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RESUMO

Bolzoni, P. 1. Estudo Molecular e Espectroscopico da Interacdo de Derivados
Dihidropiridinicos com o DNA. Dissertagdo (Mestrado em Quimica Organica). Universidade
Federal de Santa Catariana, Florian6polis, 2023.

O presente trabalho descreve inicialmente o estudo in silico de estruturas derivadas do nticleo
dihidropiridinico (Compostos I). As propriedades farmacocinéticas como absor¢do,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) foram avaliadas por meio de
softwares online como SwissADME, ADMETlab e SOMP. Com os resultados das predi¢gdes
pode se afirmar, que entre as estruturas analisadas nenhuma violou os parametros fisico-
quimicos, mas algumas ndo apresentam uma biodisponibilidade significativa. Logo, pode-se
afirmar que apresentam um potencial terapéutico a ser explorado. A partir dessas analises, os
Compostos I foram selecionados para sintese e caracterizagdo, baseado numa reacdo
multicomponente de Hantzsch, catalisados por uma nanoparticula superparamagnética, obteve-
se rendimentos moderados entre 50 e 80%. Por se tratar de estruturas com potencial fotoativo
foi efetuado o estudo fotofisico dos Compostos I através de técnicas de espectroscopia de
absor¢cdo na regido ultravioleta-visivel e espectrofluorimetria em solventes de diferente
polaridade. Assim foi realizado um estudo comparativo devido a modificagdo estrutural do
nucleo dihidropirdinico. O aumento da rigidez de uma estrutura ciclica simétrica para uma
triciclica levou a uma maior intensidade na emissdo de fluorescéncia. Por outro lado, a
hibridizacdo do grupo imidazol na posi¢dao 4 resultou em uma reducdo de 10 vezes na
intensidade da emissdo de luz. Assim a terceira parte do trabalho teve como proposito realizar
uma breve avaliacdo da interacdo dos Compostos I com ctDNA (Calf thymus) utilizando
técnicas espectroscopicas. Isto porque o estudo da interagdo entre DNA e pequenas moléculas
pode levar a compreensao dos mecanismos moleculares de agao dos farmacos contribuindo para
novos medicamentos DNA-alvo. Os compostos A e E selecionados para o estudo exibem
notavel sensibilidade ao microambiente circulante ao DNA, determinando seu padrao de
ligacdo. Essa caracteristica se traduz em um mecanismo de interagdo ou intercalagcdo. Para
reforgar essas observagoes, a ancoragem molecular, em colaboragdo conjunta, evidenciou uma
preferéncia dos ligantes A e E para a fenda (groove) menor do DNA. Consequentemente, o
conjunto de resultados sugere que os compostos avaliados podem promover interagdo com o
DNA como alvo farmacolégico.

Palavras-chave: nucleo dihidropiridinico; estudo in silico; sintese multicomponente, ctDNA.



ABSTRACT

Bolzoni, P. 1. Molecular and Spectroscopic Study of the Interaction between Dihydropyridine
Derivatives and DNA. Dissertation (Master's in Organic Chemistry). Federal University of
Santa Catarina, Florianopolis, 2023.

The present work initially describes the in silico study of structures derived from the
dihydropyridine nucleus (Compounds I). Pharmacokinetic properties such as absorption,
distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET) were evaluated through online
software such as SwissADME, ADMET]Iab, and SOMP. Based on the prediction results, it can
be affirmed that among the analyzed structures, none violated physicochemical parameters, but
some do not exhibit significant bioavailability. However, it can be stated that they present
therapeutic potential to be explored. Based on these analyses, Compounds I were selected for
synthesis and characterization. Using a multicomponent Hantzsch reaction catalyzed by a
superparamagnetic nanoparticle, moderate yields between 50 and 80% were obtained. Given
their potential photoactivity, a photophysical study of Compounds I was conducted using
techniques such as UV-visible absorption spectroscopy and spectrofluorimetry in solvents of
varying polarity. A comparative study was performed due to the structural modification of the
dihydropyridine nucleus. The increase in rigidity from a symmetric cyclic structure to a tricyclic
one led to higher fluorescence emission intensity. On the other hand, the hybridization of the
imidazole group at position 4 resulted in a 10-fold reduction in light emission intensity. Thus,
the third part of the work aimed to conduct a brief evaluation of the interaction between
Compounds I and ctDNA (Calf thymus) using spectroscopic techniques. This is because
studying the interaction between DNA and small molecules can lead to an understanding of the
molecular mechanisms of drug action, contributing to new DNA-targeted medications.
Compounds A and E, selected for the study, exhibit remarkable sensitivity to the surrounding
DNA microenvironment, determining their binding pattern. This characteristic translates into
an interaction or intercalation mechanism. To reinforce these observations, molecular docking,
in joint collaboration, highlighted a preference of ligands A and E for the minor groove of DNA.
Consequently, the set of results suggests that the evaluated compounds can promote interaction
with DNA as a pharmacological target.

Keywords: dihydropyridine nucleus; in silico study; multicomponent synthesis; ctDNA.
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1. INTRODUCAO

O uso de terapias eficientes na prevengdo e atenuacdo de doencas esta diretamente
relacionado com o desenvolvimento de farmacos. No ambito dessas agoes, estdo incluidas desde
doencas de etiologia conhecida, como as causadas por microrganismo, até as multifatoriais. O
planejamento de novos farmacos ¢ um processo oneroso, uma vez que a descoberta demoléculas
com potencial atividade envolve um longo periodo e financiamento para odesenvolvimento dos

estudos pré-clinicos e clinicos até a aplicagdo no mercado.

Visando contornar a problematica da pesquisa e desenvolvimento (P&D) de um farmaco,
métodos computacionais (in silico) se tornam uma estratégia nesse processo. A bioinformatica
vem se mostrando promissora para a sele¢do e otimizacdo de moléculas com maior potencial
de desenvolvimento. Este modelo reduz custos e tempo, aumentando as chances de
identificacdo de NCEs (Novas Entidades Quimicas) qualificados. Outras estratégias parareduzir
o tempo de pesquisa € o planejamento racional, que consiste na modificagdo da estruturade um
farmaco ja existente ou, menos difundida, a hibridacdo molecular de grupos com aplicagdo
farmacologica existente, com a tentativa de se obter um novo bioativo ou ampliar a atividade

desses compostos.

Nesse contexto, varias patologias possuem como um dos principais alvos farmacoldgicos o
DNA, como maléria, doenca de chagas, leishmaniose, entre elas destaca-se o cancer. A doenga
que, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se que em 2022 acometeu mais
de 700 mil individuos. No entanto, ainda héa limitagdes no progresso de desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento destas doencas, como elevado tempo e custo, taxa de sucesso
baixa e resisténcia de medicamentos. Isso, impulsiona a busca por novos compostoscom potente

atividade que promovam maior eficacia e menos efeitos colaterais.

Estruturas planares heterociclicas e aromaticas podem interagir com o acido nucleico e
formar complexos supramoleculares, podendo interferir na atividade de véarias enzimas e
proteinas responsaveis pela estrutura e fungao celular. O nucleo dihidropiridinico faz parte de
uma importante classe de compostos farmacéuticos devido a sua semelhanca com a estrutura
da coenzima NADH. Pesquisas das dihidropiridinas (DHP) e analogos revelam que quando sao
substituidos adequadamente, podem modular seletivamente diversos receptores, canais e

enzimas, logo, podem tratar diversas doencas.

Diante do que foi relatado fica claro a importancia do estudo da descoberta e

desenvolvimento de fArmacos que possuem como alvo o DNA. O presente trabalho visa fazer
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o screening de moléculas derivadas do nucleo dihidropiridinico baseado em estudos in silico de
suas propriedades farmacocinética e na previsdo de seu modo de interagao com ctDNA (Calf-

Thymus).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PARTE I

2.1.1 Descoberta e Desenvolvimento de novos Farmacos

A quimica farmacéutica e medicinal ¢ uma ciéncia de carater interdisciplinar, abrange
ciéncias do conhecimento - quimica, bioldgica, farmacéutica e médica. Essa area tem como
objetivo estudar substancias biologicamente ativas, também conhecidas como protétipos,a fim
de compreender a agdo de seus mecanismos moleculares. A relagdo estrutura-atividade ¢ wm
etapa essencial nesse campo, a qual consiste em investigar e elucidar os pontos chave da
estrutura molecular que sdo responsaveis pela atividade bioldgica de um composto. Isso
envolve identificar as caracteristicas estruturais necessarias para que um composto tenha uma
determinada atividade farmacoldgica desejada, bem como propriedades fisico-quimicas

adequadas (IUPAC; GUIDO,2010).

A descoberta de novos farmacos contribui para avangos significativos no campo da saude e
no tratamento de doengas que surgem e se disseminam rapidamente. Embora, ja exista diversos
farmacos no mercado, a pesquisa de desenvolvimento ¢ relevante visto que hd um nimero
consideravel de patologias invasivas, com alta resisténcia e sem tratamentos terapéuticos. Além
disso, a busca por fA&rmacos que propiciem uma absor¢do melhor, seja mais eficiente, seletivos
e apresentem custo baixo ¢ de elevado valor (CHAN et al.,2019). No entanto, um farmaco leva
umlongo periodo até chegar no mercado farmacéutico, desde a descoberta, desenvolvimento e
registo. Esse processo ¢ complexo e rigoroso, com vdrias etapas e requisitos regulatorios a

serem cumpridos (KIRIIRI; NJOGU; MWANGI,2020).

Os investimentos em P&D (pesquisa e desenvolvimento) na industria farmacéutica sdao

altos, com estimativas na ordem de U$ 314 milhdes a 2,8 bilhdes. Esses valores incluem os
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custos relacionados a pesquisa basica, triagem de compostos, estudos pré-clinicos, ensaios
clinicos e processos regulatorios (WOUTERS, OLIVER J., et al, 2020). E importante destacar
que o sucesso no desenvolvimento de novos farmacos ¢ relativamente baixo, a taxa de sucesso
pode chegar aproximadamente 12% na fase dos ensaios clinicos, isso significa que a maioria dos
compostos falha em algum estagio do processo devido a questdes de eficcia, seguranga ou
viabilidade comercial. Apesar desses desafios e dos altos investimentos, a industria farmacéutica
continua sendo umas das quemais investe em pesquisa ¢ desenvolvimento (SCHLANDER,

MICHAEL, et al., 2021).

O desenvolvimento de farmacos é uma arca de constante evolucdo, com crescentes
alternativas e abordagens para otimizar o processo de P&D e contornar o alto tempo e custo.
Associados a isso, diversas estratégias estdo sendo exploradas para acelerar e aprimorar esse
campo, visando proporcionar terapias mais eficazes e acessiveis para o tratamento de
patologias. Entre elas, triagem de alto rendimento (do inglés, high-throughput screening -HTS),
método que permite testar rapidamente bibliotecas de compostos para identificar aqueles com
atividade contra um alvo especifico. Reposicionamento de farmacos, ou seja, envolve a
identificagdo de novos alvos terapéuticos para medicamentos ja aprovados, ou até mesmo a
combinagdo de diferentes estruturas moleculares (hibridiza¢do) que proporciona desenvolver
compostos hibridos que apresentam propriedades sinérgicas ou aprimorar em relacao de suas

bioatividades originais. (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019; WU et al., 2020; YANG et al., 2020).

Outra estratégia ¢ explorar os parametros fisico-quimicos de um candidato a farmaco por
método in silico, simulacdo e andlise de dados computacionais. Um dos principais métodos
aplicados, atualmente, na abordagem computacional ¢ a ancoragem molecular, conhecido como
docking molecular, essatécnica permite prever e analisar a interagdo entre uma molécula-alvo,
como uma proteina, e um ligante, que pode ser um candidato a farmaco (BARREIRO; FRAGA,

2015; PATRICK,2017; FOKOUE et al., 2020).

A adesdo a essas técnicas permite explorar o espaco quimico, avaliar a relacao estrutura-

atividade, aprimorar os parametros fisico-quimicos e compreender o processo metabolico,
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contribuindo frente ao tempo e custo na descoberta e desenvolvimento de compostos com

propriedades terapéuticas desejaveis.

2.1.2 Farmacodinamica e Farmacocinética

No estudo da farmacologia destacam-se duas areas que sao dadas para o entendimento da
interacdo de um xenobidtico com o sistema bioldgico por meio de vias metabdlicas:
farmacodinamica e farmacocinética. Esses dois campos estdo interconectados e sdo
frequentemente avaliados em conjunto para otimizar a dosagem, a eficacia dos farmacos, prever
interagdes medicamentosas e entender melhor os perfis de seguranca e toxicidade dos
medicamentos. A farmacodinamica se concentra em entender como os fAirmacos interagem com
o organismo para produzir efeitos especificos. A fase farmacocinética, por sua vez, estuda o
destino do farmaco no organismo apds ser administrado e atingir a circulagdo sist€émica para
exercer o efeito terapéutico desejado, passando por quatro fases: absorc¢do (A), distribuicao (D),
metabolismo ou biotransformagdo (M), excre¢do (E) e toxicidade (T) (ADMET, sigla) (HILL
MCGRAW, 2019; VAN DE WATERBEEMD, 2003).

Figura 1. Principais areas da farmacologia: farmacocinética e farmacodinamica.
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FONTE: HILL MCGRAW, 2019.
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2.1.2.1 Propriedades ADMET

As propriedades ADMET estao relacionadas as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
e afetam sua biodisponibilidade, tempo de permanéncia no organismo e eficacia terapéutica. O
farmaco ao ser administrado pelo organismo, inicialmente, sofre o processo de absor¢do (A).
Esse ¢ um processo oneroso influenciado por diversas propriedades moleculares gerando um
efeito direto na sua eficacia. Entre as principais propriedades que influenciam a absor¢ao
destaca-se o pKa, medida de acidez ou basicidade, que indica a presenca de cargas na molécula,
e a lipofilicidade. A solubilidade esta relacionada a dissolu¢ao completado farmaco, visto que a
afinidade dele em 4gua (baixa lipofilia e presenca de cargas) aumenta a disponibilidade e
absor¢ao. No entanto, um farmaco lipofilico e neutro tem maior facilidade em atravessar as
membranas lipidicas, o que aumenta sua permeabilidade no trato gastrointestinal, afetando sua
absorc¢ao também (GLEESON et. Al, 2011; EKINS et al., 2010; BHATI, et. al 2019). O carater
lipofilico pode ser expresso pelo coeficiente de partigdo octanol-agua, logP, que representa a
capacidade de atravessar membranas biologicas. Em resumo, encontrar um equilibrio adequado
entre essas propriedades € importante para garantir a absor¢ao eficaz de um farmaco(ZHONG,

2017).

Uma ferramenta amplamente utilizada, como um guia inicial, para avaliar a adequacao de
compostos quimicos em relacdo a absor¢do e permeabilidade € a “Regra dos 57 (do inglés “Rule
of 5”’) também conhecida como Regra de Lipinski, desenvolvida por Christopher Lipinski em
1997. Ela estabelece quatro critérios principais e seus valores limites para determinar se uma
estrutura molecular tem potencial para ser um farmaco oralmente ativo. Esses critérios incluem
a massa molecular (MM) do composto, coeficiente de parti¢ao octanol-agua (LogP), o nimero
de doadores de hidrogénios (HBD) e o numero de aceptores de hidrogénio (HBA) (LIPINSKI,
2000, SHULTZ, 2018, YANG et al., 2020).

O candidato a firmaco deve apresentar uma massa molecular menor ou igual a 500 daltons
e um logP menor ou igual a 5. Isso ajuda a garantir a adequada absor¢ao e permeabilidade do
composto através das barreiras bioldgicas. Esses dois fatores se tornam criticos, uma vez que o
candidato a farmaco deve ter alta lipossolubilidade para conseguir atravessar membranas
lipidicas, enquanto alta hidrossolubilidade para ser absorvido em outros lugares especificos. Ja
o numero de doadores de hidrogénio deve ser menor ou igual a 10, enquanto o nimero de
aceptores de hidrogénio menor ou igual a 5, esses descritores sdo referentes a capacidade de um

composto participar de ligagdes de hidrogénio, podendo influenciar além da solubilidade e
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permeabilidade, nas interagdes moleculares com proteinas e receptores, afetando sua atividade

farmacologica (PLANEY, 2012; YANG et al., 2020).

De forma complementar ao trabalho de Lipinski, Veber e colaboradores observaram que
compostos com um maior potencial de biodisponibilidade oral tendem a apresentar uma area
de superficie polar reduzida (TPSA) < 120A e um numero de ligagdes rotativas menores que
dez. Destaca-se que para medicamentos que precisam atravessar a membrana hematoencefalica
os valores de TPSA sio menores que 70A. O nimero de ligagdes rotativas refere-se ao nimero
de rotagdes livres que a molécula apresenta, logo quanto maior a quantidade de carbonos sp°,
mais flexivel ela se torna. Por outro lado, a area de superficie polar refere-se a parte polar da
estrutura molecular, esse descritor apresenta um valor limite pequeno, pois uma polaridade
reduzida ¢ benéfica paraabsor¢do oral, facilita a capacidade de passagem de um meio
extracelular para um meio intracelular através da bicamada lipidica (VEBER et al., 2002; YANG
et al., 2020). Mesmo quea regra de Lipinski e Veber sejam amplamente aplicadas, ressalta-se
que existem excegdes a esses critérios € que muitos farmacos bem-sucedidos violam essas
regras, no entanto, essas regras continuam a ser utilizadas na triagem e sele¢do de compostos

durante o processo inicialde descoberta de farmacos.

Ap0s serem absorvidos, os farmacos sdo transportados pela corrente sanguinea distribuidos
para diferentes tecidos e 6rgdos do organismo. A distribui¢do ocorre através de processos como
difusdo, transporte ativo e ligagdo a proteinas plasmaticas (do inglés, plasma protein binding —
PPB), sendo esse ultimo a principal propriedade farmacocinética de a¢do farmacoldgica, pois
afeta a concentra¢do do farmaco na circulagdo. Além do mais, alguns fArmacos que atuam no
sistema nervoso central (SNC), como anestésicos gerais, antidepressivos, antiepiléticos, entre
outros podem permear a barreira hematoencefélica (do inglés, blood brain barrier- BBB). E
importante destacar que essa capacidade de atravessar a BBB pode variar e depende das
caracteristicas fisico-quimicas, como relatadas anteriormente. Contudo, também se torna
importante o desenvolvimento de farmacos que apresentam limitagdes na capacidade de
permear a BBB pois isso reduz possiveis efeitos colaterais (BRYAN, 2004; CECCHELLIR. et
al., 2007; PARDRIDGE W., 2007).

O metabolismo € o processo quimico no qual o organismo altera os xenobidticos para
elimina-los, isto ocorre via hepaticas, principalmente no figado. Durante essa etapa, o firmaco
sofre transformagdes quimicas, conhecidas como reagdes metabdlicas que podem envolvem
oxidagdo, reducao, hidrélise e conjugacdo do farmaco com outras moléculas. Essas

biotransformacdes podem afetar a duracao de agdo, o tempo de meia-vida e as interagdes com
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outros farmacos. O objetivo principal € inativar o farmaco e facilitar sua eliminagao, através do
aumento da solubilidade dos metabdlitos. Destaca-se que o metabolismo de farmacos ocorre
em duas fases, a fase I ocorre por a¢ao das enzimas da familia de isoformas do citocromo P450
(CYP), sendo sete (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4)
responsaveis pelo metabolismo de mais de 90% dos farmacos comercializados. As reacdes da
fase I visam introduzir grupos funcionais na molécula do farmaco, tornando-o mais suscetivel
a reacdes na fase II. Na fase II, os farmacos sofrem reagdes de conjugacdo com moléculas
endogenas, como glutationa, sulfato, acido glicuronico e aminoacidos, formando conjugados
mais hidrossoluveis. Por fim, a excre¢ao ocorre principalmente pelos rins, através da urina. A
taxa de eficiéncia da excecao depende de fatores como a solubilidade do farmaco, uma vez que
farmacos insoluveis podem sofrer reabsor¢ao passiva nos tibulos renais dos néfrons e retornar
para corrente sanguinea, o que pode prolongar sua acdo no organismo, levando a efeitos

indesejados, como toxicidade (RUDIK et al., 2015, LEPPERT, 2011, DE GROOT, 2006).

2.1.3 Avaliacio in silico de Propriedades Farmacocinéticas

O método tradicional de P&D de farmacos envolve inicialmente a sintese de compostos
moleculares para posteriormente realizar teste in vitro e in vivo. Os compostos promissores sao
estudados na fase do desenvolvimento, onde propriedades farmacocinéticas, metabolismo e
potencial de toxicidade sdo investigados. No entanto, nessa fase o projeto geralmente €
interrompido e a busca por outro candidato clinico se inicia, causando um prejuizofinanceiro para
pesquisa farmacéutica. Isto, pois, as propriedades ADMET sao as principais causasdo fracasso de

candidatos a farmacos no estado clinico (CHAN et al., 2019; USHA et al., 2018).

E notério que a integracdo de métodos computacionais nos ultimos anos para predicio de
informagdes farmacocinéticas permite uma triagem inicial eficiente, direcionando os recursos
para compostos promissores. Atualmente, existem varias bases de dados comerciais, até mesmo
com acesso livre disponiveis, como por exemplo PubChem, PK/DB (Database for
Pharmacokinetic Properties) e SwissADME, criadas para predicdo das propriedades de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Por meio de modelos computacionais, €
possivel prever caracteristicas importantes de um farmaco, como sua biodisponibilidade oral,
permeabilidade através de barreiras biologicas, metabolismo hepatico e tempo de meia-vida

(AGAMAH,2020).
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O estudo in silico envolve varias etapas para obter insights sobre as propriedades ADMET
de um composto de forma rapida e eficiente. A primeira etapa ¢ a coleta de dados do candidato
a farmaco, ou seja, sua estrutura quimica e suas propriedades fisico-quimicas. Em seguida, a
previsdo de absor¢do, baseada na permeabilidade intestinal é possivel estimar a capacidade de
absor¢do do composto através das barreiras biologicas, como a hematoencefalica. A
distribuicao do farmaco no organismo ¢ simulada pela afinidade do fairmaco por proteinas
plasmaticas e sua distribuicao nos diferentes tecidos. Outra etapa ¢ a previsdo do metabolismo
do farmaco, baseado em enzimas hepdticas e vias metabolicas conhecidas, possivel de
identificar sitios de metabolismo e prever as reacdes metabdlicas que podem ocorrer. Por
ultimo, a excrecdo ¢ analisada pela previsdo do tempo de meia-vida do composto (AGAMAH,

2020; FERREIRA, 2019).

Dessa forma, modelos in silico tém sido impulsionados pelos avangos na tecnologia
computacional, pela disponibilidade de dados e pelo desenvolvimento de algoritmos e técnicas
de modelagem mais sofisticadas. No entanto, ¢ importante destacar que o modelo in silico ndo
alega e nem prova as propriedades farmacocinéticas, deve ser apenas a fase inicial da P&D,
como uma triagem. Os estudos experimentais in vitro € in vivo ( fendtipo e genodtipo) devem ser
realizados para validar e confirmar os resultados obtidos.

Figura 2. Método in silico de propriedades farmacocinéticas no processo de P&D de
farmacos.
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FONTE: AUTORAL (2023).

2.1.4 Docking Molecular
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Nos ultimos anos, o docking molecular ou ancoragem consolidou-se uma ferramenta
computacional chave no projeto de descoberta de novos farmacos (CABALLERO, 2020). Essa
técnica ¢ parte fundamental da estratégia SBDD (do inglés, structure-based drug design),que se
tornou eficiente por avaliar o maior nimero de compostos de maneira mais rapida e commenor
custo, sendo um método extremamente util para identificagdo de substincias lideres

(BATISTA, et. al 2021), (STANZIONE, et. al 2021).

Figura 3. Ilustracdo do docking molecular de uma proteina com um ligante.

FONTE: Adaptado de STANZIONE, 2021.

O docking molecular ¢ uma abordagem baseada em mecanica molecular. As equagdes
obtidas pela fisica classica consideram apenas o nucleo dos atomos, ou seja, ndo incluem os
elétrons, uma vez que sua massa ¢ muito inferior, simplificando os célculos de energia do
sistema, de acordo com a aproximacdo de Born-Oppenheirmer (LEACH, 1996). Esse método
consiste em simular as intera¢des entre o ligante e a macromolécula alvo, estimando a afinidade
ligante-macromolécula por meio do score (pontuacao). Essa predicao da afinidade ¢ baseada na
conformagdo e orientacdo do ligante, ou seja, na pose em um sitio de ligacdo presente na
macromolécula (alvo molecular), logo ¢ possivel avaliar como o ligante se ajusta a um sitio
ativo ou dominio de ligacdo do receptor (STANZIONE, et. al 2021) (FAN et al., 2019). Os
softwares de docking combinam e otimizam variaveis estérica, hidrofobica e eletrostatica. Um
algoritmo eficiente de docking amostra todos os modos de ligagao possiveis, enquanto o sistema
de pontuacao classifica todas as amostragens e identifica o0 modo de ligagdo mais provavel do

ligante (BERMAN, et. al, 2000).

O processo de amostragem nao ¢ trivial, as conformacdes no espaco envolvem varios graus
de liberdade (rotagdo e translacdo) de uma molécula em relagdo a outra, em relagdo a

macromolécula ou ao solvente. Isto faz com que se torne impossivel determinar todos os
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possiveis rearranjos de um ligante com um alvo dentro de um tempo no sistema (FERREIRA,
et. al 2015). Logo, a amostragem do espaco conformacional ainda ¢ um desafio encontrado. Por
esse motivo, muitos programas de docking consideram o ligante flexivel e limitam a

flexibilidade da proteina ou a tornam um corpo rigido.

O estudo de ancoragem inicia com a determinacao 3D da estrutura do ligante por programas
ou por banco de dados como PubChem e ZINC, gratuitos para acesso. Ja o alvo muitas vezes ¢
selecionado pelo banco de dados do PDB (do inglés, Protein Data Bank) ou obtido por
modelagem comparativa (BERMAN, et. al, 2000). A partir de entdo ¢ otimizado a conformacao
e a orientacdo, ajustado o angulo dihedral da ligacdo flexivel do residuo de aminoécido para
obter o modo de ligagdo mais estavel (menos energética) e o score de afinidade do complexo
formado entre o ligante e o alvo (FAN et al., 2019). Ha diferentes softwares com especificos
algoritmos disponiveis para realizar docking de proteina-ligante, como FLEX X, GOLD,
GLIDE, AutoDOCK, ZDOCK, RDOCK, SwissDOCK, entre outros, no entanto todos eles
apresentam semelhanga na sua organizacdo em relagdo a operacdo da pose e do score (FAN et

al., 2019).

A ancoragem molecular pode ser inserida em diversos segmentos da descoberta de
farmacos. Isto, inclui estudos das relagdes quantitativas entre a estrutura e atividade (do inglés,
quantitative structure-activity relationship — QSAR), triagem virtual, elaboracao de bibliotecas
combinatdrias, hipdtese de ligagao para pesquisa mutagénese, cristalografia de raios X no ajuste
de substratos e antagonistas, entre outros. Esta tem se consolidado como um dos métodos mais
importantes no campo de modelagem molecular. Nas tultimas duas décadas, mais de 60
ferramentas de docagem molecular foram desenvolvidas em ambientes académicos e industriais
(BATISTA, et. al 2021) (NATARAJ, et. al 2016). Ainda assim, o docking molecular ndo ¢
capaz de prever propriedades fisico-quimicas citadas anteriormente, sendo esta triagem inicial

complementar aos estudos para a descoberta e proposta de novos farmacos.

2.2 PARTE I1

Os heterociclos a base de nitrogénio sao considerados compostos organicos de mais vasta
importancia, por serem abundantes na natureza e por existirem como subunidades em diversos

produtos naturais, como exemplos, vitaminas, coenzimas, hormdnios, entre outros. Estima-se
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que mais de 85% de todos os compostos biologicamente ativos apresentam nuicleo heterociclico
nitrogenado na sua estrutura (MAJID, VAHIDEH, 2020). Estes fatos revelam o porqué de
ocuparem uma posicao exclusiva como uma fonte valiosa de agentes terapéuticos na quimica
medicinal, e enfatizam o papel vital desses compostos na descoberta de novos medicamentos,

construindo uma vasta biblioteca.

2.2.1 Nucleo Dihidropiridinico

As dihidropiridinas (DHPs) sdao evidenciadas ha mais de quatro décadas e seus estudos ainda
sdo persistentes na quimica medicinal. Essa classe de compostos heterociclicos nitrogenados
faz parte do grupo das piridinas, estruturas aromaticas nitrogenadas, possuindo dois isdmeros
de configuracdes 1,2 e 1,4 mais significantes (Figura 4) (SHARMA, 2017). Sendo 1,4-DHP
conhecida como éster de Hantzsch, por ser sintetizada e descrita pela primeiravez em 1882 por

Arthur Hantzsch.

Figura 4. Estrutura dos isdmeros 1,2-DHP e 1,4-DHP.
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FONTE: AUTORAL (2023).

Hantzsch pressup6s uma rota sintética desses compostos que se baseia em uma reagdo
multicomponente (MCR, do inglé€s, multi-component reaction) ou seja, onde aldeido, B-
cetoéster ¢ amoOnia sdo misturados em uUnico frasco reacional (one-pof) (Esquema 1la)
(HANTZSCH, 1882). Destaca-se que as MCRs s3o reacdes que visam economia atomica,
eficiéncia energética e condi¢des reacionais brandas, principios abordados na quimica verde
(CIOC, et al., 2014). Mais tarde, observou-se a semelhanca estrutural do nucleo
dihidropiridinico do éster de Hantzsch com o sitio nicotinamida presente na coenzima
nicotinamida-adenina dinucleotideo (NAD), constituido de dois nucleotideos, unidos por uma
ligacdo fosfoanidrido (Esquema 1b). O NAD atua como mediador enzimatico em diversas
reagoes eletroquimicas biocatalisadas e sofre reducdo reversivel no anel de nicotinamida.
Quando o substrato NAD sofre oxidacao (desidrogenacdo), libera-se dois &tomos de hidrogénio

para formar NAD+, j4 a estrutura oxidada do nucleotideo formada pode receber um ion hidreto
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(H, o equivalente a um proton e dois elétrons) e ¢ reduzida a NADH. O par redox
(NAD+/NADH) existe principalmente em reagdes metabolicas como uma coenzima durante a
qual os elétrons e protons sdo transferidos (Esquema 1b), possuindo um papel vasto e
importante nas reagdes bioldgicas do organismo, sendo a principal a fosforilagdo oxidativa que
ocorre nas mitocondrias durante a respiragdo celular aerébica (FUKUZUMI, et al.l, 1987;
MEUER et al., 1984; AFFELDT, et al., 2012). Isto fez com que a estrutura das 1,4-DHPs

ganhasse aten¢ao no estudo farmacologico.

Esquema 1. (a) Sintese multicomponente de Hantzsch (b) Estrutura da coenzima NADH

correlacionada com o par redox (NADH/NAD+).
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FONTE: AUTORAL (2023).

Em 1972, Fleckenstein e colaboradores descobriram que os derivados do ntcleo 1,4-
dihidropiridinico possuem potencial de atuar como bloqueador dos canais de calcio (CBs, do
inglés, calcium channel blockers). Esses canais de Ca®" (CaVs) sdo proteinas compostas por
quatro ou cinco subunidades distintas (al, 020, B1-4 e y) (Figura 5). Os canais de célcio sao
canais 10nicos presentes nas membranas celulares e estdo envolvidos na regulag¢do do influxo
de ions de calcio para o interior das células. Esses canais sdo controlados por diferenca de
voltagem elétrica entre o interior e o exterior da célula. A subunidade CaV1.2 (a-1C dos canais
de Ca?" do Tipo L) encontrada em diferentes tipos de células, incluindo células musculares

lisas, permite a passagem especifica desse ion na matriz extracelular, aumentando sua
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concentragdo citoplasmatica, promovendo a vasoconstricdo. A vasoconstrigdo tem efeitos
importantes na regulacao do fluxo sanguineo, pressao arterial e resposta a estimulos fisiologicos

e patolégicos (WANG, et al., 2021; CATTERALL 2018).

Figura S. Subunidades dos Canais de Calcio.

FONTE: CATTERALL, 2018.

Um composto que modula a funcao celular dos canais de calcio pode inibir sua entrada
e (ou) sua liberacao e (ou) interferir em uma de suas agdes intracelulares que competem como
o Ca®" por um sitio de ligacdo. Substincias que atuam inibindo seletivamente a entrada de ions
de célcio através desses canais, conhecidas como antagonistas dos canais de célcio, afetam
varias vias de sinalizacdo celular e tem sido utilizado como uma estratégia terap€utica para
controlar a vasoconstricado em varias condigdes médicas (SCHRAMM et al., 1983). Esse € o
caso das 1,4-DHPs como Nifedipina, Amlodipina e Nimodipina (Figura 6) (BURNIER, et al.,
2009) usadas para o tratamento de doencas cardiovasculares. Com sucessos nas ultimasdécadas,
esses medicamentos exercem efeito vasodilatador predominante, com minima interferéncia na
frequéncia cardiaca e na fung¢do sistélica, sendo, por isso, mais frequentementeusados em casos

clinicos de hipertensdo arterial e doengas cardiovasculares.
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Figura 6. Estruturas de 1,4-dihidropiridinas com propriedades farmacologicas.
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FONTE: AUTORAL (2023).

E notério que o ion calcio desempenha um papel fundamental no controle de processos
celulares, como mencionado. Logo, Ca?* pode levar a um aumento na concentragio
citoplasmatica desse ion nas células tumorais, resultando em respostas celulares desreguladas,
incluindo neoplasia e inibi¢do de apoptose. Essa capacidade do ion célcio, combinado com o
seu potencial de modulagdo farmacoldégica, oferece a oportunidade para novos alvos
terapéuticos para o tratamento do cancer. Uma estratégia terapéutica relatada na literatura ¢ o
uso de bloqueadores seletivos de canais de calcio, como o caso das DHPs (NIRANJAN, et al.,
2019). No entanto, ¢ importante ressaltar que esses compostos ainda estdo em fase de pesquisa
e desenvolvimento, e mais estudos sdo necessarios para avaliar sua eficacia em diferentes tipos

de cancer.

Pequenas alteracdes na estrutura central do anel dihidropiridinico podem resultar em
mudangas significativas nos efeitos farmacologicos. Diversos principios ativos como
antioxidantes, anticonvulsivantes (PRASANTHI, G.; PRASAD, K.; BHARATHI, K., 2013,
2014; SADDALA et al, 2017), anti-inflamatorios (ULLOORA et al, 2013; EISSA; FARAG;
SOLIMAN, 2009) , antidiabéticos (NIAZ, H. et al, 2015; PRAVEENKUMAR, E. et al, 2019;
YOUSUF, H. et al, 2020, antituberculares (EDRAKI et al, 2009; MOGHADAM et al, 2006 ;
SAINI et al, 2008 ), anticancer (VALENTE, S. et al, 2016; MOHAMED, M.F. et al, 2016;
MOHAMED, M.F. et al., 2018), entre outros sao relatados na literatura. Além disso, algumas
estruturas ja desenvolvidas apresentam reposicionamento de fadrmaco, este ¢ o caso da
Nimodipina usada como agente anti-isquémico no tratamento da doenga de Alzheimer,
acredita-se que ha uma relagdo da acao do calcio no cérebro com a modulacao de vias de
sinalizagdo celular envolvidas na patogénese da doenga. De fato, esta diversidade relativa
relatada das 1,4-DHPs de atuar com diferentes efeitos terapéuticos importantes faz com que o

estudo do nucleo basico seja uma area de estudo continuo.
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2.2.2 Nucleo Polihidroquinolina e Acridinodiona

As hexahidroquinolinas conhecidas como polihidroquinolinas (PHQ) e as acridinodionas
(ACD), também conhecidas como acridine-1,8-dionas sdo duas classes de compostos
moleculares derivados do nucleo dihidropiridinico. Analogo as 1,4-dihidropiridinas, estas
estruturas sao obtidas via reacdo multicomponente de Hantzsch, a partir de um equivalente de
aldeido, dois equivalentes de composto 1,3 dicarbonilico e um excesso de amoénia (SHARMA,
et al., 2022). Estes compostos, conforme a literatura, tém recebido consideravel aten¢do nos

ultimos anos por mostrarem ser promissores em diversas patologias.

Ao fundir o heterociclo nitrogenado dihidropiridinico com um anel 1,3-ciclohexanona,
obtém-se um composto, mas rigido e ndo simétrico, semelhante a quinolina, a
hexahidroquinolina (Figura 8). A quinolina e seus derivados exibem uma biblioteca de
farmacos valiosos que possuem gama atividade bioldgica ja conhecida, incluindo a
Amodiaquina, utilizado para terapia da malaria (KALARIA et al., 2018); Ciprofloxacina, um
antibidtico com a¢ao na inibi¢do da sintese de DNA; Neratinib, um inibidor de tirosina quinase,
utilizado na terapia de cancer de mama (GONG et al., 2019; PAIDEPALA et al., 2014). A

estrutura desses medicamentos ¢ representada na Figura 7.

Figura 7. Estrutura da hexahidroquinolina e medicamentos derivados da quinolina.
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Tendo em vista a similaridade da estrutura molecular com a da quinolina, estes compostos
sao de interesse para os pesquisadores devido ao seu amplo campo farmacoldgicoe biologico,
tais como antibactertiana, antifungica, anticonvulsivante, antinflamatérias, antituberculares,
antimaldrias, antioxidantes, neuroprotetoras e anti-Alzheimer (RANJBAR, et al.,, 2019;
KALARIA et al., 2018). Ademais nos ultimos anos demonstrou atividade citotoxicain vitro
frente a células do tipo MCF-7 (adenocarcinoma de mama), HeLa (colo de utero) e SK-N-SH
(neuroblastoma) (GONG, et al., 2019; PAIDEPALA, et al., 2014). Estes resultados indicam
uma possivel associagdo desta classe de moléculas para o desenvolvimento de novas drogas no
tratamento de cancer. Essas atividades importantes ¢ valiosas incentivaram os quimicos a
projetar métodos cataliticos novos, ecologicos, economicos e eficientes para sintesedesta classe
de heterociclos nitrogenados, diferentes metodologias tém sido relatadas na literatura (KAZEMI

et al., 2020).

Mesmo que as metodologias apresentadas pela literatura ofere¢am vantagens na sintese de
polihidroquinolinas, elas ainda sofrem algumas desvantagens, como o uso de precursores
metalicos caros, uso de catalisadores toxicos, altas temperaturas, quantidade elevada de
compostos organicos volateis e toxicos, formacdo de subprodutos, além da contaminagdo e
dificuldade naseparacdo do catalisador do meio reacional (PAIDEPALA et al., 2014). Logo, a
busca por umametodologia com abordagem verde, eficiente e reutilizidvel na sintese de
estruturas de hexahidroquinolinas ¢ um desafio ainda para os quimicos organicos-sintéticos. A
relevancia para os quimicos medicinais no campo da descoberta de projetar e desenvolver novos

potentesagentes terapéuticos portadores do nticleo hexahidroquinolina ¢ crescente.

Ja a conjugacdo do nucleo dihidropiridinico com dois anéis de ciclohexanona leva a
formag¢ao de um composto triciclico simétrico, acridine-1,8-diona, estrutura nitrogenada que se
assemelha a acridina (Figura 8). As acridinas sdo compostos planares conhecidos por serem
potentes agentes quimioterapicos, especialmente no campo de agentes antitumorais ligantes ao
DNA, devido a sua capacidade estrutural de intercalar reversivelmente com os pares de bases
nitrogenadas consecutivas do DNA (KOZURKOVA, 2021). Ademais, estas estruturas tém o
potencial inibidor das topoisomerases, enzimas nucleares capazes de manipular a topologia do
DNA. Adicionalmente, as acridinas devidamente substituidas apresentam outras atividades
biologicas como antibacteriana, antileishmania, antimalaria, anti-inflamatéria, agente
imunossupressor e inibidor de esclerose lateral amiotrofica (ALS) (SAHIBA et al., 2021). Na
figura abaixo sdo apresentadas algumas estruturas de farmacos ja comercializados com este

nucleo.
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Figura 8. Estrutura da acridinodiona e farmacos derivados do nucleo acridina.
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FONTE: AUTORAL (2023).

A aproximacao estrutural da acridinodiona com a acridina proporcionou uma vasta
aplicagdo no campo da quimica organica sintética, farmacéutica, de materiais e industrial. As
suas propriedades eletronicas, estrutura e absor¢do na faixa da regido ultra-violeta sdo
responsaveis por seu papel na quimica medicinal, sintética e fotofisica. Além de possuirem
potencial antimicrobiano, antimalérico, antioxidante, antitumoral, anti-hipertensivo e funcionar
como intercalador de DNA (Figura 9) (SAHIBA, et al., 2021), similar ao discutido para a classe
das acridinas. Ademais, a substituicdo na posi¢ao 9 do nucleo desses compostos leva a uma
gama de derivados que possuem diferentes aplicagdes: controle de processo de transferéncia
eletronica fotoinduzida (PET), dispositivos emissores de luz azul, extingdo de fluorescéncia,
polimerizagio, corante, quimiossensor de fons de flior, detecgdo de Hg?* , sensor fluorescente

de Ca?*, entre outros (SAHIBA, et al., 2021).

A diversidade nos campos da pesquisa dessas moléculas, as torna lucrativas para os
pesquisadores explorarem sua sintese através de uma biblioteca de compostos. Recentemente,
em 2021, Sahibe e colaboradores realizaram uma revisao sistematica da enorme expansao e
inovacao sobre as acridina-1,8-dionas. O trabalho mostra as diferentes metodologias sintéticas

voltadas para estes compostos e afirma que pesquisadores estdo trabalhando com métodos
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simples, faceis e econdmicos, além de catalisadores ecoldgicos, evitando o uso de reagentes e
solventes toxicos. Propostas que projetam candidatas a medicamentos hibridos multialvo com

vantagens com dupla a¢ao e menor toxicidade.

Figura 9. Derivados da acridinodiona e suas respectivas fungdes bioldgicas.
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2.2.3 Nucleo Imidazol

O nuacleo imidazodlico constitui a série de azodis simples (Figura 10): compostos
heterociclicos com anel aromatico de 5 membros, nas quais a estrutura contém um ou mais
atomos de nitrogénio. Estas moléculas sdo planares, apresentando um sistema de seis elétrons
p1, no qual um 4tomo de nitrogénio (da ligagao N-H) doa seu par de elétrons ao anel, as tornando

aromaticas (MANOCHA, et al., 2016).

Figura 10. Série de azois simples.
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O imidazol além de apresentar o nitrogénio (N') responsavel pela conjugacio do anel,
devido a deslocalizagdo do par de elétrons do orbital p (Figura 12), apresenta um segundo
nitrogénio (N*) que possui par de elétrons livre em orbital sp? (Figura 11). Esse nitrogénio N3
comporta-se como o nitrogénio da piridina, conferindo cardter bdsico, potencialmente
nucleofilico. Essa caracteristica estrutural faz do imidazol um anfétero, podendo atuar como

acido (pK. = 14,5) ou base (pK.n=7,0). A forma estrutural anionica do imidazol ocorre apenas
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em meio fortemente basico, ja a estrutura catidnica em meio neutro. Destaca-se que a
protonacao ocorre no nitrogénio N3, visto que no nitrogénio pirrolico (Ni) a estrutura ¢
desfavoravel, pois leva a formagdo de uma espécie ndo-aromatica, enquanto no nitrogénio
piridinico (N3) a aromaticidade do ciclo ¢ conservada (Figura 12) (SILVA; ORTH, 2020;
BAVISKAR et al., 2011).

Figura 11. Estruturas de ressondncia do imidazol e seus orbitais atdmicos.
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Figura 12. Equilibrio de acido e base da estrutura do imidazol.
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A reatividade deste nucleo esta relacionada a sua especificidade estrutural, o que permite
que atue como catalisador em diferentes formas quimicas. Quando se encontra protonado, o
imidazol age como um catalisador acido, enquanto na forma neutra ou anionica, pode atuar
como catalisador basico. O papel catalitico dessas estruturas ¢ de extrema importancia
biologica, visto que o imidazol esta presente em diversas formas e possui papéis fundamentais
em varias vias metabolicas e fungdes regulatorias. Um exemplo disso € a presenca do imidazol
na cadeia lateral do aminoécido essencial, histidina, o qual apresenta papel fundamental em

inimeros sitios enzimaticos (SILVA; ORTH, 2020).
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Ademais, as caracteristicas estruturais unicas do anel imidazol faz com que possa exercer
inimeras interagdes do tipo, eletrostaticas, m-m, hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio,
coordenagao de metal e forcas de Van der Waals com os varios sitios ativos dos organismos.
Podendo assim, simplesmente se ligar com inimeras enzimas e receptores em ensaio bioldgico
exibindo assim uma ampla gama de bioatividades farmacoldgicas, incluindo alguns como,
antimicrobiana, anticonvulsivante, anticancer e anti-inflamatorio. A alta eficiéncia terapéutica
dos medicamentos a base de imidazol (Figura 13) tem feito os quimicos projetarem muitos
novos agentes quimioterapicos, devido as distintas agdes terapéuticas, logo ainda ¢ uma area de

pesquisa muito concentrada (SIWACH, et al., 2021; SONI et al., 2019).

Figura 13. Derivados do ntcleo imidazol com importantes fungdes biologicas ou
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2.2.4 Hibridizagao Molecular

O planejamento, estrutura, modificagcdo e hibridizacdo molecular de ligantes e protdtipos
estdo entre as estratégias para a descoberta e o desenvolvimento de um novo candidato a
farmaco. Hibridizacdo molecular compreende a unido de duas ou mais estruturas moleculares

com diferentes funcdes bioldgicas e atividade dupla ja conhecidas, que sdo combinadas para
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produzir um novo composto. Essa molécula resultante pode apresentar a atividade de um dos
padrdes originais ou pode combinar ambas as atividades em uma unica molécula, podendo levar

a um aumento no potencial de sua bioatividade (BERUBE, 2016; BARREIRO, 2015).

A descoberta de um novo composto hibrido com propriedades farmacoldgicas pode
representar uma inovacao terap€utica altamente promissora para abordar doencas com causas
multifatoriais especificas. Esses medicamentos hibridos tém potencial de oferecer terapias
combinadas em um Unico agente multifuncional, tornando-se mais direcionados e especificos
em comparacdo com oOs tratamentos convencionais tradicionais. Considerando o uso de
substancias conhecidas, j4 avaliadas quanto aos aspectos fisico-quimicos e farmacologicos
caracteristicos, como toxicidade e mecanismo de agdo, ¢ possivel que geracdo de extensas
bibliotecas quimicas, constituidas por milhares hibridos moleculares trazendo um nivel elevado

deinformacao acumulada (SHALINI, 2021).

Essa técnica tende a se tornar rapido e eficiente o desenvolvimento de novas entidades
quimicas, uma vez que antecipa teoricamente a possibilidade de ter um farmaco com boa
biodisponibilidade, ja que o protdtipo em estudo foi ou € empregado na clinica. Embora muito
promissor para combater a natureza multifatorial de doencas complexas, o desenvolvimento de
hibridos moleculares enfrenta problemas criticos de selecionar a combinagado de alvos corretos
e obter uma atividade equilibrada em relagdo a eles, mantendo as propriedades semelhantes aos

medicamentos ja existentes (REHMAN, et al., 2015).

2.2.5 Propriedades Fotofisicas de Compostos Organicos

A fotofisica ¢ o ramo da quimica que relaciona a interagdo entre a matéria e fotons de luz
visivel ou ultravioleta. A compreensdo do comportamento dos processos de transi¢ao energética
causados pela interacdo com um composto ¢ importante para o0 mapeamento de possiveis rotas
de desativacdo do estado excitado, o que leva a compreender suas caracteristicas particulares.
A representacao esquematica desses processos energéticos ¢ dada por um diagrama, conhecido
como diagrama de Jablonski (Figura 14), composto por uma série de estados eletronicos, cada

um com diferentes niveis energéticos vibracionais (WARDLE, 2009; LAKOWICK,2006).
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Figura 14. Diagrama de Jablonski para processos fotofisicos.
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FONTE: Adaptada de CORCORAN, 2014.

O estado fundamental, representado como Sy (singlete) é o estado de menor energia de
uma molécula. Quando uma molécula ¢ excitada pela absor¢ao de um féton (a), um elétron é
promovido para um estado excitado de maior energia, representado por S, (singlete excitado).
Essa transi¢do ¢ vertical e muito rapida, ocorrendo em fracdes de 1071 segundos, entre o orbital
preenchido de mais alta energia (HOMO), e o orbital desocupado de mais baixa energia
(LUMO). Apo6s a molécula estar no nivel de mais alta energia, ela pode relaxar de volta para o
estado fundamental. A desativagdo do estado S, pode ocorrer via transferéncia de energia
vibracional intermolecular (b) ou a espécie pode relaxar via conversao interna (CI) (¢), ambos
processos nao-radioativos. Destaca-se que nestes processos ha a conservagao da multiplicidade

de spin, sendo desativagdes rapidas entre 10?2 e 10° segundos (CORCORAN,2014;
LAKOWICZ,2006).

A desativacao do estado excitado também pode ocorrer por processos radiativos, de duas
maneiras distintas: fluorescéncia (d) ou fosforescéncia (h). A diferenca entre os dois processos
¢ que a fluorescéncia € permitida por spin, uma vez que ndo envolve a mudanga de spin
eletronico, logo ocorre rapidamente, entre 10! e 107 segundos. Contudo, quando ocorre
conversao inter-sistema (CIS) (f), ocorre mudanca do spin eletronico para o estado triplete (T1),
de forma nao radioativa. A espécie ao retornar ao estado singleto pode emitir radiacdo, esse
percurso de desativagdo leva cerca de 10" a 10 segundos, conhecido como fosforescéncia. Os
caminhos de desativacdo do estado excitado descritos dependem da molécula em questdo e das

condig¢des experimentais propostas (CORCORAN,2014; LAKOWICZ,2006).
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Ao observar o diagrama de Jablonski nota-se que a energia de emissao ¢ geralmente
menor que a energia de absor¢do. Esta perda de energia estd relacionada com o relaxamento
vibracional, promovido por um decaimento rapido que ocorre para o menor nivel vibracional
de S1. O método utilizado para quantificar essa perda de energia é o deslocamento de Stokes,
que representa a diferenca entre o comprimento de onda maximo da primeira banda de absorg¢ao
e o comprimento maximo de emissdo. Destaca-se que essa medida pode ser influenciada por
diversos fatores como efeito do solvente, transferéncia de energia, reacdes no estado excitado

e formacdo de complexos (VALEUR, 2002).

O ambiente em que a molécula se encontra em relagdo a polaridade do meio ¢
determinante na posi¢do ¢ intensidade nas bandas de absor¢do e emissdo de radiagdo no
espectro, ¢ por consequéncia nas suas demais propriedades fotofisicas. A natureza das
interagdes intermoleculares que ocorrem entre soluto-solvente, sobretudo se essas interagdes
sao polares (momento dipolo diferente de zero), e dependem do momento de dipolo do estado
fundamental (So) e excitado (S1), tendem a alterar a posi¢do das bandas de absor¢ao e emissdo,
So => S1 e S; => So, respectivamente. Assim como a intensidade de absor¢do, que esta
relacionada com a probabilidade de transicao eletronica (LAKOWICZ, 2006; SILVERSTEIN,
2019).

Quando o momento de dipolo elétrico do solvente provoca um deslocamento no
comprimento de onda do composto (cromoforo) para regido do vermelho, comprimentos de
onda maiores, tem-se um deslocamento batocromico. Ja o deslocamento para regido do azul,
comprimentos de onda menores, tem um deslocamento hipsocromico. Este fenomeno ¢
conhecido como solvatocromismo. Stokes estudou estes efeitos, e como relatado anteriormente,
através da diferenga entre o comprimento de onda maximo de emissdo e de absor¢do de um
composto em um dado solvente ¢ possivel medir o nivel de relaxagdo sofrido pelo estado
fundamental e excitado de uma molécula, em fungdo das interagdes dela com o meio que se

encontra (VALEUR, 2002).

Um fluoroforo, espécie quimica emite fluorescéncia, apresenta naturalmente um
momento de dipolo maior no estado excitado(pg) do que no estado fundamental (ug). Contudo,
o solvente do meio pode relaxar, ou seja, reorientar o momento dipolo do fluor6foro no estado
excitado, diminuindo a energia do sistema. Assim, quanto maior for a polaridade do solvente,
maior serd a estabilizacdo causada pelo mesmo, reduzindo a energia do estado excitado e por
conseguinte deslocando a banda para maiores comprimentos de onda. Essa teoria, que se baseia

no fluor6éforo como um dipolo, sozinha ¢ insuficiente, uma vez que ndo leva em consideragdo
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nenhum tipo de interagdes com o ambiente. Ja a teoria de efeitos especificos leva diversos tipos
de interagdes, como a formagdo de ligacao de hidrogénio, teoria acido-base, transferéncia de
carga entre outros, sendo complementar para explicar os efeitos que podem gerar alteracdes
significativas no espectro (VALEUR, 2002; LAKOWICZ, 2006).

Figura 15. Diagrama de Jablonski para a emissao de fluorescéncia apds relaxagao do estado
excitado no solvente.
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FONTE: Adaptada de LAKOWICZ, 2006.

Uma molécula quando eletronicamente excitada possui um tempo de vida finito, e suas
propriedades fisicas e quimicas diferem daquelas no estado fundamental. Logo, ¢ possivel
inferir o tempo que uma espécie leva ao retornar para o estado inicial, ou seja, o tempo de meia
vida que o composto apresenta. Tendo em vista este conceito, pode-se quantificar a intensidade
de fluorescéncia emitida por um fluor6foro, ou seja, determinar seu o rendimento quantico.
Pode-se definir rendimento quantico como a razao entre o nimero de fotons emitidos (Nf) e o
nimero de fétons absorvidos (N,), conforme a equagdo abaixo (LAKOWICZ, 2006).

_ Nf .
OF = e ( Equacgdo 1)

Compostos fluorescentes desempenham um papel crucial na biotecnologia e
diagnostico, permitindo a marcagcdo de biomoléculas para rastrear processos celulares, o
diagnostico de doengas através da deteccdo de marcadores especificos, a visualizacdo de
interacdes moleculares em tempo real, a identificacdo de patdogenos em amostras clinicas, a
investigacdo de processos de regeneragdo e desenvolvimento de tecidos, além de possibilitar a
triagem de potenciais farmacos (DOMLJANOVIC et al., 2017). Essas aplicacdes destacam a
importancia dos compostos fluorescentes na compreensao da biologia, no avango da medicina

e na pesquisa cientifica de ponta.
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2.3 PARTE 111
2.3.1 Quimica Supramolecular

A quimica supramolecular ¢ um campo interdisciplinar que se concentra no estudo do
reconhecimento molecular e sistemas polimoleculares auto-organizados formados por
interagdes entre moléculas. O termo “supramolecular” refere-se ao fato desses sistemas serem
constituidos por blocos de constru¢do que sdo ligados entre si de maneira ndao covalente. O
campo da quimica supramolecular foi bem aceito em 1987, quando o prémio Nobel de Quimica
foi concedido a Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn e Charles J. Pedersen por seu trabalho nesta
area (STEED, 2009; HUANG, 2015). Mais recentemente, em 2016, coube aos pesquisadores
Jean-Pierre Sauvage, Sir J. Fraser Stoddart e Barnard L. Feringa receberem o prémio Nobel
pelo desenvolvimento de maquinas moleculares, conceito possivel devido ao estudo detalhado

de supramoléculas (Figura 16).

Figura 16. Comparagao entre quimica molecular e quimica supramolecular.
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FONTE: Adaptada de STEED, 2009.

Assim, a quimica supramolecular se concentra em estudar as interagdes entre moléculas e
como elas formam estruturas maiores e mais complexas, conhecidas como supramoleculas.
Essas interacdes sao responsaveis por dar propriedades Unicas a estas estruturas que se diferem
das propriedades das moléculas individualmente. Assim como, o estudo dinamico dessas
interagdes, incluindo como elas sdo afetadas por varia¢ao de fatores externos como temperatura,

pressao e concentracao (STEED, 2009).
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Este campo esta fundamentado em uma area de pesquisa interdisciplinar que engloba
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas para compreender como as interagoes
intermoleculares afetam a estrutura e funcao de sistemas complexos. Moléculas simples, ligadas
entre si e auto-organizadas por interagdes, ja conhecidas pela quimica classica, como ligagdes
de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, forcas de Van der Waals, interagdes hidrofobicas entre
outras. Essas intera¢des sdo de fundamental importancia nos processos biologicos entre
substratos e proteinas receptoras, reacdes enzimaticas, reconhecimento celular, regulagao da
expressao genética pelas proteinas ligadas ao DNA e sobretudo a interacdo de DNA e farmacos
(LEHN, 1996). Por este motivo, recentemente os termos Aost (hospedeiro) e guest (hdspede)

vem sendo substituidos pelos termos receptor e substrato, respectivamente.

2.3.1.1 DNA

A descoberta da dupla hélice de DNA, em 1953 pelos cientistas James Dewey Watson,
Francis Crick (WATSON; CRICK,1953) e por Rosalind Franklin, forneceu uma base para a
compreensdo de como a informag¢do genética ¢ regulada, como 0s genes sao expressos € como
as mudancas genéticas ocorrem. Isso tem sido de fundamental importancia para a identificacao
de doencas hereditarias e para o desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico e

tratamento (TRAVERS,2015).

O DNA, 4cido desoxirribonucleico, ¢ um acido nucléico constituido por trés componentes
caracteristicos de um nucleotideo (1) uma base nitrogenada derivada de dois compostos a
pirimidina e purina, (2) uma pentose, 2’-desoxi-D-ribose e um grupo (3) fosfato. Esta descri¢dao
apresenta a estrutura do esqueleto covalente do DNA, formado por fosfatos e residuos de
pentose alternados, ligados por ligagdes fosfodiéster, isto € um grupo 5’-fosfato de uma unidade
nucleotidica ¢ ligado ao grupo 3-hidroxila do proximo nucleotideo (Figura 17a). Esta forma se
da, ja que os grupos hidroxila dos residuos de pentose formam ligagdes de hidrogénio com
biomolécula a deixa hidrofilica a 4&gua, e os grupos fosfatos, ionizados e carregados
negativamente em pH bioldgico podem ser neutralizados por interagdes com cargas positivas

(NELSON;COX, 2017).
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Figura 17. (a) Estrutura do DNA mostrando a ligagao fosfodiéster (b) Estruturas das bases
nitrogenadas presente no DNA.
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FONTE: NELSON; COX, 2017.

As bases nitrogenadas, também compostos heterociclicos, sdo grupos laterais ligados ao
esqueleto em intervalos regulares. Essas moléculas aromaticas possuem deslocamento de
elétrons entre os atomos do anel, devido as ligacdes duplas alternadas, o que resulta em uma
distribuicao eletronica diferenciada. As bases do tipo pirimidinas, citosina (C) e timina (T), sdo
estruturas planas, enquanto as purinas, adenina (A) e guanina (G) sdo estruturas muito proximas
de uma estrutura planar, com uma leve prega (Figura 17b). Elas podem existir em diferentes
formas tautoméricas dependendo do pH. De forma geral, elas sao hidrofobicas, portanto,
insoluveis em agua em pH fisiologico. No entanto, em meio 4cido ou alcalino, elas podem
tornar-se carregadas e aumentar sua solubilidade meio aquoso. Destaca-se que por serem
estruturas cromoforas elas absorvem luz na regido do ultra-Violeta, logo os acidos nucleicos
sdo caracterizados por uma forte absor¢do em comprimentos de onda proximo a 260 nm, essa
propriedade fotofisica ¢ utilizada para quantificar a quantidade de acidos nucleicos presente em

uma solucdo (NELSON;COX, 2017, DAHM, 2008).

J4

Uma das interagdes mais importantes entre as bases nitrogenadas do DNA ¢ o
empilhamento hidrofébico, em que duas ou mais bases sdo posicionadas com os planos de seus
anéis em paralelo, como uma pilha. Esta interagcdo envolve grupos amino e carbonilas entre as
bases complementares. Os padrdes mais comuns de ligagdes de hidrogénio sdo aqueles

definidos por Watson e Crick, nos quais a adenina (A) liga-se especificamente a timina (T), e a
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guanina (G) liga-se a citosina (C). Esses pares de bases complementares sao responsaveis pela
estrutura de dupla hélice do DNA, além de serem fundamentais na estabilizagao da estrutura
tridimensional do 4cido nucleico, e envolve interagdes dipolo-dipolo e de van der Waals

também (WATSON 1953; NELSON;COX, 2017).

Existem trés principais formas de estrutura de DNA duplex, conhecidas como
isoformas: B, A e Z dependentes do meio onde se encontra (Figura 18) e elas podem afetar a

maneira como o DNA interage com outras moléculas.

Figura 18. Isoformas do DNA, B-DNA;A-DNA e Z-DNA.

FONTE: Adaptada de PEDERSEN, 2014.

A estrutura B-DNA ¢ a forma duplex mais comum e amplamente estudada, uma vez que foi
a estrutura proposta por Watson e Crick e a mais estavel. Essa isoforma ¢ a mais encontrada em
meio fisioldgico, apresenta 11 pares de bases para uma volta completa na hélice, possui uma
hélice de diametro médio, com sulcos maiores e menores bem definidos. Ja a forma A-DNA ¢
uma hélice mais compacta e mais grossa que a forma B, com sulco menor mais estreito e sulco
maior mais amplo, tendo 10 pares de bases para uma volta completa na hélice. Essa isoforma ¢
encontrada em condigdes de baixa concentracdo de agua e ¢ tipicamente associada a formas
mais curtas de DNA de fita dupla. Enquanto a forma Z ¢ uma hélice mais fina e mais longa do

que a forma B, ela se forma quando o DNA esta em condigdes de alta salinidade ou alcalinidade,
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ou seja, elevada forca idnica, diferentes das outras conformacgdes, a Z nao € regular e nao

apresenta sulcos definidos (PEDERSEN, 2014).

O DNA pode assumir diferentes conformagdes estruturais, além da classica dupla hélice (B-
DNA). Duas delas sao o DNA triplex e 0 DNA quadriplex (Figura 20). A triplex ¢ uma estrutura
de trés fitas formadas por duas fitas de DNA emparelhadas através de ligagdes de hidrogénio
com uma terceira pirimidinica. J& o DNA quadruplex sdo quatro guaninas associadas em uma
configuracdo de quatro fitas por meio da coordenagdo de ions metalicos (geralmente potassio),
conhecida como G-quadruplex. Essas conformagdes tém importancia biologica e podem ter
aplicagdes terapéuticas no tratamento de doengas relacionadas a regulacdo génica, além de

fornecer insights para a compreensao da fungdo do DNA (COX, MM, et al., 2012).

Figura 19. Estrutura do DNA de trés e quatro fitas, triplex e quadruplex respectivamente.
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FONTE: COX, M.M, et al., 2012.

2.3.1.2 Interagoes do DNA com ligantes

O DNA pode interagir com diversas espécies ou compostos quimicos por dois modos
distintos: ligacdes covalentes e ndo covalentes (Figura 20). O termo ligante ¢ aqui usado para
representar uma molécula de menor dimensdo capaz de associar-se a moléculas de DNA,
formando um complexo estavel ou supramolécula. A ligagdo covalente ¢ caracterizada por uma
ligacdo direta e permanente entre o0 DNA e o ligante, que pode ocorrer por meio das bases
nitrogenadas ou pelo grupo fosfato do acido nucléico. Essa ligagao € geralmente irreversivel e
pode alterar permanentemente a estrutura e a fungdo do DNA. J4 a ligagdo ndo covalente, €
caracterizada por interacdes que ndo envolvem uma ligacdo direta e permanentes entre a
macromolécula e o ligante. Estas s3o geralmente mais fracas e reversiveis, o que permite que o

DNA mantenha sua estrutura e funcao original. Estas interagdes podem ocorrer por diferentes
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mecanismos, entre eles interagdes eletrostaticas, intercalagdes ou por meio de interagdes no
groove do DNA (BARRA, NETO, 2015; SHENG 2013). A figura 20 retirada do trabalho de

Barrae colaboradores ilustra esses tipos de interacdes.

Figura 20. Representacao dos modos de interagao do ligante-DNA.

.

NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE

Intercalacio Interagdo com os sulcos Interagao eletrostatica  Ligagdodbase ) jgacao ao fostato
nitrogenada
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O modo de ligagdo covalente do DNA, como relatado anteriormente, apresenta elevada
resisténcia, o que pode causar distor¢cao na molécula de DNA, e assim afetar o processo de
transcri¢do e replicacdo. O mecanismo mais conhecido ¢ a alquilagdo de sitios nucleofilicos
dentro da dupla hélice os ligantes alquilantes mais eficazes tem duas por¢des capazes de
desenvolver carbocations transientes que se ligam covalentemente aos sitios ricos em elétrons
no DNA, impedindo e/ou inibindo o ciclo celular. De modo semelhante, pode ocorrer ligagdes
covalentes entre os nitrogénios das bases do DNA com o ligante, ou com os grupos fosfatos do
DNA e o ligante. Um exemplo de composto que interage com o DNA por esse modo ¢ a
cisplatina [cis-diclorodiaminoplatina(Il)], capaz de realizar ligagdes covalentes com os
nitrogénios das bases do DNA e deslocar o cloreto de sua estrutura (SHENG, 2013; PUYO et
al., 2014).

O modo de ligagdao ndo covalente pode se dar por intercalacdo, interagdo nos sulcos ou
interacdo eletrostatica. Cada tipo de interagdo pode afetar a conformacdo do DNA e inibir o
processo de interacdo DNA-proteina nos processos bioldgicos. A intercalagdo ocorre entre um
ligante, geralmente anel planar e aromatica/ e ou heterociclica (Figura 21), e as bases
nitrogenadas empilhadas da dupla hélice do DNA. Esse ligante se insere fisicamente entre as

bases nitrogenadas consecutivas, formando interagdo do tipo pi-stacking, resultando em
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alteragdes na estrutura do DNA, como distor¢ao na hélice (WHEATE, 2007). Ressalta-se que
nesse tipo de interacdo nao ocorre a formagao de ligagdes covalentes, mas interagdes como
eletrostaticas, hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio, plausiveis de levar a mudangas na estrutura
da dupla hélice. Isso pode interferir em processos bioldgicos que dependem da estrutura do
DNA. Alguns farmacos anticancerigenos atuam por meio da intercala¢do, impedindo a correta
replicacdo e transcri¢ado do DNA nas células tumorais, levando a morte celular. Contudo o uso
de intercalantes apresenta baixa especificidade, o que significa que esses ligantes também
podem interagir com o DNA de células saudaveis, causando toxicidade (ROGERIO, et al.,
2016). Portanto, o desenvolvimento de intercalantes ¢ uma area da de pesquisa importante para
evitar efeitos colaterais indesejados e tornar esses agentes terap€uticos mais seguros e eficientes

no tratamento de doencas relacionadas ao DNA, como o cancer.

Figura 21. Nucleos que interagem via intercalacdo com o DNA.
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A interagdo por groove, por sua vez, acontece quando moléculas se ligam em regides onde
as bases nitrogenadas ndo estdo empilhadas, formando uma estrutura tridimensional
caracteristica, regides chamadas de sulcos maiores e menores, e elas surgem devido a maneira
como as duas fitas do DNA se enrolam em uma dupla hélice. Os sulcos oferecem um ambiente
quimico unico e diferenciado, eles contém grupos funcionais e caracteristicas quimicas que
permitem o reconhecimento especifico de moléculas que se ligam A eles. Essa ligacdo
especifica nos sulcos pode ser medida por interacdo como as ligacdes de hidrogénio e forcas de
Van der Waals e oferecem maior seletividade. Essas interacdes nos sulcos sdo importantes na
regulagdo da expressao génica e em diversos processos bioldgicos. Proteinas regulatodrias,
podem se ligar aos sulcos e influenciar a atividade dos genes, além de alguns agentes

carcinogénicos, medicamentos quimioterapicos, produtos naturais como flavonoides e
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compostos sintéticos, como corantes de DNA, podem atuar ligando especificamente aos sulcos
do DNA, interferindo na sua fungdo e processos celulares essenciais (MIZUTA et al., 2018;

DOLENC et al., 2006; WILSON, 1994).

Figura 22. Nucleos que interagem via groove com o DNA.
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E por ultimo, as ligagdes eletrostaticas ocorrem quando a carga elétrica do ligante interage
com a carga do DNA, e isso pode ocorrer por meio de interacdes com os grupos fosfato
(carregados negativamente) em condic¢des de pH fisiologico. Essas interacdes estdo associadas

a superficie externa da molécula de DNA, fora dos sulcos (BARRA, NETO, 2015).

2.3.1.3 DNA: alvo biologico

O DNA tem sido estudo de alvo farmacoldgico para diversas patologias. Esta biomolécula
que contém e transmite informagdes genéticas na cé€lula, como visto anteriormente, pode sofrer
modulagdes na expressdao génica ou interferéncia na replicacao. Isto pode levar a uma gama de
doencas, desde atividade tumoral até microbianas. As propriedades quimicas e fisicas deste

acido nucleico permitem que ele seja alvo de manipulagido e modulagao para fins terapéuticos.

No tratamento do cancer, por exemplo, firmacos que interferem na replicagio do DNA
podem inibir o crescimento de células tumorais e induzir a morte. Em relacdo as doengas
infecciosas, os farmacos que alvejam o DNA de microrganismos patogénicos podem
interromper seu ciclo de replicagdo e impedir sua proliferagdo. Isso tem sido particularmente
importante no tratamento de doengas como maléria, doenga de Chagas, Leishmaniose, HIV e

outras infecg¢des virais. A pesquisa continua nessa area tem impulsionado o desenvolvimento
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de novos medicamentos e terapias direcionadas, buscando melhorar a eficacia dos tratamentos

e reduzir os efeitos colaterais indesejados (BRINKMAN et al., 2021).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar as propriedades farmacocinéticas de derivados sintéticos do nucleo dihidropiridinico

utilizando ferramenta in silico e, uma vez conhecidas suas propriedades fotofisicas, avaliar o

modo de interacdo destes com o DNA (Calf Thymus) através de técnicas espectroscopicas.

3.2 Objetivos Especificos

@

)

(1)

av)

Avaliar as propriedades farmacocinéticas (ADMET) dos derivados do nucleo
dihidropiridinicos previamente planjeados por ferramenta in silico;

Sintetizar os derivados via reagdo multicomponente, através do uso da maghemita,
catalisador superparamagnético, com otimizagao dos parametros reacionais;
Compreender o comportamento fotofisico dos compostos frente a absorcdo de
radiagdo ultravioleta, emissdo de fluorescéncia, tempo de meia vida e rendimento
quantico;

Identificar o0 modo de interagdo molecular das estruturas com o ct-DNA (Calf

Thymus) através de ensaios espectroscopicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Solventes
Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram disponibilizados no Laboratorio de

Catélise e Fenomenos Interfaciais (LaCFI) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Destaca-se os reagentes: formaldeido P.A (Vetec),
acetoacetato de etila (= 97%, Sigma-Aldrich), 1,3-ciclohexanodiona (= 97%, Sigma-Aldrich),
acetato de amonio (> 98%, Sigma-Aldrich), 2-imidazolcarboxaldeido (97%, Sigma-Aldrich);
brometo de n-butila, sulfato de so6dio anidro (Sigma-Aldrich), acido cloridrico 37% (Neon),
cloreto de sodio (99%, Aldrich), hidroxido de potissio P.A  (Neon),
tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS; Sigma-Aldrich), acido desoxirribonucleico sal sodico
(Calf thymus, ctDNA; Sigma-Aldrich), brometo de etidio (Sigma-Aldrich) fornecido pelo Prof.
Dr. Hernéan Francisco Terenzi do Laboratério de Biologia Molecular Estrutural ( Departamento

de Bioquimica do Centro de Ciéncias Biologicas — UFSC).

Os solventes como etanol (Quimidrol), acetona, acetato de etila, hexano, diclorometano
(Vetec) e cloroformio (Neon) possuem grau de pureza P.A/absoluto. Solventes deuterados:
CDCIl3, DMSO-d6 (99,8% + 0,05% TMS, Cambridge Isotope Laboratories) e DCI (38%). Os
experimentos em solu¢do aquosa foram realizados utilizando 4gua deionizada (PureLab

Option-Q, 18,2 MQ cm).

O catalisador maghemita (Fe2O3) foi fornecido em colaboracao com o Prof. Dr. Alexandre
Luis Parize e a Me. Giuliana Valentini do Grupo de Estudo em Materiais Poliméricos

(Departamento de Quimica — UFSC)

4.2 Equipamentos

4.2.1 Analise de RMN de 'He *C
As analises dos espectros de RMN 'H (200 e 400 MHz), '*C (50 e 100 MHz) foram

realizadas na Central de Analise do Departamento de Quimica - UFSC nos espectrometros
Bruker AC 200 MHz e AS-400 400 MHz. As amostras foram preparadas pela dissolu¢cdo em
cloroféormio deuterado (CDCl3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO). Destaca-se que
amostras com o nucleo imidazol fez o uso de gotas de DCI (38%) para ajudar na solubilidade

do composto. Os deslocamentos quimicos () foram reportados em parte por milhdo (ppm)
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contendo tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno (6 = 0,00 ppm). Os dados espectrais

obtidos foram tratados por meio do software MestReNova (Mestrelab Research S.L.).

4.2.2 Espectroscopia UV-Vis
As andlises no espectro de absor¢ao de UV-Vis foram obtidas no espectrofotdometro UV-

Vis da marca Agilent Cary, presente no LaCFI (Departamento de Quimica — UFSC). Para
obtencdo dos espectros foi fixada uma varredura de 200 - 600 nm, primeiramente realizou-se
uma leitura do branco (sem conter analito) e posteriormente a leitura das amostras. A cubeta
utilizada apresenta caminho optico de lem. O tratamento dos dados foi realizado com auxilio

do software Origin 8.0 (OriginLab).

4.2.3 Espectroscopia de Fluorescéncia
As analises de fluorescéncia foram realizadas no Laboratorio de Catalise e FenOmenos

Interfaciais, LaCFI (Departamento de Quimica — UFSC) em um espectrofotdometro de
fluorescéncia modelo Cary Eclipse da marca Varian (Agilent Technologies). Para a obtengao
dos espectros de emissdo, foi utilizada uma cubeta de quartzo de 4 lados transparentes com
caminho Optico de 1 cm. Para os espectros de emissdo, cada amostra foi fixada com valor de
comprimento de onda de excitagdo (Aexc) cerca de 10 nm a mais que o comprimento de onda

de absorcao.

4.2.4 Tempo de Meia Vida de Fluorescéncia (tF)

As medidas de tempo de meia vida de fluorescéncia foram realizadas no Laboratério de
Catélise e Fenomenos Interfaciais, LaCFI (Departamento de Quimica — UFSC), no
equipamento EasyLife. Utilizou-se um LED de comprimento de onda correspondente com a
regido de absor¢do da amostra, em 370 nm. Um filtro também foi selecionado, com
comprimento de onda 10 nm maior que o LED, a fim de filtrar as demais contribuigdes e gerar
informagao apenas da regido de interesse. Realizou-se leituras do padrao LUDOX® (suspensao
aquosa 30% em massa) a fim de comparacdo do IRF de mesma intensidade da amostra, cuja
varia¢do de intensidade ¢ alcancada através da variacdo da fenda. Os dados foram tratados

matematicamente no software Origin®.

4.2.5 Rendimento Quantico Absoluto (OF)

As medidas de rendimento quantico foram realizadas no Laboratorio de optoeletronica
organica e sistemas anisotropicos, LOOSA (Departamento de Quimica — UFSC). Inicialmente
foi realizada leitura de absor¢do no espectrofotometro da marca OceanOptics modelo
USB4000. J4 as leituras do rendimento quantico no espectrofotdmetro da marca Hitachi modelo

F-7000, contendo uma lampada de xendnio/ merctrio, a qual foi ajustada para emitir no
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comprimento de onda de maior absor¢do de cada molécula, juntamente com uma esfera
integradora modelo A10094 acoplada a analisador de espectro modelo PMA-12, da marca

Hamamatsu.

4.3 Metodologia
As estruturas estudadas no presente trabalho dos derivados do nucleo dihidropiridinico estdo

apresentadas no Esquema 2.

Esquema 2. Prototipo de derivados do nucleo dihidropiridinicos (Compostos I).
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FONTE: AUTORAL (2023).

43.1 PARTEI

4.3.1.1 Avaliagdo de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas in silico
O estudo in silico avaliou as propriedades farmacocinéticas ADMET (absorgao,
distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade), permeabilidade da barreira
hematoencefalica, inibi¢do da glicoproteina-P (gpP), absor¢ao por células Caco-2 e solubilidade
aquosa dos prototipos dos Compostos I. Os parametros fisico-quimicos, baseados na regra de

Lipinski (LIPINSKI, 2000),
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como MM (massa molar em g/mol), logP (coeficiente de parti¢ao octanol/agua), HDA e HBA
(numero de doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio respectivamente). Além do nimero
de rotacdes livres e TPSA (area de superficie polar), propostos por Veber e colaboradores
(VEBER et al.,2002), foram verificados através do software online gratuito SwissADME

(www.swissadme.ch).

Os dados de solubilidade em 4gua (logS), absor¢do do trato gastrointestinal de humanos
(TGI), permeabilidade da membrana hematoencefalica (BHE), inibi¢ao da gpP e absorc¢ao por
células Caco-2 foram obtidos pelo software online gratuito ADMETlab
(www.admet.scbdd.com). Todas as estruturas dos compostos utilizados na rodagem dos
softwares foram obtidas pelo software ChemDraw Professional 17.0 ou o préprio do servidor,

juntamente com o SMILE das moléculas.

O programa SwissADME ao simular por métodos computacionais a biodisponibilidade
e caracteristicas farmacocinéticas de possiveis farmacos leva em consideragao 6 propriedades:
lipofilicidade, tamanho, polaridade, insolubilidade, insaturacdo e flexibilidade. Cada um desses
atributos ¢ plotado no vértice de um hexdgono e a molécula ¢ entdo posicionada no grafico de
Bioavailability Radar (Figura 23a) com base nos valores calculados para cada uma das
propriedades, a sua “drug-likeness” (ou seja, a probabilidade de ser um bom candidato a
farmaco) ¢ avaliada com base na sua posicao em relacdo a uma regido rosa especifica dentro do
hexagono. Quanto mais proximo do centro do poligono, menor a probabilidade de
biodisponibilidade da molécula, a medida que se aproxima dos vértices, sua biodisponibilidade

aumenta.

Ademais, o software simula dados da absorcao gastrointestinal passiva (HIA) e da
permeabilidade da barreira hematoenceféalica (BBB) em fun¢do da posi¢cdo da molécula no
grafico Wlog P (coeficiente de particao octanol/dgua) versus TPSA (area de superficie polar)
esse grafico é conhecido com BOILED-Egg, onde a “clara” corresponde a elipse branca

referente a HIA, e a “gema” circulo amarelo representa a BBB (Figura 23b).


http://www.swissadme.ch/
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Figura 23. a) Grafico Bioavailabitily Radar b) Grafico BoiledEgg.

FONTE: SWISSADME, 2023.
Para prever o potencial da molécula atuar como inibidor dos citocromos P450 (CYPs)
foi também utilizado o software SwissADME. Ja para predi¢do dos sitios de metabolizagdo
(SOM) que as principais isoformas CYPs vao atuar foi utilizado a ferramenta online gratuita

SOMP (http://www.way2drug.com/somp/index.php) Essa web-service ¢ baseada na tecnologia

PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) e nos descritores LMNA, desenvolvida
pelo Institute of Biomedical Chemistry of Rus.Acad.Med.Sci. Para a previsdo de quais locais
de irdo sofrer biotransformacao, a estrutura com todos os &tomos marcados apresenta os valores
deltaP (Pt — Pf) para cada atomo presente na estrutura, isto €, Pt € a probabilidade de que o
atomo marcado seja um sitio de metabolismo da enzima apropriada e Pf ¢ a probabilidade de
que o atomo marcado ndo seja o sitio de metabolismo da enzima apropriada. Os atomos do
composto sdo arranjados de acordo com os valores decrescentes de deltaP para cada isoforma
do CYP, valores positivos indicam uma probabilidade maior para aquele sitio, ja valores

negativos indicam uma baixa probabilidade.

4.3.2 PARTEII
4.3.2.1 Sintese dos derivados do nucleo dihidropiridinico

A condicdes reacionais para sintese dos compostos DHPs (Esquema 3) foi desenvolvida
durante o trabalho de conclusdo de curso em 2020 (Bolzoni, I, 2020), juntamente com os
projetos anteriores realizados pelo grupo LACFI, coordenado pelo professor Dr. Ricardo
Affeldt. Essa sintese trata-se de uma reagdo multicomponente de Hantzsch, utilizando a

maghemita (y-Fe>O3) como catalisador, devido a sua propriedade superparamagnética, o que


http://www.way2drug.com/somp/index.php
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proporciona um método simples de separagdao do meio reacional, sendo entdo possivel seu

reuso.

Esquema 3. Metodologia Sintética dos derivados do nticleo dihidropiridinico.
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FONTE: AUTORAL (2023).

4.3.2.2 Metodologia geral para sintese das 1,4-dihidropiridinas

Para obten¢do dos compostos partiu-se de 1,0 equivalente de aldeido (1mol) (1), 2,0
equivalentes de 1,3- dicarbonilico (2mol) (2), 10mol% de Maghemita (y-Fe>O3) na presenca de
ImL de etanol P.A. Em seguida, o baldo com a reagdo foi protegido da luz com papel aluminio
e colocada sob refluxo, em banho de 6leo a 90°C com agitacdo magnética. Apds alguns minutos
foi adicionado um excesso de acetato de amdnia (4mol) (3) e a mistura reacional foi deixada
por 1 hora. Ao término, o catalisador magnético ¢ facilmente separado do meio reacional,
através da aproximacdo de um ima de neodimio. Ao atingir a temperatura ambiente, os
compostos HEH e PHQ foram isolados por precipitagdo em agua deionizada gelada. Vale
salientar que no caso do HEH ja ocorre a formag¢ao de um precipitado amarelo assim que se
cessa a reacao. Enquanto o composto ACD ¢ isolado por precipitacdo em acetato de etila gelado.
J4 as estruturas com a inser¢do do imidazol (ImPHQ e ImACD), ap6s estarem em temperatura
ambiente, sdo precipitados com acetato de etila e recristalizados com etanol a quente, gerando
um so6lido branco. Destaca-se que € comum ocorrer uma mudanca de coloragdo durante a
reacdo, inicialmente a mistura reacional pode apresentar coloragdo avermelhada isto se deve ao

fato de possivelmente o ferro presente na maghemita se coordenar aos nitrogénios do imidazol.
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4.3.2.3 Caracterizagdo espectroscopica das 1,4-dihidropiridinas

Tabela 1. Caracterizagdo dos derivados do nucleo dihidropiridinico.
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MM=217,27g mol"!

ImPHQ

MM = 301,35g mol’!

RMN de 'H (200MHz, CDCl3): &= 5,22 (s, 1H);
4,19 (qua, J =7 Hz, 4H); 3,27 (s, 2H); 2,19 (s, 6H);
1,29 (t, J =7 Hz, 6H) ppm.

RMN de BC (50MHz, CDCL): & = 168; 144,73;
99,51; 59,60, 24,76; 19,10; 14,42ppm.

Rendimento: 67%

RMN de 'H (200MHz, DMSO): 6= 9,1 (s,1H);
427 (q, 2H, J=THz); 2,96-2,31 (m, 9H) 1,99 (m,
2H); 1.18 (3H, t, /= 7.1 Hz).

RMN de *C (50MHz, DMSO): § =196,3; 168,59;
152,27; 146,1; 127,5; 87,67; 61,57; 37,96; 31,95;
26,52; 18,61; 14,64.

Rendimento: 66%

RMN de 'H (200MHz, DMSO-ds): & = 9,00 (s,
1H); 2,81 (s, 2H); 2,35-2,21 (m, 8H); 1,86 (q, 4H,
J=5Hz).

RMN de *C (100MHz, DMSO-ds): & = 194,86;
152,10; 108,16; 35,72; 25,59; 20,28; 18,10.
Rendimento: 65%

RMN de 'H (200MHz, DMSO): & = 9.4 (s, 1H);
6,71 (s, 2H); 4,98 (s, 1H); 4,0 (q, 2H, J=7Hz); 3,35-
2,44 (m, 7H) 1,86 (m, 2H); 1.10 (3H, t, J= 7.1 Hz)
RMN de *C (50MHz, DMSO): & = 195,29;
167,27; 152,35; 145,57; 108,95; 101,6; 59,37;
36,96; 30,95; 26,52; 18,61; 14,64.

Rendimento: 53%



ImACD

MM = 283,33g mol’!

Os espectros de RMN'H e RMN!3C estdo na Anexo B.

56
RMN de 'H (200MHz, DMSO): § = 7,97 (s, 12H)
7,22 (s, 2H); 4,94 (s, 1H); 2,49-1,74 (m, 15H).

RMN de *C (50MHz, DMSO): & = 196,78;

154,86; 149,93; 118,74; 107,19; 36,49; 29,05;
27,01; 21,08.

Rendimento: 57%
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4.3.2.3 Determinagdo do pK, das estruturas por titulagdo potenciométrica

Os valores de pK, para os equilibrios de desprotonacao do nucleo dihidropiridinico niao
substituido e substituido, imidazol na posi¢ao 4, foram determinados por método de titulagao
potenciométrica acido-base. O procedimento consiste basicamente na medi¢do do pH ao
decorrer de uma reagdo de neutralizagdo em meio aquoso. O sistema de titulacao utilizado foi
o Schoott Titronic Universal M2/50 juntamente com o auxilio de um pHametro, previamente
calibrado, da marca HANNA Instruments contendo um eletrodo de vidro combinado com

referéncia de Ag/AgCl, a faixa trabalhada foi de pH 1,0 - 14,0.

No copo titulante foi preparado uma solugao de 0,005 mol/L. de substrato em 20mL de
agua deionizada (faixa entre o limite de deteccdo e o gasto excessivo de titulante). Uma pequena
quantidade de acido cloridrico (4M) foi adicionada para obter uma curva de titulagdo com uma
larga faixa de pH, iniciando com os sitios basicos protonados. Sob agitacdo magnética constante
e método de adigdes com intervalos variando de 0,15mL/min — 0,5mL/min de aliquotas de
titulante de hidroxido de potéssio previamente padronizado (0,087M), a cada adi¢ao foi lido o
pH da solug¢do. Apos as leituras, os dados foram tratados através do software Origin Pro 8
(Origin Lab), e a determinacdo da constante de acidez do analito foi realizada pelo método das
derivadas, ou seja, o pKq se encontra no ponto onde a derivada de primeira ordem da curva de
titulacdo (pH versus volume de base adicionada) ¢ maxima, ou onde a derivada segunda ¢ igual
a zero. Juntamente com o programa CurTiPOT (versdo 43.0/Janeiro 2018) obteve-se os valores.

Destaca-se que as titulagdes foram realizadas em duplicata.

4.3.2.4 Estudo fotofisico dos derivados do niicleo dihidropiridinico

Para os compostos sintetizados, um estudo de solvatocromismo, com solugdes estoques de
10 mol L' com solventes de diferentes constantes dielétricas: DMSO (46,7), etanol (24,3),
diclorometano (9,1) e 1,4-dioxano foi realizado. Inicialmente foram avaliados a absor¢ao de
UV -Vis e a emissao de fluorescéncia dos compostos. O procedimento geral se deu por meio da
determinagdo da curva de calibracdo e do coeficiente de absorcao (€), através da equacao de
Lambert- Beer, para cada composto nos diferentes solventes. A absor¢do dos compostos se
encontra na faixa entre 350 e 380 nm, onde duas bandas sdo observadas. Os espectros de
emissao de fluorescéncia foram obtidos entre 410 e 460 nm. Por meio da diferenca do
comprimento de onda maximo de emissao e do comprimento maximo de absor¢ao foi possivel
calcular o deslocamento de Stoke, como descrito na revisdo bibliografica. Por fim, ainda foi

determinado o rendimento quantico dos compostos em diferentes solventes.
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4.3.3 PARTE III

4.3.3.1 Estudo espectroscopico: Modo de Intera¢do de Derivados do Nucleo Dihidropiridinico
e ct-DNA (Calf-Thymus)

As solucdes estoques dos compostos derivados do nucleo dihidropiridinicos,
sintetizados como ja descrito, foram preparadas pesando cerca de 1mg e solubilizado em
DMSO, contudo destaca-se que alguns compostos ndo apresentam boa solubilidade, por isso
para os compostos realizou-se uma mistura de solventes que sera descrito posteriormente. Todas
as dilui¢des posteriormente foram realizadas com o tampao Tris (50mM, pH 7,47; 100mM

NaCl) e as solugdes armazenadas sob protecdo da luz.

4.3.3.2 Determinagdo da concentragdo do ctDNA (Calf Thymus)

O ctDNA de 1mg empregado na forma de sal (Sigma Aldreich) foi diluido em 2mL de
uma solucao tampao Tris (50mM, pH = 7,47) contendo NaCl (100mM) para anular a forga
ionica. A solugdo estoque foi armazenada em frasco ambar, sob prote¢do de luz e sob
refrigeracdo. Antes de realizar os ensaios com os compostos a solucdo de ctDNA ¢ deixada em
temperatura ambiente € mantida em banho de ultrassom por alguns instantes para promover
melhor homogeneidade. (SAVARIZ, et al., 2014). Enfatiza-se que Calf Thymus — DNA ¢
escolhido nos estudos de interagdo devido a similaridade com o DNA de placenta humana,
tendo grande propor¢des das suas bases em relagdo as bases da placenta humana (AT 58%, CG
41,9%; AT 58% ; CG 42% ) (MARMUR, J., 1962).

Apo6s o preparo da solugdo estoque de ct-DNA, sua concentracao foi determinada com
base no coeficiente de extingio de 6600 L.mol™! a partir do méaximo de absorgdo em 260 nm.
Inicialmente uma aliquota de 5 uL de solu¢do de ctDNA foi diluida em 1000 uL de tampao
TRIS, e medidas de absor¢ao foram lidas a cada adicao sucessiva de SuL ctDNA na solugao
inicial. Ressalta-se que a solugdo de ctDNA estava livre de proteinas, isto pois nao houve sinal
de absor¢ao significativa em 280 nm, logo a razao do sinal de absorvancia a 260 e 280 nm ficou

inferior o limite de 1,8-1,9 (REICHAMANN, et al., 1954).
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Figura 24. Espectro de absor¢do do ct-DNA livre e sua respectiva curva de calibracio([ct-
DNA] = 1,52.10° mol.L"! em 50mM Tampao Tris, pH = 7,47, 100mM NaCl, € = 6596,59
L.mol™).
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4.3.3.2 Interagdo ctDNA-ligante por UV-Vis

Para os compostos avaliados, as complexagdes com ctDNA por UV-Vis foram
realizadas em tampao Tris 50Mm/ 100mM NaCl, pH — 7,47, em temperatura ambiente. A
concentracao dos ligantes avaliados foi mantida constante em 25 uM e a concentracao de DNA
foi variada de 0 — 100uM, gerando um meio insaturado, saturado e supersaturado de ctDNA.
Cada leitura foi realizada apds um tempo médio de 120 minutos, isto pois percebeu-se uma
oscilagdo na absor¢ao entre 0 momento instantaneo adi¢ao de ct-DNA na cubeta até cerca de
2h, ap0s ser realizado leituras a cada 5 minutos durante 12 h de incubagdo. Dessa maneira, apos
completa incubagdo, foi realizado as medidas de absor¢@o de cada ligante, em uma faixa entre
360nm e 380nm, banda caracteristica da transicao n- n*. Os espectros obtidos foram tratados

através do software OriginPro 8.



4.3.3.3 Interagdo ctDNA-ligante por Fluorescéncia >
Para os compostos avaliados, as titulagdes espectrofluorimétricas foram executadas da
mesma maneira descritas anteriormente, ou seja, mantendo constante o ligante e variando a
quantidade de ctDNA de maneira crescente. Para cada composto utilizou-se um s/it diferente
na hora da leitura, visto que alguns compostos apresentam fluorescéncia mais elevada. Além
das medidas de fluorescéncia, realizou-se um ensaio de competi¢do a fim de inferir sobre o
modo de ligacdo DNA-ligante. O brometo de etidio foi o padrao utilizado neste estudo, visto
que ele possui modo de ligagao por intercalagdo bem definido na literatura, e na presenca do
DNA apresenta fluorescéncia molecular consideravel. Neste estudo, manteve-se constante a
concentragdo de 2uM de brometo de etidio ¢ 6uM de ctDNA e adicionaram-se quantidades

crescentes dos compostos selecionados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE 1. Estudo in silico de Derivados do Nucleo Dihidropiridinico

5.1.1 Avaliagdo in silico de propriedades de fisico-quimica, absorc¢do e distribuicao

Os Compostos I avaliados in silico (Esquema 4) seraoapresentados na forma de discusso
de resultados. O nicleo basico dessas estruturas, dihidropiridinico, foi estendido por cadeias

laterais ciclicas na posicdo 2 e 3/ 5 e 6 e no carbono benzilico (posi¢do 4) por um grupo

imidazol.
Esquema 4. Estrutura dos Compostos I avaliados.
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A técnica in silico tem ocupado papel de destaque entre as estratégias modernas
exploradas na identificacdo de novos candidatos a farmacos nos estagios iniciais de
planejamento. Nesse contexto, o estudo in silico para previsao de propriedades ADMET
promove rapidez na execucdo e redugdo de custo. No estudo foi utilizado o software
“SwissADME” para predizer os parametros farmacocinéticos a partir das estruturasmoleculares.
O proprio servidor consta com ChemAxon, no qual € possivel obter a estrutura 2D e o seu
respectivo SMILE, a molécula ¢ lida e a partir dos calculos tedricos € fornecido informagdes de

propriedades relacionadas como solubilidade e biodisponibilidade.
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Tabela 2. Dados dos Compostos I obtidos no SwissADME.

A B C D E
i i i i i i L b g

TOOCT 0 OO0 ALY AN
MM (Da) 249,35 235,2HS 217,26 301,34 283“,33
TPSA (A?) 30,49 55,40 46,17 84,08 74,85
CLogP 1,85 1,74 1,63 1,42 1,28
HBD 1 1 1 2 2
HBA 2 3 2 4 3
N°Rotb 6 3 0 4 1
N° Viol. - - - - -

(MM: peso molecular; TPSA: area topologica de superficie polar; LogP: lipofilicidade; HBD: (do inglés,
hydrogen bond donor) 4&tomos doadores de ligacao de hidrogénio); HBA: (do inglés, hydrogen bond aceptor)
atomos aceptores de ligacdo de hidrogénio); N°Rotb: nimero de liga¢des rotativas; N°Viol.: nimero de

violagdes).
FONTE: AUTORAL (2022).

As propriedades moleculares como lipofilicidade, solubilidade, permeabilidade e peso
molecular sdo importantes caracteristicas estruturais que influenciam na biodisponibilidade de
um candidato a fairmaco. A alta biodisponibilidade oral ¢ desejavel para o desenvolvimento de
moléculas bioativas como agentes terapé€uticos, € ¢ comumente analisada por varias regras
proposta, mas destaca-se a Regra dos cinco ou ROS (Rule of five, em inglés) proposta por
Lipinski e colaboradores. Essa regra tem como caracteristicas os seguintes pardmetros para os
compostos: ndo ter um peso molecular maior de 500Da, visto que moléculas maiores tendem
uma baixa absorcao intestinal. A lipofilicidade ¢ avaliada pelo logP que se refere ao coeficiente
de particdo de uma substancia entre uma fase organica (octano) e o uma fase aquosa (agua),
amplamente utilizado para estimar como um farmaco pode ser transferido entre diferentes
meios biologicos. Aqueles que apresentam maior coeficiente de particdo, ou seja, maior
afinidade pela fase organica, sio melhores absorvidos, no entanto um incremento na
lipossolubilidade pode reduzir a absorc¢ao, pois dificulta as etapas anteriores de dissolucdo e
solubilizacdo do farmaco na fase aquosa. O perfil geral de lipofilicidade ¢ expresso por um

modelo parabdlico bilinear na faixade 1 a 5.
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Parametros como niimero de atomos doadores de ligacao de hidrogénio (HBD, sigla em
inglés) e nimero de 4&tomos receptores de ligacao de hidrogénio (HBA, sigla em inglés) também
estdo entre as regras seguidas por Lipinski. Recentemente descobriu-se que as ligagdes de
hidrogénio desempenham um papel importante na permeacdo na membrana celular do trato
gastrointestinal, visto que um ntimero excessivo de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio
prejudica a permeabilidade através das membranas biologicas (BHATI, et. al 2019). Além de
terem influéncia sobre a afinidade de ligagdo entre ligante e seu alvo. O limite de HBD¢ de 5,
enquanto de HBA ¢ de 10. Em adi¢do aos parametros propostos por Lipinski, outras duas
propriedades relacionadas a biodisponibilidade foram adicionadas por Veber e colaboradores.
A flexibilidade molecular, através do niimero de ligacdes rotacionaveis esta relacionada com a
biodisponibilidade oral, ou seja, ligagdes rotacionaveis resulta em conformagoes distintas. Logo
para os pesquisadores um menor numero de ligacdes rotacionaveis (menor que 10) garante
maior estabilidade da molécula e permite sua passagem através das membranas celulares. Além
de estarem relacionado a afinidade do alvo molecular, diferentes conformagdes podem

promover ligacdo com distintos alvos biologicos.

A area topoldgica de superficie polar (TPSA) area superficial ocupada por atomos de
nitrogénio e oxigénio ligados ou ndo a hidrogénios, associadas diretamente a polaridade. Esse
parametro, que deve ter valores abaixo de 120A2, est4 relacionada com absorcdo intestinal e
penetracdo na barreira hematoencefalica, visto que envolve a interagdo da molécula com a
superficie polar de membranas celular e migragdo na porcdo lipidica. Analisando os dados
obtidos na Tabela 2, nota-se que todos os compostos apresentam boa biodisponibilidade no
organismo, pois se enquadram em todos os parametros propostos por Lipinski e Veber descritos

anteriormente, ou seja, nao ha violagcdo das regras.

A primeira etapa do processo de absorcao do farmaco ¢ a sua desintegragao do
comprimido ou da cépsula, seguido da dissolugdo do farmaco ativo, logo a baixa solubilidade
¢ prejudicial para uma boa e completa absor¢do oral, isto torna a solubilidade uma propriedade
fisico-quimica de muita importancia. O perfil de solubilidade em meio aquoso ¢ dado por LogS,
o software SwissADME fornece o dado através da metodologia ESOL (Estimated SOLubility).
O modelo utiliza regressao linear contra nove propriedades moleculares, os descritores mais
significativos utilizados sdo LogP, peso molecular, propor¢ao de atomos pesados em sistemas
aromaticos e numero de ligagdes rotativas. Os valores analisados pelo software sao
representados na Tabela 3 abaixo, variando de -2,23 a -1,74 (logS < -5) todos apresentam uma

boa solubilidade, sendo soluveis em meio bioldgico, destaque para o Composto C.
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Tabela 3. Dados de solubilidade (LogS) dos Compostos I obtidos no software SwissADME.

A B C D E
LogS | -2,80(S) -1,95(+S) -1,74 (+S) -223(S) -2,02(S)

FONTE: AUTORAL (2022).

Outros parametros de absor¢ado e distribuigdo importantes sdo analisados também pelos
softwares ADMETLab, entre eles absorc¢ao intestinal humana (Human intestinal absorption,
HIA, do inglés), inibidor da glicoproteina-P, absor¢ao por células Caco-2, permeabilidade pela
barreira hematoencefilica (Blood-brain barrie, BBB, do inglés) e ligagdo a proteinas
plasmaticas (Plasma protein binding, PPB, do inglés). Os valores encontrados para cada

composto sdo apresentados na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Dados de % de absorcao intestinal humana (HIA), agdo de inibi¢gao da Pgp, absor¢ao
por células Caco-2, % permeabilidade na barreira hematoencefalica (BBB) e % de ligagdo a

proteinas plasmaticas (PPB).

A B C D E

HIA (%) | +62,7 +72 +85 +648  +77

Pgp-Inibidor | SIM SIM NAO NAO NAO
(56%)  (67,3%)
Caco-2*(nm/s) | -4,496  -4,518  -4298 -4785 -4,634

BBB (%) +++ +++ +++ + -+
90,8 90,6 99,1 69,5 97,7

PPB (%) 48,00 60,36 56,93 71,67 67,91

FONTE: AUTORAL (2022).

O farmaco entra no sistema circulatério humano a partir de sua administracdo,
principalmente oral. A absor¢do mais importante € no intestinal, consequentemente a absor¢ao
intestinal humana de um candidato ¢ pré-requisito essencial para sua aparente eficacia. Os
valores para esse estudo in silico foram expressos na forma de percentagem da dose de principio
ativo administrado por via oral que alcanca a veia porta. Os resultados mostram que todos os

compostos apresentam HIA % superior a 60%, sendo rotulados como positivos, ou seja,
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apresentam uma absor¢ao intestinal relevante. Pode-se relacionar o valor de HIA % com o valor
de TPSA, o Composto C apresenta maior absorcao intestinal comparado aos outros, da mesma
forma possui o menor TPSA (46,17A?). Os parametros se correlacionam uma vez que o
composto apresenta um balanco hidrofilico-lipofilico que se ajusta as caracteristicas de

solubilidade e lipofilicidade discutidos anteriormente.

As propriedades ADMET também sdo influenciadas por proteinas transportadoras, entre
elas a glicoproteina-P (Pgp). Uma proteina transmembrana que atua como uma bomba de efluxo
das células, transportando toxinas que ocorrem naturalmente ou xenobioticos para fora das
células, reduzindo assim sua concentracdo intracelular. A glicoproteina-P ¢ expressa em tecidos
com fungdes excretorias como rins, figado e intestino, além de exercer fun¢do na barreira
hematoencefalica. O efluxo promovido pela Pgp torna relevante no indice farmacocinético de
um farmaco. Como observado na Tabela 4, apenas os Compostos A e B mostraram potencial
inibidor da Pgp, ou seja, podem levar a melhores indices de absorcao e distribui¢do, uma vez

que ha baixa probabilidade de efluxo, aumentando a concentragao intracelular dos substratos.

As linhas celulares de adenocarcinoma de c6lon humano, Caco-2 tém sido comumente
usadas para estumar a permeabilidade de farmacos in vivo devido a sua semelhanga morfologica
a e funcional. Dessa forma, a permeabilidade celular de Caco-2 também ¢ um parametro de
absor¢cdo importante para um candidato elegivel. Os dados ADMELab otimiza como
permeabilidade ideal valores superiores de -5,40, dessa forma, como observado na tabela todas
as moléculas analisadas pelo banco de dados do software apresentam permeabilidade ideal, com

valores entre -4,634 ¢ -4,298.

A plataforma SwissADME ainda apresenta o grafico Radar de Biodisponibilidade (do
inglés, Bioavailability Radar) para cada estrutura simulada no software, o qual faz uma
avaliacdo de drug-likeness. Esse radar leva em consideragao seis propriedades fisico-quimicas,
como lipofilicidade, tamanho da molécula, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturagdo.
Cada eixo do hexdgono ¢ representado por uma propriedade descrita anteriormente e a rea rosa
do hexagono representa o intervalo ideal para biodisponibilidade oral. Na figura abaixo ¢
possivel perceber que todos os compostos caem integramente na regido rosada, apresentando
um perfil parecidos entre si, apenas o composto C e E diferem na questdo flexibilidade, C por
ndo apresentar ligagdo racionavel e E por ter apenas uma rotagdo no carbono benzilico. Logo
prevé-se que os compostos derivados do nucleo dihidropiridinico nesse estudo sejam

biodisponiveis por via oral.
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Figura 25. Radar de Biodisponibilidade disponibilizado pelo SwissADME para os Compostos
A-E.
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de carbono sp3 ndo menor que 0,25; Flexibilidade: ndo maior que 9 ligagdes rotaveis.

FONTE: AUTORAL (2022), plataforma SwissADME.

Como visto anteriormente, a absor¢do gastrointestinal ¢ um dos indicadores
farmacocinéticos importantes para os estdgios iniciais do processo de descoberta de
medicamentos. Além dele, a barreira hematoencefalica (BBB) ¢ outro parametro de influéncia,
sendo capacidade ou incapacidade de transpor esta membrana. Farmacos que atravessam a BBB
tém como alvo os receptores do cérebro, isto €, antiepilépticos, antidepressivos e antipsicoticos,
ja para farmacos que o sistema nervoso central ndo € alvo, transpor a BBB ¢ indesejado,

podendo neste caso pode levar a efeitos colaterais.

Para isto, a plataforma SwissADME consta com o método Brain or Intestinal Estimated

Permeation Method (BOILED-Egg) que permite uma avaliagcdo intuitiva da absorcao
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gastrointestinal passiva (HIA) e penetragao na barreira hematoencefalica (BBB) em funcao das
moléculas no WLogP (lipofilicidade) versus TPSA. A regido branca (“clara”) representa a alta
probabilidade de absor¢do passiva pelo trato gastrointestinal, onde todos os compostos do
estudo estdo inseridos. J& a regido amarela (“gema’) indica a alta probabilidade de permear a
barreira hematoencefalica, neste caso pode-se observar pela figura que o Composto D nio
cruza passivamente a BBB, enquanto o Composto E se encontra bem no limite da “gema”.
Esses dados fazem correlagdo, uma vez que D ¢ E sdo os que apresentam maior area superficial
polar (84,08 A2 e 74,85A2, respectivamente) e maior peso molar (301,34 Da e 283,33 Da
respectivamente). Além disso, os Compostos A, B ¢ C estdo indicados por pontos vermelhos,
previstos como ndo substratos de Ppg (PGP-), enquanto os Compostos D ¢ E, em azul, previstos
como efluxo ativo por Ppg (PGP+). Moléculas que atuam como substrato da Ppg apresentam
maior probabilidade de serem eliminadas do corpo ou de ndo atingirem concentragdes
terapéuticas adequadas, reduzindo assim sua eficdcia como medicamento. Destaca-se
resisténcia multipla da glicoproteina-P a farmacos (do inglés, multridrug resistence, MDR)
responsdvel por parte dos insucessos de quimioterapicos no tratamento do cancer, logoa
identificagdo de moduladores da P-pg ¢ de relevancia para o desenvolvimento de NCEsno

tratamento do cancer.

Figura 26. Grafico BOILED-Egg dos Compostos A-E.
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FONTE: Adaptada do software SwissADME (2022).
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Um farmaco apds ser absorvido, alcanca a via sist€émica e muitas vezes encontra
proteinas plasmaticas (como albumina e globulinas) as quais pode se ligar. A ligagdo a proteinas
reduz a concentracgdo livre do medicamento no plasma sanguineo, diminuindo a sua atividade
farmacoldgica, uma vez que apenas a fragdo livre é que se torna disponivel para distribui¢ao
para os tecidos alvos e metabolizacdo. No entanto, a formagdo de complexos proteicos pode
prolongar a meia-vida do farmaco, influenciando na duragdo de sua agdo. Dessa maneira, a
ligagdo as proteinas plasmaticas (do inglés, plasma protein binding, PPB) ¢ uma propriedade
farmacocinética e farmacodinadmica fundamental para um candidato a firmaco. Analisando os
resultados dispostos na Tabela, ¢ possivel identificar que os compostos estdo numa faixa de
48% - 72% (o complexo farmaco-proteina pode variar de 1% a 99,9% dependendo da for¢a da
ligagdo), isso significa que apenas o Composto A apresenta maior quantidade na forma livre e
desvinculada dessas proteinas, logo maior disponibilidade, podendo ser mais potente em termo
de atividade bioldgica. Ja os Compostos B, C, D e E que apresentam maior afinidade pelas
proteinas plasmaticas, tendo de ter menor disponibilidade para interagir com seus alvos.
Portando, o, a PPB pode influenciar diretamente a biodisponibilidade oral de um farmaco, além

de ser um parametro importante para determinar a dosagem adequada do medicamento.

5.1.2 Avaliagdo in silico do metabolismo e toxicidade

O metabolismo ou biotransformacao ¢ um processo quimico através do qual o organismo
altera os xenobioticos, preparando para a eliminagdo. Os farmacos podem sofrer depuracao por
via hepatica, hepatobiliar ou renal. Geralmente estruturas lipofilicas sofrem processos
enzimaticos, gerando metabolitos de fase 1 e 2, mais hidrofilicos, para ndo serem reabsorvidos
e voltam para circulag@o sistematica. O processo enzimatico da primeira fase engloba reagdes
catalisadas pelas isoformas do citocromo P450 (CYP450) que levam a metabdlitos mais

polares.

Neste sentido, a segunda parte do estudo in silico prevé quais isoformas do citocroma P450
podem ser inibidas pelos compostos em estudo, e quais sdo os sitios das estruturas que sdo mais
propensas a sofrer a agdo do metabolismo (SOM’s, do inglés, sites of metabolismo). Os
programas SwissADME e Way2drug foram utilizados para essa parte da triagem. Os calculos
foram realizados para as cinco principais isoformas (CYP1A2; CYP2C9; CYP2C19; CYP2D6

e CYP3A4) que correspondem a maior parte do metabolismo oxidativo do organismo, sendo as
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principais CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 responsaveis por cerca de 70% do metabolismo dos
farmacos (LEPPERT, 2011).

Tabela 5. Predi¢ao de inibigcao do citocromo P450 dos Compostos I — SwissADME.
ISOFORMAS DO CITOCROMO P450

Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor

CYpP CYp CYp CYP CYP

1A2 2C19 209 2D6 3A4
Composto A sim nao nao nao nao
Composto B sim nao nao nao nao
Composto C sim nao nao nao nao
Composto D sim sim nao nao nao
Composto E sim sim nao nao nao

FONTE: AUTORAL (2022).

Ao observar a predicao realizar pelo SwissADME observou-se que todos os compostos
apresentam como possiveis inibidores da CYP1A2, uma das enzimas hepatica mais importantes
da superfamilia do citocromo P450, respondendo a 13% a 15% das enzimas CYP hepaticas.
Responsavel por metabolizar muito medicamentos clinicos, como fenacetina, propranolol,
mexiletina, até mesma a cafeina (GUO et. al, 2021). Os Compostos D ¢ E mostraram
probabilidade de atuarem como inibidores também do CYP2C19, contribui em 16% das
enzimas hepaticas e € a principal envolvida no metabolismo de medicamentos antimalaria,
anticoagulante, agentes quimioterapeuticos, anti-epilepticos, inibidores dos canais de proton
entre outros (PETROVC et. al, 2020). Formacos que inibem a atividade de alguma isoforma
dos CYP450 provavelmente provocam um aumento da concentragdo plasmatica do

medicamento, em alguns casos pode levar a efeitos indesejados.

As transformagdes enzimaticamente promovidas na estrutura quimica dos fdrmacos
podem acarretar alteragdes na resposta bioldgica, uma vez que a modificagdes moleculares
podem alterar o farmacdforo, promovendo novas interagdes com outras macromoléculas,
gerando distintos efeitos bioldgicos. Nesse ambito a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda que os estudos do metabolismo do fAirmaco sejam parte obrigatoria nas avaliagdes
pré-clinicas e clinicas de novos medicamentos. A predi¢cdo dos sitios de metabolismo (SOMs)
dos compostos metabolizados pela isoenzima P450 tem a finalidade de modificar a estrutura
quimica para evitar ou minimizar reacdes metabolicas indesejada, aumentando o seu tempo de
meia-vida e otimizando sua biodisponibilidade, além de reduzir a metabolizacdo indesejadas no

organismo, comprometendo sua eficacia clinica.
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A ferramenta Way2Drug, como descrita na metodologia, faz a previsao de SOM’s para
compostos com base nos resultados de previsao de todos os atomos marcados na estrutura. Com
os descritores apropriados ¢ gerado predi¢des de locais de metabolismo. Para discussao dos

dados foram considerados apenas os valores de deltaP (Pt-Pf) positivos, maiores que 0,5.

Tabela 6. Predicao de probabilidade e sitios de interagdes com as isoformas CYP450.

CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

09 o

A 0,649 0,605 0,658 0,700 0,681

0,839 0,701 0,764 0,787 0,781

0,535 - - 0,651 0,540
0,726 0,633 0,664 0,741 0,684
- - - 0,644

Dados retirados da plataforma Way2Drug.

FONTE: AUTORAL (2022).

A plataforma Way2Drug apresenta os possiveis sitios de metabolismo de compostos
para cinco principais citocromos P450 de humanos: CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4.
Cada isoforma do citocromo possui uma especificidade para certos substratos, mas de forma
geral todas elas estdo envolvidas em reagdes de hidroxilagdo e desalquilagdo. A simulacdo

demonstrou que todos os compostos apresentam probabilidade de sofrer metabolizagdo
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oxidativa frente a isoforma CYP3A4 (mais abundante no figado humano), diferindo apenas a
posic¢ao do sitio do Composto C e do Composto E frente aos demais. O mesmo acontece com
a enzima CYP2D6, apenas a posicao dos sitios dos Compeostos C ¢ E diferem dos outros. Essas
isoformas e as outras apresentadas na Tabela estdo envolvidas em rea¢des de hidroxilacdo o-
heteroatomo, no qual substratos com heteroatomos (N, O ou S) sofrem adi¢cdo de um grupo
hidroxila em posi¢ao ao carbono a a eles. Essas oxidagdes ocorrem nos carbonos CH> do grupo
éster da cadeia lateral do nucleo, nos carbonos o da cetona e nas aminas do nucleo imidazolico.
Alguns medicamentos que sofrem desse tipo de reacdo ¢ o omeprazol e o diazepam, no carbono
a do heterodtomo de enxofre e nitrogénio, respectivamente. Outra reagdo de biotransformacgao
que se torna provavel de ocorrer ¢ a desalquilagdo (remog¢ao de grupos alquilas), por meio do
rearranjo intramolecular, uma vez que ha a hidroxilacdo dos carbonos a-heteroatomos, ocorre
a formacdo de acetais ('RO-C-OR?), no caso de heteroatomos de éter, ou aminoacetais (R'NH-
C-OR?), no caso de heteroatomos de aminas secundarias e terciarias (BARREIRO, 2015). Além

disso, destaca-se que as cadeias laterais com esteres podem sofrer reagdes de hidrolise.

A predi¢ao da toxicidade dos compostos foi realizada através do base de dados do
ADMETLab. As propriedades analisadas foram Bloqueador de Herg, relacionado ao canal de
potassio, importante efeito no sistema cardiovascular, Mutagenicidade, capacidade de um
agente causar mutacdes no material genético; Hepatotoxicidade, toxicidade causado ao figado,
além de sensibilidade da pele, lesdo hepatica induzida por medicamentos e dose didria maxima
recomendada (Dados em ANEXO I). Destaca-se que de acordo com a classificacdo de
toxicidade, baseado nos valores de dose letal (LDsp) do ADMETlab, todo os compostos
apresentaram baixa toxicidade, isto €, LDso entre 501 e 5000mg/Kg (Tabela 7).

Tabela 7. Dados de LDso pelo ADMETLab para os Compostos A-E.

LDso (mg/Kg)
A 1098,074
B 825,260
C 893,297
D 873,103
E 611,356

FONTE: AUTORAL 2022.
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5.2 PARTE II. Derivados do nicleo Dihidropiridinico

5.2.1 Sintese dos Derivados do Nucleo dihidropiridinico

As estruturas alvo escolhidas (Figura 28) baseadas

no estudo
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in silico foram

selecionadas para sintese e caracterizagdo, através de uma reagdo multicomponente de

Hantzsch, catalisada por uma nanoparticula superparamagnética, maghemita, como descrito na

metodologia. Obteve-se rendimentos moderados entre 50 e 70%, tendo a solubilidade dos

compostos de imidazol um fator de influéncia na questdo reacional.

Figura 27. Metodologia e estrutura molecular dos derivados do nticleo dihidropiridinico.
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Modificagdes estruturais no nucleo 1,4-dihidropiridinico nas posi¢des 2 e 3 acarretam

moléculas simétricas e ndo simétricas. Além disso, a inser¢do de um grupo substituinte na

posicdo benzilica do anel, posicao 4, reflete na distribuicdo e deslocamento de sinais no

RMN'H. O éster de Hantzsch (HEH — Composto A) apresenta conformagdo planar e larga

simetria estrutural apresentando dois sinais, um em 1,29 ppm (t, /= 7,0 Hz, 6H), e em 4,19 ppm

(q, J= 7THz, 4H), referentes ao acoplamento com CHz e com o CH3 do éster, respectivamente.

Além disso, € possivel verificar um sinal em 5,22 ppm (s, 1H) caracteristico do hidrogénio do

heterodtomo de nitrogénio, este sinal indica a ndo aromaticidade do nticleo dihidropiridinico,

um fator importante visto que o nucleo tende a sofrer oxidag¢do facilmente napresenca de luz,

tornando-se um nucleo piridinico (WECKER, G., 2020).
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Ao fundir um dos lados do nucleo, passa-se a ter a estrutura ndo-simétrica
polihidroquinolina (PHQ — Composto B), de um lado os sinais de CHz e CHa, tripleto e quarteto
respectivamente, do éster se mantém, contudo, apresentam uma diminuicdo da intensidade
devido a perda da simetria. J4 a cadeia externa ciclohexanona, justamente por sua conformagao
ciclica, os hidrogénios acoplam de maneira vicinal com constantes de acoplamento diferentes
entre hidrogénio cis e trans com outros hidrogénios do ciclo gerando sinais ndo muito definidos,
multipletos. Destaca-se ainda que o DMSO, solvente utilizado no preparo da amostra apresenta
sinal em 2,5 ppm, regido caracteristica dos hidrogénios do ciclohexanona, dessa forma todos os
sinais na regido de 2,5-2,2 ppm apresentam sobreposicao,ndo sendo possivel o calculo das
constantes de acoplamento Jcis e Jtrans. Ao tornar a estruturatriciclica (ACD — Composto C)
os sinais caracteristicos do anel ciclohexanona externoapresentam aumento de intensidade

permanecendo no mesmo deslocamento quimico (Figura 29).

Ao comparar os espectros de RMN de 'H dos compostos discutidos anteriormente com
0 composto que sofreu inser¢do do grupo imidazol (Composto D e E), ¢ observado dois sinais
caracteristico da formagao do composto. O principal sinal € o singleto em 4,98 ppm (1H, s),
hidrogénio benzilico, que prova a extensdo da cadeia com o grupo imidazol, além do sinal
proprio dos hidrogénios do nticleo imidazol em 6,71 ppm (2H, s). O esperado para o ntcleo
imidazolico seria dois dubletos, contudo o espectro dos dois compostos (D e E) apresentaram
apenas um singleto com integral de 2H, possivelmente ocorre a sobreposi¢dao dos dois sinais.
Quanto aos sinais da cadeia lateral aberta e fechada ndo ha deslocamento tdo acentuado na

presenca do substituinte (Figura 30).

No espectro dos Compostos C ¢ D ¢ possivel identificar um sinal em 3,3ppm,
caracteristico de agua presente no meio. Ja no espectro do Composto E por questio de
solubilidade no preparo da amostra foi adicionado gotas de DCI para protonar os sitios basicos
e aumentar a solubilidade no meio, contudo isso gerou respostas no espectro, uma vez que
hidrogénios labeis da estrutura podem rapidamente trocar de lugar com o deutério, o que explica
o sinal em 7,97 ppm (s, 12H), com alta intensidade devido ao excesso de acido cloridrico

deuterado adicionado.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H do Composto C (ACD) em DMSO, S0MHz.
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H do Composto D (ImPHQ) em DMSO, 50MHz.
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Um fator pouco abordado na literatura, mas que ¢ de extrema importancia, ¢ a baixa
fotoestabilidade do nucleo dihidropiridinico. Embora, a reacdo redox do nucleo seja bem
conhecida, devido sua similaridade com a papel metabdlico da NAD, esse processo de oxidacao
do nucleo base dihidropiridinico para o nticleo piridinico pode ocorrer por meio fotoquimico,

uma vez que absorvem fortemente na faixa de radiacdo Ultravioleta A (UV-A) entre 320 e 400
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nm (Esquema 6). Contudo, a fotoreatividade dessas substancias pode as tornarem
biologicamente inativas ou toxico para o organismo. Dessa forma, a mudanca da cadeia lateral,
para estruturas mais rigidas, Composto B ¢ C, tornam os compostos mais estaveis frente a

fotooxidagao.

Esquema 5. Fotooxidacao do nucleo dihidropiridinico.

EtO,C CO,Et

FONTE AUTORAL.

O processo quimico de fotodegradagcdo de compostos como os medicamentos da classe
das dihidropiridias como descrito anteriormente também pode gerar fotoprodutos secundarios,
dependendo dos grupos funcionais presentes no anel fenil ou piridinico. O mecanismo
geralmente inicia com a absor¢do de energia da luz pelo composto, levando-o a um estado
excitado de maior energia. Durante esse processo, ocorre a transferéncia de um proton,
possivelmente proveniente do solvente, para o estado excitado. Ao retornar para o estado de
mais baixa energia, o composto pode liberar radicais livres ou fotoprodutos reativos. Esses
produtos resultantes da fotooxidagao podem apresentar potencial téxico para as membranas
celulares e 0o DNA. A interagdo dos fotoprodutos com as estruturas celulares pode causar danos
as células e aos tecidos, podendo levar a reacdes adversas na pele (LUCA et al., 2019). Por esse
motivo, tanto a durante a sintese dos compostos, como apds purificados eles sao mantidos sobre

protegdo da luz.



76

Figura 30. Mecanismo de fotodegradacao das 1,4-dihidropiridinas (DHPs) proposto por de
Luca et al. 2019.
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FONTE DE LUCA ET AL., 2019.

Uma estratégia para fotoestabilidade das 1,4-dihidropiridinas € o uso de encapsulamento. O
encapsulamento envolve a inser¢ao dessas substancias em um ambiente confinado, matrizes
como polimeros, lipossomas, nanoestruturas ou ainda por formacao de complexos de inclusao,
no caso da ciclodextrinas (CDx) a 1,4-dihidropiridina fica localizada na cavidade do
macrociclo. Esse encapsulamento permite uma protec¢ao contra a degradagdo fotoquimica, além
de oferecer vantagens em termos de solubilidade e liberagdo controlada do composto

(WECKER, G., 2020).

5.2.2 Determinagdo do pK, das estruturas por titulagdo potenciométrica

Um fator determinante para permeacao de um farmaco em membranas ¢ a difusao neste
meio, como a solubilidade lipidica € determinante neste processo, a ionizagao de farmacos pode

reduzir significativamente a capacidade de absor¢ao.

No caso de estruturas acidas e basicas fracas, ou seja, que perdem ou ganham protons
de acordo com o pH do meio, a capacidade de difundir de um meio hidrofilico para um
hidrofébico ou vice-versa € afetada, visto que a carga eletrostatica de uma molécula ionizada
atrai dipolos de agua e resulta em um complexo polar (KATZUNG, 2014). Os compostos
estudados neste trabalho apresentam dois sitios com cardter basico contido por amina

secundaria e terciaria, o nuicleo dihidropiridinico e o nicleo imidazol.
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Os Compostos A ¢ D (HEH ¢ ImPHQ) foram os escolhidos para determinar seus
equilibrios quimicos de protonacdo através de uma titulagdo potenciométrica. O composto
HEH em solugdo aquosa apresenta pH entre 8,0 ¢ 9,0, com baixa solubilidade, ao acidificar,
pH préximo a 1,0, o composto passa a ser soluvel em dgua, em razdo do seu sitio nitrogenado
do heterociclo passar a ser catidnico. A determinagdo potenciométrica do pKa da espécie
protonado do HEH baseou-se nas mudangas do pH com adi¢do do titulante, pelo método da

segunda derivada, descrito na metodologia.

Dessa forma, foi possivel calcular o valor da constante de dissociacao do HEH através
do pH inicial e do ponto de equivaléncia (tratando o composto como acido monoprotico),

obteve-se um pKai =1,28.

Figura 31. Titulacdo potenciométrica do Composto A (HEH) em H>O, KOH 0,087mol. L' e
[HEH] = 5x107 mol.L".
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Na curva de titulagdo (Figura 29) verifica-se apenas um ponto de inflexdo referente ao
equilibrio entre a espécie cationica (1) e neutra (2), pois o segundo hidrogénio ligado ao
nitrogénio (3) ndo apresentou um ponto de inflexdo perceptivel, em consequéncia da fraca
acidez e maior estabilidade comparado a espécie anidnica, representados no Esquema 6.
Contudo, ¢ notado a conversao direta do composto reduzido para o composto oxidado (4), esta
justificativa € elucidada na espectrofotometria de absor¢do, que sera discutida posteriormente,

devido ao aumento de uma banda em 280nm, caracteristico da espécie oxidada.
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Esquema 6. Equilibrio quimico de protonagao da espécie HEH em meio aquoso.

NAO PERCEPTIVEL

)
FONTE: AUTORAL (2023).

Na titulag@o potenciométrica do Composto D (ImPHQ) foi observado dois pontos de
inflexao (Figura 30). No primeiro ponto de inflexdo, em torno de pH = 6, foi obtido um pKa; =
1,67 caracteristico do equilibrio quimico do ntcleo dihidropiridinico neutro (1) e cationico (2),
como discutido anteriormente. J4 o segundo ponto com pH em torno de 8,0, correspondente de
50% da espécie do imidazol cationica (2) e 50% da neutra (3) que permitiu a obtengdo do

segundo valor de constante de acidez pKa> = 6,96.

Esquema 7. Equilibrio quimico de desprotonag¢do do composto ImPHQ em meio aquoso.

(4)
NAO PERCEPTIVEI

FONTE: AUTORAL (2023).
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Figura 32. Titulagdo potenciométrica do composto ImPHQ em H,O, KOH 0,087mol. L' e
[ImPHQ] = 5x1073 mol.L!.
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O equilibrio de protonagdo do niticleo imidazol neutro ¢ caracteristico dos seus dois
nitrogénios presentes, dando-lhe carater anfotero, pois pode atuar como acido (pKa =14,5) ou
base (pKaH= 7,0) como representado na Figura 31. A protonacdo da espécie neutra ocorre
favoravelmente no nitrogénio 3 que além de possui par de elétrons livre em orbital sp?, a espécie
cationica gerada conserva a aromaticidade do heterociclo. Enquanto no nitrogénio 1, o par de
elétrons estd em ressondncia com o anel e a formagdo de uma espécie catidnica leva a uma

estrutura nao aromatica.

Figura 33. Equilibrio 4acido-base da estrutura do imidazol.
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FONTE: Adaptada de Quim. Nova, 2021.
Destaca-se que este estudo se torna relevante em razao de sua forma protonada poder
atuar como catalisador 4cido e sua forma neutra poder atuar como catalisador basico. O papel

catalitico do nucleo imidazol é encontrado em processos bioldgico enzimaticos, visto que sitios

enzimaticos possuem grupos imidazois que exercem inimeras fungdes como exemplo
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sinalizagdo e regulagdo da atividade celular, provimento de energia através de anidridos

fosforicos (ATP) e metabolismo.

5.2.3 Estudo fotofisico

O estudo fotofisico dos derivados do ntcleo dihidropiridinico foram determinadas por
método espectroscopico de absor¢do na (i) regido do UV-Vis (ii) emissao de fluorescéncia (iii)
rendimento quantico como descrito na metodologia. Os Compostos A-E apresentam duas
bandas de absor¢ao na regido UV-Vis caracteristicas, uma banda mais intensa situada em torno
de 260 nm e outra, de menor intensidade, na regido de 350-380 nm. Essa ultima banda
corresponde a transigdes eletronicas m-m*, a partir dela foram retirados os valores de
absortividade molar (€), calculados através da equacao de Lambert-Beer (curvas de calibragao
estdo anexadas na segdo C).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia dos compostos mostram uma banda entre 415
e 455 nm, com um deslocamento de Stokes entre 30 e 80 nm, calculadas através do espectro de
excitacdo obtido para o maximo de emissdo. Apenas o Composto C apresentou rendimento

quantico absoluto significativo.

Tabela 8. Propriedades fotofisicas dos Compostos A-E em EtOH [ ]=1x 10* mol L

ALabs/hAem, nm *£ max AAst, nm ()]
( X104 L mol_lcm_l)
A 373/456 0,61 83 0,146
B 387/453 0,58 66 0,146
C 388/453 1,11 65 0,49
D 363/459 1,61 96 -

E 365/459 1,46 94 -
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Aabs = comprimento de onda de absor¢do; Aem = comprimento de onda de emissdo; € = coeficiente de absorgdo;
Alst= deslocamento de Stokes; @ = rendimento quantico.

* Curvas de calibragdo Anexo C.

Com os resultados obtidos nos espectros de absor¢do e emissdo de fluorescéncia em
etanol foi possivel elucidar a mudanga do comportamento fotofisico do cromoforo
dihidropiridinico (Composto A) com o (i) aumento da rigidez do anel (Composto B ¢ C) e com
a (i1) hibridizagao do grupo imidazol na posi¢ao 4 do heterociclico nitrogenado (CompostoD ¢
E) (Figura 34).

Figura 34. Estruturas sintetizadas relacionadas com o aumento da rigidez do ciclo e a
inser¢do do grupo imidazol no anel.
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FONTE AUTORAL (2023).

As modificacdes do Composto A (éster de Hantzsch) para uma estrutura biciclica ndo
simétrica (polihidroquinolina, Composto B) e uma triciclica de maior rigidez (acridinodiona,
Composto C) levou a diferentes caracteristicas fotofisicas principalmente em relagdo a emissao
de fluorescéncia. Observou-se, um deslocamento batocromico (regido do vermelho) no espectro
de absorcdo do Composto B ¢ Composto C em relagdo ao Composto A. Enquanto para o
espectro de emissao de fluorescéncia houve um pequeno deslocamento hipsocromico. Destaca-
se que a emissao de fluorescéncia do Composto B apresentou maior intensidade comparada ao
Composto C, esse favorecimento se deve a conjugagao do sistema eletronico w do grupo éster
juntamente com as insatura¢des do anel piridinico que supera a maior rigidez do Composto C.
Contudo, o Composto C apresentou maior rendimento quantico absoluto, o que a torna mais

eficiente na conversao de energia absorvida em luz emitida.
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A hibridizacao do grupo imidazol no Composto B ¢ no Composto C proporcionou
mudangas significativas no comportamento fotofisico da molécula. O espectro de absor¢ao do
Composto B apresenta uma banda caracteristica em 387 nm. Ja na presenca de um imidazol na
posicao 4 do anel hd um deslocamento hipsocrémico para 363 nm. O espectro de emissdo do
Composto B apresenta uma banda em torno de 453 nm, enquanto na presenga do heterociclo
nitrogenado ha decréscimo de intensidade de fluorescéncia, fazendo com que a presenca de um
substituinte possa ser dependente do maximo de emissao do Composto B. A literatura descreve
que a banda de emissdo relativa ao nticleo dihidropiridinico presente nas moléculas ¢ resultado
de processos de transferéncia de energia (E7, do inglés Energy Transfer) entre o nucleo
dihidropiridinico e o susbstituinte aromatico, neste caso o imidazol, bem como transferéncia
intramolecular de carga (IC7, do inglés Intramoelcular Charge Transfer) entre o grupo
carbonilico da cadeia lateral e o nitrogénio do nucleo dihidropiridinico (PAVEZ, P., et al.,
2007). Ja ao inserir o substituinte imidazol no composto triciclico (Composto C) o espectro de
absor¢cao do Composto E mostra um deslocamento para comprimento de onda menor,de 388
nm para 365nm, onde o deslocamento ¢ maior na emissdo de fluorescéncia, sofrendo um
deslocamento hipsocromico de 6 nm e um decréscimo de cerca de 10 vezes em intensidade.

Figura 35. Espectro de absor¢@o na regido UV-Vis para os Composto A-E em etanol
[1=1.10% mol L.
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Figura 36. Espectro de emissao de fluorescéncia para os Composto A-E em etanol
[]=1x10%mol L.
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As moléculas podem sofrem diversos efeitos com a mudanca do ambiente em que se
encontram, podendo afetar a sua absor¢do ou emissdo de energia durante o processo. Dessa
forma, a intensidade, comprimento de onda e até suas propriedades podem ser alteradas. Essas
mudangas podem se dar pela diferenca de polaridade do solvente no meio que o composto esta
(solvatocromismo). A fim de analisar o comportamento dos compostos em diferentes ambientes
quimicos, nesta ultima parte do estudo fotofisico utilizou-se dois grupos de solventes polares e
apolares, sendo subdivido os polares em préticos e aproticos, a fim de compreender o

comportamento dos derivados dihidropiridinicos em diferentes meios.

A Tabela 9 indica a constante dielétrica dos solventes utilizados nesse estudo, o valor é
diretamente relacionado com a polaridade do solvente e sua capacidade de solvatar o soluto.

(REINCHARDT, 2002).

Tabela 9. Constante Dielétrica dos solventes DMSO, etanol, diclorometano e 1,4-dioxano.

Solvente Constante Dielétrica
DMSO 46,7
EtOH 24,5
CH:CL: 9,1
1,4-DIOXANO 2,25

FONTE HAYNES W.M., 93 ed., 2012.
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Os Compostos (A-E) apresentaram leve solvatocromismo com a mudanca da polaridade
do meio. As transi¢des eletronicas ocorrem em velocidades muito mais rapidas do que o
rearranjo do solvente na presenca das moléculas, assim as mudancas de energia envolvidas na

absor¢ao e na emissao sao diferentes (LAKOWICZ, 2006).

Tabela 10. Propriedades fotofisicas dos Compostos A-E em DMSO, Etanol, Diclorometano

e 1,4-Dioxano.

DMSO EtOH CH:ClL:2 1,4-Dioxano

= O O =W »

AAbs(€) AEm (®) AAbs(€) AEm(®) AAbs(f) AEm(®) AAbs(€) AEm (®)
372(0,15) 455(0,142) 372(0,61) 454 (0,146) 357 (1,56) 437 (1,46) 362 (3,11) 450 (0,146)
380 (0,83) 448 (0,146) 381 (0,58) 453 (0,146) 369 (0,46) 425 (0,146) 369 (0,85) 443 (0,146)
382(1,50) 443 (0,44) 386 (1,11) 449 (0,49) 371(0,37) 423(0,73) 370(0,17) 370 (0,45)
358 (2,27)  424() 360 (146) 425() 354(0,67) 420() 356 (0,67) 421()
363(2,00)  419(-)  365(1,16)  418(-)  357(0,18)  418(-)  360(0,14)  416(-)

Parametros: Aabs = comprimento de onda de absor¢io (nm); € = coeficiente de absor¢do (1x 10* L mol-lem™); Aem =

comprimento de onda de emissdo (nm); ® = rendimento quéntico.

Para discussdo dos resultados foi selecionado o 1imidazol-polihidroquinolina
(Composto D). Nas transicoes eletronicas m — m * em solventes mais polares (DMSO e etanol)
¢ observado uma maior intensidade de absor¢ao e um deslocamento batocromico (vermelho)
em relacdo aos solventes menos polares (diclorometano e 1,4-dioxano). Essa diferenca ainda ¢é
percebida ao comparar diretamente a capacidade do solvente em fazer ligagdo de hidrogénio
com o substrato. O etanol promove um deslocamento batocromico em comparagao ao DMSO,
por se tratar de um solvente polar protico, quando o composto estd dissolvido nesse meio, os
prétons do solvente podem formar ligagdes de hidrogénio com grupos doadores de elétrons da
molécula adsorvente. Essas interagdes estabilizam o estado eletronico excitado da molécula,
como resultado diminui o momento de dipolo dos estados So € Si e por conseguinte esse
processo ¢ evidenciado no espectro de absor¢do pelo aumento do comprimento de onda. Em
acréscimo, essa menor contribuicdo de polarizabilidade do etanol, contribui para uma menor
intensidade de absor¢do, enquanto o DMSO, por ndo promover ligacao de hidrogénio, gera uma
maior polarizabilidade e uma possivel transferéncia interna de carga (IC7, do inglés

Intramoelcular Charge Transfer) e/ou transferéncia de energia (E7, do inglés Energy Transfer)
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no nucleo dihidropiridinico, o que conduz a uma intensidade de absor¢do maior. A comparagao
do comprimento de onda e a intensidade de absor¢ao dos compostos em solventes menos
polares (diclorometano e 1,4-dioxano) evidencia um pequeno deslocamento hipsocromico da
banda m — 1 * para o azul, isto resulta de um estado eletrdnico excitado menos estabilizado,
logo uma maior contribui¢do de polarizabilidade em S;.

Figura 37. Espectro de absor¢ao na regido UV-Vis para o Composto D (ImPHQ) em
DMSO, etanol, diclorometano e 1,4-dioxano ([ImPHQ] =1.10" mol L').
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Os espectros de emissdo de fluorescéncia, obtidos pela excitacdo do composto D,
mostraram apenas uma banda situada entre 420nm. O valor do deslocamento de Stokes,
calculado através da diferenca entre o comprimento maximo de emissao e de absor¢ao dos
diferentes solventes, esta entre 65 ¢ 66 nm. Esse valor esta relacionado ao nivel de relaxagao
sofrido pelo estado fundamental e excitado da molécula, como descrito na revisdo bibliografica.
O fluoréforo apresenta um maior momento de dipolo no estado excitado, contudo quanto maior
for a polaridade do solvente que o soluto se encontra, maior sera a estabilizagdo e maior sera a
emissao de fluorescéncia. Isso fica claro, ao observar a banda de emissdo em etanol, uma
intensidade cerca de 6,5 vezes maior comparada aos demais solventes, essa diferenca estd
atribuida a diretamente ao rearranjo das moléculas de etanol com o imidazol-

polihidroquinolina.
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Figura 38. Espectro de emissao de fluorescéncia para os Composto D em DMSO, etanol,

diclorometano e 1,4-dioxano ([ImPHQ] =1 x 107> mol L") slit 5,0.
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5.3 PARTE III. Estudo Espectroscopico: Modo de Interacdo de Derivados do Nucleo
Dihidropiridinico e ctDNA (Calf-Thymus)

Nesta terceira parte do trabalho, o foco se deu em designar as possiveis estruturas
derivadas do nucleo dihidropiridinico que interagem com o DNA, para entender o mecanismo
de a¢do em nivel molecular e investigar o possivel potencial de novos candidatos terapéuticos
para algumas doengas como alvo a biomolécula. O estudo do mecanismo de interagdo acido
nucléico-ligante se deu por dois métodos espectroscopicos: absorcao UV-Vis e emissao de
fluorescéncia. Para este estudo, foi selecionado os compostos HEH (Composto A) ¢ o InACD

(Composto E).

Figura 39. Estrutura dos nucleos dihidropiridinicos avaliados.

) 0
/\o ‘ ‘ o/\
N
H
COMPOSTO A ( HEH) COMPOSTO E (ImACD)
FONTE AUTORAL 2023.

5.3.1 Interacdo do DNA-ligante determinada por UV-Vis

Para avaliar o mecanismo dominante no processo de interagdo com o ctDNA,
inicialmente utilizou-se o método de absor¢do na regido UV-Vis. Sabe-se que o ctDNA
apresenta uma banda caracteristica em 260 nm relativo as transi¢des eletronicas dos grupos
croméforos das purinas (adenina e guanina) e pirimidina (citosina e guanina) (RUIZ-
GONZALEZ V., et al., 2011). Enquanto, os compostos avaliados apresentam duas, uma em
torno de 260 nm e outra na faixa de 350 e 380 nm, sendo a segunda a banda da transi¢ao
eletronica m — 1 *, descrita nos estudos fotofisicos. Dessa forma, foi acompanhado a segunda
banda de absorc¢ao dos compostos e adicionado proporgdes crescentes de ctDNA ao meio (0:1,

1:1, 1:2).

Ao adicionar ctDNA no sistema ocorrem mudancas espectrais significativas, indicando
interacdo do composto com a biomolécula. A diminuicdo do sinal de absorbancia (efeito

hipocrémico) e o deslocamento para a regido vermelha, comprimentos de onda maiores (efeito
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batocromico) do espectro pode ser indicio de intercalagdo da molécula com o ctDNA. Esse
efeito pode ser resultado do empilhamento 7 (interagao 7 stacking) entre o cromoforo e os pares
de base do DNA, ou seja, interacao entre os orbitais 7 e m * do ligante e dos orbitais das bases
de DNA empilhadas. Neste processo, os orbitais m * do ligante passam interagir parcialmente
com os orbitais m das beses do DNA, essa interagao eletronica diminui a probabilidade de
transicao eletronica, uma vez que m * do ligante foi parcialmente preenchido pelo acoplamento
com o orbital 7 das bases, afetando a intensidade de absor¢ao do composto (SIRAJUDDIN M.
et al., 2013).

No entanto, se um aumento do sinal de absorbancia (efeito hipercromico) e/ou
deslocamento para a regido azul do espectro, comprimentos de onda menores (efeito
hipocrémico) € reflexo de mudangas na conformacao e na estrutura do DNA e do ligante. Apds
a interagdo complexo-DNA ter ocorrido pode ocorrer uma atragao eletrostatica com os grupos
fosfatos, carregados negativamente, no exterior da hélice do DNA (SIRAJUDDIN M. et al.,
2013). Embora essa interacdo eletrostatica desempenhe um papel na ligacdo de pequenas
moléculas ao DNA, a for¢a dessa interacao pode ser afetada pela concentragao de ions no
sistema. O estudo de Jie-HuaShi e colaboradores mostrou que quando a concentragdo de ions
(NaCl) aumenta no sistema, a ligagdo eletrostatica entre o ligante e 0 DNA tende a diminuir, e
outros modos de ligacdo podem se tornar mais dominantes, como o groove. Ligantes que se
ligam a fenda do DNA (maior ou menor) contém ligagdes com liberdade de rotacdo, a fim de
adotar uma conformacao apropriada para realizar essa interagdo com a dupla hélice. Isso pode
explicar por que a ocorre a variagdo de absorbancia no complexo composto-ctDNA,

dependendo do meio que se encontra (SHI J. et al., 2014).

Dessa forma, a partir do espectro do Composto A (HEH) observou-se que ao adicionar
2,5 vezes o excesso de ctDNA em relagdo ao composto, ocorreu um aumento de absorcao, efeito
hipercromico, demostrando que o HEH pode ter realizado ligacao eletrostatica com o DNA, ou
seja, por efeito do meio fisiologico, ou interagdo via fenda, visto que o composto apresenta certa
flexibilidade por apresentar mais de um carbono sp> na estrutura. Contudo, ao adicionar um
excesso de 5x ou mais de ctDNA no meio, ocorre uma diminui¢cao do sinal de absorcao e
possivelmente alteracdo no modo de ligacdo com o DNA, passando a intercalar aos pares de
base da dupla hélice. Logo, conclui-se que as razdes DNA-ligante pode interferir diretamente
no modo de ligagdo do composto com a biomolécula, podendo intercalar em meio saturado ou

interagir via ligacao eletrostatica ou groove.
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Figura 40. Espectro de absor¢ao do Composto A (HEH) livre e na presenca de concentragdes
crescentes de ctDNA. Condigdes: solucao tampao Tris (50mM, pH = 7,47) contendo NaCl
100mM.
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O mesmo estudo foi realizado com o Composto E (ImACD) de acordo com o espectro
apresentado na Figura 41. Nota-se o modo de ligacao entre a molécula e o DNA variaconforme
0 meio mais uma vez. Em uma relacao 1:1 de ligante ctDNA ha um aumento da absor¢do do
ligante, j4 com a adicdo de 2 vezes mais da biomololécula no sistema ocorre uma pequena
diminui¢do da absor¢do. No entanto, em um meio supersaturado, o sinal de absor¢do volta a
aumentar, assim, o modo de ligacio do imidazol ¢ influenciado pelas mudancas no
microambiente. Justamente por a estrutura do composto ter dois planos coplanares, a estrutura
triciclica e o anel imidazol aromatica hibridizado no carbono benzilico conseguem seinterpor
entre os pares de bases do DNA, esse complexo DNA-ligante ¢ entdo estabilizado porforcas
intermoleculares, como ligagdo de hidrogénio ou até mesmo intera¢do m-stacking entre os
grupos aromaticos heterociclicos dos pares de bases e o composto. No entanto, esse mesmo
composto apresenta também caracteristicas estruturais para interagir via groove menor, por se
tratar de uma molécula pequena, podendo entdo, como o composto anterior ser dependente das

razdes DNA-ligante.
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Figura 41. Espectro de absor¢ao do Composto E (ImACD) livre e na presenga de
concentracoes crescentes de ctDNA. Condigdes: solucao tampao Tris (50mM, pH = 7,47)
contendo NaCl 100mM.
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5.3.2 Interacdo do DNA-ligante determinada por fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia ¢ comumente usada para estudar interacdes entre
moléculas de ligantes pequenos e 0o DNA. Uma das vantagens da fluorescéncia molecular em
comparagdo com outras técnicas, como UV-vis, ¢ sua alta sensibilidade, ampla faixa de
concentracdo e seletividade (SIRAJUDDIN M. et al., 2013). Assim, a maneira como 0s

compostos se ligam ao DNA pode ser determinada por espectroscopia de fluorescéncia.

A partir das caracteristicas espectroscopicas conhecida das estruturas, uma avaliagdo da
interacdo dos Composto A ¢ Composto E com o ctDNA via emissdo de fluorescéncia foi
realizada. Os compostos A e E sofrem excitagdo em 384 e 372nm respectivamente, e
apresentam emissao significativa em 464 e 421nm respectivamente. Na presenca de ctDNA no
sistema, em concentragdes crescentes (1:0, 1:1,1:2), observou-se um aumento gradual da
intensidade de fluorescéncia intrinseca de ambos compostos (Figura 42 e Figura 43). Uma
explicagdo plausivel seria que a insercao desse composto a sequéncia de bases do DNA, fora
uma espécie de "empilhamento" dentro da estrutura helicoidal do DNA. Quando essas
moléculas estdo livres e ndo ligadas ao DNA, sua rotacdo favorece outros processos de
desativagdo que nao envolvam a emissao de luz (SIRAJUDDIN M. et al., 2013). No entanto,

quando essas drogas estdo ligadas ao DNA, a desativacdo através da emissdo de fluorescéncia
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¢ mais propicia, visto que leva a uma restri¢ao no grau de rotagdo da molécula, torando-as mais

planares (rigidas) e desta forma intensificando a emissdo de fluorescéncia (HAN, et al., 2014).

Figura 42. Espectro de emissao de fluorescéncia do Composto A (HEH) livre e na presenca
de concentragdes crescentes de ctDNA. Condigdes: solugao tampao Tris (S0mM, pH = 7,47)
contendo NaCl 100mM.
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Figura 43. Espectro de emissdo de fluorescéncia do Composto E (ImACD) livre e na
presenca de concentragdes crescentes de ctDNA. Condigdes: solugdo tampao Tris (50mM,
pH = 7,47) contendo NaCl 100mM.
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E importante destacar que no caso de agentes de ligacdo as fendas (grooves) do DNA,
interacdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio ou interacdes hidrofobicas estdo envolvidas.

Essas interagdes conduzem os ligantes a espinha dorsal de grupos fosfatos do DNA, sendo
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possivel observar uma diminuicao na intensidade da fluorescéncia do ligante (SIRAJUDDIN

M. et al., 2013).

Para confirmar se realmente trata-se de um modo de ligacdo por intercalagdo realizou-
se um ensaio de competicdo com brometo de etidio (BE). Esse composto apresenta baixa
emissao de fluorescéncia, no entanto na presenca de DNA acaba intercalando entre os pares de
bases, ocasionando um aumento da intensidade de sua fluorescéncia. Neste estudo, observou-
se que o brometo de etidio, com emissdo em aproximadamente 620 nm, na presenga de ctDNA
aumenta sua intensidade de fluorescéncia cerca de 2x, nesse sentido foi realizado uma titulagao
com o Composto A (HEH) no sistema. Observou-se que a intensidade de emissao do complexo
BE-ctDNA ndo sofreu variagdes significativas, como mostra o espectro da Figura 44. Infere-se
entdo que o HEH ndo apresenta capacidade de deslocar o BE do DNA, assim evidéncia que
possivelmente o modo de ligagdo desse composto ndo se da por intercalagdo. Em acréscimo,
foi monitorado por cerca de 12h a emissao de fluorescéncia apés um excesso do Composto A
no sistema BE-ctDNA e ndo houve variacdo na intensidade de fluorescéncia como mostra a
Figura 44.

Figura 44. Espectro de emissdo do brometo de etidio (BE) livre, na presenca de ctDNA e em
concentragdes crescentes do Composto A.
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Figura 45. Monitoramento da intensidade de fluorescéncia no sistema BE-ctDNA na presenga
de 105uM do Composto A.

1000

800

600

400

Intensidade de fluorescéncia

200 EEEEEEEEEEEEEEgEEEEEEERESR

0 L e e
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Tempo (min.)

5.3.3 Estudo complementar: docking molecular

Em parceria com o Prof. Dr. Claudio M. Soares, do Instituto de Tecnologia Quimica e
Bioldgia Antonio Xavier da Universidade Nova de Lisboa, Portugal, e o pds-doutorando
Rodrigo Costa Zeferino foi possivel realizar ancoragem molecular dos compostos apresentados

nesse trabalho com o DNA.

O estudo de docking molecular foi conduzido no programa AutoDock4 com a funcao de
scores AutoDock Vina (TROTT O e OLSON A., 2009). A estrutura do receptor DNA utilizado
foi PDB 5t4w (foram atribuidas cargas de -15.99992 e inseridos apenas os hidrogénios polares).
Para o célculo das diferencas conformagdes dos ligantes foi definido as ligagdes sigmas como

rotacionaveis.

Figura 46. Estrutura DNA 5T4W d(CGTGAATTCACG) do Protein Data Bank.

FONTE RCSB PDB: Homepage, 2023.
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Neste trabalho serao apresentados os dados dos Compostos A e¢ E, a fim de
complementar o estudo de modo de ligacdo com ctDNA apresentado anteriormente. As trés
primeiras poses foram a de menor energia, porém o desvio padrao aumenta muito, portanto ¢
considerado apenas a pose 1 como o melhor resultado (Figura 47). Observou-se que em todas
as poses 0 modo de interagdo para os dois compostos corresponde a fenda menor, por serem
ligantes de tamanho pequeno, ocorre a preferéncia de se posicionar onde o espago entre as
duplas fitas ¢ menos amplo. Além disso, € possivel que esse modo de interagdo por meio de sulco
seja mais forte em comparagdo com as interagdes do tipo forgas intermoleculares envolvidas

entre os pares de bases do DNA.

Figura 47. Pose dos ligantes A e E na fenda menor.

COMPOSTO A COMPOSTO E
(HEH) (ImACD)

FONTE PyMOL.

A afinidade da ligacao entre o ligante e a biomolécula alvo apos a interagdo ¢ estimada
pelo método SCORE, ferramenta disponivel no software AutoDock Vina. Os valores de energia
de afinidade resultam da anélise das intera¢des de hidrogénio, bem como dos graus de liberdade
rotacionais e translacionais, além das interacdes hidrofobicas presentes nas moléculas. Valores
negativos indicam uma interagdo espontanea e representam a capacidade do ligante em interagir
com eficdcia com a biomolécula alvo. Na tabela 11, os valores de energia de ligagdo sdo

apresentados para as cinco melhores poses dos ligantes A e E.
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Tabela 11. Dados de energia de ligagdo das melhores poses dos ligantes A ¢ E.

POSE COMPOSTO ENERGIA DE LIGACAO
(kcaL.moL™)
-6,4

-6,3
] -6,3
N -6,3
6,3
8,3
7.8
7.6
7,6
7,5

N A W N = 0 B W N =

COMPOSTO E (ImACD)

FONTE AUTORAL.

A presenca do imidazol no nucleo dihidropiridinico promove um acréscimo de
aproximadamente 30% na estabilidade do complexo ligante-DNA. Esse aumento esta
relacionado com uma maior afinidade dos nitrogénios do imidazol com as bases nitrogenadas
e a dupla fita do DNA. O papel do imidazol ainda pode ser evidenciado pelo ProteinPlus
(https://proteins.plus/). A partir da conversdo do arquivo da pose 1 do ligante E do PDB para
SDF, o recepetor DNA ¢ inserido como PDB, e a ferramenta permite além do calculo do
tamanho do sitio ativo para enzimas, o mapa de interagdes em duas dimensoes, Figura 48. O
sitio de ligacdo no DNA (fenda menor), conforme previsto pelo site, possui 32 aceptores de
ligacdo de H e profundidade de 10,5 angstrons, adequado para uma pequena molécula contendo
doadores de ligacdo de H. Concluindo que, o imidazol realiza interagdes m com a base

nitrogenada adenina do DNA.


https://proteins.plus/

Figura 48. Mapa de interagao do ligante E com base nitrogenada adenina do DNA.

FONTE ProteinsPlus.
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6. CONCLUSOES
Este trabalho utilizou-se de um conjunto de ferramentas, mediante a colaboracao de

diferentes areas da quimica, permitindo ndo somente a obtencdo de possiveis novos
candidatados a farmacos como também uma sintese mais direcionada, consequentemente,

trazendo otimizagdo de tempo e beneficios econdmicos.

Uma classe de derivados do nticleo dihidropiridinico, importante classe de compostos
farmacéuticos devido a sua semelhanga estrutural com a coenzima NADH, foram modulados
em relagdo a sua cadeia lateral e hibridizados com um grupo imidazol. A primeira parte deste
estudo envolveu uma triagem in silico de suas propriedades farmacocinéticas de
biodisponibilidade, metabolismo e toxicidade. Essa avaliacao foi realizada utilizando bases de
dado online, tais como SwissADME, ADMETlab e Way2Drug. Os resultados dessa triagem
indicaram caracteristicas satisfatorias no que concerne as propriedades ADMET, que incluem
absorcao, distribui¢do, metabolismo, excrecao e toxicidade. Contudo, estudos subsequentes in
vitro € in vivo sao necessarios para validagdo dos parametros observados na avaliacao

computacional.

A segunda parte realizada foi a sintetize dos Compostos A - E (HEH, PHQ, ACD,
ImPHQ e ImACD) por reacdo multicomponente de Hantzsch, com a utilizagdo do catalisador
maghemita, obtiveram-se rendimentos bons a moderados. Os compostos sintetizados foram
entio devidamente caracterizados por RMN 'H e RMN !*C. Além disso, o equilibrio de
protona¢do dos Compostos A e D foram determinados por titulagdo potenciométria em meio
aquoso. Para o Composto A foi determinado pK.;= 1,28 e para o Composto E, pK,;= 1,67
referente ao anel dihidropiridinico, e pKa> = 6,96 referente ao anel imidazol. Concluiu-se que

em meio fisioldgico os compostos ndo apresentam cargas.

As propriedades fotofisicas desses compostos foram estudadas em quatro solventes com
constantes dielétricas diferentes. A obtencdo dos espectros de absor¢do e emissdo de
fluorescéncia permitiu investigar tanto o efeito do solvente nos compostos, como a mudanca na
estrutura conformacional do nucleo dihidropiridinico. Os compostos apresentaram leve
solvatocromismo, sendo mais evidente em meio polar protico. J4 a mudanca de uma cadeia
lateral e a hibridizagdo com o nucleo imidazol promoveram deslocamentos na banda de
absor¢do e emissdao, comprovando que o grupo substituinte imidazol no anel dihidropiridinico

interfere diretamente no maximo de intensidade de fluorescéncia.



98

Na terceira parte do trabalho os Compostos A ¢ E selecionados mostram interacao
significativa com o DNA empregado, através da técnica espectroscopica de UV-Vis e emissao
de fluorescéncia. De acordo com os espectros de absorcao obtidos ambas as moléculas
dependem do microambiente que se encontra com o DNA para definir o seu modo de ligagao.
O Composto A em ambientes saturado de DNA apresentou efeito hipocromico, indicando um
possivel modo de intercalagdo com os pares de bases nitrogenadas. No entanto, o Composto E
apresentou um efeito hipercromico com o aumento de DNA no sistema, inferindo que
possivelmente seu modo de ligagdo seja via groove ou ligacdo eletrostatica. Na emissdo de
fluorescéncia ambos compostos apresentaram aumento de emissao na presenga de DNA, devido
a uma restricdo no grau de rotacdo da molécula. Por meio de um ensaio de competicao
empregando brometo etidio foi possivel perceber que o Composto A ndo atua de modo

intercalente, mas possivelmente via groove.

Por fim, o Docking Molecular corroborou para confirmar por quais sitios ocorrem as
interagdes dos compostos com o DNA. Os dados de energia de afinidade mostraram a atuacao
dos ligantes pela fenda (groove) menor do DNA, devido aos seus pequenos tamanhos, além de
ndo geraram uma interagao tao forte para ficar intercalados entre as bases nitrogenadas da dupla

hélice, como era uma suposicao pelo estudo espectroscopico com ctDNA.
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PERSPECTIVAS

As perspectivas deste trabalho envolvem maior elucidagao dos resultados apresentados por

meio de estudos complementares:

v

v

v

O

Aumentar a biblioteca de estudo in silico de derivados do nucleo dihidropiridinicos, o
que ja esta em andamento pelo grupo de pesquisa;

Realizar docking molecular das demais estruturas com o DNA alvo, comprovando o
modo de interagdo macromolécula ligante, ja em andamento, parceria, com o Prof. Dr.
Claudio M. Soares, do Instituto de Tecnologia Quimica e Biologia Antonio Xavier —
Universidade Nova de Lisboa, Portugal;

Realizar estudos complementares de interagao com ctDNA;

Realizar ensaios in vitro frente as células de hepatocarcinoma humano (HepG-2),
adenocarcinoma de mama (MCF-7), gioblastoma humano (A172) e cancer de colo
(HeLa) em parceria com o Laboratorio de Bioquimica Experimental (LABIOEX).

Redacgao de artigos cientificos.

grupo de pesquisa planeja estender trabalho interagindo os derivados do nucleo

dihidropiridinico (Compeostos I e novos compostos) também com a proteina ATK1-4EJN, por

meio de docking e dindmica molecular. Essa abordagem visa fornecer insights valiosos para o

desenvolvimento potencial de novos compostos ou farmacos com propriedades

anticancerigenas.
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Figura A 1. Resultados in silico do software SwissADME e ADMETLab para o composto A

(HEH).

Absorgdo HEH
Absorgdo Gastrointestinal (Swissadme) Alto
| Absorgdo intestinal Humana (ADMETlah) +0.67 (67%)
Absorgdo células caco-2 (ADMETIlab) -4.496 em/s
| Disponibilidade Oral em Humanos (ADMETIab) -20% /30% ---0.246 /- 0.355
Substrato (swissADME/ADMETlab) glicoproteina-p N&o 0.054

Inibidor da glicoproteinba-P (ADMETlab)

Sim 0.56 (56%)

| Absorcdo e Biodisponibilidade*

Distribuicdo HEH

| Permeabilidade pela BHE (swiss ADME e ADMETIab) SIM +++ 0.908
Ligagdo a protelnas plasmaticas 48.005%

| Volume de distribuicdo (ADMETIab) 0.057 Likg
Liogacdo de protéinas plasmaticas*

| Velume de distribuigdo™

| Eliminagdo HEH
Meia Vida 1.161 h

| Clearance 1.97mL/min/kg
Meia-vida*

| Clearance*

Metabolismo HEH

| CYP1A2 Inibidor Sim ++ 0.825 (82.5%)
CYP1A2 Substrato - 0.404

| CYP3A4 Inibidor ---0.09
CYP3A4 Substrato -0.382

| CYP2CO Inibidor ---0.063
CYP2C9 Substrato -—--0.226
CYP2C19 Inibidor -0.418

| CYOE2C19 Substrato --=0.212
CYP256 Inibidor --- 0.154

| CYP2d6 Substrato —--0.235

Toxicidade

| Bloqueador da hERG —0.223

| Hepatotoxicidade Humana + 0.666

| Mutagenicidade (AMES) —0.278

| Sensibilidade da pele -0.38
LD50 1098.074mg/kg

| Lesdo hepdtica induzida por medicamentos -0.46

| Dose didria méaxima recomendada +0.654
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Figura A 2. Resultados in silico do software SwissADME e ADMETLab para o composto B

(PHQ).

Absorgdo — confirmar estes dados PHQ
Absorcdo Gastrointestinal (Swissadme) Alto
Absorcéo intestinal Humana (ADMETlab) ++0.72 (72%)
Absorgdo células caco-2 (ADMETlab) -4.518 cm/s
Disponibilidade Oral em Humanos (ADMETIab) -20% /30% -0.339/-0.323
Substrato (swissADME/ADMETIab) glicoproteina-p Nio --- 0.021
Inibidor da glicoproteinba-P (ADMETlab) Sim +0.673
Absorcéo e Biodisponibilidade*
Distribuigdo PHQ
Permeabilidade pela BHE (swiss ADME e ADMETIab) SIM +++ 0.906
Ligacdo a proteinas plasmaticas 60.357%
Volume de distribuicdo (ADMETIab) 0.157 L/kg
Liogacdo de protéinas plasméticas*
Volume de distribuigdo*
Eliminagao PHQ
Meia Vida 1.071h
Clearance 1.797/min/kg
Meia-vida*
Clearance*
Metabolismo PHQ
CYP1A2 Inibidor Nao — 0.461
CYP1A2 Substrato -0.442
CYP3A4 Inibidor - 0.106
CYP3A4 Substrato - 0.446
CYP2C9 Inibidor ---0.192
CYP2C9 Substrato -0,307
CYP2C19 Inibidor -0,341
CYOE2C19 Substrato -0.335
CYP2D6 Inibidor === 0.245
CYP2D6 Substrato -—-0.272
Toxicidade
Blogueador da hERG --- 0,201
Hepatotoxicidade Humana +0.628
Mutagenicidade (AMES) --- 0.228
Sensibilidade da pele ---0.286
LD50 825.26 mg/kg
Lesdo hepadtica induzida por medicamentos -0.324

Dose didria maxima recomendada

+0.616
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Figura A 3. Resultados in silico do software SwissADME e ADMETLab para o composto C

(ACD).

Absorgdo

ACD

Absor¢do Gastrointestinal (Swissadme)

Alto

Absor¢do intestinal Humana (ADMETIab)

+0.851 (85%)

Absorc¢do células caco-2 (ADMETIab)

-4.298 cm/s

Disponibilidade Oral em Humanos (ADMETlab) -20% /30%

+0.589/0.582+

Substrato (swissADME/ADMETIab) glicoproteina-p

N&o ---0.012

Inibidor da glicoproteinba-P (ADMETlab)

Ndo ---0.012

Absorcdo e Biodisponibilidade*

Distribui¢do

ACD

Permeabilidade pela BHE (swiss ADME e ADMETlab)

SIM +++ 0.991

Ligacdo a proteinas plasmaticas

56,93%

Volume de distribuicdo (ADMETIab)

0.052351 L/kg

Liogacdo de protéinas plasmaticas*
Volume de distribui¢do™*

Eliminagdo ACD
Meia Vida 1.764 h
Clearance 1.957mL/min/kg
Meia-vida*
Clearance*

Metabolismo ACD

CYPIA2 Inibidor Niio --- 0.031(0.3%)
CYP1A2 Substrato +0.574
CYP3A4 Inibidor ---0.013
CYP3A4 Substrato -0.338
CYP2C9 Inibidor ---0.018
CYP2C9 Substrato ---0.411
CYP2C19 Inibidor -0.092
CYOE2C19 Substrato -0.499
CYP2D6 Inibidor ---0.173
CYP2D6 Substrato ---0.289

Toxicidade
Bloqueador da hERG --- 0.205
Hepatotoxicidade Humana -0,396
Mutagenicidade (AMES) --- 0.284
Sensibilidade da pele -0.491
LD50 893.297mg/kg
Lesdo hepética induzida por medicamentos -0.454
Dose didria maxima recomendada ++0.714
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Figura A 4. Resultados in silico do software SwissADME ¢ ADMETLab para o composto D

(ImPHQ).

Absorgdo imPHQ1

Absorgdo Gastrointestinal (Swissadme) Alto
Absorcdo intestinal Humana (ADMETIlab) +0.648 (64%)
Absorgado células caco-2 (ADMETlab) -4.785 cm/s
Disponibilidade Oral em Humanos (ADMETIab) -20% /30% -0.415/-0.266
Substrato (swissADME/ADMETIab) glicoproteina-p Sim ---0.026
Inibidor da glicoproteinba-P (ADMETlab) Ndo + 0.564
Absorgéo e Biodisponibilidade*

Distribuigdo imPHQ1
Permeabilidade pela BHE (swiss ADME e ADMETIlab) Néo +0.695
Ligacdo a proteinas plasmaticas 71.672%
Volume de distribuicdo (ADMETIab) 0.191 L’kg
Liogacdo de protéinas plasmaticas*
Volume de distribuigao®

Eliminagdo imPHQ1
Meia Vida 1.061 h
Clearance 1.843/min/kg
Meia-vida*
Clearance*

Metabolismo imPHQ1
CYP1A2 Inibidor Nio -—0.25
CYP1A2 Substrato +10.548
CYP3A4 Inibidor --- 0.204
CYP3A4 Substrato +0.619
CYP2C9 Inibidor -0.317
CYP2C9 Substrato -- 0,268
CYP2C19 Inibidor -—-0.257
CYOE2(C19 Substrato ---0.246
CYP2D6 Inibidor -0.355
CYP2D6 Substrato -0.315

Toxicidade
Bloqueador da hERG +0,501
Hepatotoxicidade Humana ++0.89
Mutagenicidade (AMES) --0.228
Sensibilidade da pele --0.248
LD50 873.103 mg/ke
Lesdo hepatica induzida por medicamentos +0.51
Dose didria méxima recomendada -0.424
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Figura A 5. Resultados in silico do software SwissADME e ADMETLab para o composto E

(ImACD).

Absor¢do Im-ACD
Absorcio Gastrointestinal (Swissadme) Alto
Absorcdo intestinal Humana (ADMETlab) ++ 0.767 (85%)
Absorgdo células caco-2 (ADMETIab) -4.634 cm/s
Disponibilidade Oral em Humanos (ADMETlab) -20% /30% +0.618/0.58+
Substrato (swissADME/ADMETIlab) glicoproteina-p Nao --0.018
Inibidor da glicoproteinba-P (ADMETIlab) Nio — 0.076
Absorcdo e Biodisponibilidade*

Distribuigdo Im-ACD

Permeabilidade pela BHE (swiss ADME e ADMETIab) SIM +++ 0.977
Ligacdo a proteinas plasmaticas 67,910%
Volume de distribuicdo (ADMETIab) 0.299 Likg
Liogacdo de protéinas plasmdticas®
Volume de distribuigdo™®

Eliminagdo Im-ACD
Meia Vida 1.836 h
Clearance 1.815mL/min/kg
Meia-vida*
Clearance®

Metabolismo Im-ACD

CYP1A2 Inibidor Nio --- 0.055(0.5%)
CYP1A2 Substrato +0.639
CYP3A4 Inibidor - 0.059
CYP3A4 Substrato -0.389
CYP2CY Inibidor -—0.031
CYP2C9 Substrato -0,347
CYP2C19 Inibidor -— 0.089
CYOE2C19 Substrato -0.37
CYP2DE6 Inibidor —0.341
CYP2D6 Substrato - 0381

Toxicidade
Blogueador da hERG +0,55
Hepatotoxicidade Humana ++ 0.776
Mutagenicidade (AMES) — 0.286
Sensibilidade da pele -0.428
LD50 611.356 mg/kg
Lesdo hepdtica induzida por medicamentos + 0.606
Dose didria mdxima recomendada +0.572
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ANEXO B - ESPECTROS DE CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS DO NUCLEO
DIHIDROPIRIDINICO

Figura B 1. Espectro de RMN 'H do Composto A (HEH) em CDCl3, 200 MHz.
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Figura B 5. Espectro de RMN'H do Composto C (ACD) em DMSO, 400MHz.
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Figura B 7. Espectro de RMN 'H do Composto D (ImPHQ) em DMSO, 400MHz.
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Figura B 8. Espectro de RMN *C do Composto D (ImPHQ) em DMSO, 400MHz.
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Figure B 9. Espectro de RMN 'H do Composto E (ImACD) em DMSO (DCl), 400MHz.
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Figure B 10. Espectro de RMN *C do Composto E (ImACD) em DMSO (DCl), 400MHz.
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ANEXO C — GRAFICOS DO ESTUDO FOTOFISICO DOS DERIVADOS DO
NUCLEO DIHIDROPIRIDINICO

Figura C1. Curva de calibragao para o Composto A (HEH) em etanol.

Figura C2.
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Figura C4. Curva de calibragao para o Composto D (ImPHQ) em etanol.
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Figura C7. Curva de calibragdo para o Composto B (PHQ) em DMSO.
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Figura C10. Curva de calibracio para o Composto E (ImMACD) em DMSO.
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