compound. *, p < 0.05 compared to negative control by ANOVA followed by Dunnett's
test. #, p < 0.05 compared to positive control by ANOVA followed by Dunnett's test.

can be triggered by intracellular (intrinsic) or extracellular
(extrinsic) stimuli.***’ The intrinsic apoptosis is initiated by
perturbations of the extracellular or intracellular
microenvironment and this process is commonly known as
mitochondrial outer membrane permeabilization
(MOMP).>**? In the other hand, the extrinsic apoptosis is a
specific variant of RCD initiated by perturbations of the
extracellular microenvironment, and is resulted by the
activation of CASP8/CASP3, which, in some cell types, also
involves MOMP, due to the CASP8-dependent activation of
BH3-interacting domain death agonist (BID).*"

1716 | RSC Med. Chem., 2021, 12, 1709-1721

Aware of the importance of apoptotic events related to
antitumor  studies, we  performed  mitochondrial
transmembrane potential experiments with the quinoidal
derivative 42. According to the results observed in Fig. 4, after
24 h of treatment, 42 induced a concentration-dependent
alteration in the mitochondrial transmembrane potential,
indicating that the molecule might be inducing an apoptotic
cell death through the intrinsic pathway.

In general, the antitumor activity of quinonoid
compounds is intrinsically related to the generation of
reactive oxygen species (ROS).’’ In this sense, we also

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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Fig. 4 Effect of compound 42 on the mitochondrial transmembrane potential in HCT-116 cells determined by flow cytometry using rhodamine
123, after 24 hours incubation. Nor-f-lapachone (NBL, 4 pM) was used as positive control. Data are expressed as mean + SEM from three
independent experiments. C-, negative control, was incubated with the vehicle used to dilute the tested compound. *, p < 0.05 compared to
negative control by ANOVA followed by Bonferroni's test. #, p < 0.05 compared to positive control by ANOVA followed by Bonferroni's test.

evaluated the ability of compound 42 to generate ROS. The
naphthoquinone 42 induced a significant increasing in
intracellular ROS levels (Fig. 5), in a time- and concentration-
dependent manner, reaching a higher ROS + cell count at 5
hours. As expected, the positive control nor-f-lapachone also
induced significant (p < 0.05) ROS generation.

Further studies to understand more details on the
mechanism of action of the compounds outlined here are in
progress in our laboratories and will be published in due
course.

3. Conclusions

In this study, we have described the synthesis and cytotoxic
evaluation of 47 new quinones, each containing two redox
centers and a triazole centre as a result of our click approach to

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021

assemble the individual redox building blocks. Whilst some of
these compounds have combined ortho- and para-quinone redox
sites, others contain selenium. With these compounds in hand,
we have been able to confirm that our strategy of joining two
redox centers is effective in delivering highly active compounds
against several tumor cell lines, frequently with activities in the
mid nanomolar range and considerable selectivity when
compared to the L929 reference cell line. Indeed, we have
obtained more than 22 compounds with IC;, values below 2
uM, demonstrating their cytotoxic potential as new prototypes
for subsequent studies to identify new antitumor drugs.
Together with the accessible synthetic approaches described
herein, our studies provide a wide range of compounds with
powerful cytotoxic activity and represent
possibilities when searching for new drugs to be inserted in the

an avenue of

therapeutic arsenal against cancer and similar diseases.
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Fig. 5 Effect of naphthoquinone 42 on ROS production in HCT-116 cells determined by flow cytometry using CM-H,DCFDA, after 1-, 3- and 5
hours incubation. Nor-f-lapachone (NBL, 4 uM) was used as positive control. A total of 10 000 events were analyzed per sample. Data are
expressed as mean + SEM from three independent experiments. C-, negative control, was incubated with the vehicle used to dilute the tested
compound. *, p < 0.05 compared to negative control by ANOVA followed by Dunnett's test.

4. Experimental section

For all experimental details, including general procedures,
synthesis of substrates, the general procedure for Cuf(i)
catalyzed “click” cycloadditions, crystallographic data,
biological assays, NMR spectra, HRMS and elemental
analysis, see ESL}
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