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Resumo

As naftoquinonas e fenazinas tém-se revelado como familias de compostos de elevado
interesse devido a sua capacidade de interagdo com diversos alvos bioldgicos. Nesta dissertacao,
com o objetivo de estender a biblioteca de compostos com potencial interesse bioldgico, foram
avaliados os efeitos de compostos de ambas as familias sobre alguns alvos bioldgicos. Foi
estudada a de inibicdo in vitro da acetilcolinesterase (AChE), alvo terapéutico para a doenga de
Alzheimer, e previsto o0 mecanismo de acdo por estudos de interagdo in silico de docking
molecular. Foi ainda determinado o efeito destes compostos sobre a morte celular em linhas
celulares cancerigenas humanas, sendo posteriormente investigado 0 mecanismo de agéo por
avaliacdo da capacidade antioxidante, da inducdo da apoptose por citometria de fluxo e da sua
interacdo com o DNA. Os derivados das fenazinas estudados revelaram capacidade de interagéo
com o DNA, evidenciado mecanismos semelhantes associados ao farmaco doxorrubicina.
Verificou-se um elevado potencial inibitério para derivados com substituintes de menor diametro
molecular, N,5-dimetil-3-imino-3,5-dihidrofenazina-2-amina (1.b) e 2-hidroxi-4,8-dimetil-
4,43,10,10a-tetrahidro-3H-fenoxazina-3-ona (2.b) paraa AChE e modos de interagéo previstos in
silico semelhantes ao farmaco donepezilo. Os derivados das naftoquinonas revelaram um elevado
potencial inibitério da AChE apresentando valores de inibicdo elevados quando funcionalizados
com substituintes causadores de um aumento de densidade eletr6nica nos anéis aromaticos,
responsaveis pelas interagdes chave com a AChE, revelando modos de interagdo previstos in
silico semelhantes ao donepezilo. Esta familia de compostos revelou-se também com um elevado
potencial citotdxico contra células Hep G2, apresentado o composto mais promissor, 4-(p-
fenilenodiamina)-1,2-naftoquinona (4.b) um valor de EC50 (3+1 uM) préximo da doxorrubicina
(1,46 pM). Em conclusdo, este trabalho permitiu estabelecer a ligagdo entre a estrutura molecular
das fenazinas e naftoquinonas e a sua atividade biolégica, sendo possivel também estabelecer
ligacGes entre o tipo de alteragdes na estrutura destes compostos que permitem melhorar a sua

atividade bioldgica.

Palavras-chave: Naftoquinonas; Fenazinas; Atividade inibitéria da acetilcolinesterase;

Atividade citotoxica; Atividade bioldgica.




Abstract

Naphthoquinones and phenazines have proven to be compound families of high interest due
to their ability to interact with various biological targets. In this dissertation, to expand the library
of molecules with potential biological interest, various derivates from these families were studied
against different biological targets. The compounds were studied via in vitro testing as
Alzheimer’s disease therapeutical target, enzyme acetylcholinesterase (AChE) inhibitors,
alongside in silico predictions of inhibition mechanisms by molecular docking. Cytotoxicity was
studied on human cancer cell lines and, additionally, cell death mechanisms were investigated by
analysis of antioxidant activity, DNA interaction and flow cytometry. Phenazine derivates
revealed the capacity to interact with DNA in a similar mode as the commercial pharmaceutical
doxorubicin. An elevated potential was also revealed in terms of AChE interaction, especially in
deviates with low diameter ligands, 5-methyl-4,5-dihydrophenazine-2,3-diamine (1.b) and 2-
hydroxy-4,8-dimethyl-4,4-dihydro-3H-phenoxazin-3-one (2.b), revealing similar in silico
predicted interactions modes to AChE as the commercial pharmaceutical donepezil.
Naphthoquinone derivates revealed an elevated inhibition potential when functionalized with
ligands, responsible for an increased electronic density in key aromatic rings related to AChE
interaction, revealing similar in silico predicted binding modes to donepezil. This family also
revealed an elevated cytotoxic potential against Hep G2 cells, highlighting 4-
(hydroxyphenylamino)naphthalene-1,2-dione (4.b) as the most promissory compound, with an
ECso of 3+1 uM, close to doxorubicin’s ECso of 1,46 pM. This dissertation closes with the
conclusions of success in establishing the connection between phenazines and naphthoquinones
molecular structure and their biological activity, alongside the connection between structural

changes that permit the increase and optimization of biological activity.

Keywords: Naphthoquinones; Phenazines; Acetylcholinesterase inhibitory activity; cytotoxic

activity; biological activity.




Lista de abreviaturas

A5 Anexina V
ACh Acetilcolina
AChE Acetilcolinesterase
AChI lodeto de acetiltiocolina
AChR Recetor de acetilcolina
CAS Centro anionico catalitico
DA Doenga de Alzheimer
DMEM Dmem médium
Dok7 Jusante da tirosina quinase 7

DOXO Doxorrubicina
DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

DSB Quebras de dupla cadeia
DTNB Acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico)
EC50 Concentragdo efetiva média

FBS Soro fetal bovino
FC5.5 Ficoeritrina Cianina 5.5

FITC Isotiocianato de fluoresceina

FSC Forward scatter channel

Fz Fenazina

GLU Acido glutamico

HCC carcinoma hepatocelular

HIS Histidina

IC50 Concentragdo inibitoria média

LDH Lactato desidrogenase

Lrp4 Recetor 4 de lipoproteinas de baixa densidade

Via metabdlica de quinases ativadas por mitogéno e sinais extracelulares regulados
MARK/ERK ]
por quinases
MC/BFGS  Modelo de Monte Calor e Broyden—Fletcher—Goldfarb—Shanno
MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio
MuSK Quinase muscular especifica
NADPH Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida

NMDAR Recetor de N-metil-D-aspartato

NQ Naftoguinona
PAS Centro anionico periférico
PDGF Fator de crescimento 3 derivados de plaquetas

iv




PHE
Pl
PRAD
ROS
SCF
SER
SNC
SNP
SSC
TRP
TYR
UV-Vis
VEGF

Fenilalanina

lodeto de propideo

Dominio Proteico Rico em Prolina
Espécies reativas de oxigénio
Fator de células estaminais
Serina

Sistema nervoso central
Sistema nervoso periférico
Side scatter channel
Triptofano

Tirosina

Ultravioleta e Visivel

Fator de crescimento endotelial vascular
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Capitulo 1 — Introducao







1. Introducéo

Os compostos policiclicos caracterizam-se por possuirem dois ou mais anéis aromaticos na
Sua estrutura e apresentam uma grande versatilidade de funcionaliza¢cdo molecular e por isso, uma
vasta capacidade de serem precursores para 0 desenvolvimento de novos compostos com
atividades bioldgicas relevantes. Para além disso, estes compostos podem ter uma elevada
seletividade para os seus alvos biolégicos, tornando-os em produtos de valor acrescido, quer de

um ponto de vista cientifico, quer econémico [1].

As naftoquinonas e as fenazinas sdo duas familias diferentes de compostos policiclicos que
tém demonstrado uma vasta diversidade de aplicagdes bioldgicas. O esqueleto principal de ambas
é parte integrante de diversos produtos naturais com atividade bioldgica comprovada, e sdo
inmeros 0s estudos que reportam a utilizagdo de diferentes derivados, com atividades
anticancerigenas e antibacterianas. Um exemplo de um derivado de naftoquinona, a eleuterinona,
que pode ser extraida da Eleutherine americana [2] Figura 1a), apresenta atividades
anticancerigenas e antibacterianas [3]. Os derivados das fenazinas [4], a semelhanca dos
derivados das naftoquinonas, podem ser extraidos de varias espécies bacterianas, como a

Kitasatospora sp., onde foram identificadas fenazinas glicerideas [5], Figura 1b).
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Figura 1 — a) Eulentinona e b) fenazina gliceridea extraidas de Kitasatospora sp..

1.1. Naftoquinonas
As naftoguinonas sdo uma classe de compostos que fazem parte da familia das quinonas cuja
estrutura central é constituida por dois anéis aromaticos substituidos com dois grupos carbonilos

adjacentes, 1,2-naftoquinona, ou paralelos, 1,4-naftoquinona, Figura 2a) e 2b) [6].

O O

O

Figura 2 - Estrutura quimica da a) 1,2-naftoquinona e b) 1,4-naftoquinona.




Os derivados de naftoquinonas podem ser isolados de diversos seres vivos, como bactérias,
fungos, plantas e algas [7][8]. Algumas naftoquinonas de elevado interesse bioldgico devido as

suas propriedades encontram-se compiladas na Tabela 1.

Tabela 1 - Naftoquinonas produzidas por diferentes organismos, a sua classificacdo e atividade bioldgica.

) Classificagédo do o
Derivado da ) Espécie o o
) organismo Atividade bioldgica
naftoquinona produtora
produtor

Lapachol [9]

Handroanthus ) . .
OH Planta ) o Citoestatica e antiviral
O‘ impetiginosus
X
O
Menaquinonas [10]
(0]
O‘ F H Bactéria Bacillus cereus Anticoagulante
n
[©]
Javanicina [11][12]
(0] (0]
_© X Fungo Fusarium solani Anti-inflamatdria
OH
O OH
2-(3-metil-2-butenil)-
2,3-epoxi-1,4-
naftoquinona [13][14] Al Landsburgia Anticancerigena para
ga - . .
quercifolia leucemia e cancro do rim
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As aplicagdes das naftoquinonas estdo maioritariamente direcionadas para a area farmacéutica
e medicinal devido a grande lista de atividades biolégicas de onde se destacam a antiviral [9],
anticoagulante [10], anti-inflamatéria [11][12], anticancerigena [13][14], antibacteriana,
antifungica [15], antidiabética [16], entre outras.

Os mecanismos associados as atividades bioldgicas das naftoquinonas frequentemente séo
relacionados com as suas propriedades redox, tendo as naftoquinonas a capacidade de aceitar um
ou dois eletrbes. Desta forma, as naftoquinonas tém um papel relevante na inibicdo do transporte
de eletrBes, podendo ter a capacidade de iniciar ou propagar reacdes de formacdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS) [16]. Em sistemas bioldgicos, as naftoquinonas podem ser reduzidas




a seminaftoquinonas e a hidronaftoquinonas pela acdo de redutases celulares, como o fosfato de
dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH) redutase, Figura 3. No estado de
seminaftoquinona, estes compostos tém uma grande capacidade de formar ROS, Figura 4,
espécies estas de elevada toxicidade para as células. A toxicidade das ROS parte da sua
capacidade de oxidar biomoléculas, levando a danificacdo celular, estando o stress oxidativo
causado por estas espécies associado a varias condi¢Ges patologicas como doencas

cardiovasculares, cancro e envelhecimento.

2 NADPH 2 NADP* 2NADPH %2 NADP*

Figura 3 - Transformages redox da 1,2-naftoquinona pela acdo de ROS como agente oxidante e
NADPH como agente redutor [16].
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Figura 4 - Formagdo de ROS pela oxidacdo da seminaftoquinona [16].

Para além dos mecanismos de acdo induzidos pelas suas propriedades redox, estas podem atuar
como agentes eletrofilicos [17], causando modificagdes estruturais em proteinas [18] e ativagdo
de vias celulares regulatdrias [19]. Em particular, as suas atividades anti-inflamatorias foram
associadas a sua ligacdo ao fator nuclear kB, responsavel por induzir processos inflamatérios [20].

Os derivados das naftoquinonas podem ser obtidos de diversas formas, de acordo com a sua
complexidade. Derivados mais complexos podem ser diretamente extraidos das suas fontes
naturais, com recurso a diferentes solventes organicos [21], derivados mais simples podem ser
sintetizados por adi¢do de ligando ao esqueleto central, por sintese convencional a partir de
naftoquinonas halogenadas [22][23], sintese assistida por micro-ondas [24], biocatalise pela agdo
de bactérias comuns na industria biotecnol6gica, como a Escherichia coli [25], podendo ainda ser
realizada a semi-sintese de derivados [26], realizando a adicdo ou alteracdo de grupos funcionais
a partir de derivados extraidos de modo a obter moléculas de maior complexidade e

funcionalidade.




1.2. Fenazinas

As fenazinas sdo compostos heterociclicos azotados, estruturalmente constituidas por dibenzo
pirazinas aneladas, cuja unidade estrutural basica se apresenta na Figura 5. Essencialmente sdo
produzidas naturalmente como metabolitos secundarios de bactérias, tendo funcdo de
transportadoras de eletrbes, promotoras de viruléncia [27], e defesa face a agentes bioldgicos
externos, tendo assim uma atividade antibacteriana [28]. Para além de poderem ser produzidas
bactérias, podem ser produzidas por algumas espécies de fungos e algas [29], apresentando-se na
Tabela 2 alguns exemplos de estruturas relevantes, os seus organismos produtores e as respetivas
atividades biolégicas. As fenazinas podem ser produzidas tanto por bactérias de diversos géneros,
como Nocardia, Sorangium e Streptomyces, podendo assim ser produzidas por bactérias tanto
Gram-positivas como Gram-negativas [28].
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Figura 5 - Estrutura da fenazina base.

As fenazinas tém uma familia de compostos diretamente relacionados, uma familia em que
um dos atomos de azoto do anel central é substituido por um atomo de oxigénio, sendo este
composto a fenoxazina, Figura 6. A semelhanca das fenazinas, as fenoxazinas tém aplicacdes,
fontes e formas de producdo bastante variadas, tendo de igual forma um elevado interesse nas

areas de quimica medicinal e biotecnologia [27].
NH
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Figura 6 — Estru(t)ura da fenoxazina.

Apesar da vasta lista de aplicacdes terapéuticas, em certas situacGes, a produgéo de fenazinas
por bactérias patogénicas pode ser uma ameaga em doentes imunocomprometidos, como é o caso
de doentes com fibrose cistica. As fenazinas produzidas por estes patogénicos tém como efeito
promover a formag&o de biofilmes, os quais podem ser povoados por novas espécies bacterianas
e virus patogénicos agravando o estado da infecéo [33][34].

Para além do papel natural das fenazinas, estas podem ter aplicagdes e usos benéficos em
contextos diferentes. As aplicacdes dos derivados das fenazinas sdo muitas extensas e variadas,
apresentando usos benéficos em diferentes contextos, com aplicagdes num grande conjunto de
areas devidos as suas propriedades quimicas e bioldgicas. As atividades bioldgicas reportadas na
bibliografia incluem exemplos da sua acdo como agentes antibacterianos [30], antiflngicos [31],
anticancerigenos para cancro do pulmao, figado, prdstata, mama, c6lon [30][32], antiparasitarios

[35] e antimalaricos [36]. Para além das atividades bioldgicas [37], os derivados de fenazinas




foram usados como sensores devido a sua capacidade de reconhecimento seletivo de espécies

guimicas e bioldgicas quando em associac¢do a nanotubos de carbono [38].

Tabela 2 - Fenazinas produzidas por diferentes organismos, a sua classificacdo e atividade bioldgica.

Derivado da fenazina Espécie produtora Atividade bioldgica

Fenazina-1,6-dicarboxilato [30]

) Antibacteriana;
Micromonospora sp.

|
(0] (0]
= anticancerigena (Figado,
URS6 o
Y pulmao, célon e mama)
(0] (6]
|

1-carboxil-6-formil-4,7,9-trihidroxi-

fenazina [31]

Streptomyces Antiflngica em plantas

O OH
OH N
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Z
HO N
" \O OH
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Os mecanismos de atividade bioldgica dos derivados das fenazinas estdo frequentemente
associados a sua capacidade para transportar eletrdes permitindo a sua interacdo com diversos
alvos biologicos [27]. As fenazinas sdo facilmente oxidadas pelo oxigénio intracelular gerando
ROS. [28]. A formagdo destes ROS € a chave para os mecanismos de defesa bacteriana promovida
pelas fenazinas [39], mas pode também ser como agente citotdxico devido a capacidade de
interferir na producéo de fatores que ativam o sistema imunitario, como a interleucina 2, podendo
também induzir a apoptose dos neutrofilos [40]. A formacdo destes ROS pelas fenazinas foi
associada a capacidade de condensar a cromatina e fragmentacdo do DNA, induzindo a apoptose
[41]. A fragmentacdo do DNA causada pelas fenazinas pode também ser explicada pela sua
capacidade de intercalar esta alvo bioldgico, hipotese prevista em estudos in silico. Este
mecanismo é semelhante a mecanismos de farmacos usados atualmente no tratamento do cancro,

como a cisplatina [42]. Outro mecanismo estudado é a promocdo da apoptose por ativacdo de




fatores apopt6ticos como o citocromo C e o fator APAF1 [43]. Para além destes mecanismos, foi
também identificada a sua seletividade contra células cancerigenas em comparag¢do com células
saudaveis, evidenciando assim para alguns destes derivados o potencial como agente
anticancerigeno seletivo [43]. Apesar de estarem identificados inimeros novos derivados de
fenazinas com estas e outras atividades bioldgicas relevantes, os seus mecanismos de acao estdo
ainda por ser compreendidos na totalidade [29], revelando-se assim uma area de estudo
interessante e com uma elevada procura de resultados de modo a estabelecer relagdes entre a
estrutura e a atividade das fenazinas e dos seus derivados.

Os derivados das fenazinas podem ser obtidos de diversas formas, de acordo com a sua
complexidade. Diferentes vias sintéticas encontram-se descritas na literatura, sendo que nas
primeiras sinteses eram utilizados reagentes e métodos pouco sustentaveis, com elevado impacto
ambiental. Estes métodos originavam derivados de baixa complexidade e simétricos [44], sendo
a regiosseletividade na adicdo de substituintes um desafio ainda por ultrapassar [45]. Métodos
mais sustentaveis encontram-se atualmente desenvolvidos e o recurso a catalisadores de cobre,
como o acetato de cobre (1) é habitual na sua sintese quimica [46]. Os derivados de fenazinas
podem também ser sintetizados por reacdes de oxidacdo de aminas aromaticas mediadas
enzimaticamente pela enzima CotA-lacase de Bacillus subtilis, um método sustentavel e mais
simples, permitindo obter fenazinas substituidas em diversas posi¢oes. Esta enzima tem como
centro ativo um cofator de cobre, tendo este um papel essencial na oxidacdo das aminas
aromaticas precursoras de fenazinas [47].

A extracdo de fenazinas de produtos naturais é também uma via comum para a sua obtencéo
realizada com recurso a extragdes liquido-liquido usando solventes organicos como o cloroférmio
[48][49], método que deve ser otimizado de modo a serem utilizados solventes de extracdo menos
toxicos e de menor impacte ambiental. A biossintese com recurso a engenharia genética e
engenharia metabolica pode permitir maximizar a producdo de fenazinas em microrganismos
[50].

Pelo estudo bibliografico é possivel naftoquinonas e fenazinas foram estudadas para uma
grande diversidade de alvos biolégicos, incluindo a acetilcolinesterase (AChE) [7][27], alvo
terapéutico da doenca de Alzheimer. Nesta dissertacdo serdo entdo estudados os diversos

derivados de naftoquinonas e fenazinas de acordo com o seu potencial inibitério para a AChE.




1.3. Acetilcolinesterase e a doenca de Alzheimer
1.3.1. Estrutura, funcéo e distribuicao biologica

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima pertencente a classe das colinesterases, que
catalisa a hidrolise da acetilcolina (ACh) (E.C.3.1.1.7) um neurotransmissor presente nas sinapses
colinérgicas, estando este tipo de sinapses distribuidas tanto pelo sistema nervoso central (SNC)
como pelo sistema nervoso periférico (SNP). A AChE tem a funcéo de terminar a transmisséo
dos impulsos nervosos pela rapida hidrolise dos neurotransmissores do grupo das colinas. A
AChE tem uma elevada especificidade para a hidrolise de ACh [51][52]. A AChE esté presente
na sua maioria nas juncbes neuromusculares e nas sinapses colinérgicas do cérebro, podendo
também estar presentes nas jun¢des que concentram recetores adrenérgicos [51]. Estruturalmente,
a AChE é um tetrdmero ligado por pontes de dissulfureto, estando esta estrutura ligada a
membrana celular por ligacdo com o colagénio, através dos seus dominios, Dominio Proteico
Rico em Prolina (PRAD). Geralmente encontram-se ligados trés tetrameros a cada molécula de
colagénio, sendo que cada dominio do tetrdmero contém um centro ativo que hidrolisa a ACh,

como demonstrado na Figura 7 [53].

AChE (tetramero)

o MusK \-v PRAD

Perlecano

Dok7

Figura 7 - Macroestrutura da acetilcolinesterase (AChE) em associacdo com a membrana celular. Acetilcolina
(ACh), Recetor de acetilcolina (AChR), Jusante da tirosina quinase 7 (Dok7), Quinase muscular especifica
(MuSK), Recetor 4 de lipoproteinas de baixa densidade (Lrp4), Dominio Proteico Rico em Prolina (PRAD) [53].

Na Figura 8a) apresenta-se a estrutura do monémero da AChE prevista pelo modelo
4EY7.pdb. O centro ativo da AChE é composto por uma triade catalitica constituida pelos
residuos de Glu, His e Ser, tendo uma estrutura planar caracteristica das hidrolases que tém como
a serina o residuo aminoacidico principal do seu centro catalitico, sendo esta regido uma regido
conservada neste tipo de enzimas. Esta estrutura planar ocorre devido aos motivos estruturais
causados por uma série de hélices o e folhas . Ao garantir esta conformacao, a hidrolise de ACh

decorre pelo mecanismo representado na Figura 8b) [58] A triade catalitica, Ser200, His400 e




Glu327, encontra-se alojada no fundo da cavidade catalitica estreita, onde existem dois centros
de ligacdo responsaveis pelo transporte da ACh até ao centro ativo. Estes dois centros sdo: centro
anionico periférico (PAS) e o centro anidnico catalitico (CAS), sendo constituidos por residuos

na sua maioria aromaticos, com excec¢do da Asn, orientados para o interior da cavidade.

Entrada da
cavidade catalitica

NH

Figura 8 — a) Distribuic&o de estruturas secundarias na AChE pelo modelo
4EY7.pdb e b) representacdo do centro ativo da AChE.

No centro ativo, Figura 9, a serina é responsavel pelo atague ao neurotransmissor ACh e a
histidina atua como &cido de modo a doar um protdo, inicialmente adquirido pela sua atuacéo
como base sobre o ido hidronio formado, libertando a porgdo colina do neurotransmissor que
permaneceu ligada a serina. Com a saida deste grupo, a AChE fica acetilada, sendo reconvertida
a sua forma com atividade por atuagdo da 4gua como nucledfilo, hidrolisando o grupo acetilo,

ocorrendo a libertacéo de acido acético [58].
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Figura 9 — Mecanismo de hidrolise do substrato da AChE pela triade catalitica.
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A AChE tem como fung&o a terminacéo da transmisséo e sinalizacdo nervosa entre sinapses,
prevenindo a continuacao da dispersdo da ACh e consequente ativagdo dos recetores nervosos nas

proximidades, que ao libertar ides calcio, propagam o sinal nervoso [51].

Neurénio pré-sinatico
|

Neurénio pro-sinatico

Figura 9 - Terminagdo da propagacdo do sinal nervoso pela hidrolise do
neurotransmissor ACh pela acetilcolinesterase (AChE) [51].

1.3.2.Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga que se caracteriza pela perda da funcdo cognitiva
de forma acentuada em compara¢do com a normal perda cognitiva associada ao envelhecimento.
Sintomas como a perda de memoria, incapacidade de decisdo e de julgamento de situacdes,
deterioracdo de capacidades sociais e imprevisibilidade emocional sdo sinais desta patologia. A
DA é responsavel por cerca de 70% dos casos de deméncia em cerca de 40 milhdes de pacientes
em todo o mundo [54]. Patologicamente a DA é caracterizada pela perda de sinapses, acumulagao

de proteinas aff amiloides formando placas e agregados de proteina t, Figura 11 [55].

Cérebro com doenca

, vel
Cérebro saudave de Alzheimer

Neurénios Danos causados pela
doenca de Alzheimer
(placas amildides)

Figura 10 - Cérebro afetado pela doenca de Alzheimer em comparacdo com um cérebro saudavel [55].
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As causas da DA sdo multifatoriais mas ndo sao totalmente conhecidas, havendo duas teorias
principais, a teoria dos danos colinérgicos e a teoria da deposicdo aff [56]. Para sustentar a
hipétese da teoria da deposicdo af foi identificada a sobrexpressdo da proteina apolipoproteina
(apoE), uma proteina transportadora do colesterol que interage com a proteina B-amiloide,
levando a sua agregacao [56][57]. A teoria dos danos colinérgicos baseia-se na constatacdo que
nestes doentes se verifica uma diminuicdo abrupta no nivel de ACh nas sinapses colinérgicas.
Estas duas hipodteses sdo investigadas e debatidas em conjunto pois a deposi¢do aff aparenta ser
um dos fatores que leva a diminuicdo dos niveis de ACh nas sinapses colinérgicas [58].
Atualmente ndo existe um tratamento eficaz para a doencga, mas existem farmacos que permitem
a amenizacdo de alguns sintomas, quer por aumento de tempo de permanéncia dos
neurotransmissores nas sinapses, por inibicdo da formacao e deposicao das placas amildides e ou
por antagonistas dos recetores de N-metil-D-aspartato (NMDA) que permitem a abertura dos
canais de célcio nas sinapses [56][58].

A inibicdo da AChE tem sido usada como forma de tratamento dos sintomas da DA, uma vez
que ainibicdo da hidrélise da ACh leva a um maior tempo de permanéncia deste neurotransmissor
na fenda sinéptica visto que ha uma redugdo na sua hidrélise levando a uma intensificacdo da
transmissdo colinérgica, Figura 12 [51][59]. Os inibidores da AChE, como farmacos para a
reducdo destes sintomas ndo atuam nas causas da DA, pois ndo tém a capacidade de cura ou
reversdo da degeneracdo nervosa, mas reduzem o avango da deméncia [55]. Uma problemaética
associada ao uso destes inibidores é a possibilidade de ocorrer um aumento dos niveis de ACh no
liquido cefalorraquidiano, o que pode levar a um agravamento da DA devido a acumulagdo dos

agregados amiloides [59][60].

Neurénio pré-sinatico

Neurdnio pro-sinatico

Figura 11 — Esquematizacdo da ac&o dos inibidores da AChE nas sinapses colinérgicas.
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1.3.3.Inibidores da AChE

Os inibidores da AChE sdo compostos com estruturas diversas, tendo sido o primeiro
descoberto nos anos 20. Este inibidor reversivel, a fisostigmina, proveniente de Physostigma
venenosum, uma planta da familia das leguminosas conhecida por feijdo de Calabar, pertence a
familia dos alcaloides e é atualmente usadopara o tratamento de glaucoma [51][61]. Atualmente
sdo usados analogos sintéticos da fisostigmina como a neostigmina e a pirostigmina, mais simples

estruturalmente, cujas estruturas se apresentam na Figura 13 [51].

- Y \©/ \\ Neostigmina
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Figura 12 - Inibidores da AChE do grupo da f|sost|gm|na, 0 primeiro inibidor da
AChE, e os respetivos analogos Neostigmina e a Pirostigmina.

Posteriormente, novos inibidores foram introduzidos, entre eles a tacrina que se encontra
retirada do mercado por apresentar citotoxicidade hepética. Atualmente, os farmacos mais usados

séo o donepezilo, Figura 13, a rivastigmina, Figura 14, e a galantamina, Figura 15 [62][63].
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Figura 15 — Estrutura quimica do Donepezilo.

Figura 13 - Estrutura quimica da Galantamina.
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O donepezilo, Figura 13, é um dos farmacos mais usados na reducéo dos efeitos da doenca de
Alzheimer, sendo usado como tratamento de primeira linha numa dosagem de 5 mg diarios,
podendo chegar aos 23 mg diarios em casos graves [63][64]. O seu uso prolongado garantiu
beneficios aos pacientes, possibilitando a recuperacdo de alguma autonomia nas tarefas diarias e
uma melhoria geral das fun¢des cognitivas. O donepezilo, no entanto apresenta alguns efeitos
secundarios como fraqueza muscular e diarreia. A concentracdo a qual o donepezilo inibe 50 %
da atividade enzimaética (ICso) é de 6,7 nM, tendo como mecanismo de inibicdo, um mecanismo

misto devido a interacdo direta com a triada catalitica e, em simultdneo com o PAS [65].

A rivastigmina, Figura 14, tem um ICsy de 4,15 uM [62], tendo como mecanismo a inibigéo
ndo competitiva, por bloqueio da entrada do centro ativo em consequéncia da sua ligacdo com o
centro PAS, constituindo um mecanismo de inibicdo periférica [66]. E usada em adesivos de
libertagdo prolongada, no entanto causa efeitos secundarios como vomitos, diarreia e nauseas. E
aconselhada uma dosagem de 4 mg diarias e ap6s 4 semanas de tratamento em casos mais graves,
a dosagem pode chegar aos 9 mg diarios [64]. O seu uso demonstra melhorias a nivel da
recuperacdo da fala e da imprevisibilidade emocional. A rivastigmina é seletiva para uma

isoforma da AChE existente no cértex cerebral [66].

A galantamina, Figura 15, é administrada a partir de 16 mg diarios até 24 mg em casos mais
severos, podendo o tratamento chegar as 26 semanas [64]. Os beneficios da galantamina sdo a
melhoria na regulagdo do sono, um sintoma comum de deméncias, no entanto apresenta como
efeitos secundarios principais nauseas, vomitos, diarreia, dores abdominais, astenia e insonias
[64]. A Galantamina apresenta um ICso de 11 nM [62], tendo um mecanismo de inibicéo

semelhante a rivastigmina, ligando-se ao centro PAS [66].

Tendo em conta que a maioria dos farmacos disponiveis como inibidores da AChE apresentam
alguns efeitos secundéarios, tem sido constante a procura de alternativas. Estabeleceram-se
algumas metodologias e modelos in vitro para avaliacdo da atividade da enzima e potenciais
inibidores. A primeira tentativa concluida com sucesso de obter um modelo in vitro da AChE foi
desenvolvida por Nachmansohn e Lederer, isolando a AChE de enguia elétrica, capaz de
hidrolisar 3 g de AChl (andlogo da ACh) durante 1h, com recurso a apenas 1 mg de AChE [67].
A AChE de enguia elétrica apresenta uma elevada semelhanca estrutural, quer por analise
estrutural de corpo rigido, quer de corpo flexivel, com a AChE humana, revelando assim a
possibilidade de usar a AChE de enguia elétrica para estudos in vitro de modo a desenvolver
novos inibidores da AChE [67].
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Desde entdo foram desenvolvidos inimeros métodos de estudos cinéticos in vitro para a
determinacdo da capacidade de inibicdo de potenciais farmacos tendo como alvo a AChE,
baseando-se na comparacdo da velocidade inicial da reacdo de hidrélise da AChl por parte da
AchE, na presenca e na auséncia de inibidor. A hidrolise da AChl tem como produto a tiocolina
e 0 4cido acético, e os primeiros métodos usados recorriam a titulacdo do acido acético [51][67].
Posteriormente foram desenvolvidos novos métodos baseados em colorimetria, galvanometria e
fluorescéncia. Como exemplo de método baseado em colorimetria para a analise da atividade da
AChE pode ser identificado o método do p-nitrofenol, Figura 16 [68][69]. Neste método o
propionato de p-nitrofenol, um éster incolor, é hidrolisado pela AChE em p-nitrofenol, um
composto amarelo, que analisado por galvanometria permite quantificar a variacdo da atividade
da AChE na presenca do inibidor [51][70].

(e} o
N s o
OH No  AChE NXo \/m
—_ +
\)\ /©/ o
(o] HO
Propionato de p-nitrofenol (incolor) P-nitrofenol (corado) Acido Propandico

Figura 16 — Hidrolise de propionato de p-nitrofenol (incolor) a p-nitrofenol (corado) pela AChE.

Um método com recurso a fluorescéncia é o método do butirato de resorufina, Figura 17.
Neste método ha também a hidrolise de um éster incolor, neste caso num ido fluorescente. O
butirato de resorufina é hidrolisada num ido fluorescente, sendo a atividade da AChE analisada

pela quantificag&o do ido formado [51][71].
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U adons
A 0 e | o}

Figura 17 - Hidrolise de Butirato de resorufina (Incolor) ao seu produto fluorescente pela AChE.
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O método mais usado atualmente é o método de Ellman, tendo sido desenvolvido por Ellman
[72] no seu processo de desenvolvimento de um reagente para quantificacdo de compostos de
enxofre em tecidos celulares. Este método é baseado na velocidade de hidrolise da AChl pela
AChE na presenca de um inibidor, comparando esta velocidade de hidrdlise na auséncia de um
inibidor [73]. Neste método a AChl incolor, é hidrolisada a tiocolina, um composto também
incolor. Na presenca do reagente de Ellman, o 4cido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB), a
tiocolina liga-se ao DTNB e dissocia-0 em dois iGes, 0 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina,
incolor, e 0 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), um ido amarelo, produto que absorve a 405 nm e cuja
concentracdo pode ser determinada por espectrofotometria UV-Vis. A velocidade de formacao
deste ido amarelo depende apenas da hidrdlise da AChl, sendo este o passo determinante da reacdo
em comparagdo com a grande velocidade com que ocorre a dissociagdo do DTNB. Esta
velocidade da reagdo enzimatica é a quantidade de produto formado medida por espetrofotometria
a um comprimento de onda de 405 nm ao longo do tempo da reacdo [74]. O esquema reacional
[73] deste método esta representado na Figura 18.
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Figura 18 - Reagdo de Ellman's para determinagdo da atividade da AChE.

O estudo dos mecanismos de inibicdo tem sido revolucionado pelo uso de ferramentas in silico,
ferramentas estas que usam previsdes bioinformaticas baseadas em probabilidade e estatistica de
modo a sugerir modos de interacdo entre alvos biolégicos e compostos efetores [75]. Nesta
dissertacdo, como complemento ao estudo de inibicdo enzimatica in vitro, sera usado o docking

molecular, uma ferramenta bioinformatica in silico.
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1.3.4.Docking molecular

Os estudos de docking molecular séo cada vez mais usados para explicar o mecanismo de acao
de um inibidor sobre uma enzima, sendo muitas vezes associados a descoberta de novos farmacos
e mesmo a elucidagdo das propriedades de compostos ja conhecidos [75]. O docking molecular é
uma ferramenta in silico que permite a prever as interagdes entre moléculas, habitualmente
interagdes entre um recetor/alvo e um ligando. As interagdes, posicao e orientagdo previstas de
um ligando em relagdo ao recetor permitem obter dados Uteis para prever mecanismos da acéo de
potenciais farmacos, estudar a afinidade de compostos com um determinado alvo, prever o
mecanismo de acdo entre uma enzima e um substrato [76][77]. Os estudos de docking molecular
permitem prever a energia de ligacdo organizando os resultados de interacdo com base em

pontuacoes e scores [75].

No desenho de farmacos, o docking molecular pode ser usado com base em dois tipos de
abordagens, a abordagem Bottom up ou Top down [76]. A abordagem Bottom-up é considerada a
abordagem tradicional, usando a literatura como ponto de partida, iniciando-se o processo pela
sintese de potenciais farmacos e sendo de seguida realizados estudos in vitro das propriedades
relevantes dos compostos para o fim desejado, sendo o docking usado como ferramenta de
previsdo de mecanismos de acdo dos compostos e prever grupos funcionais chave na interacéo
[78]. A abordagem Top down tem como ponto de partida a analise in silico por docking de uma
grande quantidade de candidatos a farmacos, sendo que apenas 0S promissores avangam para
estudos in vitro [75][78].

Existem diversos algoritmos de docking molecular, baseando-se em diferentes métodos de
célculo de scores. A generalidade dos algoritmos calcula a soma das energias livre de Gibbs, para
varias orientagdes entre o ligando e o recetor nas regides selecionadas para a interacéo. O célculo
do score varia de acordo com o algoritmo, havendo diversas formas de calculo que atribuem
diferentes pesos a cada parametro [76][77]. O estudo de docking de ligandos em proteinas é
geralmente realizado pelo método semi flexivel. Este método usa algoritmos que realizam a
procura exaustiva de interagcbes provaveis num determinado volume selecionado. Outros
algoritmos fragmentam o recetor ou o ligando procurando interagdes provaveis e uma
consequente montagem do modelo. Existem também modelos ndo sistematicos. Estes modelos
estoicos baseiam-se na rapidez de encontrar zonas de elevada probabilidade de interacdo com
base nos graus de liberdade. Um dos modelos é o modelo de Monte Carlo que se baseia na
introducdo de alteracBes nos graus de liberdade de forma aleatdria, verificando o efeito da
variacdo com a interacdo anterior. Um dos softwares mais usados, AutoDock Vina, que sera
também usado nesta dissertacdo, utiliza 0 modelo de Monte Carlo e o algoritmo do modelo
iterativo de Broyden—Fletcher—Goldfarb—Shanno (MC/BFGS) [76][79].
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A grande vantagem do docking molecular é o baixo custo, facil acessibilidade e flexibilidade.
Com diversos modelos e algoritmos disponiveis, é possivel obter modelos bastante precisos e de
elevado valor cientifico. Apesar destas vantagens, a principal desvantagem € esta ser uma técnica
baseada previsdes, s6 podendo ser confirmado um mecanismo de inibicdo, modo de ligacdo e
posicdo do ligando face ao recetor com recurso a técnicas in vitro, como por exemplo ensaios
enzimaticos de modo a determinar constantes de inibicdo, cristalografia e sequenciacio proteica
[76].

1.4. Cancro

Uma das aplicages e atividades biologicas mais investigadas € a atividade anticancerigena
devido a grande necessidade de novos tratamentos com maior eficacia e maior seletividade de
modo a diminuir os efeitos secundarios gravosos dos tratamentos atualmente usados. Desta forma,

torna-se importante o estudo desta atividade biolégica no contexto da presente dissertagao.

1.4.1. Definicéo de cancro e incidéncia global

O cancro é a designacdo geral para um conjunto de doencas complexas causadas pelo
crescimento descontrolado de células alteradas que ndo desempenham a sua atividade normal,
sendo esta células chamadas de células neoplasicas [81]. O crescimento de células cancerigenas
ocorre devido a mutagdes nos genes, na sua maioria, genes que controlam o crescimento e divisdo
celular, oncogenes e genes supressores de tumores, resultando da expressdo de proteinas anormais
ou até na auséncia da expressdo das proteinas, causando o crescimento descontrolado destas
células [82][83][84]. As principais diferengas caracteristicas das células cancerigenas estdo

listadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais caracteristicas de células cancerigenas [84].

Caracteristicas Células cancerigenas
Morfologia Contornos e irregulares
Diviséo celular descontrolada
Maturacéo celular Diferenciacdo ndo regulada
Apoptose Né&o sofrem apoptose
Comprimento dos telomeros Mantém-se inalterado
Organizacéo de tecidos desorganizados
Detecao pelo sistema imunitario Ndo detetaveis
Propagacéo Migram para outros tecidos

Fatores de crescimento (FC) Dividem-se independentemente de FC
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O cancro é uma doenga comum aumentando com o envelhecimento da populagdo e também
com a exposicdo a fatores de risco, como agentes carcinogénicos e mutagénicos, como o tabaco,
radiacdo UV e ionizante, excesso de peso, consumo excessivo de alcool, infegcbes virais e dietas
ndo saudaveis [81]. Em 2020, data dos Ultimos dados compilados a nivel global, foram
diagnosticados por todo 0 mundo 18 milhGes de novos casos, havendo uma incidéncia de 190
casos por 100 mil habitantes, sendo que a média de mortalidade atingiu os 100 Gbitos por 100 mil
habitantes. Estima-se que 40% das mortes causadas por cancro podem ser evitadas por adocéo de
comportamentos saudaveis e uma monitorizacdo frequente para um diagnostico em fases iniciais,

aumentando significativamente a probabilidade de cura e sobrevivéncia [85].

1.4.2.Cancro da perspetiva celular

De um ponto de vista celular, o cancro tem dez caracteristicas chaves propostas por Hanahan
e Weinberg, sendo estas: a independéncia de fatores de crescimento; evasdo de fatores de inibicdo
de crescimento; potencial de replicacdo ilimitado; instabilidade do genoma e mutagdo; evasdo de
morte celular e reprogramacdo do metabolismo; podendo ainda ocorrer a metastizacdo e
angiogenese [86][87].

O ciclo celular numa célula normal apresenta quatro fases agrupadas em duas grandes etapas,
a fase M e a interfase. A interfase é composta por é composta pelas fases G1, S e G2. Na fase S o
material genético da célula é replicado e ocorre a sintese de DNA [88]. Apos a fase S a célula
entra em pausa, fase G2, onde a célula se prepara para a fase seguinte. Apds esta pausa ocorre a
fase M, onde o material genético replicado é dividido para duas células a partir da célula mae,
ocorrendo assim a mitose e a citocinese [88][89]. Apos a fase M ocorre mais uma pausa, a fase
G1, onde a célula se prepara de novo para a fase S, fechando assim o ciclo celular. Nas fases G1,
G2 e a meio da fase M ocorrem checkpoints de modo a verificar se existe alguma irregularidade
no procedimento do ciclo celular [90]. Estas verificacdes sdo reguladas pelas ciclinas e cinases,
tendo estas um papel de extrema importancia na identificacdo de mutagoes.

As mutagdes que ocorrem no DNA podem causar incapacidade de reparacdo das mutagdes.
Quando genes supressores de tumores sdo mutados, a sua expressdo deixa de resultar na producéo
de proteinas que inibem e levam a destruicdo de células mutadas, um exemplo desse gene é o
gene p53 [90]. Uma mutacgdo no gene p53 leva a que a proteina que este codifica deixe de executar
a sua atividade normal, ndo sendo capaz de detetar as mutagdes e atuar sobre estas. O caso do
gene p53 é um dos mais evidentes no estudo do cancro, sendo que 50% dos cancros desenvolvidos
envolvem a mutagéo do gene p53 [92][93].

A expressdo de genes mutados e a auséncia dos genes supressores de tumores leva a que haja
um descontrolo do crescimento e propagacdo celular, gerando aglomerados de células
disfuncionais e que consomem nutrientes de forma elevada e abrupta, colocando outras células

sob condicdes de stress. Desta forma, os tumores adaptam-se as estas condi¢des, vascularizam e
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metastizam, passando para a corrente sanguinea e iniciando o seu crescimento noutro local do
organismo, alterando outras células e tornando-se dominantes no organismo [89][92]. A apoptose,
€ um mecanismo de morte celular programada e geneticamente regulada, permite que células
durante o seu desenvolvimento normal ou em doengas como o cancro possam ser eliminadas de
modo a ndo propagar células ndo necessarias ou com funcionalidades incorretas. A ma regulacéo
dos mecanismos de apoptose é um fator que permite a proliferacdo destas células disfuncionais,

como as células cancerigenas [91][92].

1.4.3. Tratamento do cancro

Apos o diagndstico do cancro realiza-se um plano de tratamento Unico para cada doente, tendo
em conta que nao existem dois tipos de cancro iguais entre os pacientes. Em planos clinicos ideais,
cada doente é submetido a analises clinicas detalhadas de modo a identificar cada tipo de cancro
de modo a personalizar o tratamento para que este se torne mais eficaz [95]. Em casos em que
ndo existe metastizagdo do tumor, este pode ser removido cirurgicamente se ndo comprometer a
vida do paciente [89][95]. Os tratamentos mais comuns para erradicacdo de células cancerigenas
sdo a quimioterapia, o uso de farmacos com atividade bioldgica anticancerigena e a radioterapia,
0 uso de radiacdo ionizante e radiofarmacos com objetivo de causar danos a nivel do DNA das
células cancerigenas, levando a sua morte [96]. Existe um novo ramo de tratamentos, a
imunoterapia, onde o sistema imunitario do paciente é programado para reconhecer as células
cancerigenas como alvos das células efetoras deste sistema de modo que estas sejam eliminadas.
Qualquer dos tratamentos usados no cancro tém um grande nimero de efeitos secundarios.
Associado a guimioterapia esta a elevada toxicidade e falta de especificidade dos farmacos,
levando a danos em 6rgédos ndo afetados. Devido a diversidade das doengas cancerigenas e a sua
extensdo de ocorréncia na populagdo, é necessaria a descoberta de novos farmacos
anticancerigenas que tenham uma eficacia elevada minimizando os seus efeitos secundarios [96].

Varios compostos da familia das fenazinas e naftoquinonas ja foram identificadas com
atividade biol6gica anticancerigena, como por exemplo uma 1,4-naftoquinona [13][14] com
atividade bioldgica anticancerigena para leucemia e cancro do rim. A barafenazina [32] foi
identificada como anticancerigena contra o cancro do pulmao e prostata. Desta forma é possivel
verificar que estas familias de compostos se apresentam promissoras para a descoberta de novos

derivados anticancerigenas.

1.4.4.Cancro do figado

O cancro do figado é um tipo de cancro em que o crescimento da massa tumoral inicial de um
cancro ocorre nos tecidos do figado. Em 2020, data dos Gltimos dados globais compilados, o0s
novos casos de cancro do figado corresponderam a 4,7% de todos 0s novos casos de cancro,

estando em sexto lugar dos cancros mais diagnosticado. Em termos de mortalidade no mesmo
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ano, o cancro do figado correspondeu a 8,3% de todos 0s dbitos, sendo o terceiro com maior taxa
de mortalidade a seguir ao colon e pulmdes [85]. Em 2023, na Europa, o cancro do figado tem
uma incidéncia de 14% face a todos os cancros diagnosticados, sendo que em Portugal
corresponde a 2,6% de todos os casos diagnosticados [97]. Existem diversos tipos de cancro do
figado, sendo os mais comuns o carcinoma hepatocelular (HCC) e o colangiocarcinoma, também
conhecido como cancro da vesicula biliar.

Os tratamentos aplicados atualmente para o cancro do figado variam de acordo com a
dimensdo dos tumores nodulares que se encontram no paciente. De acordo com 0 numero e
tamanho dos nédulos, estes podem ser tratados com varios tipos de radiacdo ou entdo, em casos
em que este tratamento ndo seja possivel, por remocdo cirdrgica dos nodulos [99]. Devido a
elevada capacidade regenerativa do a remog¢do das zonas afetadas por tumores é frequente,
podendo o figado regenerar as zonas removidas. Um dos farmacos mais usados para tratar HCC
avancado resistente a tratamentos radiol6gicos é o sorafenic [100]. O sorafenic € um inibidor de
multiplastirosina cinases responsaveis pela angiogénese e proliferacdo de hepatdcitos
cancerigenas. Este farmaco, um inibidor do Fator de crescimento 3 derivado de plaquetas (PDGF-
B), Fator de crescimento endotetial vascular (VEGF) e Fator de células estaminais (SCF) nos
hepatécitos, blogueando as vias metabdlicas de quinases ativadas por mitogéno e sinais
extracelulares regulados por quinases (MAPK/ERK), responsaveis pela proliferacdo dos tumores
[101]. Existem tratamentos de quimioterapia para o cancro do figado que usam farmacos baseados
em anticorpos ou pequenas moléculas seletivas para marcadores do figado, tendo uma elevada
eficacia neste tratamento, estando estes tratamentos nas fases finais de ensaios clinicos, revelando
um futuro promissor para estas solugdes [102].

Foram identificadas naftoquinonas [7] com capacidade de inibir a proliferacdo de diversas
linhas celulares humanas de cancro do figado, salientando de novo o grande potencial desta
familia de compostos na atividade anticancerigena. A doxorrubicina (DOXQO) é um dos farmacos
mais usados no tratamento do cancro e de elevada citotoxicidade, sendo por isso usada como
referéncia nos estudos de citotoxicidade. A doxorrubicina consegue ser permeada pela membrana
interna do ndcleo e intercalar o DNA. A zona de intercalagdo da doxorrubicina no DNA coincide
com o gene que codifica a DNA topoisomerase Ila, TOP2A. Esta enzima ¢é responsavel pelo
desenrolamento do DNA e também pela reparacdo das DSB, estruturas que induzem a apoptose
por ativagdo dos genes apoptoticos p53 e FOXO3. Assim, a doxorrubicina tornou-se um farmaco
largamente usado devido a sua elevada efetividade no tratamento de diversos tipos de cancro,

como leucemias, sarcomas e cancros da pele, mama e figado [99][100][102].

Apesar de diversos farmacos em estudo, a procura por novas solucgdes de tratamento continua
a ser de grande dimensdo devido & mortalidade deste tipo de cancro. Em investigacdo e

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de HCC sdo usados modelos celulares in
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vitro para estudar a citotoxicidade dos potenciais fArmacos a partir de diversos métodos, como o
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) e Lactato desidrogenase
(LDH). Estes ensaios sdo realizados em linhas celulares Hep G2, correspondendo esta linha
celular a 76% das linhas celulares usadas para estes estudos [103]. As células Hep G2 em
comparagdo com hepatocitos normais sdo de menor dimensdo e irregulares a semelhanca das
células com HCC in vivo. As células Hep G2 tém um nivel de mitocdndrias muito baixo em
comparagdo com hepatdcitos normais, da mesma forma que as células HCC in vivo. Enquanto as
células HCC in vivo tém um genoma instavel, as células Hep G2 tem um genoma estavel. Apesar
destas diferencas, as células Hep G2 constituem modelos de grande qualidade para testes de

citotoxicidade, também devido a sua facilidade de cultivo in vitro e propagacao [103].

Os estudos de citotoxicidade in vitro sdo amplamente usados devido a facilidade de
crescimento de células in vitro e da ampla biblioteca de células disponiveis para cultura. A
versatilidade e disponibilidade de meios e suportes de cultura em termos comerciais torna este
método o método de elei¢do para estudos de citotoxicidade preliminares [104]. Apesar disso, 0
uso de cultura de células animais in vitro ndo representa o funcionamento de um organismo vivo
na sua totalidade, podendo haver resultados que diferem de estudos usando modelos in vivo
devido a sua complexidade e variabilidade de vias metabdlicas. O uso de cultura in vivo requer,
muito frequentemente, o uso de soro fetal bovino, um componente de origem animal e por
consequente, de elevada variabilidade, de elevado custo, complexo de um ponto de vista ético e

regulatério quando se trata do seu uso para produtos biotecnolégicos comerciais [104][105].
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2. Resultados e discussao

Analisando a literatura para o potencial de atividades biolégicas da familia das fenazinas e
naftoquinonas é possivel afirmar o interesse destas familias para diversas aplicacdes terapéuticas.
Com recurso as técnicas disponiveis para a dissertacdo, o estudo de diversas propriedades
bioldgicas para estas familias foi realizado de modo a confirmar atividades bioldgicas e descobrir
alguns dos seus mecanismos de acdo. Desta forma estes resultados podem ser usados para
complementar bibliotecas de compostos e respetivas atividades bioldgicas, gerando dados de
valor cientifico para futura investigacdo de modo a descobrir e propor novos compostos como
potenciais farmacos. Os compostos testados serdo apresentados, listados e numerados no inicio
de cada subcapitulo onde os seus resultados sdo apresentados e discutidos. A familia das fenazinas
estd numerada com os nimeros 1 (fenazinas) e 2 (fenoxazinas), e seguindo a mesma légica
sequencial, a familia das naftoquinonas com os numeros 3 (1,4-naftoquinonas) e 4 (1,2-

naftoquinonas).

Usando ensaios de inibi¢do enzimética e de docking molecular serd possivel prever e propor
modos de interacdo entre os compostos estudados e a AChE, podendo também ser possivel
relacionar o tipo de interacbes com o tipo de substituintes usados. A mesma ldgica pode ser
aplicada para os estudos de citotoxicidade, onde sera estudada a citotoxicidade em linhas celulares
Hep G2 através do método do MTT e LDH, seguido de estudos de interacdo com DNA, citometria
de fluxo e de atividade antioxidante com recurso ao 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Desta
forma é possivel relacionar os compostos estudados e 0 seu potencial citotéxico com os respetivos

substituintes.

Para os ensaios de inibicdo da AChE, interacdo com DNA e atividade antioxidante, foram

realizados ensaios em triplicado (n=3) e para os ensaios de MTT e LDH em sextuplicado (n=6).

Deste modo, a presente dissertacdo propde-se a estabelecer estas relacfes de modo a contribuir
para um desenvolvimento cientifico, apresentando resultados que permitem expandir
conhecimento sobre atividades biologicas e mecanismos de acdo de diversos compostos da

familia das naftoquinonas e fenazinas.
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2.1. Fenazinas e fenoxazinonas

De forma a avaliar a potencialidade de compostos da familia das fenazinas (1-1.c) e das
fenoxazinonas (2-2.b), relativamente & capacidade de inibir a AChE e efeito citotoxico contra
celulas Hep G2 do hepatocarcinoma humano foram obtidas por diferentes métodos de sintese os
compostos cujas estruturas se apresentam na Tabela 4. Os compostos estudados sdo analogos da
Fenazina-2,3-diamina (1) com diferentes substituintes (1a-1.c) e ainda um anélogo da 2-amino-
3H-fenoxazina-3-ona (2) com um substituinte apolar (2.b).

Tabela 4 - Fenazinas e fenoxazinas estudadas.

Composto Ref. Nome

N NH,
s,
@: ﬁ 1 Fenazina-2,3-diamina
/
N NH,

Cl

N,5-di(4-clorofenil)-3-imino-3,5-

dihidrofenazina-2-amina

la
N NH cl
LT
N NH
(|:H3
N __NH b N,5-dimetil-3-imino-3,5-
dihidrofenazina-2-amina
_ ,CH3
N NH
H,C 0

W//”
N,5-diacetil-3-imino-3,5-

N /NH oH 1c
@[ f/j\ 3 dihidrofenazina-2-amina
_ I
N NH 0
N NH
S 2
2 2-amino-3H-fenoxazina-3-ona
0 \“o
H,C NH OH
U o | 2Midroxi-4a8-cimetit-4.42,10,10a-
e} \‘o ' tetrahidro-3H-fenoxazina-3-ona
CH,
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2.1.1. Atividade inibitéria da AChE

A atividade inibitoria das fenazinas e fenoxazinas estudadas (Tabela 4) contra a AChE foi
determinada de acordo com o método de Ellman’s descrito no Capitulo 4.2.1, verificando-se a
diferenca entre a velocidade inicial em ensaios sem composto presente na mistura reacional e a
velocidade em ensaios com a presenga do composto adicionado. A atividade inibitéria foi
estudada para diferentes concentragcdes dos compostos entre 0s 5 M e 0s 100 uM, valor a partir
do qual ocorreu a precipitagdo dos compostos em estudo. Para 0os compostos que atingiram valores
de inibicdo superiores a 50% até cerca de 80 uM foram calculados os respetivos ICso, OU Seja a
concentracdo a qual ocorre 50 % de inibigdo da enzima (ICso). A Tabela 5 apresenta os resultados
dos ensaios de inibicdo para a familia das fenazinas e fenoxazinas estudadas.

Tabela 5 - Percentagem de inibicdo da AChE pela familia das fenazinas e fenoxazinas a concentracéo de

100 puM, determinadas pelo método descrito no Capitulo 4.2.1. O valor apresentado é a média de 3
ensaios, s € o desvio medio.

Composto Inibicaos (100 uM) (xs %)
1 29+2
la 1643
1.b 100+1
l.c 100+1
2 3242
2.b 97+1

Ao analisar os resultados da Tabela 5 é possivel verificar que apenas trés compostos (1.b, 1.c
e 2.b) desta familia atingiram uma percentagem de inibi¢do maxima proxima de 100 %. Em
oposicao 0s compostos 1, 1.a e 2 ndo alcangaram 50% de inibigdo & concentragdo maxima testada
de 100 pM, revelando um fraco potencial inibitério. Considerando que estruturalmente, 0s
compostos 1 e 2 sdo compostos de base sem substituintes adicionados, pode admitir-se que a sua
estrutura tem uma baixa capacidade de interacdo com a AChE ou com a sua fenda catalitica, ndo
interferindo com a atividade enzimatica. O composto 1.a interfere ainda menos na atividade da
AChE, com uma baixa capacidade de inibi¢do, evidenciando que a adicdo do substituinte
aromatico clorado nédo o favorece em interacdes que resultam na inibicdo da AChE. Este composto
(1.a) é particularmente volumoso em comparacdao com 0s restantes, 0 que sugere a possibilidade
de ocorrer algum impedimento estéreo entre 0 composto e as interagdes com a enzima, em

particular na fenda catalitica, justificando a baixa capacidade de inibicdo da atividade enzimatica.

Os compostos 1.b, 1.c e 2.b, ao contrario dos restantes, apresentaram maior potencial

inibitério, e aumentado em particular, relativamente aos compostos 1 e 2 que s&o a sua estrutura
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percursora inicial com a adi¢cdo de substituintes. Para estes compostos 1.b, 1.c e 2.b, foram
calculados os valores do 1Cso de modo a comparar os seus potenciais inibitérios, por representacao
das curvas dose resposta no software GraphPad Prism 5. A medida que ocorreu o aumento da
concentracdo dos compostos 1.b, 1.c e 2.b potenciais inibidores foi possivel verificar uma
diminuicdo do declive da curva de progressao da reacdo, o que significa que ha uma diminuicao

da velocidade inicial da reacdo, aumentando a percentagem de inibicéo.

Na Tabela 6 apresentam-se os ICso calculados para os compostos 1.b, 1.c e 2.b, bem como os
limites de concentragéo testados e respetivos erros e declives de Hill que fornece o declive da
curva dose-resposta. Apresenta-se também uma das curvas de dose resposta obtidas na Figura
19, neste caso para 0 composto 1.b, de modo a ilustrar os resultados obtidos. As restantes curvas
estdo presentes no Anexo 1 e 2, para as curvas obtidas os valores de coeficiente de correlagéo (r?)
foram superiores a 0,966.

Tabela 6 - Valores de ICs, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) para os compostos
da familia das fenazinas e fenoxazinas.

1Cs0ts Limite minimo  Limite maximo )
Composto Declive ER (%)
(LM) (UM) (HM)
1b 1746 5,01 31,6 5,2 51
1.c 96+3 25,1 100 1,9 8,3
2.b 24+3 7,09 79,4 1,5 6,2
1004
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Figura 19 - Curva dose-resposta do composto 1.b representando o modelo ndo linear ajustado a
percentagem de Inibicdo da AChE para o logaritmo das diferentes concentra¢des do composto.

Pela analise dos valores de ICso compilados na Tabela 6, é possivel verificar que os erros
relativos estdo no maximo na casa dos 8%, apresentado uma boa exatiddao nos dados. Analisando
os limites minimos calculados, verifica-se que os compostos 1.b e 2.b apresentam atividade

inibitoria a partir de concentragdes menores do que o composto 1.c, apresentando também o0s
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menores valores de ICso, de 17+7 uM e 24+3 puM, respetivamente. Sendo assim, composto 1.b
revelou-se como o composto desta familia com maior potencial inibitério para a AChE. Para além
disso, o composto 1.b também apresentou um declive de Hill elevado o que significa que uma
pequena variagdo da sua concentracdo provoca um aumento acentuado na percentagem de
inibicdo., revelando-se de maior poténcia. O composto 1.c foi 0 que apresentou o valor de declive
bastante mais baixo, ou seja, exibe um aumento de percentagem de inibicdo menos abrupto que
0s restantes compostos da familia, apresentando também o valor mais elevado de 1C50, 963 pM.
Para todos os compostos o limite maximo testado foi os 100 uM, valor a partir do qual ocorre
uma inibicdo de 100%, ficando a enzima incapaz de exercer a sua atividade. Apesar do potencial
verificado face aos restantes compostos, 0os 1C50s mais promissores apresentam-se muito mais
elevados do que os inibidores comerciais de menor potencia, como é o caso da Rivastigmina, com

um IC50 de cerca de 4 UM, sendo este composto duas vezes mais potente que os testados.

De modo a entender a relevancia estatistica dos valores obtidos, realizou-se uma anélise de
variancia unilateral com um nivel de confianca de 95%, one-way ANOVA, seguido de um teste de
Tukey, post-hoc para comparar dois a dois os valores dos 1Cso, de modo a avaliar se os valores
dos ICso determinados para os compostos sdo significativamente diferentes. Para realizar esta
analise utilizou-se o software on-line StatPages.org. Na Tabela 7 apresentam-se os resultados

desta analise estatistica.

Tabela 7 - Valores de p-value entre 0os compostos da familia das fenazinas e fenoxazinas testados.

Teste Compostos p-value
1 lbvslc 0,0000
2 1bvs2b 0,5265
3 lcvs2.b 0,0000

Ao analisar os resultados dos testes estatisticos (Tabela 7) é possivel verificar que o p-value
é bastante baixo na comparagao entre 0s compostos 1.b/1.c e 1.c/2.b, demonstrando que o valor
do a ICs para o composto 1.c é diferente com um grau de confianca superior a 95 % em
comparagdo com os compostos 1.b e 2.b. Pelo contrério, o p-value entre os compostos 1.b/2.b é
superior a 0,05 o que significa que os compostos 1.b e 2.b tém valor de I1Cs estatisticamente

semelhantes.

Na Figura 20 apresentam-se 0s I1Cso dos trés compostos graficamente.
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Figura 20 - Comparag&o dos I1Csq para 0s compostos 1.b, 1.c e 2.b e respetivas estruturas.
* - p-value< 0,5 e ** - p-value > 0,5.

Ao comparar a estrutura dos compostos 1.b, 1.c e 2.b, (Tabela 7) verifica-se que esta pode ser
a chave para o potencial inibitério destes compostos face aos restantes testados. Verifica-se que
estes compostos tém o grupo substituinte -metilo, a semelhanca da acetilcolina, o substrato da

enzima

Estudos de docking molecular, permitem fazer uma previsdo da posigéo e tipos de interagdes
que ocorrem entre a AChE e os compostos em estudo. Esta analise permite prever as interacdes
gue ocorrem entre a estrutura da enzima e composto, fornecendo dados como a energia, distancia

e tipo de ligacdo, sugerindo varios modelos com varios scores de docking

Realizaram-se estudos de docking molecular, nos quais foram previstas as interacdes entre a
enzima e 0s compostos 1.b, 1.c e 2.b uma vez que estes apresentaram melhores resultados de
inibicdo da AChE. Os estudos de docking molecular foram executados usando o software
AutoDock Vina via Chimera 1.16, e visualizados no Discovery Studio Visualizer, de acordo com
o protocolo descrito no Capitulo 4.2.2. foi selecionada a previsdo de interagdo com score absoluto
mais alto (o0 mais negativo), e obteve-se um modelo 3D e 2D das interacGes, o tipo de interacbes
e a distancia entre os atomos do composto e 0s respetivos residuos de aminoacidos na proximidade

do centro ativo com 0s quais se prevé que interajam.

Os resultados obtidos para o docking molecular dos compostos 1.b, 1.c e 2.b sdo apresentados
nas Figuras 21-23, estando as respetivas tabelas com as distancias das interagdes em anexos
(Anexo 3-5).
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Figura 22 - Interacdes do composto 1.b com a AChE, previstas por docking molecular pelo software Autodock Vina,
visualizado em Discovery Studio Visualizer. a) modelo de interagdes em 3D; b) modelo de interagGes em 2D.
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Figura 21 - Interacdes do composto 1.c com a AChE, previstas por docking molecular pelo software Autodock Vina,
visualizado em Discovery Studio Visualizer. a) modelo de interagdes em 3D; b) modelo de interagGes em 2D.
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Figura 23 - Interacdes do composto 2.b com a AChE, previstas por docking molecular pelo software Autodock Vina,
visualizado em Discovery Studio Visualizer. a) modelo de interagdes em 3D; b) modelo de interagcdes em 2D.

31




Ao analisar os resultados é possivel verificar que com todos 0os compostos a maioria das
interacdes da enzima ocorre pelos anéis aromaticos e ligacdes de hidrogénio, sendo esperado que
ocorram interacdes mais fortes e mais estaveis nos compostos cujos anéis apresentam maior
densidade eletronica, 0 que neste caso, ocorreu para 0s compostos 1.b, 1.c e 2.b devido ao
aumento de densidade nos anéis induzida pelos substituintes (comparativamente com o0s
compostos 1, 2 e 1.a). Pela analise dos resultados foi também possivel verificar que ho modelo
apresentado ndo foram previstas interagcbes com os residuos aminoacidicos pertencentes a triada
catalitica (Ser200, His400 e Glu327). No entanto, ocorreu a previsao de ocorrerem interagdes com
residuos aminoacidicos préximos da triade catalitica, em particular com His438, nomeadamente
para o composto 1.c e 2.b. No entanto, o composto 1.c ndo foi o que apresentou maior atividade
inibitéria da AChE. Ao analisar os resultados foi também possivel verificar que todos os
compostos interagem com a AChE através do CAS e PAS. No entanto, é possivel verificar que o
composto 1.c realiza interagcdes com estes centros a uma maior distancia, sendo que as interagdes
aromaticas que este realiza com os residuos aminoacidicos do CAS e PAS (Trp83, Try328 e
Phe329) apresentam uma distancia na ordem dos 5 A, enquanto os compostos 1.b e 2.b
apresentam ligagdes semelhantes e a uma distancia na ordem de 2 a 4 A, podendo esta menor
distancia de interacGes ser responsavel pelo maior potencial inibitorio dos Gltimos (Anexo 3-5).
As interacdes dos compostos nestes centros parece ser responsavel por diminuir a atividade da
AChE e portanto importantes alvos para o desenho de farmacos inibidores da AChE, a semelhanga
do reportado na literatura [78][80]. Assim, os resultados obtidos parecem indicar que 0s
compostos 1.b e 2.b sendo inibidores da AChE por interacdo com o CAS e o PAS, revelam
potencial para permitir um maior tempo de permanéncia do neurotransmissor acetilcolina nas
sinapses, ocorrendo uma perda de informacgao menor, revelando-se promissores para a mitigagdo

dos efeitos da doenga de Alzheimer.

Realizou-se 0 mesmo tipo de analise por docking da interacdo da AChE com o composto 1.a,
que revelou baixa capacidade inibitéria da enzima, obtendo-se 0 modelo 3D e comparou-se com
0 mesmo tipo de analise com o composto 1.b. Na Figura 24a e 24b encontram-se estes resultados,

respetivamente.
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Ao analisar os modelos 3D, foi possivel verificar que o composto 1.a ndo entra na sua
totalidade na cavidade catalitica devido ao grande tamanho do substituinte clorado, interagindo
apenas com os residuos da zona de entrada para a cavidade, em oposi¢do ao composto 1.b com
maior efeito inibitorio, associada a interagdo com o CAS e PAS, ja referida. Desta forma é
possivel concluir que para que os compostos da familia das fenazinas inibam a atividade da AChE

parece ser importante a capacidade de entrar na cavidade catalitica

Y,

-
Figura 24 - Posi¢des previstas dos compostos 1.a a) e 1.b b) na cavidade catalitica da AChE.

Para estudar mais detalhadamente a capacidade de inibicdo da AChE pelos compostos em
estudo podem realizar-se varias abordagens experimentais [78]. Pode realizar-se um estudo de
cinética enzimatica de modo a determinar 0 mecanismo pelo qual os compostos da familia das
fenazinas inibem a AChE, determinando as constantes de inibicdo. Em simultaneo, ao realizar-se
a determinacdo da estrutura terciaria da AChE por cristalografia de Raios X em contacto com os
compostos é possivel determinar a posicdo em que estes interagem com a enzima. Este estudo
pode relacionar-se com o estudo da cinética uma vez que o local onde ocorrem as interaces

enzima-composto esta relacionada com o mecanismo de inibicao.
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2.1.2. Atividade antioxidante

O potencial antioxidante dos compostos da familia das fenazinas e fenoxazinas estudados foi
realizado de acordo com o procedimento experimental descrito no ponto 4.3. O método do 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) permite avaliar a capacidade dos compostos em estudo
neutralizarem o radical livre DPPH, reduzindo-o a sua forma DPPH-H, Figura 25. Os compostos
antioxidantes neutralizam espécies radicais responsaveis pelo stress oxidativo condicdo que leva
deterioracdo das biomoléculas por varios mecanismos. Os compostos com este tipo de capacidade
antioxidante ajudam na manutencdo da integridade dos constituintes celulares e tecidos,
prevenindo o aparecimento de doencas causadas pela acdo das espécies radicais [106].

Q ;O_ Antioxidante-H Antioxidante ® o
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9 / : 0
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DPPH DPPH-H
Figura 25 - Reacdo de eliminacdo do radical DPPH.

Foram testadas as fenazinas 1, 1a, 1b e 2 a uma concentragdo de 100 pM, apresentando-se 0s
resultados para a percentagem de Atividade Antioxidante (%AA), na Tabela 8, e de forma visual
na Figura 27.

Tabela 8 - Valores obtidos para a %AA e respetivo desvio padréo, a uma concentragéo de 100 uM para
os compostos 1, 1.a, 1.b e 2.b.

Composto | AAts (%)
1 16+4
la 3415
1b 2445
2 80+1

Ao analisar os resultados da Tabela 8 é possivel verificar que os compostos 1, 1.a e 1.b
apresentam valores de atividade antioxidante aproximadamente iguais a uma concentragéo de 100

MM, destacando-se destes trés compostos apenas 0 composto 2 com uma AA de 80+1%.

De modo a entender a relevancia estatistica dos valores obtidos, realizou-se uma analise de
variancia unilateral com um nivel de confianca de 95%, one-way ANOVA, seguido de um teste de
Tukey, post-hoc para comparar dois a dois os valores de %AA, de modo a avaliar se estes sdo
estatisticamente diferentes. Para realizar esta analise utilizou-se o software on-line StatPages.org.

Na Tabela 9 apresentam-se 0s resultados desta analise estatistica.
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Tabela 9 - Valores de p-value entre os compostos da familia das fenazinas e fenoxazinas testados.

Teste Compostos p-value
1 lvs?2 0,0000
2 lvsla 0,0954
3 lvslb 0,9926
4 2vsla 0,0005
5 2vslb 0,0000
6 lavslb 0,1391

A partir destes resultados é possivel afirmar que a AA dos compostos 1, 1.a e 1.b é
estatisticamente idéntica, e estatisticamente diferente da AA do composto 2, sendo possivel

apresentar os resultados de forma gréfica, Figura 26.
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Figura 26 - Atividade antioxidante dos compostos da familia das fenazinas a uma
concentracdo de 100 uM. * - p-value< 0,5 e ** - p-value > 0,5.

O composto 2 apresenta para a mesma concentragcdo uma maior atividade antioxidante de cerca
de 80%. Resultados semelhantes foram reportados na literatura para outras fenoxazinas de
estrutura semelhante, revelando que estes compostos tém potencial de utilizagdo no tratamento de
doencas associadas ao stress oxidativo, como por exemplo a esclerose maltipla, uma doenca
causada por danos do SNC [106][107]. Assim, é possivel afirmar que o composto 2 apresenta

potencial como estrutura base para a sintese de novos analogos antioxidantes.
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2.1.3. Citotoxicidade em linhas celulares Hep GG2

O potencial citotoxico dos compostos das fenazinas foi testado pelo método colorimétrico do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT) em linhas celulares Hep G2,
como descrito no Capitulo 4.1.1. O estudo teve como objetivo determinar os valores de
concentracdo de composto que induz 50 % de morte celular (ECso).

Foram testados os compostos 1, 1.a, 1.b, 1.c e 2, sendo que os compostos 1.a, 1.b e 1.c, a partir
dos 50 uM perdiam solubilidade no meio de cultivo celular (DMEM). O composto 2, a partir dos
60 uM perdeu também solubilidade no meio de crescimento, e o composto 2.b néo foi possivel
ser testado & contaminacéo do meio de cultura por um fungo (Anexo 6), inviabilizando todas o0s
frascos usados. A Unica solucgdo possivel teria sido o descongelamento de um novo lote de células
Hep G2, mas ndo podia ser dada a garantia que as células manteriam as mesmas caracteristicas
das células usadas nos ensaios até entéo.

Na Figura 27 apresentam-se os valores de citotoxicidade dos compostos 1, 1.a, 1.b,1.ce2a
uma concentracdo de 50 M. Ao estudar os compostos 1, 1.a, 1.b, 1.c e 2, verificou-se que grande
parte dos compostos ndo provocou morte celular a 50% da populacéo, tendo apenas sido atingido
esse valor para o composto 1. No Anexo 7 apresentam-se os dados da Figura 27. Desta forma, é

possivel afirmar que os compostos 1.a, 1.b, 1.c e 2 ndo apresentam potencial citotdxico.
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Figura 27 - Citotoxicidade contra células Hep G2 a 50 uM em percentagem de células ndo viaveis, determinada pelo

método colorimétrico do MTT.
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A curva dose-resposta para 0 composto 1 esta representada na Figura 28 e a partir desta
obteve-se um valor de ECso de 32+3 uM com recurso ao software GraphPad Prism 5,
apresentando-se no Anexo 8 os parametros (Valores de ECso, limites maximos e minimos, declive
e ER) para os compostos da familia das fenazinas e fenoxazinas calculados pelo software. O valor
obtido é muito superior ao ECso da doxorrubicina, farmaco anticancerigeno usado com ECsy de
1,46 uM em células Hep G2 [108], é possivel afirmar que o composto 1 apresenta potencial como

estrutura de base para novos analogos com potencial anticancerigeno.
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Figura 28 - Curva dose-resposta para 0 composto 1.

A partir da Figura 28 é também possivel verificar que os compostos resultantes da adi¢éo de
substituintes ao composto 1 ndo resultaram num aumento de citotoxicidade, ndo se verificando a
partida uma tendéncia que relacione a estrutura com a citotoxicidade dos compostos. Ao
aprofundar a pesquisa bibliografica sobre pardmetros estudados no desenvolvimento de novos
farmacos, verificou-se que o coeficiente de partigdo (log P) € um dos parametros mais importantes
devido a ser um indicador de permeabilidade membranar e um dos pardmetros pertencentes ao
conjunto de propriedades Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade
(ADMET). Este pardmetro pode ser calculado pela equacédo 1 [109]:

log P =log ([SO]UtO]Octanol)

[soluto] Agua (1)

Um valor de log P elevado indica que o composto apresenta um carater lipofilico, logo uma
maior afinidade com fases e moléculas apolares, enquanto um log P baixo indica um carater
hidrofilico, ou seja, uma maior afinidade com fases e moléculas polares, sendo que a maioria dos
farmacos em comercializagdo apresentam um log P entre 2 e 4 [110]. A “Lipinski's Rule of 57
indica que quatro regras principais para que um farmaco tenha uma boa biodisponibilidade: 1°

uma massa molecular inferior a 500 Da; 22 O nimero total de doadores de ligacdes de Hidrogénio
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deve ser igual a 5; 32 O numero total de aceitadores de liga¢cdes de Hidrogénio deve ser menor
que 10; e por fim, 42 0 log P do composto deve ser inferior a 5 [110]. A partir desta regra, que
sugere que para uma eficaz absorcdo oral e intestinal de um farmaco, este deve ter um log P
inferior a 5. O log P apresenta-se assim como um parametro relevante para o estudo da familia
das fenazinas.

Os log P para cada fenazina testada foram previstos usando o software Molinspiration,
registando-se os valores na seguinte tabela:

Tabela 10 - Valores de log P previstos pelo software Molinspiration para a familia das fenazinas e
fenoxazinas testadas para citotoxicidade.

Composto log P previsto
1 2,11
la 6,05
1b 1,29
lc 0,91
2 2,05

Ao analisar os resultados da previsdo é possivel verificar que os compostos 1 e 2 encontram-
se dentro do intervalo da maioria do log P dos farmacos em comercializagdo, enquanto 0s
compostos 1.b e 1.c estdo abaixo deste valor. O Unico composto que se apresenta acima do
intervalo de log P para farmacos comerciais e acima do parametro definido pela Lipinski's Rule
of 5, é o composto 1.a, que se apresenta muito hidrofdbico.

Para estudar o efeito do log P na citotoxicidade das fenazinas, o seu valor de citotoxicidade
dos compostos a 50 UM para a linha celular HepG2 foi representado em fungdo do log P,

apresentando-se os resultados na Figura 29.
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Figura 29 - Influencia de log P na citotoxicidade das fenazinas contra células Hep G2.
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Ao analisar os resultados obtidos foi possivel verificar que os compostos cujos valores de log
P estdo proximos de 2 tém maior toxicidade contra as células Hep G2. Foi também evidente que
0 composto de maior hidrofobicidade, o composto 1.a, com um log P de 6,05, apresentou a menor
citotoxicidade, estando estes dois parametros relacionados. E possivel concluir que os compostos
1.c, 1.b, 2 e 1 apresentam maior capacidade prevista de serem permeaveis pelas células, enquanto
gue o composto 1.a apresenta uma menor probabilidade de ser permedvel pela membrana das
células.

A partir destes resultados pode sugerir-se que as fenazinas com caracter hidrofdbico
moderado, apresentam uma maior citotoxicidade contra células cancerigenas Hep G2, revelando

uma relacdo muito interessante e Gtil para desenho de novos farmacos com base em fenazinas.

De modo a compreender o mecanismo de morte celular das células Hep G2 associado ao efeito
dos compostos estudados, estudou-se se os compostos levaram a fragilizacdo da membrana
celular, pelo método colorimétrico do lactato desidrogenase (LDH). O estudo das células onde
ocorreu a morte celular por destruicdo da membrana foi realizado de acordo com o protocolo
descrito no Capitulo 4.1.5, para uma concentragdo dos compostos 1-1.c e 2 de 50 uM Os

resultados obtidos apresentam-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Citotoxicidade obtida para os compostos da familia das fenazinas a 50 uM pelo método do

LDH.
Composto % Citotoxicidade s (50 uM)
1 1145
la 4+3
1b 0
lc 0
2 0

Ao analisar os resultados, foi possivel verificar que os compostos da familia das fenazinas ndo
apresentam uma capacidade elevada para fragilizar a membrana celular das células HEPG2,
evidenciando valores de citotoxicidade pelo método do LDH bastante reduzidos. Desta forma é
possivel concluir que estes compostos ndo apresentam um mecanismo de morte celular
relacionado com a fragilizacdo da membrana, ndo tendo esta fragilizacdo papel citotoxico

relevante.

Foi ainda analisada a capacidade destes compostos interagirem com o DNA, de modo a

compreender o mecanismo de morte celular.
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2.1.4. Interacdo com o DNA

A doxorrubicina tem varios mecanismos propostos de acdo para a sua atividade
anticancerigena, passando pela inducéo da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas
células e pela interagdo com o DNA. Apesar do largo uso deste farmaco, este apresenta uma
elevada cardiotoxicidade e confere resisténcia a multiplos farmacos, multidrug resistance (MDR),
em células cancerigenas. Estes fatores abrem espaco a procura de farmacos com semelhantes
atividades, mas com efeitos secundarios reduzidos [111].

Estudou-se a capacidade de interagdo dos compostos estudados com o0 DNA (dsDNA de
salmao Oncerhynchus keta) por espetrofotometria UV-Vis. seguindo o protocolo no Capitulo 4.4
mencionado na parte experimental, foi possivel estudar a interacdo do DNA com os compostos 1
e 2, com os quais se verificou com maior citotoxicidade das células Hep G2 e para 0 composto
1.a, com o maior log P. Dada a coloracdo dos restantes compostos nao foi possivel fazer este tipo
de estudo por espectrofotometria. Estes compostos foram testados em meio aquoso com
concentragdes crescentes de DNA de 2,5 mM até 10 mM, mantendo a concentracdo de composto
a testar constante [112].

Nos resultados obtidos para o espectro UV-Vis do composto 1 (verde), Figura 30, é possivel
verificar que existem trés efeitos observaveis com a presenca de DNA de 2,5 a 10 mM. E possivel
verificar o desaparecimento da banda caracteristica do DNA aos 280 nm. E também possivel
verificar um efeito hipocromico para a banda caracteristica do composto 1. Ao analisar 0s
comprimentos de onda a que o pico desta banca ocorre é possivel verificar que existe uma
movimentagdo deste pico para comprimentos de onda mais elevados, passando de 250 nm para
259 nm, evidenciando um efeito batocromico. Desta forma é possivel afirmar que o composto 1
tem capacidade de interacdo com o DNA [112], podendo esta interagdo estar relacionada com o

mecanismo de morte celular que induz nas células.

0,7
0,6 —— [DNA] = 2,5 mM
——[DNA] = 5,0 mM N\ NH,

_05 [DNA] = 7,5 mM
o [DNA] = 10 mM P
= N NH,
= 04 Composto 1
= Composto 1
203
(@}
[72]
o]
< o2

0,1
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Comprimento de onda (nm)
Figura 30 - Espetro de absor¢éo do Composto 1 e DNA em H20 e 1% DMSO para varias concentracdes de
DNA.
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Realizando a mesma analise para 0 composto 2, com resultados apresentados na Figura 31, é
possivel verificar, a semelhanca do que foi possivel verificar para o composto 1, um
desaparecimento da banda caracteristica do DNA aos 280 nm, e também um desvio batocrémico
da banda caracteristica do composto aos 260 nm. E também possivel verificar que com o aumento
da concentracdo de DNA existe o desaparecimento da banda caracteristica do composto 2 aos 320
nm. Desta forma é possivel afirmar que o composto 2 tem capacidade de interacdo com 0 DNA,

podendo esta interacdo estar relacionada com o mecanismo de morte celular que induz nas células.

0,5
——[DNA] =2,5 mM
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20,2
o
<
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0]0 [T S TR TN (N T TN TN N [N TN TN TN TN AN TN TN TN TN N SO T T T T O N 1

230 250 270 290 310 330 350 370 390
Comprimento de onda (nm)

Figura 31 - Espetro de absor¢éo do Composto 2 e DNA em H20 e 1% DMSO para varias concentragdes de
DNA.

Realizando a mesma analise para o composto 1.a, com resultados apresentados na Figura 32,
é possivel verificar, a semelhanca do que foi possivel verificar para o composto 1 e 2, um
desaparecimento gradual da banda caracteristica do composto aos 230 nm, um desvio
batocrémico da banda caracteristica do composto. Desta forma é possivel afirmar que o composto
1.a tem capacidade de interacdo com o DNA, podendo esta interacdo estar relacionada com o
mecanismo de morte celular que induz nas células. Desta forma é também possivel reforcar a
hip6tese deste composto apresentar um potencial citotoxico apesar de apresentar uma baixa
permeabilidade pelas células, facto evidenciado pelo seu valor de log P.

Ao analisar os resultados é possivel verificar que no geral existe uma diminuicdo da
intensidade da absorcdo dos espetros das fenazinas com o aumento da concentracdo de DNA,
ocorrendo também para todos os compostos testados o desaparecimento da banda caracteristica
do DNA e um desvio batocrémico do pico de absorvancia das bandas caracteristicas dos

compostos. Este desvio batocrémico é reportado em compostos com uma estrutura central
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Figura 32 - Espectro de absorcdo do Composto 1.a e DNA em H,0 e 1% DMSO para vérias concentragdes de

DNA.

trianelar, como acontece para a familia das acrinidas [112] e complexos de Niquel com ligandos
de Brometo de Etideo [113]. No caso da doxorrubicina verifica-se num um estudo reportado na
literatura que ocorre uma diminuig&o da intensidade dos seus picos de absorvancia com o aumento
da concentragdo de DNA o que indica que este comportamento é representativo de interagGes com
0 DNA, comportamento este verificado também para os compostos 1, 2 e 1.a.

Assim, é possivel inferir que as fenazinas interagem com o DNA, apresentando um potencial
intercalador. Ao analisar os seus valores de log P é possivel inferir também que as fenazinas e em
particular o composto 1 e 2 sdo permeaveis através da membrana celular, tendo estes compostos
a capacidade de interagdo com DNA em simultaneo sendo este um dos mecanismos provaveis da
citotoxicidade das fenazinas 1 e 2, a semelhanca da doxorrubicina, que apresenta também
capacidade de interacdo com DNA e permeabilidade pela membrana celular, tendo esta um log P
de 1,27 [114].
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4.15. Citometria de fluxo — Mecanismo de morte celular

De modo a tentar justificar o mecanismo de acdo sobre as células Hep G2 do composto que
revelou ter maior citotoxicidade, composto 1, foi feita uma anéalise das células por citometria de
fluxo de acordo com o protocolo presente no Capitulo 4.1.6. -Foram usados dois marcadores
moleculares, a anexina V (A5) e o iodeto de propideo (PI), que sdo frequentemente usados para
estudos dos mecanismos de morte celular [115] em contacto com as células Hep G2 que foram
expostas ao composto 1 em comparacdo com células Hep G2 ndo expostas, desighadas por
controlo.

A anexina V tem a capacidade de marcar a fosfatidiserina (PS), um dos fosfolipidos da
membrana celular. Este fosfolipido est& no folheto interno da membrana, Figura 33a, contactando
apenas com o meio intracelular e ndo com o meio extracelular. Em situa¢@es de morte celular por
apoptose, em que ocorre uma inversdo do posicionamento da PS na membrana celular ou o
rebentamento da membrana celular, passando assim a PS para o folheto externo, contactando com
0 meio extracelular, Figura 33b, sendo possivel deteta-la por ensaios moleculares usando a
Anexina V [115].

a b) Anexina V
) Célula apoptética /_‘ nexina

Célula saudavel (estado inicial)
(@) ©)

LoFosfatidiIserina V;f;f

f,‘f — > DNA

Figura 33 - Comparacéo entre a localizacéo da fosfatidiserina (PS) em células saudaveis e em células
em estado inicial de apoptose. a) Célula saudavel, b) Célula em apoptose no estado inicial.

O iodeto de propideo (PI) tem a capacidade de intercalar o DNA marcéa-lo, uma propriedade
que pode ser usada para detetar a acessibilidade do DNA celular, em situagdes de apoptose em
estado avangado ou fase tardia, Figura 34, uma vez que nesta fase a membrana celular esta
fragilizada e permite a entrada de marcadores moleculares que ndo eram permeaveis pela

membrana celular, como é o caso do iodeto de propideo.

Célula apoptética
(estado tardio)
a)

Anexina V Anexina V
Célula apoptdética /-‘ /‘

(estado inicial)
O O (@]

435;3& Mmdeto de propideo

Figura 34 - Comparacéo da acessibilidade do DNA em células apopt6ticas em estado inicial e em células em
estado tardio de apoptose. a) Célula apoptéticas em estado inicial, b) Célula em apoptose no estado tardio.
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A utilizacdo do Pl em conjunto com a anexina V para marcacao possibilita a visualizagédo por
citometria de fluxo, usando os canais de detecdo de Ficoeritrina Cianina 5.5 (PC5.5) e de
Isotiocianato de fluoresceina (FITC), respetivamente, de populacdes distintas de células
consoante o seu estado metabdlico. Desta forma é possivel construir uma tabela com os resultados

expectados para o uso destes marcadores, Tabela 12
Tabela 12 - Resultados da marcacédo e canais de detecéo para diferentes estados celulares.
age
G2

Célula apoptética
(estado tardio)

Célula apoptotica

Célula saudével (estado inicial)

Anexina V (Canal FITC)
lodeto de propideo (Canal PC5.5)

+ +

+

Para estudar o estado das células Hep G2 controlo em comparagdo com células em contacto
com o composto 1 de maior citotoxicidade foram entdo usados o iodeto de propideo e a anexina
V como marcadores em citometria de fluxo.

Inicialmente realizou-se uma aquisicao geral das células Hep G2 controlo ndo marcadas ap6s
0 seu crescimento em microplacas de 12 poc¢os por 48h e de modo a calibrar o método e verificar
o0 estado inicial destas células para ser possivel comparar 0 seu estado com 0 0s ensaios com
aplicacdo de marcadores e composto 1. Realizou-se uma aquisi¢do continua das células, sendo
possivel a identificacdo de trés populac@es distintas, por analise sem marcadores, nos canais SSC-
A e FSC-A (que permitem determinar o didmetro celular e esfericidade das células,
respetivamente), como demonstrado na Figura 35. A populacdo a verde de menor dimensao foi
identificada como “restos celulares” devido ao seu pequeno tamanho. E possivel verificar
também uma populacdo de pequenas dimensdes que apresenta uma maior tendéncia para valores

mais elevados no canal FSC-A. Esta zona é caracteristica para células individualizadas (ndo

HEPG2
[Ungated] FSC-A / SSC-A
s
* 2500
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<
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0 T

T T
500 1000 1500

20'00 ZSI(XJ 3000
(x 10%)
FSC-A

Figura 35 - Identificagdo das células Hep G2 usadas nos detetores SSC-A e FSC-A sem marcacao.
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aglomeradas), esféricas e de pequenas dimensdes, atribuindo-se a esta populagdo o titulo de
“HEPG2 small”. A populacio marcada a azul atribui-se atribuindo-se o titulo de “K”
correspondendo a células de maior dimenséo e potenciais aglomerados celulares”.

Utilizou-se uma amostra de células controlo (Figura 36), para estudar o estado das células
realizou-se a marcagdo com PI, com recurso ao detetor de PC5.5 e A5, no detetor FTIC-A. Foi
possivel verificar uma populacao de grande dimensao positiva para A5 (Aglomerado K marcados
a azul-escuro), significando que se esta na presenca de células em inicio de estado apoptético.
Este resultado positivo para A5 pode dever-se a alguma autofluorescéncia das células Hep G2,
ndo significando que as células estejam no estado inicial de apoptose [116] [117] e também ao
método de cultivo e transferéncia das células para as microplacas de crescimento, um processo
que tem recurso a tripsina, uma enzima que pode fragilizar a membrana celular. E também
possivel verificar uma pequena populacdo a vermelho na zona caracteristica de Pl positivo,
marcada a vermelho, sendo também detetada na zona de PI negativo. Esta populacdo marcada a
vermelho aparenta ser caracteristica de células pequenas, estando ligeiramente sobreposta com a
populacdo Aglomerado K, podendo existir alguns eventos detetados como células pequenas, mas
que aparentam ser restos celulares resultantes de algumas células mortas ap6s a transferéncia das
células ao longo do processo. Sendo restos celulares, como DNA e RNA, estes podem ser
marcados pelo PI, aparecendo detetadas na zona de Pl positivo.

HEPG2
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Figura 36 - Identificagdo das células HepG2 para marcacgdo com A5 no canal FITC-A e Pl no canal PC5.

A analise das células Hep G2 expostas ao composto 1 na sua concentracdo de ICsy esta
apresentada na Figura 37. Pela andlise dos resultados foi possivel verificar que existe uma
populagdo A5 negativa, sendo a restante populacdo, a vermelho e cinzento, A5 positivas, e
também PI positivas. A populagdo |, marcada a verde, corresponde a células viaveis, sendo

negativas tanto para A5 e Pl. As restantes populagdes representadas a vermelho e cinzento séo

5-A.
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positivas para A5 e PI, evidenciando morte celular. Ao comparar estas popula¢des com resultados
obtidos para uma medi¢do sem marcacao, é possivel verificar que as células representadas a verde
e viaveis correspondem a células de pequenas dimensBes, enquanto as células marcadas a
vermelho e cinzento, ndo viaveis, correspondem a células de maior dimensao e também a grandes

aglomerados celulares, bem como a restos celulares.

HEPG2 FZ50
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Figura 37 - Identificacdo das células Hep G2 apds contacto com o composto 1 durante 24h, a) marcacdo com

A5 no canal FITC-A e Pl no canal PC5.5-A, e b) sem marcacdo com detecdo no canal FSC-A e SSC-A.

Por fim apresentam-se os graficos que representam a frequéncia de detecdo de eventos
marcados com ambos os marcadores, representando CTR- as células sem contacto com o
composto 1, CTR+ as células ap6s choque térmico e HEPG2 as células em contacto com o
composto 1 por 24h.

Pela analise da Figura 38 é possivel verificar que apds a aplicacdo do composto 1 (HEPG2
FZ50), e comparativamente com o controlo positivo (CTR-), as células em estudo marcam Pl e
A5 com uma intensidade bastante elevada, apresentando-se assim em estado apoptético tardio.
Desta forma é possivel concluir que o composto 1 induz a morte das células HepG2 por apoptose.

Apesar disso estes sdo resultados preliminares uma vez que foi possivel verificar que a analise
das células por detecéo diferencial nos canais SSC e FSC ndo foi nitidamente eficaz em identificar
as populacdes correspondentes a cada marcagdo dado a existéncia de populagdes de células muito
heterogéneas e que sem marcacéo tinha autofluorescéncia, necessitando de ser desenvolvido com

mais tempo de um novo método para a coleta das células para anélise.
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Figura 38 - Contagem de células Hep G2 marcadas com Pl e A5 no ensaio CTR-, CTR+ e em contacto
com o composto 1.
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2.2. Naftoquinonas

De forma a avaliar a potencialidade das estruturas de naftoquinonas no que se refere a sua
capacidade para inibir a acetilcolinesterase e potencial citotdéxico contra células Hep G2 de
carcinoma humano foram estudadas as naftoquinonas derivadas da 1,4-naftoquinona (3-3.1) e da
1,2-naftoquinona (4-4.1), obtidas por diferentes métodos de sintese no grupo de investigacéo,

Ccujas estruturas se apresentam na Tabela 13.

Tabela 13 - Naftoquinonas estudadas.

Composto Ref. Substituintes
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Composto Ref.
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2.2.1 Atividade inibitéria da AChE

A atividade inibitéria da AChE foi estudada para a familia das naftoquinonas apresentadas na
Tabela 14, seguindo o procedimento experimental descrito no Capitulo 4.1.2 dos procedimentos
experimentais. O estudo teve inicio com a avaliagdo das estruturas 3 e 4, de modo a entender a
capacidade inibitéria das estruturas nucleares (Tabela 14) e posteriormente 0s respetivos
derivados. Para a familia das naftoquinonas foram estudadas as concentracfes de alguns
compostos apenas até 50 UM uma vez que a partir de valores superiores a este, alguns dos
compostos em estudo deixavam de ser sollveis no meio aquoso usado no estudo.

Tabela 14 - Percentagem de inibi¢do da AChE pela 1,4- e 1,2-NQ, determinadas pelo método de
Ellman’s e respetivo desvio padrdo (s).

Composto Inibicaozs (50 uM) (%)
3 51+2
4 3515

Ao analisar os resultados, é possivel verificar que o composto 3 apresenta uma maior
capacidade inibitéria do que o composto 4, ou seja, a 1,4-naftoquinona tem um maior potencial

inibitério do que a 1,2-naftoquinona.

Tendo em conta os resultados obtidos, foram estudados varios derivados do composto 3 de
modo a estudar o efeito da adi¢do de substituintes & estrutura principal na posi¢do 2. Foram
inicialmente estudados os compostos 3.a-3.d, que tém como substituintes aminas aromaticas,

seguindo um protocolo idéntico aos anteriores.

Na Tabela 15 apresentam-se os resultados de inibicdo da familia das 1,4-naftoquinonas com

substituintes aromaticos.
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Tabela 15 - Percentagem de inibigdo da AChE pela familia das 1,4-naftoquinonas a concentragéo de 50
uM, determinadas pelo método de Ellman’s e respetivos desvios padrio (s).

Composto Inibicdozs (50 uM) (%)
3 51+2
3.a 1642
3.b 23+3
3.c 26+3
3d 26+3

Ao analisar os resultados é possivel verificar que a adicdo das aminas aromaticas como
substituintes na posicao 2 da 1,4-naftoquinona ndo resultou num aumento de capacidade inibitéria
da AChE. Ao contrario do esperado, 0 composto 3.a ndo causou um aumento da capacidade
inibitdéria da AChE ainda que estivesse substituido com um grupo doador. Os compostos 3.b, 3.c
e 3.d apresentaram o mesmo potencial inibitorio ainda que o composto 3.d tivesse na sua estrutura
um substituinte atrator de eletrdes. Devido a este comportamento, € esperado que 0s modos de
ligacdo dos derivados da 1,4-naftoquinona sejam distintos dos compostos da familia das

fenazinas.

Para estudar o potencial inibitorio a concentracbes mais elevadas foi repetido o mesmo
procedimento. Ao estudar os compostos 3.c e 3.d, verifica-se que estes ndo sao sollveis no meio

aquoso de estudo, contendo apenas 1% de DMSO.

Para obter mais dados de modo a estabelecer uma relagdo entre o tipo de substituinte e o
potencial de inibicdo, foram estudados mais dois compostos nesta familia. Neste novo estudo
foram analisados os compostos com aminas alifaticas na posicao 2, correspondendo ao composto
3.k-3.1, usando o mesmo protocolo experimental referido anteriormente. Na Tabela 16
apresentam-se 0s resultados dos ensaios para estes compostos.

Tabela 16 - Percentagem de inibi¢do da AChE pela familia das 1,4-naftoquinonas a concentragdo de 50
uM, determinadas pelo método de Ellman’s e respetivo desvio padrio (s).

Composto | Inibicdozs (50 uM) (%)

3 51+2
3.k 4845
3l 48+2

Ao analisar os resultados, é possivel verificar que este tipo de substituintes também néo

aumentou a capacidade inibitoria face a estrutura principal da 1,4-naftoquinona. Verifica.se
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também que a ramificagdo dos substituintes ndo influenciou o seu potencial inibitdrio, sendo que
o composto 3.k, substituido com dietilamina, uma amina ramificada, ndo apresentou uma
percentagem de inibicdo diferente face a butilamina, uma amina linear, correspondente ao
composto 3.I. Ao ndo se verificar uma diferenca na inibicdo destes compostos, é possivel inferir
que as interacdes entre 0s compostos 3.k e 3.1 e a AChE, ndo ocorrem pelos grupos substituintes,
mas sim por outra estrutura, possivelmente os anéis aromaticos. Assim, é possivel concluir que
dependendo da natureza do substituinte, as 1,4-naftoquinonas podem interagir com a AChE por

diferentes locais, levando a possiveis diferentes mecanismos de inibicéo.

Na Figura 39 apresentam-se 0s resultados obtidos para a inibicdo dos compostos 3.a-3.1 de
forma gréfica.
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Figura 39 - Comparacdo da percentagem de inibi¢do dos derivados da 1,4-naftoquinonas e respetivas estruturas.

Apos o estudos da familia das 1,4-naftoquinonas, efetuou-se 0 mesmo estudo para a familia
das 1,2-naftoquinonas, os compostos 4.a-4.l. Foram inicialmente testados os compostos com 0s
mesmos substituintes aminados que foram testados para a familia das 1,4-naftoquinonas, sendo
testados os compostos 4.a-4.d homologos da familia dos compostos 3. As condigdes de teste
foram idénticas, tendo sido os quatro compostos testados a uma concentracdo de 50 UM de modo

a efetuar uma comparagdo com os compostos da familia 3.

Na Tabela 17 apresentam-se os resultados dos ensaios de inibi¢do da AChE para os compostos
4.a-4.d.
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Tabela 17 - Percentagem de inibigdo da AChE pela familia das 1,2-naftoquinonas a concentracéo de 50
puM, determinadas pelo método de Ellman’s e respetivo desvio padrio (s).

Composto | Inibicdozs (50 uM) (%)
4 3545
4.a 7412
4.b 52+2
4.c 46+3
4d 4242

Ao analisar os resultados da Tabela 17 é possivel verificar de imediato que neste caso, a adi¢éo
de substituintes ao composto 4 levou a um aumento do potencial inibitério deste composto,
havendo uma subida desta propriedade em quase 40 pontos percentuais. Para o caso do composto
4.a. Este resultado é o oposto relativamente ao obtido para a familia das 1,4-naftoquinonas,
revelando que as duas familias de compostos reagem de forma diferente & adigdo de substituintes.
Assim, é possivel prever que o modo de interacdo dos compostos 4.a-4.d é diferente dos seus
homélogos 3.a-3.d, podendo concluir que a diferenga de posigédo das ligagdes C=0 na estrutura
principal 4 e as interagdes resultantes da adicdo dos substituintes .a-.d levam a interagcGes mais
favoraveis com a AChE. Para além destas observacOes, é também possivel inferir que a
eletronegatividade dos substituintes influenciou o potencial inibitério. Os compostos 4.a e 4.b
foram substituidos com aminas aromaticas que tem presentes na sua estrutura grupos doadores de
eletrdes, sendo que a sua adi¢cdo ao composto 4 leva a uma deslocaliza¢do dos eletrfes para 0s
anéis aromaticos. Esta deslocalizacdo aumenta a densidade eletrénica nos anéis, tornando-os mais
provaveis de interagir com centros compativeis, como é o caso dos centros CAS e PAS da AChE.
Este fenémeno de deslocalizacdo que ocorre nos compostos 4.a e 4.b pode estar na origem do seu
potencial de inibicdo mais elevado, surgindo a hip6tese de que os compostos da familia das 1,2-
naftoquinonas interagem por via de interacdes hidrofébicas. A hipétese torna-se mais viavel
analisando os resultados dos compostos 4.c e 4.d, compostos estes que tém na sua constituicdo
aminas aromaticas substituidas com grupos aceitadores de eletrdes, substituintes estes que
diminuem a densidade eletronica nos anéis da estrutura principal. Assim verifica-se que as 1,2-
naftoquinonas substituidas com aminas aromaticas doadoras, aumentam a capacidade de inibicdo,
enquanto que a substituicdo com aminas aromaticas aceitadores diminuir a capacidade de inibigdo
da AChE.

Tendo em conta os resultados obtidos, foram testados trés novos compostos, 4.e, 4.g € 4.j. Os
compostos 4.e e 4.g foram testados com o objetivo de verificar o efeito da eletronegatividade dos
substituintes, sendo o substituinte .e um substituinte aceitador, e o0 .g doador. O composto 4.j foi

estudado de modo a verificar se a mudanca de posi¢do do grupo substituinte altera os resultados
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por introduzir variagdes na distribui¢do da densidade eletrénica. Este composto, 4.j, € um isdmero
do composto 4.a, aquele que apresentou o0 maior potencial de inibicdo. Na Tabela 18 apresentam-

se 0s resultados para o estudo dos compostos 4.e, 4.g € 4.].

Tabela 18 - Percentagem de inibicdo da AChE pela familia das 1,2-naftoquinonas a concentragdo de 50
pM, determinadas pelo método de Ellman’s e respetivo desvio padrao (s).

Composto [ Inibiciozs (50 pM) (%)
4 3545
4.e 80+2
4.9 75+3
4. 85+4

Ao analisar os resultados dos compostos 4.e e 4.g é possivel verificar que apresentam uma
capacidade de inibicdo semelhante tendo em conta o desvio da amostra. Desta forma verifica-se
que a adicdo do grupo doador ou aceitador aumentou a capacidade de inibi¢do face a estrutura
inicial, mas ndo se verificou uma capacidade de inibicdo superior por parte do composto 4.g,
doador, face ao aceitador, 4.e. Assim, estes substituintes podem ter modos de interacdes diferentes
dos testados anterior, possibilidade que pode ser estudada por docking molecular.

Para comparar o potencial inibitorio das familias da 1,2-naftoquinona e da 1,4-naftoquinona

foram testados para 0 composto 4 os substituintes .k e .l.

Na Tabela 19 apresentam-se 0s resultados dos ensaios de inibi¢do para os compostos 4.k e
4.,

Tabela 19 - Percentagem de inibi¢do da AChE pela familia das 1,2-naftoquinonas a concentragdo de 50
uM, determinadas pelo método de Ellman’s e respetivo desvio padrio (s).

Composto [ Inibicaozs (50 uM) (%)

4 35%5
4.k 62+5
4. 55+2

Ao analisar os resultados do estudo dos compostos 4.k e 4.1, é possivel verificar que a
substituicdo com as aminas alifaticas aumenta o potencial de inibicdo em comparagdo com o
composto 4. Comparando os dois compostos, é possivel verificar que a amina linear 4.k leva a
uma maior inibicdo do que a amina ramificada 4.1, facto que pode ser explicado por impedimento

estéreo causado pela ramificagao.
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Na Figura 40 apresentam-se 0s resultados compilados para todos os compostos da familia 4
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Figura 40 - Comparagéo da percentagem de inibigéo dos derivados da 1,2-naftoquinonas e respetivas estruturas.

Para comparar e entender as interacdes entre os compostos das familias 3 e 4 realizou-se, a
semelhanca do que se realizou para as familias 1 e 2, docking molecular. Inicialmente comparou-
se 0s modos de interacdo previstos para 0s compostos 3.a e 3.b com os compostos 4.a e 4.b de
modo a entender o impacto da posi¢cdo da substituicdo no anel das naftoquinonas. Nas Figuras

41-42 sdo apresentados os resultados obtidos para o docking molecular dos compostos 3.a, 3.b,
4aedb.
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Figura 41 - Comparacéo das interagdes dos compostos 3.a e 4.a com a cavidade catalitica da AChE, previstos por
Chimera e visualizados no software BioVia.
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Figura 42 - Comparacéo das interacdes dos compostos 3.b e 4.b com a cavidade catalitica da AChE,
previstos por Chimera e visualizados por BioVia.

Analisandos os resultados obtidos pelo docking molecular, é possivel verificar mais uma vez
gue tanto nos compostos da familia das 1,2-NQ e 1,4-NQ, os sistemas aromaticos sao 0s mais
importantes para interagcdes com os residuos aminoacidicos da cavidade catalitica da AChE. Ao
comparar as interactes dos compostos 3.a e 4.a, verifica-se que o composto 3.a interage com 0s
residuos TYR341 e TRP286 via intera¢des m-m com 0S anéis aromaticos da NQ, sendo estes
residuos parte do centro PAS. Em comparacdo com o composto 4.a, este realiza também
interagBes com residuos do centro PAS, TYR341, GLY120, mas também com residuos do centro
CAS, como os TRP86, TYR337 e TYR133, na sua maioria por interagdes m-m. Ao realizar a
mesma analise para 0os compostos 3.b e 4.b, verifica-se da mesma forma que o composto 3.b, da
familia das 1,4-NQ interage apenas com o centro PAS nos residuos TRP286 e TYR341, enquanto
que o composto 4.b, da familia das 1,2-NQ, interage com residuos do centro PAS e CAS, TYR341
e TYR 337+TRP86, respetivamente. Desta forma é possivel concluir que nas naftoquinonas, uma
interacdo em simultdnea com os centros CAS e PAS leva a uma maior capacidade inibitoria face
a apenas interacdo com um dos centros. Esta interacdo adicional pode provocar uma interagdo
mais forte e assim um maior tempo de permanéncia do composto na cavidade catalitica,

bloqueando a entrada do substrato da AChE e o seu consequente funcionamento normal.

Para entender o efeito da densidade eletrénica nas interagdes, que ocorrem maioritariamente
pelos anéis aromaticos das NQs, realizou-se 0 mesmo estudo de docking para os compostos 4.e-
4.j de modo a estudar as interacdes previstas destes compostos com maior densidade eletronica.
E expectéavel que se verifiquem interacdes semelhantes aos compostos 4.a e 4.b uma vez que
entes compostos tém na sua constituicdo substituintes que aumentam a densidade eletronica nos

anéis. Os resultados do docking apresentam-se na Figura 43.
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Figura 43 - Comparacdo das interacGes dos compostos 4.e, 4.9 e 4.j com a cavidade catalitica da AChE, previstos por
Chimera e visualizados por BioVia.

Ao analisar os resultados é possivel verificar que a semelhanca dos compostos da familia das
1,2-NQ, ocorrem interacfes com os centros PAS e CAS em simultaneo, confirmando que esta
dupla interagdo com os centros de ligacdo anidnicos e aromaticos € o fator crucial para uma maior
inibicdo da AChE, concluindo-se assim que no desenho de farmacos que tenham como alvo a
inibicdo da AChE, ¢é prioritario que se inibam em simultaneo os dois centros de ligacdo CAS e
PAS.

Ao comparar o docking molecular dos compostos 4.a e 4.j, compostos estes que variam apenas
na posicdo do substituinte OH no anel do ligando, verifica-se que ndo existem interagdes
relevantes que justifiguem a maior capacidade inibitéria aparente do composto 4.j face ao
composto 4.a, levando mais uma vez a conclusdo que o fator mais importante para uma inibigdo

mais potente é a interacdo dos compostos com o centro CAS e PAS em simultaneo.

2.2.2 Atividade antioxidante

O potencial de atividade antioxidante dos compostos da familia das naftoquinonas foi testado
com recurso ao método colorimétrico do DPPH. Este método encontra-se descrito no Capitulo
4.3.

Para a familia das naftoquinonas foram apenas testados os compostos, 4.k e 4.I, tendo-se
obtido uma atividade antioxidante de 9+1% e 5+2%, respetivamente.

Ao analisar os resultados é possivel verificar que os compostos 4.k e 4.1 ndo apresentam
potencial antioxidante, ou seja, neste caso, ndo tém capacidade de eliminar o radical livre DPPH,
reduzindo-o a sua forma DPPH-H. Estes resultados eram esperados devido a auséncia de grupos

OH nos compostos, sendo estes caracteristicos de antioxidantes.
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2.2.3. Citotoxicidade em linhas celulares Hep G2
A citotoxicidade foi testada para os compostos da familia das naftoquinonas pelo método

colorimétrico do MTT, procedimento descrito no Capitulo 4.1.4.
Inicialmente foram testadas as estruturas base das 1,4-NQ e 1,2-NQ, os compostos 3 e 4

respetivamente. Os ECso obtidos e os parametros relacionados estdo apresentados na Tabela 20,

estando também representados de forma grafica a Figura 44.

Tabela 20 - Valores de ECso, limites maximos e minimos, declive e ER para os compostos 3 € 4.

ECsots Limite minimo  Limite maximo )
Composto Declive  ERgcso (%)
(M) (LM) (LM)
3 32+1 1,1 89,1 0,1 3,5
4 26+1 1,3 91,1 0,2 2,3
100+ 100+
e} (@]
:é' ,f‘%‘_\_ .--J'L-\ %\ O
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0 1 T T Ll T X
1 10 100 1 10 e
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Figura 44 - Curvas dose-resposta para 0s compostos 3 e 4.

Ao analisar os resultados obtidos, é possivel verificar que o composto 4 apresenta um ECsg
inferior ao do composto 3, consequentemente necessita de uma quantidade inferior de modo a
causar a inviabilidade celular do que o0 composto 3, tornando-o potencialmente mais eficaz.

De forma semelhante foram estudados os derivados de cada familia, comegando-se o estudo
pela familia das 1,4-naftoquinonas. Para esta familia foram testados os compostos 3.a-3.1. Na

Tabela 21 encontram-se compilados os resultados para 0s compostos em questdo, estando as

curvas dose-resposta nos Anexos 9-14.

Tabela 21 - Valores de ECso, limites m&ximos e minimos, declive e ER para os compostos da familia 3.

ECsots Limite minimo Limite méximo ) ERecso
Composto Declive
(M) (M) (M) (%)
3 32+1 11 89,1 0,1 3,5
3.a 21+4 1,0 29,8 0,5 2,1
3b 9+1 1,0 11,2 0,1 4,5
3.c 13+2 1,2 34,1 0,1 33
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ECsots Limite minimo Limite méximo ) ERecso
Composto Declive
(M) (HM) (M) (%)
3d 7914 - - - 6,2
3.k 36+2 1,0 41,3 14,3 5,0
3l 65+3 - - - 5,6

Ao analisar os resultados obtidos € possivel observar é a variacdo de citotoxicidade apds a
adicdo dos substituintes. Na generalidade, todos os compostos levaram a diminui¢do do ECso,
aumentando assim a possibilidade de serem usados como farmacos, com a exce¢do dos compostos
3.d, 3.k e 3.1, que aumentaram o ECs. Analisando os declives obtidos, é possivel verificar que
ndo ocorrem aumentos de citotoxicidade muito acentuados, mostrando uma resposta ndo abrupta.
Os limites maximos testados foram definidos de acordo com a solubilidade e disponibilidade dos
compostos. No caso dos compostos 3.d e 3.1, o valor de ECs foi extrapolado a partir da curva
obtida até 50 M, uma vez que a partir desta concentragdo a solubilidade do composto no meio
ndo era possivel. As concentragdes testadas até 20 e 40 uM para os compostos 3.a e 3.b devem-
se a inexisténcia de viabilidade celular a partir dessas concentragdes.

Dos compostos testados, o que apresenta um ECso mais baixo é o composto 3.b, sendo
substituido com um grupo NHz. Este grupo revelou-se entdo o que levava a um maior aumento
de potencial citotoxico a partir da estrutura principal da 1,4-naftoquinona. Os grupos OH (3.a) e
OCHjs (3.c) apresentaram também um aumento significativo no potencial citotdxico, estando
ainda abaixo dos valores obtidos para o0 composto 3.a.

Na Figura 45 apresentam-se os graficos de dose-resposta obtidos para os compostos 3.a-3.1,

e também os ECs, de forma grafica de modo a facilitar a compreensao dos dados para a familia.
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Figura 45 - Comparacédo do valor de EC50 dos derivados da 1,4-naftoquinonas e respetivas estruturas.

ECso (MM)

Assim, é possivel organizar os compostos da familia por ordem de citotoxicidade, obtendo a
seguinte ordem:
3b>3c>3a>3>3k>3.1>3d
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Apos o estudo da familia das 1,4-naftoquinonas, foi estudada a familia das 1,2-naftoquinonas,
0 composto 4. O estudo foi realizado de forma idéntica ao descrito para a familia 3. Na Tabela

22 estdo compilados os resultados obtidos para estes compostos.

Tabela 22 - Valores de EC50, limites méaximos e minimos, declive e S para os compostos da familia 4.

ECsots Limite minimo  Limite méaximo
Composto Declive  ERecso (%0)
(M) (HM) (LM)

4 26+1 1,3 89,1 0,2 4,9
4.a 742 1 11,4 0,7 3,0
4.b 3+1 1 8,1 0,2 1,8
4.c 742 1 9,2 5,6 8,9
4d 27+1 1 49,5 0,1 57
4.e 24+2 5 29,8 0,2 10,8
4.f - - - - -
4.9 9+2 5 9,8 0,5 5,6
4.h - - - - -
4. - - - - -
4. 9+3 5 11,1 0,3 9,1
4.k 23+1 5 28,9 0,1 3,1
4. 23+2 5 27,9 0,2 1,0

Ao analisar os resultados obtidos para a familia das 1,2-naftoquinonas, é possivel verificar que
na generalidade todos os compostos levam a uma diminuicéo do ECsp, com exce¢do do composto
4.d, que apresenta uma citotoxicidade semelhante ao composto 4 tendo em conta o erro que
apresenta. De ponto de vista estatistico, os compostos 4.e, 4.k e 4.l ndo tém alteracdo de
citotoxicidade em relagdo ao composto 4 devido aos seus desvios em relativos. A citotoxicidade
aumentou, relativamente ao composto 4, nos compostos 4.a, 4.b, 4.c, 4.9, 4.J, revelando-se estes
derivados promissores como farmacos. Para o composto 4.f ndo foi possivel calcular 0 ECso uma
vez que o composto perde solubilidade aos 50 UM, precipitando no meio. Neste caso néo foi
possivel extrapolar o valor de ECso uma vez que a citotoxicidade estabilizou em cerca de 30% a
partir dos 20 uM, como se pode verificar na Figura 46, onde esta representada a curva obtida e o

composto 4.f precipitado nos pogos da microplaca.
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Figura 46 - Curva dose-resposta incompleta para o composto 4.f
apoés precipitacdo a partir de uma concentracao a 20 M.

Néo foi também possivel obter os ECso dos compostos 4.i e 4.h devido a contaminacao de
todas as células, sendo necessario o descongelamento de novas células que poderiam ndo ser
semelhantes as usadas até a0 momento (Anexo 6). Ainda assim, estes compostos foram testados
até uma concentracdo maxima de 90 uM, apresentado no méaximo no maximo capacidade de
inviabilizar 40% da populacdo de células Hep G2, para o composto 4.i, e 30% para 0 composto
4.h, verificando-se que estes compostos tinham um reduzido potencial citotéxico em comparagdo
com o0s restantes compostos testados. Estes compostos introduziam um novo grupo de
substituintes nas 1,2-NQ, o grupo carbonilo, revelando por estes ensaios preliminares, que este
grupo de substituintes ndo apresenta relevancia no potencial citotoxico das naftoquinonas. Para
0s compostos 4.d e 4.e, com aminas aromaticas substituidas com grupos aceitadores de eletrdes,
ndo se verifica um aumento de citotoxicidade. O mesmo se verifica para os compostos 4.k e 4.1,
substituidos com grupos alifaticos. Os compostos 4.h e 4.i, semelhantes estruturalmente, ndo tém
também melhorias de citotoxicidade face a estrutura inicial do composto 4. Todos estes
compostos, e também os que evidenciaram melhorias, sdo muito heterogéneos entre si, ndo se
verificando uma tendéncia para explicar as varia¢fes de citotoxicidade obtidas. Na Figura 47

apresentam-se 0s ECso de forma grafica os ECso dos compostos 4-4.1.
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Figura 47 - Comparacéo do valor de EC50 dos derivados da 1,2-naftoquinonas e respetivas estruturas.
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Nos Anexos 15-23 apresentam-se as curvas dose-resposta dos compostos 4-4.1.
Assim, é possivel organizar os compostos da familia por ordem de citotoxicidade, obtendo a

seguinte ordem:

4b>4c>4a>4j>49>4k>41>4e>4>4d

Ao analisar os resultados finais de citotoxicidade dos compostos da familia das naftoquinonas
é possivel concluir que a maior citotoxicidade esta associada a compostos com substituintes
dadores eletrdnicos, ou seja, substituintes que aumentem a densidade eletrénica no anel do
substituinte. Destes compostos é possivel salientar os compostos 3.b e 4.b com maior potencial

citotoxico.

2.2.4. Citometria de fluxo — Mecanismo de morte celular

Do mesmo modo que foi executado para a familia das fenazinas, foi usada citometria de fluxo
de modo a estudar com maior detalhe e tentar evidenciar o mecanismo de morte celular induzido
pelas naftoquinonas nas células Hep G2. Para tal foi realizado o mesmo estudo, nas mesmas
condigdes, usando um protocolo idéntico e as mesmas células, provenientes da mesma cultura
mée. Deste modo, todos os resultados obtidos para o estudo inicial da populacdo celular

apresentados e discutidos no Capitulo 2.4.1.

Para o estudo das naftoquinonas foi usado o composto 3.d, 0 composto com menor ECsp, ou
seja, 0 composto com maior potencial citotdxico. Os resultados destes ensaios estdo apresentados
nas Figuras 48. Ao analisar os resultados € possivel verificar que ndo é observada uma populacao
evidente de células marcadas como A5 e Pl negativas, estando todas a grande maioria das células
pelo menos no estado inicial de morte celular, ou seja, marcadas como A5 positivas, tendo assim
a sua membrana celular fragilizada. E também possivel verificar que existe uma populago,
representada a cinzento, marcada como Pl e A5 positiva (quadrante superior direito). Ao cruzar
estes dados com a aquisicdo sem a utilizagdo de marcadores, onde apenas é estudado o tamanho
celular, é possivel concluir que esta populagdo corresponde a agregados celulares e células de
maior dimens&o, agregados esses podem ter sido formados devido ao stress quimico provocado

pela tripsina na acéo de desagregacao para transferéncia das células.
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Figura 48 - Identificagdo das células HepG2 apds contacto com o composto 3.d durante 24h, a)
marcacdo com A5 no canal FITC-A e Pl no canal PC5.5-A, e b) sem marcagdo com detecdo no canal
FSC-A e SSC-A.

Por fim apresentam-se os graficos representantes da frequéncia de detecdo de eventos com

ambos os marcadores. Em ambos é possivel verificar uma grande frequéncia para marcagao

positiva tanto para A5 e PI, evidenciando em comparacdo com os controlos realizados, que a

populacdo de célula estudada, apos o efeito do composto 3.d, se apresenta na sua maioria em

estado tardio de apoptose. Apesar destas observacoes, ndo é possivel excluir, a semelhanga do

mencionado para o estudo das fenazinas, uma interferéncia causada pela autofluorescéncia das

celulas HepG2.
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Figura 49 - Contagem de células HepG2 marcadas com Pl e A5 no ensaio CTR-, CTR+ e em contacto
com o composto 3.d.
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3.  Discussao, Conclusdes e perspetivas futuras

Com o trabalho experimental realizado na presente tese de mestrado, foi possivel estudar a
citotoxicidade de diferentes derivados de naftoquinonas, fenazinas e fenoxazinonas contra a linha
celular do figado Hep G2, e estabelecer relagdes entre a estrutura e o potencial citotoxico, bem
como outras propriedades. Foi possivel estudar a atividade inibitéria da acetilcolinesterase,
relacionando a atividade com a estrutura dos compostos em estudo e, prevendo os seus modos de
interacdo com a cavidade catalitica da enzima, relacionando estes modos com a atividade obtida.
Por fim, foi ainda possivel estudar o mecanismo de morte celular induzido pela acdo dos
compostos testados, estudando-se também o efeito que o modo de cultura e recolha das células
tinha na viabilidade celular e na expressao de determinados marcadores apoptéticos.

O estudo da atividade inibitéria da AChE para a familia das fenazinas e fenoxazinonas foi
concluido com sucesso, tendo-se verificado que a adi¢do de substituintes eletrofilicos ao esqueleto
principal, conduziu a um aumento da atividade inibitéria. A atividade inibitéria dos compostos
substituidos com estes grupos revelou-se mais elevada que os restantes compostos testados,
obtendo-se ICses de 1746, 9613 e 24+3 UM, respetivamente para os compostos 1.b, 1.c e 2.b. Os
anéis da estrutura principal sdo responsaveis pela interacdo com os residuos aminoacidicos da
AChE nos locais de ligagdo CAS e PAS, centros estes constituidos por um canal de residuos
aminoacidicos aromaticos. Assim, € possivel concluir que os compostos da familia das fenazinas
e fenoxazinas interagem com estes centros de ligacdo e ndo com o centro ativo. Apesar dos 1Cses
relativamente baixos, o farmaco mais usado no tratamento da doenca de Alzheimer apresenta um
ICso de 6,7 nM, um valor mil vezes inferior ao destes compostos. Para detalhar o estudo destes
compostos seria interessante realizar um estudo de cristalografia de modo a identificar o local
exato de ligacdo dos compostos na enzima, complementando o estudo com a determinagdo do
mecanismo enzimatico. Seria também interessante testar novos substituintes eletrofilicos e com
uma estrutura aromatica, de modo a entender que mais locais de interacdo podem ser
identificados, e qual o impacto dessas intera¢es na atividade inibitoria da AChE.

O estudo da atividade inibitéria da AChE para a familia das naftoquinonas foi também
concluido com sucesso, tendo-se obtido contributos para o entendimento da relacdo entre a
estrutura e a atividade inibitéria destes compostos. A partir destes estudos foi possivel concluir
que os compostos derivados da 1,2-naftoquinona tém uma maior atividade inibitoria do que os
compostos derivados da 1,4-naftoquinona. Os derivados da 1,4-naftoquinona tinham um potencial
de inibicdo baixo comparativamente com os derivados da 1,2-naftoquinonaque, a concentracdes
iguais, provocavam uma inibicdo da AChE muito mais acentuada. Foi também possivel concluir
que substituintes doadores de eletrfes causam uma maior inibicdo da AChE, obtendo-se para estes
os valores mais elevados de inibicao, sendo as suas percentagens de inibicdo a uma concentracdo
de 50 UM, 74+2, 80+2, 75+3 e 85+4%, para 0s compostos 4.3, 4.e, 4.9 e 4.j respetivamente. Estes

valores encontram-se muito acima dos valores obtidos para os restantes compostos e também para
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0s compostos homologos da familia das 1,4-naftoquinonas. Ao complementar os estudos com
estudos de docking molecular, é possivel concluir que as naftoquinonas interagem
maioritariamente com os centros de ligacdo CAS e PAS a semelhanga das fenazinas e
fenoxazinas. Nestes estudos foi possivel verificar que os compostos com maior potencial
inibitdrio tinham interacdes previstas com os centros CAS e PAS pelos anéis do esqueleto
principal da naftoquinonas, enquanto os compostos com menor potencial inibitério apresentavam
interacdes previstas pelos anéis dos substituintes aromaticos. Desta forma, é possivel ligar o facto
de substituintes doadores induzirem uma maior atividade inibitéria, uma vez que ao doarem
eletrbes aumentam a densidade eletrénica no esqueleto aromatico das naftoquinonas, levando a
interagcdes mais intensas com os residuos aminoacidicos dos centros de ligacdo CAS e PAS. Para
detalhar o estudo destes compostos seria interessante realizar um estudo de cristalografia de modo
a identificar o local exato de ligacdo dos compostos na enzima, complementando o estudo com a
determinagdo do mecanismo enzimatico, a semelhanc¢a do que foi mencionado para a familia das
fenazinas e fenoxazinas.

O estudo da atividade antioxidante para ambas as familias das fenazinas/fenoxazinas e
naftoquinonas revelou que estas ndo tinham potencial de captura de radicais livres pelo método
testado, resultado esperado tendo em conta as estruturas dos compostos.

Os estudos de toxicidade dos compostos considerados para a presente tese foram realizados
por diversos métodos, de modo a destacar propriedades relevantes para os respetivos potenciais
citotoxicos.

Os estudos de citotoxicidade para a familia das fenazinas e fenoxazinas foram realizados pelo
método do MTT e LDH, onde se verificou que, na generalidade, estes compostos nao
apresentavam uma citotoxicidade relevante, tendo-se verificado que o ECs; mais baixo, do
composto 1, era de aproximadamente 30 uM, um valor elevado comparando com os farmacos
utilizados para o mesmo fim atualmente. Ao estudar a hidrofobicidade destes compostos
verificou-se que o seu teor lipofilico esta diretamente relacionado com a sua baixa citotoxicidade,
concluindo-se que estes compostos ndo sdo totalmente permeéaveis pelas células Hep G2 usadas
para os ensaios de citotoxicidade. Para esta familia de compostos foi também estudada a interacéo
com o DNA, devido as semelhancas estruturais com farmacos que tém a capacidade de intercalar
0 DNA. Por estes estudos foi possivel concluir que as fenazinas tém uma capacidade de interagdo
com o DNA, logo podem apresentar uma capacidade citotoxica se entrarem em contacto com este.
Uma vez que os compostos apresentam pouca permeabilidade face as células Hep G2 e que
apresentam um potencial de intercalagdo do DNA, os resultados de baixa citotoxicidade estdo
concordantes pois ao nao serem permeados pela célula, ndo podem interagir com o seu DNA e
causar um efeito que ative mecanismos de morte celular. Como préximos passos deste estudo,
seria interessante estudar as interacdes das fenazinas e fenoxazinas com proteinas membranas

bacterianas, estudando possiveis mecanismos de entrada nas células. Seria também interessante
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estudar um eventual sistema de transporte das fenazinas e fenoxazinas para o interior da célula de
modo a verificar se estes compostos exibem ou ndo um potencial citotoxico se entrassem nas
células. Uma eventual entrada nas células e com sucesso de citotoxicidade, tornaria as fenazinas
potenciais farmacos devido a possibilidade de funcionalizacdo dos sistemas de entrega celular de
modo a torna-los seletivos para células cancerigenas.

Os estudos de citotoxicidade para os compostos da familia das naftoquinonas foram concluidos
com sucesso, possibilitando a formacdo de uma conexdo ldgica entre a citotoxicidade destes
compostos e as suas propriedades. Os potenciais citotoxicos verificaram-se mais elevados para 0s
compostos derivados das 1,2-naftgqouinonas em comparacdo com os derivados das 1,4-
naftoquinonas, a semelhanca do que ja verificado para a atividade inibitéria da AChE,
evidenciando assim uma maior relevancia bioldgica das 1,2-naftoquinonas face as 1,4-
naftoquinonas. As naftoquinonas apresentaram uma maior citotoxicidade do que os derivados das
fenazinas e fenoxazinas, apresentando o valor mais alto citotoxicidade com um ECs de 2,66 UM,
para 0 composto 4.b, um valor de citotoxicidade muito préximo do ECso da doxorrubicina, um
farmaco usado no tratamento do cancro. Assim, este composto demonstra-se com elevado
potencial para ser usado no tratamento de cancro. Como proximos passos seria interessante
estudar os mecanismos de morte celular e relaciona-los com o poder oxidante dos derivados em
estudo, sendo também interessante estudar o perfil de proteinas expressas antes e depois do
contacto com o composto, de modo a estudar alteragdes metabdlicas causadas pelas
naftoquinonas.

Apdbs o estudo de citotoxicidade realizou-se o estudo dos mecanismos de morte celular,
tentando descobrir qual a razdo para a inviabilidade das células em estudo. Estes estudos foram
apenas preliminares, ndo tendo sido possivel chegar a conclusdes sobre 0 modo de acéo das
naftoquinonas, nem das fenazinas e fenoxazinas. Apesar disso foi possivel tirar algumas
conclusdes sobre as células que se cresceram e sobre 0 método de cultivo e recolha. A partir dos
resultados é possivel concluir sobre a presenca de células apoptdticas marcadas com anexina e
iodeto de propideo, evidenciando que o composto 4.b e 1 causam a apoptose das células Hep G2.
Conclui-se também que o método de cultivo e recolha de células leve a autofluorescéncia das
células Hep G2, uma vez que os controlos negativos apresentam alguma expressao de marcadores
apoptéticos. O uso de tripsina para destacar as células da sua superficie de crescimento leva a que
haja fragilizacdo da membrana celular, algo que pode explicar a marcacdo das células controlo
negativo com anexina. Esta marcacgdo revela-se entdo inespecifica, uma vez que o iodeto de
propideo pode marcar também RNA que ¢é libertado pela fragilizacdo das células, um fenémeno
que se suspeita ter acontecido. Para além disso, é possivel verificar uma grande heterogenecidade
na populacdo celular, existindo populacdes de agregados de grandes dimensfes, mas também de
células pequenas e esféricas, marcando de igual forma estas duas populac@es. Para além disso, é

possivel identificar uma populacdo de grande densidade, populacdo esta correspondente a restos
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celulares, muito provavelmente resultantes do uso de tripsina. Uma boa pratica seria a repeti¢do
dos ensaios de modo a confirmar todos os resultados. Se os mesmos resultados fossem obtidos,
seria necessario alterar o processo de cultivo, recolha de células e também o modo de preparacao
das amostras. Ao cultivar e recolher as células seria necessario suplementar o meio de
tripsinizacdo com EDTA de modo a evitar a formacdo de agregados celulares, e ao preparar as
amostras, seria necessario usar uma RNAse de modo a eliminar as contaminacgdes das aliquotas
com RNA proveniente de restos celulares. Apds a otimizacdo da técnica, sugere-se que sejam
testados marcadores celulares que permitam a detecdo do ciclo celular das células Hep G2 de
modo a procurar um padrdo de morte caracteristico das familias em estudo, sendo também util e
interessante o estudo do metaboloma das células de forma a comparar eventuais alteracdes a nivel
metabolémico causado pela presenca dos compostos.

A presente dissertacdo permitiu com sucesso estabelecer ligagdes entre a estrutura molecular
e a atividade bioldgica dos compostos da familia das naftoquinonas, fenazinas e fenoxazinas,
permitindo construir e expandir a biblioteca de compostos e a sua respetiva atividade bioldgica
face a um determinado alvo. Este estudo conclui-se como um elemento de literatura Gtil para o
desenvolvimento de novas moléculas para aplicagdes medicinais e farmacéuticas devido a
apresentar resultados claros face a relacdo entre estrutura e atividade bioldgica.

O trabalho desenvolvido na presente dissertacdo permitiu a publicacdo de um artigo cientifico
e duas apresentacGes em pdster, numa conferéncia nacional (CQE Days 2022) e numa
internacional (CHEMEET Conference 2022), tendo nesta ultima ganho o prémio de melhor

apresentacdo

Artigo:

Cabral, R. G., Viegas, G., Pacheco, R., Sousa, A.C., Robalo, M. P. (2023). Sustainable
Synthesis, Antiproliferative and Acetylcholinesterase Inhibition of 1,4- and 1,2-Naphthoguinone
Derivatives. Molecules, 28, 1232. https://doi.org/10.3390/molecules28031232.

Comunicagdes em paster:

Gongalo Viegas; Rafaela G. Cabral; Rita Pacheco Maria P. Robalo; Ana Catarina Sousa.
“Understanding the potential of 1,4- and 1,2-naphthoquinone derivatives as acetylcholinesterase
enzyme inhibitors”.

A apresentacdo do poster foi vencedora do prémio de melhor comunicacdo em poster no

encontro "International Chemistry Conference, June 27-29th, 2022, Online Event™:
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4.  Parte experimental
4.1 Crescimento e manutengéo de linhas celulares Hep G2 e ensaios de viabilidade celular

Todo o manuseamento das linhas celulares € executado na sala limpa. Antes de cada utilizacdo
as superficies da sala sdo limpas com etanol a 70% e a sala, juntamente com todo o material a
usar (a excecdo de material sensivel a luz), é esterilizada com recurso a luz ultravioleta durante
15 minutos. A abertura dos frascos-T, placas de crescimento, frascos de meio, tripsina e solucdes
tampéo necessarias € realizada apenas dentro da cAmara de fluxo laminar, estando todo o material
previamente esterilizado de fabrica. O material descartdvel usado, como pipetas, pontas de
pipetas, frascos-T, microplacas estdo previamente esterilizadas em autoclave ou vém esterilizados
de fabrica, e sdo apenas abertos dentro da cdmara de fluxo laminar.

E realizada uma limpeza geral mensal a sala limpa e todos os seus equipamentos. As
superficies metalicas sdo limpas com etanol a 70%. O chdo, puxadores, e locais de maior
manuseamento sdo limpos com lixivia. A incubadora e cadmara de fluxo laminar sdo limpas
também com etanol a 70%. Ap6s a limpeza de todas as superficies, a sala é esterilizada com

recurso a luz ultravioleta durante 30 minutos.

4.1.1 Crescimento e manutencao das células Hep G2

As células da linha celular HepG2 sdo células derivadas de células hepaticas alteradas devido
a um carcinoma hepatocelular. As células sdo crescidas e mantidas em frascos-T, crescendo em
aderéncia a superficie do frasco. O meio de cultura usado para o crescimento das células Hep G2
é 0 meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), Biowest, suplementado com soro fetal
bovino (FBS), Biowest a 10%, glutamina (GIn), Sigma Aldrich, a 2 mM, antibidtico e
antimicético combinado, de penicilina, estreptomicina e anfotericina B, Sigma Aldrich, a 2 mM.
O meio de cultura das células é trocado de 48h em 48h de modo a manter as células em meio
fresco e com capacidade de manter o crescimento das células a velocidade 6tima. As células
crescem na incubadora a 37°C com arejamento de CO; a 5%, de modo a que este entre em contacto
com o0 meio e pela acdo do H.COs presente neste, o pH se mantenha estavel na zona 6tima de
crescimento, cerca de pH 7. O ambiente da incubadora é também humidificado com recurso a
agua estéril, preparada por adi¢éo de sulfato de cobre até a saturacéo, e esterilizada em autoclave.

Apobs cada expansdo de um frasco-T, ou uma vez por més, as células em aderéncia séo
removidas do frasco-T, seguindo o protocolo descrito no préximo tdpico, e sdo transferidas para
um frasco novo idéntico, de modo a minimizar o desgaste celular e o risco de crescimento de

contaminagdes.
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4.1.2 Expansao células Hep G2

A expansao da cultura ocorre para frascos-T de 75 mL quando se verifica uma confluéncia de
cerca de 90% das células em aderéncia nos T-25. Para realizar a expansao das culturas e a
transferéncia das células para o novo frasco, é necessario destacar as células da sua superficie de
aderéncia. Para tal é usada uma solucdo de tripsina, Biowhittaker Lonza, em tampéo fosfato-salino
(PBS), Corning. Primeiro € retirado todo o meio de crescimento, e as células sdo lavadas com
PBS, Corning, de modo a remover todo 0 meio uma vez que este inativa a tripsina. Nos frascos
de 25 mL é colocado apenas 0,5 mL de tripsina 1x de modo a ndo provocar a lise celular. Todo o
liquido deve cobrir as células em aderéncia. Ap6s a adicdo da tripsina o frasco é colocado na
incubadora por 5 minutos de modo a ativar a tripsina. Apos 0s 5 minutos o frasco € retirado da
incubadora e sdo aplicados embates mecénicos leves nas paredes laterais de modo a destacar as
células. As células sdo lavadas com a tripsina ativada de modo a arrastar todas as células
destacadas, permitindo o destacamento de mais células. Realiza-se também up-and-down em
movimentos rapidos por toda a area do frasco de modo a destacar o méaximo de células possivel
e evitar a formacao de aglomerados celulares promovidos pela acdo da tripsina. Para inativar a
tripsina adiciona-se ao frasco meio DMEM, arrastando para este todas as células que foram
removidas. Com o meio realiza-se mais uma lavagem ao frasco, e 0 meio com as células em
suspensdo é transferido para um Falcon de 50 mL, a partir de onde as células em suspenséo serdo
transferidas para os novos frascos de crescimento T-75 ou T-25.

4.1.3 Crescimento de células em microplaca

Quando o crescimento das células no T-75 atinge os 90% de confluéncia e se verifica uma
densidade celular de 50x10°% células por mL, as células do respetivo frasco séo transferidas para
uma microplaca de 96 pocos, onde crescem até um preenchimento do fundo de cada pogo, em
meio DMEM completo. Inicia-se 0 processo por destacar as células de forma semelhante ao
processo descrito no ponto anterior, adicionado 1 mL de tripsina por cada frasco de 75 mL. O
volume de meio DMEM completo para onde sdo removidas as células deve ser o minimo possivel
de modo a permitir que se realizem diluicGes de modo a obter uma dispersdo com a densidade
celular pretendida para cada utilizacdo. As células s&o contadas na camara Neubauer improved
de modo a confirmar a densidade celular pretendida. Apds a contagem as células sdo transferidas
para as microplacas em uso. Para uma microplaca de 96 pocos ndo sdo usados 0s pogos nas bordas
de modo a evitar contaminag0es, e as células sdo transferidas com recurso a uma micropipeta
multicanal P200. Para uma microplaca de 12 pocos, as células sdo transferidas com recurso a uma

micropipeta P1000.
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4.1.4 Ensaio de viabilidade celular - MTT

O método do MTT usa o reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélico,
Sigma Aldrich. Este reagente é permedvel pelas células, onde é reduzido pela acdo de
oxirredutases, desidrogenases e outras enzimas doadoras de eletrbes, presentes na mitocéndria,
havendo evidéncias de que outras enzimas semelhantes em membranas intracelulares. Alguns
compostos como acido ascorbico, cisteina e acido di-hidrolipolico tém também a capacidade de
reduzir o MTT. O MTT tem uma coloragdo amarelada e € reduzido

O Formazam ¢ formado intracelularmente, sendo necessario que a membrana celular seja

rebentada para que este se solubilize de modo a ser quantificado.
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MTT Formazan
Figura 50 - Reducdo do MTT em Formazan pela agéo de redutases celulares.

As células crescem em microplacas de 96 pogos, sendo preparadas de acordo com o
procedimento anterior, usando-se uma densidade de células inicial de 2x10* células/cm?,
crescendo 200 pL da suspenséo preparada em cada poco. As células crescem em meio DMEM
completo e nas condicOes indicadas em 4.1.1., durante 48h até preencherem fundo de cada pogo.
Apos o crescimento, é removido o0 meio e as células sao lavadas com PBS. Séo por fim aplicados
0s compostos dissolvidos em meio DMEM sem FBS, contendo no maximo 1% de DMSO Sé&o
aplicados 200 L a cada poco de solucéo de cada composto a uma determinada concentragao por
coluna, de modo a obter os resultados em sextuplicado. Em cada placa sdo reservadas duas
colunas para o controlo negativo, onde se aplica apenas meio DMEM sem FBS e com 1% de
DMSO. As microplacas com os compostos sao incubadas por 24h. Ap6s a incubacao, é removido
0 meio com composto e as células sio lavadas com PBS. E adicionada uma solugdo de MTT, em
meio DMEM sem FBS a 0,5 mg'mL™?, preparado num Falcon embrulhado em papel de aluminio
de modo a proteger o MTT da luz. A solugdo é aplicada nos pogos e as microplacas séo incubadas
por 2 a 4h até as celulas controlo negativo ganharem uma coloragdo azul-escura/roxa. Quando a
condicdo se verificar é removida a solugdo da microplaca e adiciona-se a cada po¢o 100 pL de
metanol, realizando up-and-down deste, raspando o fundo dos pogos de modo a rebentar as
membranas celulares para solubilizar o Formazan formado pela conversdo do MTT. Apos se
verificar uma dissoluc&o uniforme, é lida a absorvancia no leitor de microplacas de duplo feixe a
595 nm com referéncia a 630 nm. Se o valor de absorvéncia for muito elevado dilui-se cada pogo

com 100 pL de metanol. O valor de citotoxicidade € calculado pela seguinte expressao:
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%Citotoxicidadey = (100- (Abs”f m (Composto) 100)) 2)

ADbssg5 nm (Controlo)

4.1.5 Ensaio de viabilidade celular — LDH

O método da lactato desidrogenase (LDH) mede a fragilizacdo da membrana celular, por onde
¢ permeada a LDH, uma enzima responsavel pela oxidacdo do lactato em piruvato. Pela
amostragem do meio de cultivo das células é possivel quantificar a morte celular tendo em conta
a quantidade de LDH libertada em comparacdo com células normais. Com a oxidacao do lactato
ocorre a reducdo do NAD+ a NADH, permitindo a sua consecutiva oxidacdo pela enzima
diaforase, que se for adicionada ao meio reacional em conjunto com iodonitrotetrazdlico (INT)
permite a sua reducdo em formazan. A quantificacdo deste composto permite entdo o estudo de
citotoxicidade, estudando a estabilidade da membrana.

Os reagentes e protocolo usados seguem o kit CyQUANT™ [ DH Cytotoxicity Assay,
ThermoFisher. As células crescem em microplacas de 96 pocos de forma idéntica ao ponto 4.1.3.,
usando-se apenas trés pogos para cada concentracdo, obtendo-se os resultados em triplicado.
Neste caso nédo se realizam duas colunas de pocos para controlo negativo, apenas 6 pogos. Em 3
destes sdo adicionados 10 pL de tampao de lise (Atividade maxima) e nos 3 restantes adiciona-se
apenas meio DMEM sem soro com 1% DMSO (Atividade espontanea). As células crescem por
24h em contacto com 0s compostos. Apos o crescimento sdo transferidos 50 L de meio de cada
pogo para uma nova microplaca estéril, adicionando a cada pogo de ensaio 50 pL da mistura
reacional. A microplaca é protegida da luz e é incubada as condi¢cGes ambientes por 30 minutos.
Apos a incubagéo adicionam-se 50 pL da solugcdo STOP de modo a terminar a reagdo, realizando
up-aand-down em cada poco de forma cuidada de modo a ndo formar muita espuma. A
absorvancia é lida no leitor de microplacas de feixe duplo a 490 nm com referéncia a 630 nm. O

valor da citotoxicidade é calculado pela expressdo seguinte:

Lactato Piruvato
o)
H,C | ~ HsC B
’ o LDH o
OH /l\ o
NAD+ NADH
Diaforase
N NH N
=~ \ =~ \
N o) bo)
lodonitrotetrazdlico Formazan

Figura 51 - Redugdo do INT a Formazan pelo mecanismo do LDH na
oxidacdo do lactato a piruvato.
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%Citotoxicidade | ppy = (Ab5490 nm(Composto)-Abs,gg nm(Espontz?mea)) 100 (3)

Abs90 nm (Méaxima)-Abs 490 nm(Espontanea)

4.1.6 Ensaios de citometria de fluxo — Estudo dos mecanismos de morte celular

O estudo de mecanismo de morte celular é realizado por citometria de fluxo com recurso ao
citometro CytoFLEX (Beckman Coulter) e aos marcadores celulares anexina A5 e iodeto de
propideo (Beckman Coulter), obtidos em conjunto com os restantes reagentes no kit ANNEXIN
A5-FITC KIT-Apoptosis Detection Kit. Prepara-se o tampéo de ligacéo por diluicdo da solugéo
concentrada fornecida em agua destilada. Dissolve-se 250 pg iodeto de propideo em 1 mL de
tampéo de ligacdo diluido. As células para analise sdo crescidas com uma densidade celular inicial
de 50x10° células por mL, numa microplaca de 12 pogos, seguindo as condi¢des do ponto 4.1.3..
Sao usados quatro pogos para condi¢do, sendo que uma placa contém pocos para testar uma
concentracdo de composto, pogos para o controlo negativo com solvente e sem solvente. As
células sdo removidas mecanicamente dos poc¢os e lavadas com PBS e centrifugadas por 5
minutos a 500 x g e 4°C de modo a concentrar a suspensdo até aproximadamente 5x10° células
por mL de tampéo de ligagdo. A suspenséo é separa em aliquotas de 100 pL. A cada aliquota sdo
adicionados 1 pL de solucéo de anexina A5-FITC e 5 pL de solugéo de iodeto de propideo-PC5.5,
e a mistura é agitada levemente e incubada durante 15 minutos na auséncia de luz. De forma
semelhante séo preparados dois controlos positivos, um por chogque mecénico e outro por choque
quimico. Para a preparagdo do controlo positivo por choque mecénico é colocada uma aliquota
de células em suspensdo no banho ultrassénico por 15 minutos sem aquecimento. Para a
preparacdo do controlo positivo por choque quimico, uma aliquota é incubada com formaldeido
a 3% em PBS durante 30 minutos. Apds a preparacdo das amostras, estas devem ser analisadas
até 30 minutos ap0s a preparacao.

A andlise das amostras é realizada no citometro CytoFLEX. Antes de iniciar é necessario
verificar se os fluidos de lavagem, FlowClean Cleaning Agent (Beckman Coulter) e transporte
(sheath fluid) (Beckman Coulter), estdo nos niveis adequados. Inicia-se a calibracdo do
equipamento pelo controlo de qualidade apds a executar o programa de “Daily clean”. O controlo
de qualidade € realizado com nanoesferas fluorescentes, e 0 equipamento encontra-se programado
para realizar o procedimento de controlo de qualidade de forma automatica, “QC
Standardisation” para o lote de nanoesferas disponivel, neste caso o CytoFLEX Daily IR QC
Fluorospheres (Beckman Coulter). Se ocorrer uma falha do controlo de qualidade, é necessario
realizar de novo o programa de “Daily clean” de seguida com o programa “Prime”, programa que
injeta ar em contracorrente ao fluxo do citometro, limpando restos celulares e impurezas que
impecam o bom funcionamento do citometro. Apos realizar o procedimento de “Prime”, realiza-
se de novo o controlo de qualidade. E necessério repetir o processo até ocorrer a passagem no

controlo de qualidade. Se 0 mesmo erro permanecer pode ser necessaria uma intervencdo no
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equipamento. Apds a aprovacdo do controlo de qualidade, realiza-se de novo o programa “Daily
clean” e iniciam-se 0s estudos das amostras preparadas.

Os canais a serem adquiridos sdo 0 SSC-A, FSC-A, FSC-H, analisando a presenca dos
marcadores iodeto de propideo (marcador PC5.5-A e PE-A) e da anexina-A5 (marcador FITC-A)
e tempo de andlise (permite verificar eventuais entupimentos e falhas nas bombas, que podem
influenciar os resultados). As defini¢cbes de aquisi¢do sdo definidas automaticamente para as
sugeridas pelo software, ajustando-se um limiar de detecdo para os marcadores de fluorescéncia
entre 100 e 500 eventos, e ajustando o ganho para entre 0 e 3x10° eventos. Estes limiares sdo
ajustados com cada aquisi¢do de modo a definir os quadrantes para cada marcador.

Os eventos sdo adquiridos até haver uma boa visibilidade das regides formadas, tendo também

em atencéo o volume da amostra, sendo necessario preservar parte desta para eventuais repetigdes.

4.2 Estudo da atividade inibitoria da AChE
4.2.1 Determinacdo da atividade inibitoria da AChE — Método de Ellman’s

A determinacdo da inibigdo da atividade enzimatica da AChE, induzida pelos compostos em
estudo, é realizada pelo método colorimétrico de Ellman alterado. O método consiste na medigao
da velocidade inicial da reacdo entre a AChE, Sigma, e AChl, Sigma. Para tal, numa cuvette, é
feito contactar 25 uL de AChE com 100 pL do inibidor em estudo (em DMSO a 1%), em 325 uL
de tamp&o Tris com sais a pH 8 durante 15 minutos de modo a promover a ligacao entre a enzima
e o0 inibidor. A reacdo inicia-se pela adi¢do de 75 pL de AChl e 475 L de reagente de Ellman,
Thermo Scientific™, em tampao Tris com sais a pH 8. A variacdo de velocidade inicial € medida
durante 3 minutos a 405 nm no espetrofotometro de feixe simples. Para calculo da percentagem
de inibicdo realiza-se um ensaio em branco, substituindo o inibidor por uma solugdo aquosa de
DMSO a 1%, considerando-se um ensaio valido com uma atividade AChE de 0,1 U-mL™. Para
determinar o ICs realiza-se a mesma determinacgéo de inibicdo para diferentes concentracGes de
inibidor de modo que seja possivel, de forma analitica ou gréafica, determinar a concentracdo que
leva a uma inibicdo da atividade AChE de 50%.

4.2.2 Docking molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados no software AutoDock Vina tool via
Chimera 1.16, e visualizados no Discovery Studio Visualizer.

Para realizar o docking molecular é necessério um modelo .pdb da AChE, sendo o modelo
escolhido 4EY7.pdb, desenvolvido para estudos de docking molecular com o farmaco donepezilo.
Todos 0s compostos a testar devem também estar representados estruturalmente em ficheiros
.pdb, obtidos pelo software ChemDraw e Chimera (por conversdo de estruturas em formato
SMILES strings). Os varios compostos a testas sdo denominados de ligandos em estudos de

docking molecular.
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Para realizar o docking € necessario considerar apenas um dos dominios da AChE devido a

sua simetria, sendo um deles descartados pelas ferramentas de edicdo molecular no software

Chimera. E realizada a preparacio para docking pela ferramenta Dockprep, seguindo as seguintes

definicdes:

=. Add Hydrogens for Doc..  — O

MP5.pdb (#0)

<. Dock Prep O ped

Molecules to prep:

MP5.pdb (#0)

For chosen molecules, do the following:
¥ Delete solvent
[~ Delete non-complexed ions
v If alternate locations, keep only highest occupancy
¥ selenomethionine (MSE) to methionine (MET)
¥ bromo-UMP (5BU) to UMP (U)
Change:
¥ methylselenyl-dUMP (UMS) to UMP (U)
¥ methylseleny-dCMP (CSL) to CMP (C)

W Incomplete side chains: Replace using Dunbrack 2010 rotamer ibrary —t

v Add hydrogens
v Add charges
¥ Write Mol2 file

Publications using Dunbrack 2010 rotamers should cite:
Shapovalov, M.S., and Dunbrack, R.L., Jr. (2011)
A Smoothed Backbone-Dependent Rotamer Library for Proteins
Derived from Adaptive Kernel Density Estimates and Regressions
Structure, 19, 844-858.

I

Add hydrogens to:

I Iv Consider each model in isolation from all others
Method
" steric only

! @ also consider H-bonds (slower)

Protonation states for: histidine —

. Residue-name-based
(HIS/HID/HIE/HIP = unspecified/delta/epsion/bath)

 Specified individualy...
" Unspecified (determined by method)

; Close | Help

=, Assign Charges for Dock Prep O X

MP5.pdb (£0)
Add charges to:

Standard residues: AMBER ff145B —i

Other residues: ¢ AM1-BCC & Gasteiger

I” nonstandard residues
Add labels showing charges to atoms in: .
I standard residues

Close | Help

Cancel‘ He\p‘

Figura 52 - Defini¢Bes da preparacdo dos ficheiros .pdb para docking.

O mesmo procedimento é realizado para os ligandos, obtendo-se um ficheiro .mol2 para cada

ligando e para a enzima editada para docking.

Apos a obtencdo dos ficheiros .mol2 inicia-se o docking molecular, usando-se as seguintes

defini¢bes da Figura 53.

[m] X

=, AutoDock Vina
Qutput ﬁle:\nckmg\DncK\lZNQ—l‘lNHZ.pdbqt Browse | |

Merge charges and remove non-polar hydrogens: true —i ‘

Merge charges and remove lone pairs: true —i

|VL\gand options ‘

Ligand: 12ng-14nh2.pdb (#1) —

|VReceptnr search volume options ‘

W Resize search volume using  cirl button 1 =4

Center:|-11.8951 [42.7932 [28.0497 ‘
Size:[29.9466 [15.8692 [17.2077

|VRecepmr options

Receptor: AChE.pdb (#0) —

| ¥ Advanced

Add hydrogens in Chimera: true —i

Maximum energy difference (kcal/mol): .

options

Number of binding modes: ,—j—'—

Exhaustiveness of search: l—_‘?_l

2

Merge charges and remove non-polar hydrogens: true —

*
Merge charges and remove lone pairs: true —t Local

| ¥Executable location

Ignore waters: true —

Ignore chains of non-standard residues: true —

Ignore al non-standard residues: false —

Path: |C:\Users\gnnca\Desktmp\Dnckjng\vwna .exe  Browse...

o] o] ] )

Figura 53 - Defini¢Bes de docking usados na extensdo Autodock Vina.
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O volume de docking é definido para o centro ativo da enzima, estudando as interagbes dos
compostos com os residuos aminoacidicos que fazem parte deste. O volume estd demonstrado na

Figura 54.

Figura 54 - Volume de docking usado.

Ap6s realizar o docking, o software devolve os modelos previstos e gerados por ordem de
score RSMD, calculado com base nas energias livres. Na Figura 55a apresentam-se exemplos

dos modelos gerados e na Figura 55b exemplos de score obtidos.

=, ViewDock - C\Users\gonca'Desktop\DockingiDocky12NQ-14NH2.pdbgt - O X

File Compounds Column Selection Chimera HBonds Movie

S |Score| RMSD Lb.| RMSD u.b.A

Chimera Model #3.1
REMARK VINA RESULT: -10.3 0.000 0.000
REMARK 3 active torsions:

REMARE status: ('A' for Actiwve; 'I' for Inactive)
REMARK 1 a between atoms: C10_10 and N1_11
REMARK 2 between atoms: C11_12 and N1_11
REMARK 3

between atoms: C14_15 and N2_18

i
Change Compound State
& Viable " Deleted © Purged

A ]
Figura 55 - Exemplo de resultados obtidos no docking molecular

A partir do modelo recetor+ligando (enzima+composto a testar) € gerado um ficheiro .pdb de
modo a ser analisado no software Discovery Studio Visualizer. A visualiza¢do neste software é

simples, sendo necessario apenas escolher o diagrama 3D de modo a obter uma representacéo 3D
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das interagdes, e 0 modelo 2D, de modo a visualizar as mesmas interagdes no plano. As defini¢oes

de visualizacdo definidas estdo apresentadas na Figura 56.

View Interactions

Define the receptor and ligand.
Define Receptor: AChE

Define Ligand: 2b

Step through ligands.

F + 3 =

Display receptor-ligand interactions.

Ligand Interactions
Interaction Options...
Expand Contract

Show Distances Show Types
Display receptor surfaces.

Aromatic H-Bond Charge
Hydrophobic Ionizability SAS

Expand Contract
Change the visibility of the receptor
and ligand.
Receptor Ligand

Interacting Atoms = Pocket Atoms

Show receptor-ligand interactions on
a 20 diagram.

Show 2D Diagram

Figura 56 - Defini¢Bes de visualizagdo dos resultados do docking no software BioVia Discovery Studio.

A partir da informacéo obtida pelo diagrama 2D e a tabela de informag6es fornecidas séo
geradas as tabelas de interagcdes onde sdo compiladas as distancias entre os &tomos que interagem

e o tipo de interacdo que ocorre.

4.3 Estudo de atividade antioxidante

E preparada uma solugdo metandlica de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), Sigma, de modo
a que a sua absorvancia a 520 nm seja 0,700 u.a. As solu¢des de compostos, em agua e DMSO (a
1%) sdo colocadas em contacto com a solu¢do de DPPH por 30 minutos, sendo lida a sua
absorvancia a 520 nm. O ensaio em branco é realizado substituindo a solu¢do de composto a testar

por DMSO a 1% A atividade antioxidante é determinada a partir da seguinte férmula:

Absspg nm(Branco) - Abssyg nm(Composto)) 100 (4)

%Atividade antioxidantepppy = ( O (Branco)
520 nm

4.4 Estudo de interacdo com 0 DNA
E preparada uma solugio de DNA de salm&o, dsDNA de salm&o Oncerhynchus keta , Sigma,

em cloreto de sddio a 2,5 uM. As misturas de analise sdo realizadas diretamente na cuvette de
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analise, sendo usadas cuvettes de quartzo e com 1 cm de espessura. Neste estudo ocorre a variacdo
da concentracdo de DNA, mantendo-se a concentracdo de composto a testar fixa e volume total
de1000 pL. Sdo adicionados 50 pL de dgua destilada e 50 L de solugdo de composto a testar em
agua e DMSO (a 1%). O volume conjunto de DNA e tampédo Binding Bufer, é 900 uL. Séo
realizados ensaios em branco (onde se utiliza DMSO a 1% a substituir o composto a testar) para
0 DNA e para 0 composto. Os compostos sdo postos em contacto com o0s restantes reagentes por
5 minutos a temperatura ambiente e é obtido o seu espetro UV-Vis por um varrimento entre 0s
200 e 700 nm.
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Anexos

Anexo 1 — Curva dose-resposta do composto 1.c face a inibicdo da AChE.
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Anexo 2 — Curva dose-resposta do composto 2.b face a inibicdo da AChE.
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Anexo 3 — Distancias de interac6es entre composto 1.b e cavidade catalitica da AChE.

Resultados de docking molecular para o composto 1.b.

- AA Estrutura Tipo de interacdo Distancia (A)
1] TYRG9 CH3 (Ligando) Ligacdo de Hidrogénio convecional 2,12
2 ASN 84 NH2 Ligacdo de Hidrogénio convencional 3,63
3] TRP83 NH2 Ligacdo de Hidrogénio convencional 4,12
41 TRP 83 NH2 Ligacdo de Hidrogénio convencional 2,35
50 TRP83 Ar (Anel fenazina) Interacdo aromética n-n 4,02
6 TRP 83 CH3 (Fenazina) Interacdo CH-nt 3,03
71 TYR 121 Ar (Anel Fenazina) Interacdo aromatica n-n 3,52
8 TYR121  CH3 (Fenazina) Interacdo CH-n 4,21
9 | PHE 329 Ar (Anel Fenazina) Interacdo aromatica n-n 3,41
TYR 328 Ar (Anel Fenazina) Interacdo aromaética n-n 3,40
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Anexo 4 — Distancias de interagdes entre composto 1.c e cavidade catalitica da AChE.
Resultados de docking molecular para o composto 1.c.

- AA Estrutura Tipo de interacdo Distancia (A)
1] HIS 438 O=C (Ligando) Ligacdo de Hidrogénio convecional 2,61
2| SER 122 NH2 Ligacdo de Hidrogénio convencional 2,75
3] TRP83 NH2 Ligacdo de Hidrogénio convencional 2,10
41 TRP 83 NH2 Ligac&o de Hidrogénio convencional 2,61
5] TRP83 Ar (Anel Fenazina) Interacdo aromatica n-nt 5,71
6] TRP83 CH3 (Fenazina) Interacdo CH-n 5,03
71 TRP83 0O=C (Ligando) Interacdo CH-n 5,83
8] TYR328 O=C (Fenazina) Interacdo aromatica n-nt 5,15
9] GLY 117  H-O (Fenazina) Interacdo aromatica n-nt 5,73

Anexo 5 — Distancias de interagdes entre composto 2.b e cavidade catalitica da AChE.
Resultados de docking molecular para o0 composto 2.b.

- AA Estrutura Tipo de interacdo Distancia (A)
1 TYR332 Ar (Anel fenazina) Interacdo aromatica m-nt 5,80
21 TYR 332 CH3 Interacdo CH-n 3,51
3| PHE 329 Ar (Anel fenazina) Interacdo aromatica n-nt 4,70
4 | PHE 329 CH3 Interacdo CH-nt 4,58
501 TRP83 Ar (Anel fenazina) Interacdo aromatica n-nt 4,01
6 | HIS438 O (Anel fenazina) Ligacdo de Hidrogénio convecional 2,54
7] TYR130 O=C (Fenazina) Ligacdo de Hidrogénio convencional 2,48
8 GLY 117 O=C (Fenazina)  Ligacdo de Hidrogénio convencional 3,44
9] GLY 117 H-O (Fenazina)  Ligacdo de Hidrogénio convencional 2,38

Anexo 6 — Contaminantes flngicos no meio de cultura nos fracos T50 usados para crescimento
das células Hep G2.
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Anexo 7 — Percentagem de citotoxicidade para células Hep G2 dos compostos 1, 1.a, 1.b, 1.ce

2 e respetivo desvio padrao (s).

Citotoxicidade dos compostos 1, 1.a, 1.b, 1.c e 2 para células Hep G2 em percentagem de
células ndo viaveis e respetivo desvio padrdo

Composto Citotoxicidade anti-Hep G2 s (%)
1 59,3+4,1
la 15,0151
1b 11,5+4,8
lc 3,1+£1,2
2 31,6%1,5

Anexo 8 — Valor de EC50, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) para o

composto 1.

Valores de EC50, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) do composto 1

ECsits  Limite minimo  Limite maximo ]
Composto Declive ER (%)
(LM) (LM) (LM)
1 3243 1,33 98,1 3,92 2,31

Anexo 9 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para 0 composto

3.a
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Anexo 10 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 3.b.
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Anexo 11 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 3.c.
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Anexo 12 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 3.d.
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Anexo 13 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o
composto 3.k.
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Anexo 14 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 3.1.
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Anexo 15 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 4.a.
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Anexo 16 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 4.b.
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Anexo 17 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 4.c.
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Anexo 18 — Curva dose-resposta de citotoxicidade em linhas celulares Hep G2 para o

composto 4.d.
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Anexo 19 — Valor de EC50, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) para o
composto 4.e.
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Anexo 20 — Valor de EC50, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) para o

composto 4.g.
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Anexo 21 — Valor de EC50, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) para o

composto 4.j.
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Anexo 22 — Valor de EC50, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) para o

composto 4.k.
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Anexo 23 — Valor de EC50, limites maximos e minimos, declive e erro relativo (ER) para o

composto 4.1.
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