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RESUMO

O céancer é um problema de saude publica mundial, sendo considerada a segunda
principal causa de mortes no mundo. A evolucdo das taxas de incidéncia e de
mortalidade sinalizam um continuo crescimento desta doenca para as proximas
décadas. O melanoma € a neoplasia maligna dos melandcitos, células responsaveis
pela producdo de melanina, embora menos frequente, € considerado o mais agressivo
e letal dentre os tumores cutaneos, devido a capacidade de invadir outros Orgaos,
criando metastases. O principal problema associado ao tratamento € a baixa taxa de
resposta as terapéuticas existentes, que, por sua vez, se deve a resposta incompleta
dos agentes quimioterapicos e a resisténcia inerente das células do melanoma
maligno. Varias estratégias e combinacdes de farmacos anticancer tem sido utilizadas
no esforco de melhorar os efeitos terapéuticos para este tipo de neoplasia. Pesquisas
e estudos destacam um potencial extraordinario voltado para a descoberta de novos
compostos com atividade antitumoral em espécies de plantas brasileiras. Neste
contexto, destaca-se o género Nectandra, uma arvore portadora de substancias
quimicas que tem despertado grande interesse em pesquisadores, por conta de seu
potencial farmacolégico, podendo ser utilizada como protétipo para o desenvolvimento
de farmacos ou tratamentos do melanoma maligno, atuando como uma importante
ferramenta no combate ao cancer. Entretanto, estes compostos tem demonstrado
uma baixa solubilidade em meios de cultura celulares, e por conta disso, neste estudo,
foi realizado o isolamento de duas neolignanas ativas e posteriormente a preparacao
de seus derivados salinos sodicos, visando o aumento da hidrofilicidade, e
consequentemente sua biodisponibilidade. Posteriormente, os derivados obtidos
foram reavaliados quanto suas atividades frente a células tumorigénicas de
melanoma. Os dados espectroscopicos e espectrométricos confirmaram a estrutura
das neolignanas, bem como a formacédo de seus derivados sodicos, entretanto,
guando avaliados por sua bioatividade, foi observada a perda de seu potencial nas
células de melanoma. Ainda assim, para maior aprofundamento e conhecimento das
caracteristicas  fisico-quimicas, farmacocinéticas e conformacionais foram
determinadas através de estudos in silico dos compostos isolados e dos derivados
sédicos relacionando a estrutura com atividade bioldgica, assim obteve-se resultados
importantes, como a influéncia da conformacdo para a obtencdo de melhores
resultados inibitérios mediante as células de melanoma humano A375.
Concomitantemente, foi realizado um estudo de acoplamento molecular com o alvo
BRAF-V600 relacionado ao melanoma, este procedimento computacional péde prever
a ligagéo de um receptor e uma molécula ligante de forma eficiente, com o objetivo de
prever as conformacdes ligadas e a afinidade de ligacéo.

Palavras-chave: melanoma; neolignanas; Nectandra; BRAF; docking molecular.
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ABSTRACT

Cancer is a worldwide public health problem it is considered the second leading cause
of death in the world. The evolution of the incidence and mortality rates signals a
continuous growth of this disease for the next decades. Melanoma is the malignant
neoplasm of melanocytes, cells responsible to produce melanin, although less
frequent, it is considered the most aggressive and lethal among cutaneous tumors,
due to the ability to invade other organs, creating metastases. The main problem
associated with treatment is the low response rate to existing therapies, which, in turn,
is due to the incomplete response of chemotherapeutic agents and the inherent
resistance of malignant melanoma cells. Various strategies and combinations of
anticancer drugs have been used to improve the therapeutic effects for this type of
neoplasia. Research and studies highlight an extraordinary potential aimed at the
discovery of new compounds with antitumor activity in Brazilian plant species. In this
context, the genus Nectandra stands out, a tree bearing chemical substances that has
aroused great interest in researchers, due to its pharmacological potential, and can be
used in new prototypes for the development of drugs / treatments for malignant
melanoma, acting as an important tool in the fight against cancer. However, these
compounds have demonstrated a low solubility in cell culture media, and because of
this, in this study, the isolation of bioactive compounds and the preparation of their
sodium saline derivatives was carried out, aiming at increasing hydrophilicity, and
therefore bioavailability. Subsequently, the derivatives obtained were reassessed as
to their activities against melanoma tumorigenic cells. The spectroscopic and
spectrometric data confirmed the identification of neolignans, as well as the formation
of god sodium salts, however, when evaluated for their bioactivity, the loss of their
potential in melanoma was observed. Even so, for greater depth and knowledge of the
physico-chemical, pharmacokinetic and conformational characteristics were
determined through in silico studies of isolated compounds and sodium derivatives
relating the structure to biological activity, thus important results were obtained, such
as the influence of conformation to obtain better inhibitory results using A375 human
melanoma cells. Concomitantly, a molecular coupling study was carried out with the
BRAF-V600 target, which is related to melanoma, this computational procedure can
efficiently predict the binding of a receptor and a binding molecule, with the objective
of predicting the linked conformations and affinity binding.

Keywords: melanoma; neolignans; Nectandra; BRAF; molecular docking.
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1. INTRODUCAO

O cancer € um problema de saude publica mundial, sendo considerado a
segunda principal causa de mortes no mundo. A evolugcao das taxas de incidéncia e
mortalidade sinalizam um continuo crescimento para as préximas décadas que podem
chegar a 19,5 milhdes em 2025, segundo a IARC (International Agency for Research
on Cancer) (FERLAY et al., 2015). Um tipo bastante frequente no Brasil € o cancer de
pele que corresponde a 30% de todos os tumores malignos registrados no pais (INCA,
2019). No qual é classificado em tipo ndo melanoma (carcinoma basocelular e
escamoso) e no tipo melanoma, dentre os quais, € 0 mais agressivo, e com alto
potencial de metastases. Este tipo de neoplasia afeta os melandcitos, que sdo as
células responsaveis pela producéo de melanina (OTTAVIANO et al., 2018).

Apesar de ser menos frequente, 0 melanoma € considerado o mais letal dentre
0s tumores cutaneos, sendo responsavel por 75% das mortes por cancer de pele. Isto
esta relacionado principalmente a sua capacidade de metastase, e pelo niamero
limitado de opcdes de tratamento com resultados eficazes (LEONARDI et al., 2018).
Além disso, muitos pacientes desistem do tratamento devido a escassez de
resultados, sendo um problema pontual e determinante no percurso da doenca que
acaba causando um progndstico ruim e 6bitos em um curto espaco de tempo (FAIAO-
FLORES et al., 2015).

Em vista disso, varias estratégias e combinacdes de farmacos anticancer tem
sido utilizadas, porém as células de melanoma maligno possuem a capacidade de
desenvolver resisténcia aos antineoplasicos causando a ineficiéncia na quimioterapia
(GUINTA et al., 2020). O resultado ainda € menos eficaz, quando a doenca esta em
estado avancado, por isso, estudos e pesquisas frente a esta problematica séo
extremamente importantes (SILVA et al., 2013).

Sabe-se que as espécies vegetais sdo empregadas como tratamento ha muitos
anos por causa do potencial terapéutico inerente em sua composi¢cdo, e muitos
farmacos foram produzidos através das substancias bioativas encontrada nas plantas
(MORAES, 2015). Neste viés, muitos estudos sinalizam um grande potencial de novos
compostos com atividade antitumoral em espécies brasileiras, neste contexto,
evidencia-se o género Nectandra, em especial a espécie lenhosa N. leucantha, que
tem despertado um grande interesse em grupos de pesquisas, por conta de seu

potencial farmacoldgico e antitumoral.
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Resultados de ensaios in vitro publicados previamente, as neolignanas isoladas
da N. leucantha demonstraram atividade citotoxica in vitro frente a linhagem
tumorigénica de melanoma murino (B16F10) (SOUSA, 2018). Tendo em vista a
capacidade farmacolégica destes compostos isolados, esta espécie se torna uma
importante fonte de neolignanas bioativas (GRECCO et al., 2018). De acordo com
Grecco (2016) e Sousa (2017), os extratos brutos obtidos dos galhos apresentam
potencial citotéxico, destacando as neolignanas dehidrodieugenol (1),
dehidrodieugenol B (2) e dehidrodieugenol B metil éter (3).

Embora as plantas e produtos naturais sejam de suma importancia para a
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, algumas dificuldades ainda séo
encontradas nos ensaios clinicos, uma vez que nessas etapas avancadas muitos
resultados ndo sé@o tdo expressivos. Também o0s custos e o tempo envolvidos nos
processos de obtencédo dos resultados tornando muitas vezes os projetos inacabados.
Da mesma forma, caracteristicas intrinsecas das moléculas como baixa solubilidade
e a falta de biodisponibilidade destes compostos no corpo humano, acabam por limitar
sua eficacia. Por conta disso, metodologias séo utilizadas com a intencdo de melhorar
essas caracteristicas, sendo a modificacdo estrutural através de sinteses organicas,
uma forma possivel de aumentar a solubilidade dos compostos (FAIAO-FLORES et
al., 2015).

Muitos desafios sdo vinculados na pesquisa de novas moléculas bioativas, mas
ferramentas computacionais favorecem os denominados estudos in silico, que levam
em considerag¢do ndo apenas a quimica, mas significativamente a fisica para oferecer
uma aproximacao plausivel da estrutura tridimensional e energia do sistema farmaco-
alvo (SILVA, 2015). Também técnicas que possibilitam uma predicdo de propriedades
farmacocinéticas e fisico-quimicas com potencial de boa absor¢cdo oral séo
imprescindiveis para melhor entendimento das moléculas promissoras (PEREIRA,
2019).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo melhorar a solubilidade das
neolignanas bioativas, por meio do preparo de seus derivados salinos. Apos esse
procedimento através de estudos in silico e modelagem molecular, evidenciar dados
e parametros que permitam um refinamento adicional sobre as propriedades fisico-
quimicas, conformacionais e de farmacocinética, tanto das neolignanas isoladas,

como de seus derivados sodicos.
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2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo principal isolar e caracterizar
estruturalmente duas neolignanas bioativas, assim como sintetizar novos analogos
soliveis em agua, e realizar um estudo de modelagem molecular, através de

metodologias in silico.

2.2 Objetivos especificos

v" Realizar uma revisao bibliografica sobre o melanoma maligno e as dificuldades
encontradas nos tratamentos atuais, pontuando os farmacos e a via de
sinalizacado molecular referente a este tipo de cancer;

v' Evidenciar a importancia dos produtos naturais utilizados no combate ao
cancer, destacando a espécie Nectandra leucantha e suas atividades
farmacoldgicas;

v Fracionar o extrato das folhas de Nectandra leucantha visando o isolamento
das substancias bioativas;

v' Preparar derivados hidrofilicos funcionais a partir da obtencdo de seus
respectivos fenolatos sédicos;

v’ Caracterizar estruturalmente as substéncias isoladas e os derivados
sintetizados, por meio de técnicas espectroscipicas e espectrométricas;

v' Realizar analise in silico dos compostos, relacionando sua estrutura a sua
atividade bioldgica;

v Realizar estudo de docking molecular sobre a BRAF-V600, e avaliar a potencial

interacao farmaco-receptor em locais especificos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1.Cancer

Mais de oito milhdes de pessoas morrem anualmente em todo o mundo por
causa do cancer. O numero de casos e mortes pela doenca deve dobrar em todo o
mundo nos proximos 20 a 40 anos. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
que, em 2020, ja sejam 16 milhdes de novos casos anuais, sendo que 60% desses
casos devem ocorrer em paises menos desenvolvidos, como o Brasil. (WHO, 2018).

O aumento da ocorréncia de cancer € decorrente do envelhecimento da
populacao e da elevada prevaléncia dos fatores de risco, ou seja, devido ao estilo de
vida contemporaneo que pode favorecer a formacao de tumores (TORRE et al., 2017).
Em consequéncia ao aumento da prevaléncia destes fatores de risco, a OMS estima
um aumento de 70% de novos casos para as proximas duas décadas, principalmente
em paises de baixa renda (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer no Brasil (INCA), cancer é um termo
genérico para um grande grupo de doencas, que sdo caracterizadas pelo crescimento
de células anormais além de seus limites habituais e que podem invadir partes
adjacentes do corpo e/ ou se espalhar para outros 6rgaos. As alteracdes no processo
de divisdo celular levam ao crescimento exagerado destas células, e

consequentemente, a formacao de tumores (figura 1) (FURTADO, 2014).

Figura 1: Comparacao entre divisdo em célula normal e cancerigena
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As células diariamente passam por divisdo celular, sdo reparadas e em
periodos especificos morrem por apoptose, conforme ilustra a figura acima. Este
processo ocorre de uma maneira natural, porém sem motivos aparentes, pode ocorrer
uma falha e assim, as células comecarem a desenvolver mutacdes, gerando um
crescimento descontrolado (COELHO, 2019). Embora néo se saiba ao certo a razéo
deste crescimento celular descontrolado, evidéncias e pesquisas cientificas relatam
que fatores de risco intrinsecos (relacionado ao interior) e extrinsecos (exterior)
podem ser os desencadeadores deste processo, nos quais podem estar relacionados
ao ambiente fisico, fatores genéticos/hereditarios, habitos sociais como o tabagismo,
idade, ma alimentacéo, farmacos, exposicéo solar dentre outros (TORRE et al., 2017).

De acordo com Oliveira (2017) os tratamentos disponiveis sdo variados e
complexos, sendo orientados em fungéo do tipo de tumor e do estagio da doenca, que
adicionalmente também ponderam o contexto evolutivo da neoplasia e as
caracteristicas do paciente. As alternativas incluem uma abordagem cirdrgica, que na
maioria das vezes é o primeiro procedimento utilizado; também por medicamentos
sistémicos (quimioterapia), radioterapia ou a combinacdo de duas ou mais
modalidades, porém todas estas alternativas, ainda apresentam limitacbes e ou
efeitos adversos.

Os medicamentos sistémicos, 0s quimioterapicos tém como objetivo causar a
morte de células cancerosas, porém nao sdo seletivos ou especificos, e apos a
administrac@o, ou seja, ao entrar no sistema circulatorio, eles se distribuem e
interagem com diversos receptores que nao sdo associados a doenca, matando as
células tumorais, e danificando as células normais e saudaveis (SOMASUNDARAM
et al., 2017). Por estes motivos, had uma urgente necessidade de desenvolvimento de
novos farmacos mais eficazes e seletivos, ou seja, com atuacbes especificas nas
células tumorais, e assim diminuir as sequelas deixadas pela quimioterapia (SOUZA,
2017).

3.2. Cancer de pele

Segundo as estimativas no Brasil, o cancer de pele é uma neoplasia de grande
incidéncia, representando 30% dos tumores malignos, sendo mais prevalente em
pessoas de pele clara e maiores de 40 anos (INCA, 2019). Esta neoplasia cutanea

refere-se a lesdes que afetam a pele e seus 6rgdos anexos, sendo que qualquer
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estrutura pode estar sujeita a um processo tumoral, que tendem a estar localizados
na camada externa da pele, a epiderme (DUARTE et al., 2018), como apresentado na

figura 2:

Figura 2: Tipos mais importantes de cancer de pele

Carcinoma de Carcinoma de
células escamosas células basais Melanoma
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Derme —

\
\

Hipoderme —

Fonte: www.portalfarma.com/Profesionales/comunicacionesprofesionales/informes-tecnico-
profesionales/Documents/Informe-Cancer-Piel-PF135.pdf.

A ilustracdo destaca as doencas malignas mais frequentes da pele, o
carcinoma de células basais, carcinoma de células escamosas, e 0 melanoma
maligno. Em termos gerais e considerando as diferencas epidemiologicas e
progndsticas, sdo separados em duas categorias: o cancer de pele ndo melanoma e
o tipo melanoma (INCA, 2019).

3.3.Cancer de pele - Melanoma

3.3.1. Caracteristicas gerais

O melanoma é a neoplasia maligna dos melandcitos, células responsaveis pela
producéo de melanina (pigmento da pele), e embora menos frequente, é considerado
0 mais agressivo dentre os tumores cutaneos, possuindo curso clinico muitas vezes
imprevisivel e opgdes terapéuticas limitadas (CHEROBIN, 2013).

O melandcito é uma célula derivada da crista neural que produz o pigmento
melanina, que € gerado pelos melanossomas, localizados na epiderme. Esta
substancia afeta a cor do cabelo, pele e olhos nos mamiferos. Aléem disso, a
biossintese de melanina é crucial na defesa do corpo contra os efeitos nocivos a pele

causados por danos ao DNA e radiacdo ultravioleta (UV) (JANG et al., 2020).
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Apesar da localizacdo cutanea ser responsavel por 95% dos casos, O
melanoma néo é exclusivo da pele, mas pode também surgir nas superficies das
mucosas (oral, conjuntival, vaginal), no interior do trato uveal do olho e nas
leptomeninges (camadas mais internas de tecido que cobrem o cérebro) (LOPES,
2018).

Embora a incidéncia mundial de melanoma seja baixa, ela vem aumentando o
namero de casos nos Ultimos anos, e de acordo com os dados da Organizacao
Mundial de Saude, anualmente podem surgir cerca de 150 mil novos casos no mundo,
sendo que os paises com as maiores taxas de incidéncia sdo Australia, Nova Zelandia
e nos paises do Norte, Centro e Leste Europeu (WHO, 2018). No Brasil em 2017 foram
1.031 o6bitos em homens, e de 804 6bitos em mulheres, contudo, o nimero de casos
continua crescendo, e sao estimados novos casos para 2020-2022.

Dados epidemioldgicos provenientes do Ministério da Saude (BRASIL, 2018)
juntamente com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2019) estimam um crescimento
continuo no nimero de casos de melanoma no Brasil para o periodo de 2020 a 2022
(Figura 3), as taxas sédo calculadas com base na incidéncia de 100 mil homens e de
100 mil mulheres, sendo que a prevaléncia € para o publico masculino residentes na
regido Sul no estado de Santa Catarina (INCA, 2019).

Figura 3: Representacéo espacial de casos estimados de melanoma para o ano de
2020-2022
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Fonte: Inca (2019)

O desenvolvimento do melanoma é consequéncia da perda dos mecanismos

de controle celular, causada por estimulos ambientais, € classificado como uma

doenca multifatorial decorrente da interacdo entre a suscetibilidade genética e a
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exposicdo principalmente pelas radiacbes UVA e UVB, que sdo agentes
carcinogénicos (JOBIM, 2017). Além disso, fatores de risco como fenétipo da pele,
nameros de nevos (pintas), histérico familiar e ambientais, sendo que a exposi¢ao
excessiva ao sol, com queimadura solar, principalmente nos primeiros 20 anos de
vida, € o fator ambiental mais significante, bem como o bronzeamento artificial,

especialmente em pessoas com pele e olhos claros (MELO et al., 2019).

3.3.2. Tipos de melanoma e estagios da doenca

A prevencao primaria pode ser realizada através da observagdo de nevos
(pintas) ou qualquer outra les&o cutanea, sendo isto muito importante para a detecgao
precoce de eventuais doencas relacionadas a pele (LOPES, 2018). Para o melanoma
algumas indicacbes sdo de grande importancia e devem ser observadas quando
ocorrerem tais eventos como: formato e bordas irregulares (A — B); cor (C) sem
uniformidade (marrom, preto, azul, vermelho ou branco); diametro (D) quando a pinta
possuir tamanho maior do que 6mm; evolucao (E) que sado as alteracdes e mudancas
ocorridas na lesdo, podendo ser descamacdo, coceira, sangramentos etc. (MOYA-
PLANA, et al., 2017).

De acordo com Ledn et al. (2013) a evolucao do tumor depende, antes de tudo
do estagio no momento do diagnéstico, que € realizado por meio de testes e exames
(fisicos, raios-X, tomografia computadorizada etc.) e informacgBes patolégicas que
combinam os resultados de biépsia da lesdo e de ganglios linfaticos, isso no caso de
lesGes graves.

Acredita-se que as mudancas nos habitos da populag¢édo ao longo da historia,
caracterizadas pela maior exposicdo solar, associada a valorizacdo estética do
bronzeamento da pele, seja da forma natural e/ou artificial, e ao aumento da radiacéao
UV, contribuiram para a expansao da doenca, tornando-a um problema de saude
publica (MELO et al., 2019).

Importante destacar que ha quatro tipos de melanoma e que séo distintos em
sua apresentacao, também possuem niveis de gravidade e caracteristicas associadas
a fendtipos como a cor da pele e dos olhos. Segundo Lopes (2018), o tipo mais comum
€ o denominado de melanoma extensivo superficial (Figura 4), que acomete pessoas
na faixa etaria de 40 a 50 anos com relevancia no tronco e nas pernas, se mostra da

seguinte forma:
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Figura 4: Melanoma superficial

Fonte: UK - National Health Service (2019)

Geralmente este tipo de neoplasia possui uma aparéncia irregular, no formato
e na cor, com tons diferentes de preto e marrom, se manifestam principalmente em
individuos com descendéncia caucasiana com caracteristicas de pele clara que
tiveram exposicao solar intensa e queimaduras na infancia, possuem uma associagao
aos nevos, sendo que pessoas com mais de 10 nevos distribuidos pelo corpo sao
sujeitas a desenvolver a neoplasia (NEVES, 2018). Possuem evolucéo crbnica, que
pode durar de meses a anos até surgir os indicios da doenca, que se da através da
presenca de nédulos elevados, sangramento ou transudacéo (vazamento de liquidos),
observa-se o crescimento da lesdo de forma radial, ou seja, para os lados e quando
diagnosticado inicialmente possui chances de cura (LOPES, 2018).

Conforme Hsieh (2012), o tipo nodular é o segundo mais comum com cerca de
15 a 30% dos casos, acomete individuos principalmente na faixa etaria acima de 50 a
60 anos do sexo masculino. Apresenta lesdo papulosa, elevada, de cor castanha,
negra ou azulada (Figura 5) geralmente nas costas. Sao frequentes o surgimento de
ulceracbes e sangramento, a aparéncia € caracteristica ao formato de nodulos e seu
crescimento é vertical e invasivo, podendo atingir outras areas da pele indicando

prognésticos desfavoraveis.

Figura 5: Melanoma tipo nodular

5

Fonte: UK - National Health Servicé (2019)

Outra forma, é o tipo acral lentiginoso que acomete cerca de 2 a 8% dos
pacientes. Apresenta-se na forma de lesdes discromicas, geralmente hipercrémicas,
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que aparecem no leito ungueal (unhas), palmas das méaos e plantas dos pés. E uma
forma pouco frequente em pessoas de origem caucasiana, mas € tipica nos orientais

e na raga negra com idade acima de 70 anos (Figura 6) (LOPES, 2018).

Figura 6: Melanoma na unha e tipo acral
- 5 % e

Fonte: UK - National Health Service (2019) -

Neste tipo, muitas vezes pode ocorrer irritacdo nas lesdes surgindo prurido, isto
acontece por causa do atrito devido a sua localizacdo, que acabam confundindo com
muitos outros processos inflamatorios na pele, como verrugas, micose etc., também
a localizacdo vulvar e anorretal, sdo especialmente terriveis em seu progndstico, por
possuirem acao vertical na pele atingindo linfonodos e outros tecidos (NEVES, 2018).

De acordo com Passos et al. (2014), o melanoma tipo lentigo maligno
corresponde a 5% dos casos, geralmente sao in situ, com grande area de crescimento
horizontal. Esta lesdo apresenta-se como mancha com coloragéo irregular, do marrom
ao preto, geralmente em areas da pele expostas ao sol, na maioria dos casos, na face
de pessoas com idade avancada, onde muitos realizaram trabalhos expostos ao sol
por muitos anos da vida, como por exemplo agricultores, (Figura 7), como observado

abaixo:

Figura 7: Melanoma tipo

lentigo, e tipo amelandtico
3y T ) )

e A

Fonte: UK - National Health érvice (2019)

A figura 7 evidencia o tipo amelanético que ocorre com uma frequéncia de
1,8%, ou seja, com baixa incidéncia na populacdo. E uma forma nodular que n&o

desenvolve pigmentacdo e as vezes € confundida com eczemas ou outras doencgas
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de pele, por isso acarreta iniameros atrasos no diagnéstico e, portanto, é
acompanhada de um progndstico desfavoravel. Possui pouca ou nenhuma coloracao,
mas podem ocasionalmente ser rosa ou vermelho, com bordas castanhas claras ou
cinzentas (PASSOS et al., 2014).

Outro tipo considerado raro, mas com alta gravidade que acomete uma
porcentagem pequena (menos de 5%) de todos os casos é o melanoma mucoso, sua
localizacéo preferencial € a cervicofacial, principalmente nasossinusal. A doencga € de
dificil controle devido ao seu carater muitas vezes multifocal e as demandas
anatbmicas da regido facial, que dificultam a realizacdo de uma excisdao do tumor
satisfatoria. Além disso, existe um risco metastatico significativo que conduz a uma
mortalidade precoce significativa, quando diagnosticado em fases iniciais, o
tratamento é a cirurgia, seguida classicamente da radioterapia adjuvante (MOYA-
PLANA, et al., 2017).

Também uma das complicacbes mais comuns experimentadas por pacientes
com melanoma em estagio avancado é a metastase para o cérebro, que é
diagnosticada em mais de 60% dos casos e identificada em até 80% dos pacientes
na autépsia. Sabe-se que o melanoma se manifesta a partir da transformacéo maligna
dos melandcitos, que séo células derivadas da crista neural, responsaveis por muitas
funcdes, onde uma delas é determinar a producédo de pigmentacdo na pele. Assim, a
origem dos melandcitos esta subjacente a capacidade das células de melanoma de
migrar e se desenvolver no cérebro e em outros 6rgaos importantes, incluindo também
os pulmdes (REBECCA; SOMASUNDARAM; HERLYN, 2020).

3.3.3. Via molecular de sinalizagdo do melanoma

Torna-se indubitavel que um dos fatores que podem gerar esta neoplasia é a
exposicdo exagerada a radiacdo UVA e UVB que afeta diretamente o DNA das células
da epiderme (os melandcitos), esses estimulos exacerbados na superficie celular
podem desencadear uma cascata de sinalizacédo, e mutacdes em genes especificos
(ROSSI et al., 2019).

A cascata € a via MAPK (Mitogen-activated protein kinase - proteina quinase
ativada por mitdbgeno) que provavelmente € a via de transducéo de sinal mais bem
caracterizada na Biologia Celular (ROSSI et al., 2019). Sua funcéo é levar sinais do

meio extracelular para o nucleo da célula, realizando assim processos celulares
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importantes como o crescimento, divisdo, diferenciacéo e apoptose (ASCIERTO et al.,
2012). Também esta envolvida na regulacéo do ciclo celular, cicatrizacdo de feridas e
reparo de tecidos, ademais também é capaz de estimular a angiogénese por meio de
alteracOes na expressédo de genes diretamente envolvidos na formag&o de novos
vasos sanguineos, e de regular uma variedade de funcdes celulares que séao
importantes para a formacao de tumores (OTTAVIANO et al., 2021).

De acordo com Leonardi et al. (2018) BRAF é uma serina-treonina quinase
envolvida na proliferacdo celular que desencadeia a via de sinalizagcdo MAPK apés
sua ativacao pela familia de proteinas RAS. A via MAPK controla processos celulares
importantes propiciando a progressao do ciclo celular, diferenciacédo e regulacao da
transcricdo, por isso a existéncia de mutagbes em BRAF determinara o
comprometimento desses processos, sendo o ponto final a oncogénese (VICENTE,
2016). Aproximadamente 80% dos pacientes com melanoma cutaneo apresentam
mutacBes em BRAF (LONG et al., 2011), enquanto em outros tipos como acral,
mucosa, conjuntival e uveal sua incidéncia € bastante baixa (ERLICH; FISHER, 2018).

A ativacdo de mutacbes em BRAF esta envolvida nas vias da MAPK, ligando
sinais extracelulares a processos intracelulares. As mutacdes sdo detectadas nos
exons 11 e 15 por ensaios de sequenciacdo baseados em DNA, em particular, a
maioria das mutacfes BRAF nesta oncogénese estdo no exon 15, o que resulta na
troca de valina por acido glutamico no cédon 600 (V600OE) (PHAN et al., 2021),

conforme exemplo abaixo:

Figura 8: Exemplo de ensaio de sequenciacdo baseados em DNA

L ‘/?Lf,\",v_L y i_/\fp‘, [VV YV VAN
CTA GCT ACA | GIG [ AAA TCT CGA

597 598 599 | 600 | 601 602 603
leu Ala Thr [ Val | Lys Ser Armg

AN A NN A \/\ /ﬂ\ AAN

ATAAYV.VATA'A'R'AVAVA JAVATAVATAY
CTA GCT ACA [ GAG | AMA TCT CGA
597 598 599 | 600 | 601 602 603
leu Ala Thr [ Glu [ Lys Ser Ag

Mutacéo
Fonte: Phan et al. (2021)
A substituicdo de valina (VAL) para &cido glutdmico (GLU), no cdédon 600

(BRAF - V600E) (Figura 8) & a mutagcao mais prevalente no melanoma e pode ser a

repercussao de um efeito secundario de dano ultravioleta (UV), como uma mutacao
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nao classica do DNA induzida por radiacdo UV ou por causa da sintese de espécies
reativas de oxigénio (CORICOVAC et al., 2018).

Ensaios de sequenciamento do DNA do melandcito, mostram as mudangas no
cédon 600, com a troca dos aminodacidos citados indicando falha e o surgimento do
melanoma. Considera-se que entre as mutacdes BRAF observadas no melanoma,

mais de 90% estdo no cdédon 600 conforme evidencia a Tabela 1 (PHAN et al., 2021).

Tabela 1: Incidéncia de mutacdes em BRAF

Mutacdo BRAF Mutacédo c6édon 600 Incidéncia em BRAF — Melanoma %

Mutagbes BRAF comuns

V600 E Valina = acido glutamico 84,6
V600 K Valina - lisina 7,7

Outras mutacdes BRAF

V600 R Valina - arginina 1
V600M Valina - leucina 0,3
V600D Valina = acido aspartico 0,1

Fonte: Adaptado de Ottaviano et al. (2021)

As mutacdes representadas envolvem o codon 600, e consistem em mudanca
de aminoacido de valina para acido glutamico sendo a mais prevalente (84,6%),
resultando em um aumento de 480 vezes na atividade da quinase em comparagao
com a proteina nativa. Da mesma maneira, BRAF V600K é a segunda mutacdo mais
comum cerca de 10% de todas as mutacbes em BRAF codon 600 no melanoma
cutaneo (OTTAVIANO et al., 2021).

Ainda neste contexto, os estimulos extracelulares como fatores de crescimento
(EGF) acontecem a todo momento no organismo, e consequentemente quando se
ligam a receptores especificos, acabam por ativar vias subsequentes, como a MAPK.
Toda a sinalizacdo no meio intracelular se inicia através da ativacdo de proteinas, que
se estimuladas erroneamente podem desencadear mutagdes ou falhas, assim o sinal
ou dano chega ao nucleo ocorrendo a expressao génica (SOUZA, 2017), como retrata

a figura 9 abaixo:
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Figura 9: Representacédo esquematica da via de sinalizagdo MAPK
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Fonte: Hsieh (2012)

Consequentemente, a sinalizacdo da MAPK inicia-se pelos sinais
extracelulares que se ligam aos receptores de tirosina quinases (RTKs) e por
consequéncia a ativacdo do RAS que esta ligada a membrana celular. O RAS ativa a
proteina RAF que fosforila e ativa MEK1 e MEK2, que por sua vez promovem a
fosforilacdo ativando ERK1 e ERK 2, que ativado regula a expressdo génica pela
fosforilacdo de inumeros fatores de transcricdo nuclear ou atingindo moléculas
sinalizadoras intracelulares (HSIEH, 2012).

Neste sentido, o gene BRAF desempenha um papel importante na regulacéo
da resposta celular aos sinais extracelulares, e as mutacdes neste gene sao
detectadas com grande prevaléncia no melanoma maligno (GIUNTA et al., 2020). A
identificagdo da via de sinalizagdo RAS — RAF — MEK — ERK e seu direcionamento
representou um marco valioso para o tratamento avancado e, mais recentemente,
para o tratamento de melanoma em estagio lll e IV (OTTAVIANO et al., 2021).

Segundo Cheng et al. (2018) o melanoma mutado por BRAF tende a exibir
caracteristicas clinicas distintas e é caracterizado por um comportamento bioldgico

mais agressivo, mais frequente em pacientes jovens em regides como cabeca,
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pescoco, térax, abddomen, pelve, membro superior, membro inferior. Além disso, 0s
tumores mutantes de BRAF tém maior probabilidade de metastase para o cérebro e
associado a uma sobrevida global mais curta em pacientes com cancer em estagio IV
(denominacéo dada ao tumor que se espalhou para além do local original).

Sendo assim, uma das descobertas mais impactantes foi a identificacdo de
mutacOes ocorridas no gene BRAF que auxiliou na compreensdo da patogénese
molecular do melanoma (HSIEH, 2012). Esta descoberta também levou ao
desenvolvimento de terapias direcionadas para pacientes com BRAF V600E, incluindo
os inibidores BRAF mutantes seletivos (BRAFi) e os inibidores MEK (MEKI)
(YAMAZAKI, et al.,, 2015). Atualmente, o status de mutacdo BRAF €& o Unico
biomarcador que prediz uma resposta terapéutica no melanoma avancado. O teste
molecular para muta¢gdes BRAF em pacientes com melanoma avangado se tornou um
padrdo para determinar o curso da terapia, e o teste é recomendado pelas diretrizes
atuais da National Comprehensive Cancer Network (NCCN) e da European Society

for Medical Oncology para melanoma (CHENG et al., 2018).

3.3.4. Nevos

O termo nevo é derivado de uma raiz latina que significa “marca de nascencga”,
indicando que 0s nevos estdo presentes no nascimento, € o termo médico que
descreve, uma lesdo na pele popularmente conhecida como mancha ou pinta.
Curiosamente, esses nevos adquiridos ao longo da vida compartilham, fatores de risco
genéticos e ambientais, assim como o melanoma maligno. Individuos com pele clara,
tendéncia a queimaduras solares e baixa capacidade de bronzeamento apresentam
risco aumentado de melanoma maligno e aumento do nimero de nevos melanociticos
(SOUZA, 2017). Ademais, varios estudos implicam uma propenséo para desenvolver
nevos melanociticos como um fator de risco para melanoma cutaneo, e como 20-30%
dos melanomas surgem de nevos melanociticos preexistentes, ndo € surpreendente
que muitos dos fundamentos genéticos do melanoma também tenham sido
encontrados em nevos (ROH et al., 2016).

Os nevos seriam provenientes da expansdo clonal de um melandcito, isso
ocorreria espontaneamente ou por estimulos externos, como foto-exposi¢do, que
levaria a uma proliferagdo geralmente uniforme e histologicamente simétrica, com

mutacdes genéticas homogéneas na maioria das células constituintes. Sendo assim,



34

as mutacOes genéticas encontradas em alguns nevos também sdo consideradas
fundamentais no desenvolvimento de um melanoma, portanto, foi proposto que os
nevos podem ser verdadeiras lesdes precursoras de melanoma, que acabariam se
desenvolvendo como consequéncia de um acumulo progressivo de mutacfes
genéticas (MARTIN-GORGOJO; NAGORE, 2018).

Diversos estudos cientificos relatam que os nevos sao proliferacdes benignas
de células dos melandcitos, ademais estdo positivamente correlacionadas com a
susceptibilidade ao melanoma, e que estdo comumente presentes na pele humana,
no entanto, pouco se sabe sobre quais os fatores que levam ao seu desenvolvimento
e evolucao para o melanoma. Em 20-50% dos casos, o melanoma pode ser rastreado
até um nevo preexistente, que se desenvolvem por mutacdes oncogénicas em BRAF
(NASTI et al., 2016).

A Figura 10 demonstra o provavel inicio do melanoma através de uma mutacao
em um nevo existente na pele e que recebeu exposicdo exacerbada a agentes

carcinogénicos:

Figura 10: Mutac&o no nevo e o desenvolvimento do melanoma
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Fonte: Souza (2017)

Por isso, a luz solar e as fontes artificiais de UVR sao importantes fatores de
risco para o desenvolvimento de nevos e por consequéncia o melanoma, levantando
a possibilidade de que a exposicdo a xenobioticos e fatores ambientais podem ser
relevantes no inicio do desenvolvimento do nevo e sua possivel transformacdo em

melanoma invasivo (NASTI et al., 2016).
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3.3.5. Tratamentos farmacoldgicos

O melanoma é classificado em estéagios, que sdo utilizados para determinar
qual o melhor tratamento a ser utilizado, é rotulado em numeros a partir de 0 quando
a lesdo € superficial, e se encontra apenas na epiderme sendo denominado de
melanoma in situ. A partir de numerais romanos de | a IV, sdo classificados e
determinam o crescimento dos tumores e com 0s estagios evolutivos, a gravidade,
também didmetro e espessura da lesdo (NEVES, 2018). Segundo Souza (2017) os
estagios | e Il sdo definidos pela espessura e a presenca de ulceracfes, sendo que
nesta fase ndo ha evidéncias de que o tumor se espalhou para os ganglios linfaticos
ou locais distantes (metastase). O melanoma estagio Il (Figura 11), é definido pelo
nivel de envolvimento e ulceracgdo dos linfonodos j& indicando uma fase de gravidade,
onde o tumor pode estar em camadas mais profundas da pele (derme), como ilustra

a figura abaixo:

Figura 11: Melanoma e os estagios graves da doenca
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Fonte: www.melanomaespana.es/respuestas/estadios-del-melanoma/resumen-de-etapas-0-iv/.

O melanoma em estagio IV ocorre quando o tumor se espalhou para além do
local original, e dos linfonodos regionais para areas mais distantes do corpo. Os locais
mais comuns de metastase sdo orgaos vitais (pulmdes, 6érgdos abdominais, cérebro
e 0ssos) e tecidos moles (pele, tecido celular subcutaneo) e linfonodos distantes, ou
seja, além da regido do tumor primario (LOPES, 2018).

O tratamento depende do diagnéstico e do estagio do tumor, e de acordo com
isso, diferentes terapias tém sido utilizadas, as quais sdo implementadas

individualmente ou em conjunto, como cirurgia, quimioterapia, radioterapia e
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imunoterapia (HU-LIESKOVAN et al., 2014) A cirurgia € a primeira op¢ao de
tratamento, pois sua aplicacdo é baseada na eliminacdo ou diminuicdo do tumor. No
entanto, se nao for detectado precocemente, o tumor pode gerar metéstase
espalhando para outros tecidos, entdo neste caso a cirurgia nao se mostra efetiva e
assim a utilizacdo de terapias sistémicas sdo mais indicadas (MOYA-PLANA, et al.,
2017).

O tratamento preconizado para o0 melanoma no Brasil para casos inoperaveis
ou avancados, é a radioterapia e quimioterapia sistémica como ja citado anteriormente
(JOBIM, 2017). Todavia, a forma metastatica na maioria dos casos é incuravel e com
0 progndstico de vida de cinco anos, atingindo apenas 5% dos pacientes, porém para
uma grande parte dos pacientes o periodo de sobrevida € por volta de 4 meses (SILVA
et al., 2013).

3.3.6. Farmacos Inibidores da BRAF

Desde a descoberta de mutacdes ativadoras no oncogene BRAF e a
estimulacdo de uma resposta antitumoral imunomediada no melanoma, houve uma
busca por desenvolvimento de terapias direcionadas para este estagio do melanoma.
Embora inibidores da mutacdo BRAF e inibidor de MEK tenham sido associados a
resultados clinicos impressionantes, a maioria dos pacientes tem recidiva por volta de
6 meses (LITO; ROSEN; SOLIT, 2013).

De fato, os melanomas em estagio avancado séo dificeis de tratar mesmo com
terapias, que visam a inibicdo do BRAF oncogénico mostrando respostas que
frequentemente sdo de curta duracdo (SOMASUNDARAM et al., 2017). As razbes
existentes pela falha nestes tipos de terapéuticas ndo sdo completamente
compreendidas (REBECCA; SOMASUNDARAM; HERLYN, 2020).

Embora novas terapias sejam atualmente indicadas para melanoma, as
mesmas apresentam limitagcbes e dificuldades em compreendé-las tais como
interferéncia na mutacdo do gene BRAF, que estimula as células a se desenvolverem
de forma anormal e se dividirem fora de controle, e causar uma resposta inflamatoria
atingindo 6rgaos do corpo, piorando a saude do paciente (PARK et al., 2020).

O tratamento com dacarbazina que € um medicamento quimioterapico para
melanoma aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para pacientes com

7

quadro grave é utilizado desde 1976, porém este quimioterapico ndo propicia



37

melhoras na taxa de sobrevida do paciente (PARK et al., 2020). Visto que o principal
problema associado ao tratamento € a baixa taxa de resposta as modalidades
existentes, que, por sua vez, se deve a resposta incompleta dos agentes
quimioterapicos e a resisténcia inerente das células do melanoma maligno
(LEONARDI et al., 2018).

De acordo com Souza (2017), os tratamentos com farmacos inibidores
especificos comecaram a ser utilizados em 2011 (Vemurafenibe - inibidor mutacao
BRAF), em 2013 inibidor de MEK (Trametinibe), e em ordem cronolégica visualiza-se
a combinacao de inibidores (MEK e BRAF) na tentativa de potencializar o tratamento

e obter a cura do melanoma, como mostra a figura 12:

Figura 12: Tratamentos Unicos e combinatodrios aprovados pela FDA
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Fonte: Souza (2017)

Observa-se que, houve um avanco no arsenal terapéutico a partir da
descoberta da mutacdo em BRAF, e muitos farmacos foram desenvolvidos buscando
a regresséao e diminuicéo da inibicdo de vias moleculares referentes ao melanoma.

Os melhores resultados encontrados ainda que muito limitados, para o
tratamento do melanoma, sdo baseadas nos inibidores da proteina quinase
serinal/treonina e nos inibidores do ponto de verificagdo imunoldgico (SANCHES et al.,
2020). A figura 13 refere-se aos principais farmacos e os inibidores da mutagdo em

melanoma;
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Figura 13: Tratamento farmacoldgico e a inibicdo da mutacéo
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Fonte: Leornardi et al. (2018)

Legenda: GF é fator de crescimento; GFR é receptor do fator de crescimento; IRS1 substrato 1 do
receptor de insulina; SOS, Shc e SHC sao proteinas adaptadora e ligadas ao receptor do fator de
crescimento; RAS proto-oncogene GTPase; BRAF proto-oncogene B-Raf; C-RAF proto-oncogene

RAF-1; MAPK proteina quinase ativada por mitogénio; ERK proteina quinase 1 ativada por mitogénio.

Os anticorpos monoclonais utilizados na imunoterapia sdo farmacos que
aumentam a eficacia do sistema imunologico, que é capaz de reconhecer e erradicar
as células tumorais, como mostrado na tabela 2 alguns farmacos deste tipo e seu
mecanismo de acao:

Tabela 2: Farmacos utilizados no tratamento do melanoma

Farmaco Mecanismo de agao
Dabrafenibe e Vemurafenibe Inibidores seletivos do B-RAF
Cobimetinibe e Trametinibe Inibidores seletivos da MEK
Ipilimumabe, Nivolumabe e Pembrolizumabe Anticorpo monoclonal 1gG 1k, anticorpos

monoclonais PD-1 1gG4 e 1gG4k respectivamente

Fonte: Adaptado de Beltrdo (2015)

De fato, no cenério de estagio avancgado, anticorpos como Nivolumabe,

Pembrolizumabe E Ipilimumabe, bem como inibidores B-RAF seletivos (Vemurafenibe
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E Dabrafenibe) sozinhos e/ou em combinagdo com inibidores MEK (Cobimetinibe e
Trametinibe, mostram resultados promissores em ensaios clinicos (LEONARDI et al.,
2018). O Vemurafenib inibe a via da MAPK através do bloqueio de ligacdo ao dominio
ATP da BRAF mutada, sendo que seu uso tem melhorado e prolongado a vida de
pacientes com melanoma (BELTRAOQ, 2015).

A situacdo clinica para a maioria dos pacientes com melanoma metastatico
representa um desafio para os médicos e para 0os pesquisadores que tentam superar
tais adversidades (REBECCA; SOMASUNDARAM; HERLYN, 2020). Melhorias e
novas descobertas no tratamento do melanoma foram alcancadas na ultima década.
Os esforcos incansaveis dos pesquisadores lancaram luz sobre os mecanismos
essenciais envolvidos na biologia do melanoma, abrindo caminho para o tratamento
direcionado com o0 uso de anticorpos monoclonais (imunoterapia). Uma elucidacéo
adicional da biologia e evolugcdo do melanoma também na presenca de pressao
seletiva de tratamento representa um objetivo central da pesquisa do cancer neste
campo e pode, em Ultima andlise, melhorar o atendimento ao paciente e o progndstico
(LEONARDI et al., 2018).

3.4. Produtos Naturais

O uso de produtos naturais é uma das caracteristicas da sociedade desde os
tempos primdrdios, registros da medicina romana, egipcia, persa e hebraica mostram
gue as plantas eram utilizadas de forma extensiva para curar praticamente todas as
doencas conhecidas pelo homem, pois muitas delas continham poderosos
ingredientes que, se usados corretamente, ajudavam a curar o corpo (BRASIL, 2016).

Durante muito tempo foram utilizadas apenas de forma empirica, sem
conhecimentos sobre suas atividades farmacoldgicas ou constituintes ativos, mas no
século XVIII iniciou-se investigacbes sobre algumas espécies venenosas, e a partir
disso langou-se as bases para a investigacdo clinica racional de ervas medicinais
(ATANASOQV et al., 2015). Sabe-se que as espécies vegetais oferecem uma riqueza
de aplicag6es medicinais que sdo praticadas e repassadas por geracdes, também na
vasta utilizacdo em tratamentos medicinais com o intuito de promover a saude, na
fabricacéo de cosméticos e de alimentos (JANG et al., 2020).

Produto natural € todo o tipo de substancia produzida pela natureza por

intermédio dos seres vivos. O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal
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do mundo, e as plantas sdo uma fonte abundante de produtos naturais com atividade
biologica e farmacolégica, contudo, apesar deste potencial gigantesco muitas delas
permanecem desconhecidas, pois nao foram estudadas (SOUSA, 2018). Acredita-se
que a biodiversidade vegetal oferece uma gama de moléculas e bioativos a serem
descobertas com o intuito de fornecerem a matéria prima para o desenvolvimento de
novos medicamentos e farmacos para tratamentos de diversas doencas (SANTOS;
FURLAN; AMORIM, 2016).

De acordo com Berlinck et al. (2017), os produtos naturais podem ser
classificados em metabdlitos essenciais (principais ou primarios), substancias que
estdo diretamente envolvidas no crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos
seres vivos, tais como: produtos de fermentacdo (etanol, &cido acético, citrico e
lactico) e constituintes celulares (lipideos, vitaminas e polissacarideos). E, metabdlitos
especiais (secundarios) que sdo substancias que nado estdo diretamente envolvidas
NOS processos vitais, tais como: pigmentos, carotenoides, polifendis etc., mas que séo
produzidas pelas plantas em situac6es especificas que a espécie vivéncia, tais como
para a protecdo contra predadores, atracdo a polinizadores, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, altitude, funcdo de atrair ou afastar outras
espécies de seres vivos (SOUSA, 2018).

H& um grande interesse em produtos naturais, pois consistem em uma fonte
inesgotavel de substéncias quimicas que se originam a partir da diversidade das
espécies vegetais e dos biomas que ressaltam a riqueza cultural de cada regido
(SILVA, 2019). Isto ocorre a partir dos metabdlitos secundarios que possuem
atividades biologicas relevantes, provenientes da constituicdo quimica da planta, no
qual muitos atuam como antioxidantes, anti-inflamatoérios, antiparasitarios, antivirais
entre outras, sendo que do ponto de vista farmacéutico, essas substancias bioativas
podem ser utilizadas para a criacdo, aprimoramento e desenvolvimento de novas
terapéuticas/farmacos (LIMA NETO et al., 2015). Do mesmo modo, sao considerados
pelos pesquisadores como fontes disponiveis e acessiveis de agentes biolégicos com
atividade terapéutica que possuem mecanismos de acao diferentes em comparacao
com as drogas convencionais, sendo assim capazes de representar bases para o
desenvolvimento de novos produtos visando a cura de doengas (NEGUT et al., 2020).

Essa abordagem levou a descoberta de um numero imenso de substancias
com propriedades farmacologicas, principalmente provenientes de compostos

naturais derivados de plantas, que se tornaram indispensaveis para a farmacoterapia
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moderna onde muitos sdo encontrados no campo de agentes anticancer, como por
exemplo, Paclitaxel (Figura 14) e seus derivados de espécies de Teixo (Taxus),
Vincristina e Vimblastina da Vinca de Madagascar (Catharanthus roseus), a
camptotecina e seus analogos inicialmente descobertos na arvore
chinesa Camptotheca acuminata (ATANASOQV et al., 2015).

Figura 14: Farmacos derivados de plantas usados na terapia do cancer
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Fonte: Sousa (2018)

Neste sentido, Ponci et al. (2015), clarifica que a busca por substancias
quimicas para serem usadas em tratamentos contra o cancer envolve muitas vezes a
descoberta de novos prototipos baseados em produtos naturais, como 0s exemplos
citados anteriormente especialmente aqueles que sao derivados de plantas, no qual
esta perspectiva levou ao desenvolvimento de drogas usadas atualmente na terapia
oncoldgica.

Desse modo, fica evidente que as pesquisas e 0s estudos focados em
bioativos com atividade antitumoral derivadas de espécies brasileiras sdo essenciais,
e devem ser incentivadas e estimuladas para que novas descobertas possam surgir,
pois sabe-se que a grande diversidade de plantas no pais podem proporcionar esses
objetivos (MORAES et al., 2015).
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3.4.1. Familia Lauraceae

A pesquisa, desenvolvimento e a utilizacdo de produtos naturais como agentes
terapéuticos, especialmente aqueles oriundos de plantas tem aumentado nos ultimos
anos, principalmente quando o foco € de compostos com potencial citotoxico e
antitumoral, no qual a familia Lauraceae é investigada por diversos pesquisadores
(GRECCO, 2016; SOUSA, 2018). Esta familia de plantas encontra-se distribuida em
regioes tropicais e subtropicais do planeta, englobam cerca de 50 géneros e varias
espécies que se destacam nas Américas, Asia, Australia, Madagascar, sendo que no
Brasil existem cerca de 400 espécies distribuidas em 25 géneros (QUINET et al.,
2016; SOUSA, 2018) como exemplos a arvore da canfora, do louro e da canela

representados na Figura 15.

Figura 15: Arvore de canfora, tronco de louro e canela

!

Fonte: Quinet et al. (2016)

Segundo Gongalves et al. (2018) as espécies sao caracterizadas por arbustos
ou arvores, geralmente aromaticas, possuem folhas alternadas, simples, sem
estipulas, com bordas inteiras e geralmente duras. Possuem importancia ecoldgica
significativa, visto que na Mata Atlantica ha muitos representantes vegetais,
evidenciando este bioma e a riqueza de espécies. A espécie conhecida popularmente

como canela amarela evidenciada na Figura 16.

Figura 16: Familia Lauraceae (N. lanceolata - canela amarela)

<

Fonte: Gongalves et al. (2018)
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Na Figura 16-A € visualizada o ramo da arvore e na 16-B o disco do tronco
recém-cortado da espécie canela amarela pertencente a familia Lauraceae. Esta
familia possui grande importancia econdmica, no qual muitas espécies séo utilizadas
nas industrias farmacéuticas, madeireiras e alimenticias. Alguns géneros sao
utilizados na carpintaria e na construcao civil, por apresentarem madeiras de boa
qualidade (Figura 16-B), outros sdo amplamente utilizados na industria alimenticia
como por exemplo a canela e louro (GONCALVES et al., 2018). Existem também
géneros que agregam valor comercial pois sdo usados na industria de aromas e de
cosmeéticos, muitas das espécies sdo endémicas, inclusive algumas da Mata Atlantica
como 0s géneros Aiouea, Aniba, Cryptocarya, Endlicheria, Licaria e Nectandra
conhecidas comumente como canelas (FONTANA; GASPER; SEVEGNANI, 2016).

3.4.2. Género Nectandra

Pertencente a familia Lauraceae, encontra-se o género Nectandra que possui
cerca de 120 espécies distribuidas mundialmente e no Brasil com 43 representantes,
conhecida popularmente como canelas (GRECCO et al., 2016). Como ja descrito
anteriormente, do ponto de vista econdmico, as espécies de Nectandra sao
importantes por apresentarem madeira de boa qualidade, sendo seu uso na
construcao civil e na industria moveleira (SOUSA, 2018).

Em tratamentos caseiros através da utilizacdo da medicina popular, é
conhecida pelas propriedades farmacoldgicas tais como digestivas, antidiarreica,
antirreumatica, antifingica, controle da febre e antiinflamatoria (MACIAS-
VILLAMIZAR et al., 2015), algumas espécies de Nectandra sdo conhecidas como
canelas, como esta ilustrado na Figura 17.

Figura 17: Algumas espécies de Nectandra (canela)

Fonte: https://floradigital.ufsc.br/.
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Segundo Grecco et al. (2016) varios estudos comprovam quimicamente que o
género Nectandra (Figura 17) € composto predominantemente por alcaloides e
lignoides, seguidos por terpenoides, esteroides, fenilpropanoides e flavonoides.
Contudo, a principal caracteristica quimica é pela presenca de lignanas e neolignanas
que sdo bastante comum neste género Nectandra (MACIAS-VILLAMIZAR et al.,
2015).

A familia das lignanas é um grande grupo de moléculas naturalmente
abundantes que podem ser encontradas em uma infinidade de plantas superiores
(CUl et al., 2020). O termo lignana foi definido pela primeira vez em 1936 por Haworth
como dimeros fenilpropandides consistindo em duas unidades fenilpropano (C6-C3)
ligadas por seu carbono C8 central. Em 1972, Gottlieb introduziu o termo neolignana
para abranger compostos de unidades de fenilpropano ligadas de uma maneira
diferente de C8-C8 ' (Figura 18). Mais recentemente, foi proposto que micromoléculas
com duas unidades proprilbenzeno acopladas de outras maneiras, deveriam ser
nomeadas de “neolignanas”, onde podem ser encontradas em mais de 60 familias de

plantas e isoladas de diferentes partes da planta (RAO, 2012).

Figura 18: Esqueleto carbdnico de lignana e neolignana

5 © 8
Propilbenzeno

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Rao (2012)

De acordo com Souza, Nakamura e Corréa (2012, p.198) “esses metabdlitos
séo formados a partir do acoplamento oxidativo de duas unidades fenilpropanoides”.
Assim, compreendem uma classe de produtos naturais com uma grande diversidade
de estruturas quimicas e atividades farmacolégicas (SOUSA, 2018).

As lignanas sdo amplamente distribuidas no reino vegetal e podem ser
encontradas nas raizes das plantas, rizomas, caules, folhas, flores, frutos, sementes,
xilema e resinas. Até o momento, sdo encontradas mais de 200 lignanas classicas e
aproximadamente 100 neolignanas que ja foram caracterizadas em estudos
cientificos. Os géneros Machilus, Ocotea e Nectandra possuem esses constituintes
quimicos, que geralmente se apresentam como dimeros (molécula composta por duas
unidades similares) (CUI et al., 2020).



45

Formam um grupo de produtos naturais proeminentes por apresentarem
atividades bioldgicas e farmacoldgicas significativas como antiviral, anticancerigena,
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante e antiasmatica, e por consequéncia
destas caracteristicas isso tem atraido um grande interesse em pesquisas, por

apresentarem varios beneficios a saude (SILVA, 2019).
3.5. Pesquisas com Nectandra leucantha

Nectandra apresenta varias espécies que tém sido utilizadas pelas pessoas
através da medicina popular para tratar a inflamacdo e dor, como analgésico,
antifngico e antiprotozoarico. Pode se dizer que seu uso é benéfico, pois possuem
uma variedade de propriedades farmacoldgicas provenientes de suas estruturas
qguimicas, que é relatado em estudos, através de experimentos realizados in vitro e in
vivo que confirmam as propriedades bioldgicas descritas (GRECCO et al., 2016).

Neste viés, destaca-se a N. leucantha (Figura 19), que é uma espécie lenhosa,
conhecida popularmente como canela branca ou canela seca, arvore endémica do
Brasil com predominancia nos estados de MG, RJ, SP, PR e SC (SOUSA, 2018),

abaixo a figura demonstra as flores e galhos da espécie:

Figura 19: Nectandra leucantha

Nativa da Mata Atlantica, constata-se através de experimentos cientificos que
possui diversos bioativos, que séo reportados atividades biolégicas tais como acao
antiparasitarias (Leishmaniose e Doenca de Chagas) e antitumorais (SOUSA et al.,
2017; GRECCO et al., 2017; GRECCO et al., 2018), tornando inédita e importante a
investigacdo da aplicacédo destes compostos (GRECCO et al., 2019).

Costa-Silva et al. (2015) realizou o primeiro estudo experimental com o0s

compostos obtidos da espécie, que foram caracterizados e identificados, destacando
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a ocorréncia de trés neolignanas bioativas (Figura 20). Estes compostos mostraram
potencial imunomodulatério e antiprotozoario, principalmente para formas
amastigotas de Leishmania donovani e Trypanosoma cruzi.

Figura 20: Estrutura das trés neolignanas bioativas
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Fonte: Elaborado pelo autor, baseado em Costa-Silva et al. (2015)

Do mesmo modo, Grecco et al. (2015) realizou pesquisas e experimentos
através do isolamento de substancias das folhas da espécie arborea, onde os
resultados identificaram um potencial citotéxico obtido através dos 6leos essenciais
existentes nas folhas de N. leucantha. Neste mesmo sentido, Grecco (2016) relatou
que os estudos com o 6leo essencial, bem como os extratos das folhas apresentaram
também um excelente potencial antiparasitario, com efeitos importantes na
Leishmaniose (antileishmania e antitripanossoma). De acordo com Grecco et al.
(2017) os estudos realizados com a N. leucantha destacam a atividade antiparasitaria,
onde o mecanismo de acdo do metabdlito derivado e isolado das folhas eliminaram
seletivamente os parasitas intracelulares sem ativagdo da célula infectada, eles
possuem respostas satisfatorias frente a forma amastigotas e tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi (GRECCO et al., 2017).

Igualmente Sousa et al. (2017) verificou o perfil citotéxico das neolignanas
obtidas da N. leucantha frente ao melanoma, através de evidéncias substanciais em
desencadear caracteristicas apoptoticas prejudicando a organizacdo do
citoesqueleto, causando danos oxidativos no DNA e degradacdo por reacdes de
alquilagdo, que superam o alto perfil de resisténcia apoptética de células de
melanoma.

Da mesma maneira, Ponci et al. (2020) realizou estudos experimentais com
extratos hexanicos obtidos das folhas de N. leucantha, nos quais apresentaram

resultados significativos e efeitos antiasmaticos em camundongos, esta acao
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alcancada nos experimentos in vivo demonstram uma reducéo da inflamacédo e da
hiperresponsividade das vias aéreas, com efeitos semelhantes aos da Dexametasona
(farmaco com acao antiinflamatoria), apresentando uma alternativa promissora para o
tratamento da asma granulocitica mista.

Tendo em vista a capacidade farmacologica dos compostos isolados da N.
leucantha, estudos relatam que esta espécie vegetal se torna uma importante fonte
de obtenc&o de produtos bioativos, podendo ser um aliado no tratamento do cancer
devido seu potencial citotdxico in vitro (GRECCO, 2016; SOUSA, 2018), comprovados
pelos compostos dehidrodieugenol (1), seu isémero dehidrodieugenol B (2) , e seu
derivado dehidrodieugenol B metil éter (3) (GRECCO et al., 2016) como se encontram

dispostos na figura 21:

Figura 21: Compostos isolados da espécie Nectandra leucantha

H,CO Z H,CO = HyCO P
HO H;CO
/\/@O O
# OCH, Z OCH, /A/@ocm
Dehidrodieugenol (7) Dehidrodieugenol B (2) Dehidrodieugenol B metil éter (3)
Caghp90,4 CooH2204 CoH2404
MM: 326,15181 Da MM: 326,15181 Da MM: 340.16746 Da

Fonte: Elaborado pelo autor, baseado em Grecco et al. (2018)

Em conformidade com o assunto, os extratos da espécie através dos
compostos citados acima, apresentaram bons resultados nos testes in vitro,
demonstrando a atividade citotoxica em células de melanoma murino (B16F10), que
apresentaram valores de ICso para os compostos 1, 2 e 3de 28,3+1,2;257+09 e
75,1 + 1,1 uM respectivamente (SOUSA, 2018). Os experimentos realizados in vitro
com células tumorigénicas de melanoma murino (B16F10) determinaram que o0s
compostos desempenharam um papel importante na inducédo de apoptose acessada
por condensacao e fragmentacdo de DNA, potencial transmembranar mitocondrial.
Além disso, o composto dehidrodieugenol B p6de promover reacfes de alquilacdo em
células tumorais, o que pode danificar o DNA ou outros nucleéfilos das células
(SOUSA et al., 2019).
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A descoberta de novas substancias vegetais em prol da melhoria ou cura de
doencas € um assunto bastante pesquisado no meio cientifico, muitos estudos tém
conseguido obter boas alternativas, porém o caminho é longo e com muitos percalgos
(MORADI et al., 2020). Dificuldades ainda sdo encontradas nos ensaios clinicos
demonstrando que muitos bioativos ndo estdo adequados para serem utilizados como
futuros farmacos, pois sua eficacia pode ser limitada, onde as propriedades dos
compostos muitas vezes ndo possuem a solubilidade ou biodisponibilidade necessaria
para serem administradas no corpo humano, por isso novas metodologias surgem

com a intencdo de melhorar essas caracteristicas (BILIA et al., 2017).

3.6. Estudos in silico no planejamento de novos farmacos

Para o desenvolvimento de um novo farmaco, independente da origem da
molécula com atividade farmacoldgica, seja natural ou sintetizada em laboratorio, na
maioria das vezes sdo necessarias modificacdes moleculares para que estes novos
compostos apresentem propriedades biolégicas aceitaveis (MEANWELL, 2011). De
fato, milhares de moléculas séo sintetizadas todos os anos, porém a grande maioria
acaba sendo descartada nos estagios iniciais de pesquisa por nao serem
consideradas eficientes frente aos alvos para os quais foram construidas ou pela
toxicidade (PANDEY et al., 2017). Portanto, séo consideradas estruturas privilegiadas
as moléculas que possuem afinidade por alvos biologicos e boas propriedades
farmacoldgicas, para que tais compostos sejam considerados promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos (SOARES, 2020).

Assim sendo, diferentes abordagens para o planejamento e a obtencéo destes
compostos sao capazes de produzir grandes quantidades de dados que devem ser
analisados de forma rapida e eficaz. Nesse contexto, os métodos em bioinformatica
tém papel fundamental, possibilitando a organizacéo, o gerenciamento, a visualizagdo
e interpretacdo da informacéo gerada. O objetivo é estabelecer padrdes de correlacéo
entre os diversos eventos bioquimicos e celulares envolvidos no estado de doenca
(GONZALEZ et al., 2019).

Nas fases de planejamento de um farmaco sédo recomendados estudos
denominados in silico (através de uma simulacdo computacional), que séo realizados
a partir da molécula em questdo, visando verificar se a substancia possui as

propriedades necessarias para se tornar um farmaco (PRESS et al., 2019). Vérios
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estudos relacionados a farmacocinética e farmacodinamica podem ser realizados,
com a funcdo de se certificar, a potencialidade da molécula alvo, ou seja, se a
molécula estudada possui um bom perfil de biodisponibilidade no organismo. Para
isso, sdo estudadas e analisadas as propriedades fisico-quimicas, conformacionais,
assim como sua capacidade de interagdo com o receptor, mimetizando como o
possivel farmaco ira se comportar perante os 6rgaos (SILVA, 2015). Para tal, alguns
desafios sdo enfrentados e vinculados a esta problemética, tais como, problemas com
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade denominado de ADMET
(Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecédo e Toxicidade) (PRESS et al., 2019).

Em virtude disso, as moléculas devem apresentar alta atividade bioldgica
juntamente com baixa toxicidade. Por sua vez, esses parametros ADMET podem ser
avaliados separadamente por métodos computacionais (CARVALHO et al., 2019).
Estudos sinalizam que a estimativa inicial de ADMET na fase de descoberta reduz
drasticamente a fracdo de falhas relacionada a farmacocinética nas fases clinicas
(PANDEY et al.,, 2017). Modelos computacionais tém sido fomentados como uma
alternativa valida aos procedimentos experimentais para predicdo de ADMET,
especialmente em etapas iniciais, quando as estruturas quimicas investigadas séo
numerosas, mas a disponibilidade de compostos € escassa (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017).

As ferramentas computacionais sao rotineiramente utilizadas para filtrar
grandes bases de dados de modo que os compostos previstos para ter perfis
aceitaveis de ADMET possam ser pesquisados e comparados com farmacos ja
existentes ou prever uma nova molécula que podera ser utilizada (CARVALHO et al.,
2019). De maneira geral, os métodos computacionais possuem vantagens e acabam
por contribuir na reducdo de gastos e tempo em ensaios biolégicos, auxiliando nos
resultados que sédo mais efetivos. Dentre os parametros utilizados no estudo in silico
para a previsdo de um bom perfil de ADMET de um farmaco, destaca-se a chamada
Regra dos 5 de Lipinski, que considera fatores de grande importancia na identificacao
de moléculas promissoras (BRITO, 2011).

3.6.1. A regra dos cinco de Lipinski

Para a criacao destas regras, Christopher A. Lipinski realizou um estudo com

mais de 2000 farmacos, no qual observou que algumas propriedades fisico-quimicas
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eram necessarias para que as drogas apresentassem boa solubilidade em agua e
permeabilidade intestinal, caracteristicas essenciais para a disponibilidade oral
(BRITO, 2011). Os resultados alcancados geraram a” Regra dos 5 de Lipinski (RO5)”,
que tem o intuito de auxiliar nas decisdes relacionadas as modificagBes quimicas e,
assim, reduzir o numero de compostos preparados com propriedades fisico-quimicas
indesejadas (SANTOS; GONSALVES; ARAUJO, 2018). De acordo com a RO5 as
propriedades moleculares relevantes estao descritas na tabela 3.
Tabela 3: As regras de Lipinski

Regra dos 5 de Lipinski (RO5)

LogP <ouigualab
Doadores de liga¢des de hidrogénio <ouigualab
Aceptores de ligacdes de hidrogénio <ouigualal0
Peso molecular < ouigual a 500

Fonte: Elaborado pelo autor, baseado em Santos; Gonsalves; Araujo (2018)

A ROS5 estabelece que, para uma molécula ter potencial para se tornar um bom
farmaco deve apresentar determinados valores, de acordo com os intervalos
apresentados na Tabela 3, para os 4 parametros multiplos de 5 (SANTOS;
GONSALVES; ARAUJO, 2018). Se os valores forem maiores que os determinados na
RO5 provavelmente a molécula pesquisada tera uma ma absor¢cdo ou permeacdo
indevida desclassificando a substancia para uso no corpo humano. Desta forma, as
regras permitem uma boa previsdo do perfil de biodisponibilidade oral para moléculas
novas (CARVALHO et al., 2019).

Da mesma forma, é importante acompanhar outros elementos considerados
como adicionais, e por isso varias melhorias acabaram por acrescentar outros
parametros propondo resultados mais robustos. Dentre esses, inclui-se a area de
superficie topoldgica polar (TPSA) que deve ser <140 A2 no qual avalia a absorcéo
tanto da barreira hematoencefalica como intestinal; LogS que é o coeficiente de
solubilidade em meio aquoso, sendo bastante utilizado em estudos in silico de
moléculas com biodisponibilidade, também a informacédo sobre o nimero de ligagbes
rotaveis que deve ser <10 (SLIWOSK et al., 2014). Todos esses elementos
corroboram para a avaliacao das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas, e de
semelhanca com drogas, que se enquadram na area da quimica medicinal
(CARVALHO et al., 2019).
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Elementos como o coeficiente de particdo entre n-octanol e agua denominado
de LogP o/w, € o descritor classico para indicar a lipofilicidade (habilidade de um
composto quimico ser dissolvido em gorduras, 6leos vegetais, lipidios em geral), que
€ uma propriedade fisico-quimica importante em um farmaco, pois determina a
capacidade da substancia de atravessar membranas (CALDEIRA, 2015). Da mesma
maneira a solubilidade em agua, no qual uma molécula soluvel facilita muitas
atividades para o desenvolvimento de drogas, principalmente a facilidade de
manuseio e formulacdo (PANDEY et al.,, 2017). Além disso, para projetos de
descoberta que visam a administracdo oral, a solubilidade € uma propriedade
importante que influencia a absorcdo, da mesma forma, uma droga destinada ao uso
parenteral deve ser altamente solivel em agua para fornecer uma quantidade
suficiente de ingrediente ativo no pequeno volume de tal dosagem farmacéutica
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Outra particularidade relevante é sobre os compostos serem substrato ou ndo
substrato da glicoproteina de permeabilidade (P-gp), que € fundamental para avaliar
o efluxo ativo através de membranas biologicas, por exemplo, da parede
gastrointestinal para o lumen, através da barreira hematoencefalica. Um dos principais
papéis de P-gp é proteger o sistema nervoso central (SNC) dos xenobidticos
(compostos quimicos estranhos ao organismo humano, como inseticidas, pesticidas,
substancias toxicas, farmacos etc.). Também é importante ressaltar que P-gp € super
expressada em algumas células tumorais e pode levar a canceres multirresistentes
(PEREIRA, 2019).

As enzimas da familia citocromo P450 (CYPs) constituem uma superfamilia de
hemoproteinas oxidativas, que desempenham um papel chave no metabolismo de
uma ampla variedade de xenobibticos, e podem ser encontradas em uma ampla
variedade de espécies. Sao responsaveis pelo metabolismo de mais de 90% de todos
os farmacos prescritos no mercado. As enzimas principais deste complexo que séo
expressas em diferentes niveis no figado sdo a CYP1A2 (13%), CYP2C9 (20%),
CYP2D6 (2%), CYP2C19 (5%), e CYP3A4 (30%) (SILVA, 2015).

Estes parametros sdo importantes pois podem melhorar as estimativas e
chances de as moléculas serem futuros farmacos com propriedades farmacolégicas
eficazes (CARVALHO et al., 2019). Considerando a relevancia da disponibilidade das
drogas durante os ensaios clinicos, bem como as vantagens da via oral para a

administracdo de farmacos, é muito importante que durante o desenvolvimento de
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novas moléculas bioativas, seja verificado se a RO5 esta sendo seguida ou violada
em algum parametro (PEREIRA, 2019).

3.7. Programas de Modelagem Molecular

A modelagem molecular utiliza programas especificos de computador, alguns
disponibilizados comercialmente e outros baixados gratuitamente em sitios de
dominio publico na Internet. As estratégias empregadas podem ser divididas em dois
grandes grupos, o planejamento de farmacos baseado na estrutura dos ligantes
(LBDD, do inglés ligand-based drug design) aplicado quando se dispbe de
informagOes sobre a estrutura dos compostos bioativos e sobre suas atividades
biolégicas, e o planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD,
do inglés structure-based drug design), aplicado quando se dispde também de
informacdes sobre a estrutura do alvo bioquimico da acdo dos compostos bioativos
(BARROS, 2015). Qualquer que seja a estratégia escolhida para realizar o estudo,
geralmente se inicia com o uso de programas para a construcdo de modelos de
estruturas moleculares, que podem ser moléculas pequenas ou macromoléculas,
como as proteinas (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Os estudos levam em consideracdo ndo apenas a quimica, mas
significativamente a fisica para oferecer uma aproximacdo plausivel da estrutura
tridimensional e energia do sistema farmaco-alvo. Porém, vale salientar que o ramo
da Modelagem Molecular € muito mais abrangente (PIMENTEL et al., 2013).
Dependendo do tamanho do sistema a ser estudado, da finalidade e do tempo que se
tem para que o célculo seja feito, pode-se optar por uma abordagem classica no qual
o0 célculo e resultados séo rapidos (ESMAILE, 2019).

De acordo com Barros (2015), os métodos computacionais séo utilizados como
ferramentas no desenvolvimento de novos farmacos, visando o estudo das relacdes
entre estrutura e atividade (SAR, do inglés structure-activity relationships), o estudo
das relacfes quantitativas entre a estrutura e atividade (QSAR, do inglés quantitative
structure-activity relationships), e a investigacao das possiveis orienta¢cées que uma
determinada molécula pode assumir no interior do sitio ativo de um biorreceptor
(Docking Molecular). No caso do docking molecular, possiveis moléculas bioativas séo
testadas para um determinado alvo molecular a fim de estabelecer qual, ou quais,

delas apresentam melhor acomodacao ao sitio ativo do alvo (BARROS, 2015).
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3.7.1. Docking molecular

Um dos procedimentos que mais se popularizou nos ultimos anos, em estudos
de quimica medicinal foi o ancoramento molecular (também denominado docking
molecular). Além dos programas de acesso publico e comerciais, ha também
servidores na internet disponiveis para o uso deste procedimento (BARREIRO;
FRAGA, 2015).

Também denominado como acoplamento molecular, € um procedimento
computacional que apresenta potencial de prever a ligacdo ndo covalente de
macromoléculas ou, mais frequentemente, de uma macromolécula (receptor) e uma
pequena molécula (ligante) de forma eficiente, com o objetivo de prever as
conformacdes ligadas e a afinidade de ligagdo (BARROS, 2015).

A previsdo da ligacdo de pequenas moléculas a proteinas € de particular
importancia pratica porque é utilizada para rastrear bibliotecas virtuais de moléculas
semelhantes a drogas, a fim de obter informacdes, principalmente do ponto de vista
estrutural para o desenvolvimento de novas substancias ativas. O docking molecular
também pode ser empregado para prever a conformacdo de ligantes conhecidos
(TROTT; OLSON, 2010).

Desta forma, os resultados obtidos nos ensaios computacionais sdo dados em
termos da energia de ligacdo necessaria para que a provavel molécula bioativa se
ligue ao sitio ativo do alvo molecular selecionado. Em vista disso, a molécula que
apresentar menor quantidade de energia necessaria para se ligar ao sitio ativo, sera
aguela que, teoricamente, apresentara melhor resultado de atividade biol6gica
(NUNES et al., 2016).

Por consequéncia, esta ferramenta permite que diversas estruturas
moleculares de possiveis compostos bioativos sejam testadas a fim de obter um
screening virtual, em que aquelas que se apresentarem como mais promissoras
passam para as etapas de sintese e avaliacdo de suas atividades biologicas,
acelerando a fase inicial do desenvolvimento de um novo farmaco e evitando o
trabalho desnecessario de sintese e avaliacdo bioldégica de estruturas néo
promissoras (BARROS, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtengé&o do extrato de Nectandra leucantha

Os extratos das folhas de N. leucantha utilizados neste estudo, foram
preparados de acordo com o procedimento descrito por Grecco (2016). Sendo assim,
as folhas foram coletadas em mar/2014 no Parque Ecolégico do Perequé
(Cubatéo/SP), a coleta e identificacdo botanica foram realizadas em colaboracéo com
o Prof. Me. Euder G.A. Martins e a exsicata foi depositada no Herbario do Instituto de
Biociéncias da USP, sob o cédigo EM 357 (SPF00215113). ApGs a secagem e
moagem do material vegetal, 2,55 Kg deste foram submetidos a processos extrativos
até exaustdo, por meio de maceracao com hexano. Apés evaporacéao do solvente, sob
presséao reduzida, foram obtidos 84,5 g de extrato bruto (NLH). Visando a remoc¢éao do
material graxo e obtencdo de uma fracédo enriquecida com neolignanas (NEF), parte
do extrato hexanico (51,9 g) foi ressuspendido em hexano (500 mL) e particionado
com acetonitrila (3 x 250 mL), ambas as fases foram separadas e 0s solventes
evaporados sob pressédo reduzida. A partir da fase em acetonitrila foram obtidas 31,6
g da NEF.

4.2. Fracionamento Cromatografico

A fracdo enriquecida com neolignanas (NEF) foi analisada por CLAE/DAD/EM
(A 190 a 800nm e modo positivo), visando definir seu perfil cromatografico e confirmar
a presenca das neolignanas de interesse. Parte da fracdo NEF foi submetida a
fracionamento cromatografico em fase reversa, utilizando coluna LoBar LiChroprep
C1s (40-63 um; Merck) como fase estacionaria e solugao etandlica a 50, 70, 90 e 100%,
como fase movel. As fragBes obtidas foram analisadas por CCDC (utilizando o sistema
eluente Hex:AcOEt 7:3), e reagrupadas de acordo com a semelhanga ap0s revelacao
sob luz UV. Foram utilizados padrbes dos compostos de interesse, visando identificar

em quais fracOes eles se encontram.
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4.3. Elucidacgéao estrutural

ApGs o fracionamento, como descrito anteriormente, os compostos de interesse
isolados foram submetidos a caracterizacdo estrutural por meio de técnicas
espectroscopicas como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectrometria de
massas de alta resolucéo, a partir da analise por CLAE/DAD/EMAR. Os espectros de
RMN H, foram registrados em espectrometro Ultrashield 300 Bruker Avance I,
operando a 300 MHz, os quais foram obtidos em deuterocloroférmio (CDClz + TMS),
da Cambridge isotope Laboratories (99,96% de pureza) como solvente e padrao de

referéncia interna.

4.4. Preparo dos Fenolatos Sodicos

Visando o aumento da hidrofilicidade dos compostos isolados, as neolignanas
1 e 2, que apresentam em sua estrutura (s) fendlica(s) livre(s), foram submetidas a
reacdo com metanolato de sédio, de acordo com o protocolo descrito a seguir,
adaptado de Quincoces (2014) (QUINCOCES, 2014; QUINCOCES, 2018). Para
obtencdo de seus respectivos sais, foram dissolvidos 1 mol de sédio metalico em
metanol absoluto “seco”, para cada mol de hidroxila fendlica livre. A essa solucéo de
metdxido de sddio, foram adicionadas as neolignanas de interesse, de acordo com a
guantidade sugerida acima. O meio reacional foi deixado sob refluxo, tempo suficiente
para ocorrer a salinizacao de todo material de partida, que foi monitorada por CCDC
(cromatografia em camada delgada). Tal procedimento foi realizado em colaboracao

do pesquisador Prof. Dr. José Agustin Quincoces Suarez.

4.5. Avaliacéo da atividade citotoxica — ICsp frente a linhagem de melanoma humano
A375

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados na Universidade Federal de
Minas Gerais, em colaboracdo da Dra. Fernanda Samara de Sousa. A citotoxicidade
dos compostos foi avaliada frente a linhagem celular de melanoma humano (A375).
As células foram cultivadas a 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO2, meio
RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA) ou EMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA),



57

suplementado com 10 mM de acido 2-hidroxietilpiperazina-N2 etanosulfénico (Hepes)
(Sigma, St. Louis, MO), bicarbonato de sddio 24 mM (Sigma), 40 mg/L de gentamicina
(Schering-Plough, S&o Paulo), pH 7,2, e 10% de soro fetal bovino (Invitrogen). Para a
determinacdo das concentracdes inibitérias a 50% de morte, 1x10* células foram
dispostas em placas de 96 po¢cos em meio de cultura suplementado com 10% de soro
fetal bovino. Apos 8h de inoculacéo, as células foram incubadas com 0s compostos
ativos em diferentes concentracfes variando de 0 a 100 ug/mL ou com o veiculo de
diluicdo dos compostos (MeOH) como controle negativo. Para acessar a viabilidade
celular perante a incubacdo com os compostos bioativos, foi utilizado o método
colorimétrico de MTT, baseado na medida da atividade metabdlica da célula na
presenca das amostras em estudo, através da avaliacdo das atividades das enzimas
mitocondriais presentes nas células viaveis ou vivas. Apos o periodo de incubacéo
com os compostos, foram adicionados 10 yL de solugdo de MTT (5 mg/mL) e as
células foram incubadas por 3h a 37°C. Posteriormente, foram adicionados 100 uL de
SDS 10% na solugao celular com MTT e incubada por 24 h a 37°C. A absorbancia
sera obtida em leitor de placas (SpectraMax® - M2, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA) a 570 nm com um filtro de referéncia a A 650 nm. A inibicdo do crescimento de
50% das células tumorais foi determinada através de curvas dose-resposta, em
fungcdo de regressdo n&o linear. Foi utilizado o programa Origin (OriginLab

Corporation, Northampton, MA, EUA), para determinar o valor de Clso.

4.6. Andlise conformacional

A otimizacdo estrutural foi realizada pelo método AM1 implementado no pacote
do software de quimica quéantica semi-empirica MOPAC 2016. Os arquivos contendo
as informacdes tridimensionais de cada estrutura, assim como as informacdes de
carga de potencial eletrostatico, foram os arquivos de entrada visualizados pelo
software JMol. Através da conformacéo mais estavel obtida para cada composto, 0s
valores de energia dos orbitais de fronteira (HOMO e LUMO) foram determinados e
extraidos através do software JMol. Os mapas de potencial eletrostatico molecular
(MPESs), obtidos através de um conjunto de cargas pontuais que representa o
potencial quantico molecular de pontos definidos em torno da molécula, foram obtidos
e puderam ser visualizados, também pelo software Jmol. Os dados das energias

orbitais, cargas parciais de momento dipolo e volume atébmico foram utilizados na
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analise comparativa através da qual se pretendia realizar estudos qualitativos da

estrutura quimica e da atividade biologica (SAR).

4.7. Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas ADMET

Para avaliar as propriedades farmacocinéticas, fisico-quimicas e Druglikeness
dos compostos, a estrutura 2D dos compostos foi desenhada no Chemdraw Ultra 12.0.
Cada estrutura foi importada e a estrutura SMILE foi inserida na interface do site

(http://swissadme.ch/).

4.8. Docking molecular

O docking molecular foi realizado utilizando o AutoDockTools, versao 4.2 e
disponivel no endereco http://autodock.scripps.edu/ para download gratuito. A
estrutura cristalina do receptor foi obtida na base de dados do PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). A primeira etapa do processo envolveu o
preparo dos arquivos de input do alvo molecular e do ligante. O alvo molecular foi
preparado removendo, a parte que ndo codifica a macromolécula, as cadeias
repetidas, e as moléculas de agua, de acordo com o descrito por Umar e col. (2020)
(UMAR et al.,, 2020). A partir destas modificagbes foi gerado um arquivo com a
extensdo PDBQT, necessario para os célculos do AutoGrid e para realizacdo do
docking molecular. Para a preparacdo do ligante, obteve-se primeiramente o modelo
tridimensional, otimizado mediante emprego de metodologia semi-empirica AM1, com
auxilio do software MOPAC.

Através da conformacdo mais estavel obtida, o ligante foi salvo na extensao
MGF e posteriormente convertido em um arquivo PDBQT com auxilio do software
OpenBabel capaz, de realizar a conversao de arquivos moleculares. A segunda etapa
foi a parametrizagéo para realizagdo dos calculos através do AutoGrid, utilizando a
ferramenta AutoDockTools. Com o arquivo do ligante e do alvo parametrizados, o
menu Grid foi selecionando, a macromolécula indicada e que em seguida foi salva na
extensdo PDBQT. Na sequéncia, foi definido o espaco tridimensional de procura
dentro do qual o ligante tenta ligar-se a estrutura da proteina. Por se tratar de um
estudo novo, toda a area da macromolécula foi selecionada. Para a terceira etapa do

processo foram utilizados os arquivos preparados referentes ao alvo molecular, ao



59

ligante e o arquivo com os parametros do Grid. Como saida, foi definido um arquivo
de extensdo DLG no qual foram informados os resultados encontrados no docking.
Os resultados foram analisados com auxilio do software Discovery Studio Visualizer,

em sua verséo gratuita.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fracionamento Cromatografico e elucidacéo estrutural

O fracionamento cromatografico foi realizado como descrito anteriormente,
onde a fracdo NEF foi analisada por CLAE/UV/EM (modo positivo). De acordo com 0s
resultados obtidos na Figura 22, pode-se observar o cromatograma da fracdo NEF

com seis picos (I a VI), sendo os dois de maior tempo de retencdo, 0S majoritarios.

Figura 22: Cromatograma da fragcdo NEF obtido por CLAE/DAD/EM (A 190 a 800nm).
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Fonte: Arquivo pessoal

Por meio dos espectros de massas de alta resolucéo dos picos IV (tr 8,9 min)
V (tr 9,3 min) e VI (tr 10,1 min) foi possivel observar sinais referentes aos ions pseudo-
moleculares em m/z 327,1590 [M + H]* e em 344,1853 [M + NH4]* e 675, 2908 [2M +
Na]* para IV; m/z 327,1602 [M + H]* e em 344,1869 [M + NH4]" e 675, 2945 [2M + Na]*
paraV; e emm/z 341,1761 [M + H]*, 358,2031 [M + NH4]* e 703.3257 [2M + Na]* para
VI. Sendo assim foi possivel confirmar a presenca das neolignanas bioativas de
interesse, sendo os isbmeros 1 e 2 nos picos IV e V (C20H2204) respectivamente, e o
composto 3 no pico VI (C21H2404), como observados nos espectros abaixo, na Figura
23, que se encontra na proxima pagina.

ApoOs a confirmacéo da presenca dos compostos de interesse na fragcdo NEF,
ela foi submetida a fracionamento cromatografico em fase reversa. Deste processo
foram recolhidas 147 fracdes (5 mL cada). As fracdes obtidas foram analisadas por
CCDC e foram reagrupadas em 17 grupos (NEF A — NEF O), de acordo com a
semelhanca apoés revelagdo sob luz UV (Figura 24), e em comparagcdo aos seus
respectivos padrdes, os compostos 1V, V e VI foram identificados nas fracbes NEF IV
(5 mg), NEF V (74,26 mg) e NEF VI (15,17 mg).
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Figura 23: Espectros de UV e EM dos picos IV, V e VI, obtidos por CLAE/DAD/EM
(modo positivo).
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Figura 24: Placas CCDC do fracionamento do extrato NEF e dos padrbes dos

compostos IV, V e VI.
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Frente a esses resultados, somente os grupos e NEF VI, correspondente ao
composto 2, e NEF V, correspondente ao composto 3 foram analisados por RMN *H,

devido a quantidade em massa ser suficiente para realizar a analise.

Figura 25: Espectros de RMN de H para os compostos 2 e 3
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Fonte: Arquivo pessoal

Os espectros de RMN de 'H para os compostos 2 e 3, apresentaram
respectivamente dois dupletos na regido entre o1 6,0 e 7,0 referentes a hidrogénios
de anéis aromaticos tetrassubstituidos (2H, H2/H6), e sinais entre du 6,7 € 6,9,
referentes aos sistemas aromaticos trissubstituidos (3H, H9/H11/H12). Foram
observados dois dupletos entre 61 3,2 e 3,4 (4H, H2'/H2”) e dois multipletos, um entre
o1 5,9 € 6,0 (4H, H1’/H1”) e outro multipleto ente 61 5,0 e 5,1 (4H, H3’/H3”), referentes
as duas cadeias alilicas. Além desses sinais, em ambos o0s espectros de foram
observados dois singletos entre 61 3,8 e 3,9. Entretanto a Unica diferenca entre os
compostos 2 e 3, foi a integral destes singletos, para 2 foram atribuidos 6H, enquanto
para 3, 9H, relativos a dois e trés grupos metoxilico, respectivamente. Tais
informacgdes, em comparacdo aos dados encontrados em literatura, comprovaram o

isolamento e caracterizacdo dos compostos de interesse, 2 em NEF V e 3 em NEF VI.
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5.2. Preparo de Derivados Salinos

Devido a caracteristica lipofilica dos compostos isolados neste trabalho, para
0S compostos 1 e 2, uma vez que sao 0s Unicos que possuem hidroxila fendlica livre,
visando o aumento da biodisponibilidade, por meio do aumento da hidrofilicidade, foi
utilizada a estratégia de semi-sintese para obtencdo dos respectivos fenolatos de
sédio 4 e 5 (Figura 26).

Figura 26: Esquema geral para obtencao dos fenolatos sédicos 4 e 5
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.3. Avaliacéo da atividade citotéxica — Clso

Os fenolatos sodicos (4 e 5), bem como seus precursores, foram avaliados
guanto a sua atividade citotdxica, contra a linhagem tumoral de melanoma humano
(A375). Sendo que 2 e 3 exibiram ICso de 110,3 e 57,2 uyM contra a linhagem tumoral
de melanoma humano A375, respectivamente. Por outro lado, seus derivados salinos
foram inativos nas concentracdes maximas testadas (ICso > 200 uM) em comparagao
com todas as cepas testadas. Os compostos 2 e 3 apresentaram resultados
significativos para a linhagem tumoral de melanoma humano A375. Inclusive, é

importante observar que o composto 3 teve uma melhor atuacéo inibitoria para a
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linhagem humana A375, quando comparado aos resultados obtidos pelo mesmo
composto para a linhagem de melanoma murino B16F10.
Os resultados obtidos foram comparados com alguns medicamentos anticancer

ja comercializados, e representados na Tabela 4.

Tabela 4: Comparacao dos valores de ICso determinado para medicamentos contra

a linhagem tumoral de melanoma humano A374

COMPOSTO ICso (uM) FONTE
Axitinib 30,84
Bicolutamida 71,46
i i CancerDR: Cancer
Cisplatina 525,12 _
Drug Resistance
Doxorrubicina 0,01
DataBase
Pazopamibe 41,07
Plaquitaxel 0,00715
2 110,3
3 57,2

Fonte: Adaptado de CancerDR: Cancer Drug Resistance DataBase. Disponivel em:

crdd.osdd.net/raghava/cancerdr/submitkey_a.php?ran=1434

Como € possivel observar, os resultados alcancados se mostram mais
promissores em relacdo a alguns medicamentos, quando testados para a mesma
linhagem tumoral de melanoma humano A375. Entretanto, apesar dos bons
resultados, os valores encontrados para 0os compostos 2 e 3 ndo superam outros
medicamentos também ja aprovados e utilizados na terapéutica.

Os valores inibitérios encontrados através do ensaio de MTT mostram também
que, os derivados 4 e 5 ndo apresentaram resultados inibitérios significativos, e por
este motivo, ressalta-se alguns pontos importantes, em relacdo a atividade biologica
de compostos hidrossollveis.

Apesar da hidrofilicidade ser um parametro importante quando o propésito € o
desenvolvimento de compostos ativos que serdo administrados, uma vez que néao €
possivel administrar um farmaco ou qualquer veiculo oleoso, por via endovenosa, por
exemplo, moléculas altamente polares costumam néo serem bem absorvidas. Este
fato, pode ser constatado claramente ao observar, por exemplo, o baixo potencial de
absorcdo de medicamentos como a gentamicina, vancomicina e calcitonina, as quais

sao drogas polares com baixa disponibilidade oral. Ainda em relagdo a gentamicina,



66

vancomicina e calcitonina, foi observado que sua absorcdo também é baixa, quando
elas sdo administradas pela via endovenosa (BOWE et al, 2007). Além disso, espécies
ibnicas apresentam normalmente baixa absorcdo lipidica (SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012)

Por outro lado, algumas substancias ativas hidrofilicas ja& demonstraram ter
uma alta eficacia no transporte através das barreiras lipidicas, resultando em efeitos
biolégicos importantes (CARPENTIERI-RODRIGUES, 2007). Diversos estudos
sugerem que moléculas hidrofilicas geralmente requerem algum tipo de sistema de
transporte seletivo para cruzar a bicamada lipidica. Com o objetivo de compreender
os resultados obtidos, estudos computacionais sobre as caracteristicas fisico-

quimicas, farmacocinéticas e conformacionais foram conduzidos.

5.4. Propriedades Fisico-Quimicas

As propriedades fisico-quimicas de compostos ativos, desempenham um papel
importante tanto para o desenvolvimento de novos compostos, como para o melhor
entendimento da capacidade de interacdo o sitio alvo, mesmo para compostos ja
conhecidos, visto que a substancia passa por diversos processos biolégicos, que
dependem diretamente destas propriedades, estando diretamente relacionadas a boa
interacdo dos compostos na fase farmacocinética, que envolve a absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo. Dentre as principais propriedades fisico-
guimicas estdo, o coeficiente de particAo, que expressa a relacdo entre a
hidrofilicidade e a lipossolubilidade (LogP), a massa molecular (MM), a quantidade de
aceptores de ligacao de hidrogénio (HBSASs), assim como a quantidade de doadores
de ligacdo de hidrogénio (HBDs), e a area de superficie polar topoldogica (TPSA)
(ABEL et al., 2017).

Analisando os valores de massa molecular (MM) calculada para cada
compostos, encontram-se valores entre 326 e 370 g/mol. A MM é um fator de extrema
importancia no estudo de relagdo estrutura quimica versus atividade biolégica, pois é
considerado como consenso que guanto menor a massa melhor a difusdo destas
substancias no organismo, uma vez que compostos de alta massa molecular podem
ter sua difusdo diretamente afetada. A grande maioria das drogas no mercado tem
pesos moleculares entre 200 e 600 Daltons, sendo a maioria <500 (BOS, 2000).

Nesse sentido, todos 0s compostos avaliados apresentam resultados favoraveis.
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As ligacdes rotaveis (RB) sdo uma medida de flexibilidade molecular importante
na determinacdo da biodisponibilidade oral dos medicamentos. Apenas 4% das
moléculas utilizadas para fins terapéuticos, ndo tém ligagdes giratorias, enquanto 32%
tém 1-10 ligacBes giratorias e 47% das moléculas tém entre 36-50. O valor médio para
a distribuicdo de ligacdes rotativas descrito, sdo de 27, com 0 nimero maximo de
ligacdes rotativas em uma molécula de metabdlito sendo 83 (KHANNA, 2009). Dentre
os padrées mais conhecidos e aceitos dentro da quimica medicinal, entende-se que
uma molécula promissora ndo pode apresentar mais do que 10 RB (VEBER et al.,
2002), e neste sentido, as moléculas estudas estédo dentro do aceito.

No estudo também foram obtidos os numeros de aceitadores (HBAS) e
doadores de ligacao de hidrogénio (HBDs), que desempenham um papel crucial na
determinacao da especificidade da interacao do ligante. Os doadores de ligacdes de
hidrogénio séo determinados pela contagem do numero de ligacdes OH e NH em cada
molécula. J4 os aceitadores de ligacBes de hidrogénio, sdo principalmente grupos
como, vinilsulfonas e carbonilas a e B-insaturadas. Os compostos estudados,
apresentam numeros de HBAs e HBDs, dentro da média esperada, para farmacos
gue apresentam boa biodisponibilidade oral.

Em relacdo a TPSA, que é definida como a soma da superficie de todos os
atomos ou moléculas polares, principalmente oxigénio e nitrogénio, incluindo também
seus atomos de hidrogénio ligados, e obtido como a area de superficie de Van der
Waals, é um parametro dentro da quimica medicinal comumente empregado para a
otimizacao da capacidade da substancia em permear células.

A titulo de orientacdo, os medicamentos ativos por via oral que sao
transportados pela via transcelular ndo devem exceder um TPSA de 120A2. Da
mesma forma, para uma boa penetracéo cerebral de farmacos no SNC, esse nimero
deve ser adaptado para TPSA <100A2.Considerando estas informacdes, é possivel
verificar que os quatro compostos estudados também se encaixam nos parametros
desejados, para que a substancia seja bem absorvida e distribuida. A Tabela 5
apresenta os resultados calculados para os derivados 1, 2, 3, 4 e 5, suas principais

propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas.
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Tabela 5: Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas dos compostos

Propriedades Fisico-Quimicas Propriedades Farmacocinéticas (ADME)

Sigla Composto
MM (g/mol) RB HBDs HBAs TPSA(A?2) LogP | TGI BHE CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

1 326,39 7 2 4 58,92 4,22 Alto Sim Sim Sim Sim Sim Sim
2 326,39 8 1 4 47,92 4,44 Alto Sim Sim Sim Sim Sim Sim
3 340,41 9 0 4 36,92 4,75 Alto Sim Sim Néo Sim Sim Sim
4 370,35 7 0 4 64,58 -1,90 Alto N&o N&o N&o N&o N&o N&o
5 348,37 8 0 4 50,75 1,52 Alto  N&o N&o N&o Nao Nao N&o

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Composto 1: Dehidrodieugenol. Composto 2: Dehidrodieugenol B. Composto 3: Dehidrodieugenol B metil éter. Composto 4: Derivado Dissoédico do Dehidrodieugenol.
Composto 5: Derivado Monosddico do Dehidrodieugenol B; MM (g /mol) massa molecular; RB Numero de ligagdes giratérias; HBDs numero de grupos doadores de ligagdes de
hidrogénio; HBAs aceitadores de hidrogénio; TPSA A2 area de superficie polar; LogP coeficiente de lipofilicidade; TGI trato gastrointestinal; BHE Barreira hematoencefalica; CYP
isoformas da enzima citocromo P-450 oxidase Sim: inibidor da enzima/ N&o: n&o é inibidor da enzima.



69

Outro parametro analisado foram os valores de LogP para os compostos 1, 2,
3, 4 e 5. Alipofilicidade é possivelmente a propriedade fisico-quimica mais importante
de um potencial composto ativo, pois desempenha um papel na solubilidade,
absorcao, penetragcdo da membrana, ligacdo as proteinas plasméticas, distribuicéo,
penetracdo do SNC e particdo em outros tecidos ou 6rgados como o figado e tem um
impacto no rotas de liberacdo. Um levantamento realizado mostra que, mais de 50%
dos compostos ativos apresentam valores de LogP entre 4,25 e -4,75, entretanto a
literatura classica, assim como a RO5 também sugere que, compostos potencialmente
ativos, devem apresentar valores de LogP acima de 1 e abaixo de 5 (OPREA, 2002).
Em relacédo a resultados negativos de LogP, é reportado que o composto tem uma
afinidade maior pela fase aquosa, o que com certeza dificultara sua interagdo com a
membrana fosfolipidica das células.

Considerando os parametros que tratam do LogP, concluimos que, o0s
compostos 1, 2, 3 e 5 apresentaram valores de LogP satisfatorios, ja o fenolato 4
apresentou, um valor abaixo do esperado, sinalizando uma possivel interferéncia na
sua absorcdo e interacdo com as células tumorais estudadas, e consequentemente
um resultado inibitério insatisfatorio. Sugerimos que, 0S compostos mais
hidrossoluveis ndo foram capazes de ultrapassar a membrana das células estudas,
resultando em uma baixa atividade. Ja quando consideramos 0s descritores classicos
e a RO5 em relacdo ao LogP, somente o composto 4 esta fora do esperado. Neste
sentido, entendemos que, apesar do composto 4 ter um valor de LogP ainda dentro
dos parametros aceitaveis, trata-se de um composto ibnico, que normalmente tem

dificuldade de ultrapassar as barreiras celulares.

5.5. Propriedades Farmacocinéticas

Nos estudos farmacocinéticos avaliou-se a potencial absorcao através do trato
gastrointestinal (TGI), o potencial que a substancia tem de atravessar ou nédo a
barreira hematoencefalica (BHE), e as possiveis interacbes com algumas enzimas do
complexo citocromo P450 (CYP). Os resultados encontrados mostram que, 0S cinco
compostos estudados tém potencial para ter uma alta absor¢cdo pelo trato
gastrointestinal. Entretanto a permeabilidade através da BHE, dos compostos 4 e 5 é
baixa, 0 que esta relacionado a suas caracteristicas idnicas, e aos valores do LogP

encontrados.
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Para a avaliacdo dos resultados de metabolismo foi considerado, a interacao
com alguma enzima do complexo citocromo P450 (CYP). Substancias que inibem dois
ou mais CYP, em especial o CYP3A4 e o CYP2C9, podem interferir no metabolismo
de muitos farmacos e outras substancias, podendo contribuir para elevacdo da sua
toxicidade. Para substancias que inibem apenas uma CYP, pode ocorrer reducao do
namero de farmacos que possuem interacao farmacocinética com este complexo.
Substéncias néo inibidoras e ndo indutoras de CYP sdo consideradas substancias
ideais, pois ndo interferem no metabolismo de outros farmacos (DOLABELA et al.,
2018).

Considerando estas informacdes e os resultados obtidos, os compostos 1, 2 e
3 apresentam potencial para contribuir no metabolismo de outras substancias ativas
que sdo metabolizadas pelo complexo CYP, o que poderia indicar a principio uma
acao toxica. Ja os derivados 4 e 5 ndo apresentaram potencial para interagir com

quaisquer enzimas do complexo CYP, sugerindo um baixo potencial téxico.

5.6. Druglikeness

Com a necessidade de rapida identificacdo de novos compostos
farmacologicamente ativos pela industria farmacéutica de alta producéo, nos ultimos
anos o conceito de "semelhanca com drogas" ou druglikeness tornou-se foco para
selecdo de novas substancias. Atualmente, varias abordagens tém sido desenvolvidas
para avaliar a farmaco-similaridade/semelhanca de compostos bioativos a partir de
descritores topologicos, impressdes digitais da estrutura molecular e outras
propriedades fisico-quimicas. As bases utilizadas como parametros pelo software
utilizado nesse trabalho séo: Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge.

5.6.1. Parametros de Lipinski

O quimico farmacéutico Christopher Lipinski e sua equipe analisaram as
propriedades fisico-quimicas de diversas substancias ativas, e concluiram que um
composto € mais provavel que seja membrana permedvel e facilmente absorvido pelo
organismo se ele corresponde a seguinte critério: 0 seu peso molecular é inferior a
500; a lipofilicidade dos compostos expressa como uma quantidade conhecida como

o LogP seja inferior a 5; o nimero de grupos na molécula que pode doar &tomos de
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hidrogénio para ligacdes de hidrogénio seja inferior a 5; e 0 nimero de grupos que
podem aceitar atomos de hidrogénio para formar ligacdes de hidrogénio seja menor
que 10 (LIPINSKI, 2004). Seguindo esses parametros, nenhum dos compostos

avaliados apresentou qualquer violagao.

5.6.2. Filtro de Ghose

O filtro de Ghose considera os seguintes critérios para aceitagdo de um
composto como druglikeness: logP entre -0.4 e 5.6; refratividade molar deve estar
entre 40 e 130 mol-1; peso molecular de 160 a 480 g/mol, numero de atomos deve
estar entre 20 e 70 e a area de superficie polar inferior a 140 A2. Nesses parametros
0s compostos aceitos foram o 1, 2 e 3. J4 os derivados 4 e 5 apresentam uma violacéo

em relacdo ao seu valor de LogP.

5.6.3. Regras de Veber

De acordo com as regras de Veber, um composto tem chance de se tornar um
farmaco desde que: a possibilidade de rotacéo da ligacéo seja igual ou menor que 10;
e que a area de superficie polar seja menor ou igual a 140 A2, Sendo assim, nenhum

dos compostos avaliados apresentou qualquer violacdo (MUEGGE, 2001).

5.6.4. Modelo de Egan

Utilizando dados da literatura sobre farmacos bem absorvidos e mal
absorvidos, criaram um modelo computacional geral para a absorcéo intestinal
passiva humana. Para isso foi considerado: os valores de solubilidade; os valores para
0 LogP; a area de superficie polar; o numero de rotacdes das ligacdes e 0 peso
molecular. Todos os compostos avaliados apresentaram resultados adequados para
estes parametros (MUEGGE, 2001).

5.6.5. Filtro de Muegge

Baseia-se na observacdo de nao-farmacos que sao frequentemente

desfuncionalizados e em farmacos ja aceitos. O filtro assegura que os compostos
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tenham um numero de pontos farmacoféricos como, por exemplo, aminas, amidas,
cetonas, sulfonas e ésteres, que possuam capacidades de ligacdo de hidrogénio
essenciais para interacdes com seus alvos. Além disso, considera parametros fisico-
quimicos para sua avaliacéo de potencialidade. Os compostos 3, 4 e 5 apresentaram

violacdo em relacdo aos parametros de LogP.

5.6.6. PAINS (Compostos de Interferéncia)

Os compostos de Interferéncia PAINS, do inglés Pan Assay INterference
compoundS, séo definidos pela sua capacidade de mostrar atividade através de uma
gama de plataformas de ensaio e contra uma gama de proteinas. As causas mais
comuns da atividade de ndo desejavel sdo: quelacdo de metal, agregacdo quimica,
atividade redox, fluorescéncia composta, oxidacdo de cisteina ou ligacdes
inespecificas. Muitos PAINS tém multiplas funcionalidades, causando diferentes tipos
de interferéncia e resultando em atividade in vitro e in vivo ndo desejadas. Nenhum

dos compostos estudados apresentaram caracteristicas de PAINS.

5.6.7. Lead-likeness

Lead-likeness avalia a similaridade de moléculas com compostos lideres ou
candidatos a farmacos (leads), visando otimizacdo estrutural apos identificacdo da
atividade. E importante ressaltar que leads geralmente apresentam menor
complexidade estrutural que os farmacos. Existem inUmeras definicdes e valores para
se definir lead-likeness, porém os mais utilizados sdo: MM < 250Da; LogP < 3, HBD <
3 e area de superficie polar (PSA) < 70 A2, e ligacdes rotaveis < 7.

Seguindo esses parametros, 0s quatro compostos apresentaram violacdes. O
composto 1 foi sinalizado, pois apresenta um valor de LogP maior do que 3. Os
compostos 2 e 3 apresentaram dois sinais em relagéo ao valor de LogP = 3 e mais do
que 7 ligacOes rotaveis. O sal dissédico 4 apresentou um resultado fora do indicado,
em relagdo a massa molecular = 250Da. E finalmente o composto 5, com uma
indicacdo sobre o numero de ligagbes rotaveis acima de 7. Considerando estes
resultados isoladamente, nenhum composto foi considerado como promissor para se

tornar um farmaco, como mostra a Tabela 6.
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Tabela 6: Parametros de Violacdes e de DrugLikeness

Nimero de ViolagGes

Sigla Composto — PAINS Lead-likness
Lipinski Ghose Veber Egan Muegge
1 0 0 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 0 0 2
3 0 0 0 0 1 0 1
4 0 1 0 0 1 0 1
5 0 1 0 0 1 0 1

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Composto 1: Dehidrodieugenol. Composto 2: Dehidrodieugenol B. Composto 3: Dehidrodieugenol B metil éter. Composto 4: Derivado Dissédico do
Dehidrodieugenol. Composto 5: Derivado Monosédico do Dehidrodieugenol B; Parametros de violagdes. PAINS Compostos de Interferéncia e Lead-likness semelhanca de
chumbo.
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5.6.8. Analise conformacional e mapa de potencial eletrostatico (MPE)

A busca conformacional é importante para identificar conférmeros, que € um
pré-requisito para bons resultados em uma ampla gama de métodos de
modelagem. Os parametros eletrénicos sdo um dos principais fatores que governam
a interacdo farmaco-receptor. Neste sentido, o MPE ajuda a compreender a
contribuicdo eletrostatica dos compostos para a atividade, além disso, a amostragem
adequada é extremamente importante nos calculos de docking molecular e pequenas
mudancas nos parametros de pesquisa podem ter um efeito significativo em seu
desempenho (CASTRO-ALVAREZ; COSTA; VILARRASA, 2017).

O MPE é um dos descritores mais utilizados nos estudos e pretende revelar o
tamanho molecular total e a localizacdo dos potenciais eletrostaticos na molécula.
Inicialmente a estrutura dos compostos foi otimizada com auxilio do software MOPAC
com o modelo semi-sempirico AM1. As estruturas mais estaveis sdo apresentadas na

Figura 27.

Figura 27: Estruturas otimizadas dos compostos 1, 2,3,4e5

Composto 1 Composto 2 Composto 3 Composto 4 Composto 5

Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software JMol

As superficies tridimensionais dos mapas de potenciais eletrostaticos
moleculares sdo geradas apO0s a sobreposicdo na molécula de uma particula
carregada positivamente que sob a superficie de contato de van der Waals da
molécula, revelando uma regido de repulséo, representando o potencial positivo, de
coloracdo azulada e a regidao na molécula de potencial negativo, representado pela
coloracdo vermelha. Para a construcdo do MEP sdo necessarias trés etapas: a

construgdo da superficie de densidade eletrdnica da molécula, a construcdo da
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superficie de potencial eletrostatico e a aplicacdo de cores a superficie obtida para
designar valores de potencial (MAGALHAES, 2009).

Pela andlise dos MPE é possivel observar, que tanto o composto 1 quanto o
seu derivado sodico, o composto 4 apresentam semelhanca, em relagdo ao volume
estrutural. Entretanto, o composto 4 apresenta alta densidade eletrbnica,
representada pela cor vermelha intensa localizada no centro da estrutura. A baixa
densidade eletrdnica é representada pela cor azul, que no derivado 4, se localiza
destacadamente sobre os ions sodio. A diferenca de distribuicdo da densidade
eletrbnica, no composto 1, é com certeza menos intensa, por se tratar de um composto
molecular. Existe uma leve densidade eletrdnica representada pela coloracéo
vermelha de baixa intensidade, sobre os atomos de oxigénio. A baixa densidade
eletrdnica, € observada muito discretamente na representacdo posterior, sobre os

atomos de hidrogénio. Os MPE podem ser observados na Figura 28, a seguir.

Figura 28: MPE nas posicdes frontal, posterior do composto 1 e derivado sddico 4

Frontal Posterior Frontal Posterior

Fonte: Elaborado pelo autor através do software JMol

Em relacdo dos compostos 2 e seu derivado 5, é possivel observar que em
termos de volume, as estruturas ndo apresentam qualquer semelhanca. Em relacéo
ao composto 2, observa-se que, a otimizacao estrutural levou a uma aproximacao dos
atomos de oxigénios presentes na estrutura, o que fez com que a nuvem eletrénica
se concentra sobre estes atomos. Logicamente no composto 5, a deficiéncia
eletrbnica € notada com muita intensidade sobre o ion sédio. Entretanto a alta
densidade eletronica, ndo € observada com grande diferenca de intensidade entre os

dois anélogos, e esta localizada ao redor dos atomos de oxigénio, em ambos 0s casos.
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Figura 29: MPE nas posicdes frontal, posterior do composto 2 e derivado sédico 5

Frontal Posterior Frontal Posterior

Fonte: Elaborado pelo autor através do software JMol

O composto 3, o unico que nao foi empregado com protétipo para a obtencao
de fenolatos sodicos, por ndo dispor de qualquer grupo -OH livre, e que apresentou o
melhor resultado inibitério de ICso, € 0 composto que apos sofrer otimizagado molecular
apresentou uma conformacao diferente dos outros compostos estudados, como é
possivel observar na Figura 30.

Figura 30: MPE nas posicdes frontal, posterior do composto 3

Frontal Posterior

Fonte: Elaborado pelo autor através do software JMol

Considerando que, a conformacdo desempenha um papel fundamental na
atividade bioldgica, uma vez que a maioria dos mecanismos de acédo sédo baseados
no ajuste correto entre o sitio ativo de uma enzima e o substrato, a conformacao
menos energética encontrada para o composto 3, pode ter tido um papel fundamental
para o seu melhor desempenho nos testes bioldgicos realizados. Vale ressaltar, no
entanto, que esses resultados sdo preliminares e devem ser realizados estudos de
atividades estruturais mais especificos para entender a eficiéncia desta série de

compostos como substancias ativas.
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5.6.9. Energias Dos Orbitais Moleculares

As energias dos orbitais de fronteira, ou seja, o orbital molecular ocupado de
maior energia (Highest Occupied Molecular Orbital) e o orbital molecular desocupado
de menor energia (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), sdo descritores quimico-
guanticos bastante utilizados que desempenham um papel importante nas reacdes
quimicas e na formacédo de diversos complexos de transferéncia de cargas.

A energia de HOMO esté diretamente relacionada ao potencial de ionizagdo do
composto e caracteriza a capacidade da molécula em realizar ataques nucleofilicos.
A energia de LUMO esta diretamente relacionada a afinidade eletrénica, caracterizada
pela susceptibilidade do composto em relacdo a ataques por nucledfilos. A diferenca
entre as energias dos orbitais HOMO-LUMO, denominado como GAP, é um
importante indicador de estabilidade molecular. Moléculas com baixo valor de GAP
sdo geralmente reativas, enquanto moléculas com alto valor de GAP indicam alta
estabilidade da molécula, no sentido de baixa reatividade nas rea¢gfes quimicas. A
densidade eletrdnica dos orbitais de fronteira nos atomos fornece uma forma util para
a caracterizacdo detalhada das interacbes doador-aceptor. A maioria das reacoes
guimicas ocorre no local de maior densidade eletrénica nos orbitais de fronteira
(ZHANG; MUSGRAVE, 2007).

Considerando os valores apresentados de GAP, temos que o composto 4 é o
menos estavel da série, pois apresenta o menor valor de GAP, e o composto 3 por
apresentar o maior valor de GAP é o composto que tem maior probabilidade de
apresentar um resultado bioldgico promissor, devido a sua alta estabilidade, e baixa
probabilidade de reagir com substancias endégenas. A densidade dos orbitais HOMO
e LUMO dos compostos 1, 2, 3, 4 e 5 sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Orbitais de fronteira calculados para os compostos 1, 2, 3,4 e 5
COMPOSTO HOMO (eV) LUMO (eV) GAP (eV)*

-0,3664

-0,1413
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-0,1667

-0,0783

-1,8031

-1,4780

-0,9188 0,5592
* O célculo do GAP foi realizado a partir da diferenca do valor de energia do orbital LUMO pelo valor
de energia do orbital HOMO

5.7. Docking molecular

As moléculas projetadas 1, 2 e 3 foram escolhidas para o estudo de simulacéo
de docking molecular, pois apresentaram o maior ICso previsto, ndo apenas neste
estudo, mas também em estudos anteriores (GRECCO et al., 2018).

As afinidades de ligacdo das substancias estudas foram comparadas com o0s
locais ativos do alvo 30G7, para os bolsos de interacdo com o complexo
BRAF/Vemurafenib. As figuras a seguir mostram o diagrama 2D das interacdes
encontradas para o complexo BRAF/1, BRAF/2 e BRAF/3 construidos a partir dos

compostos 1, 2 e 3 respectivamente com V600E-BRAF.



Figura 31: Diagrama 2D do complexo BRAF/1 com V600E-BRAF

PHE
A:468

Interagdes

- Interagdo de hidrogénio - Pi-Sigma
|:| C-H |:| Alquil
- Pi-Cation/Pi-Sulfur |:| Pi-Alquil

Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Discovery Studio Visualizer

Figura 32: Diagrama 2D do complexo BRAF/2 com V600E-BRAF
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Discovery Studio Visualizer
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Figura 33: Diagrama 2D do complexo BRAF/3 com V600E-BRAF
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Fonte: Elaborado pelo autor, através do software Discovery Studio Visualizer

As moléculas projetadas tinham energia livre negativa de ligagdo menor em
magnitude quando em comparagao com Vemurafenib. Apesar dos resultados serem
bons, ndo indica uma melhor afinidade de ligacdo com o receptor, mas indica que, 0s
compostos projetados podem ser usados como um medicamento anti-melanoma. As
poses de encaixe dos compostos projetados mostraram que eles interagiram com o
bolso de ligacdo de um alvo de proteina em uma forma semelhante ao Vemurafenib
com interac@es adicionais.

O composto 1 acopla com o dominio V600E-BRAF com a energia livre de
ligacdo de —7,73 Kcal/mol, conforme apresentado na Figura 31. Uma ligacdo de H foi
encontrada entre o receptor e a molécula (ligante), com o aminoacido ASP594 com
comprimento de ligacdo de 2,2000. Além disso, duas interagbes alquil foram
encontradas entre o ligante e os aminoacidos PHE 468, PHE 595, VAL 502, LEU 505
e LEU 514. Uma ligacdo forte Pi-Sigma com o aminoacido ILE 527 foi também
prevista, assim como uma ligacéo Pi-Cation com LYS 483 e uma interacdo C-H com

o aminoécido THR 529. Ao todos foram encontradas nove interagdes entre o ligante
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e a macromolécula, das quais duas sao iguais as interacdes do Vermurafenib com o
receptor V600-BRAF.

O composto 2 acopla com o dominio V600E-BRAF com a energia livre de
ligacdo de —6,53 Kcal/mol, conforme apresentado na Figura 32. Duas liga¢cbes de H
foram encontradas entre o receptor e a macromolécula, com o aminoacido THR529,
com comprimentos de 1,839094 e 3,296243. Além disso, cinco interacdes alquil foram
encontradas entre o ligante e os aminoacidos PHE595 e LEU505. Cinco ligacdes Pi-
Alquil com os aminoacidos ILE463, ALA481, CYS532, LEU514 e PHE583 também
foram previstas, assim como cinco ligacdes Pi-Cation com LYS 483. Ao todos foram
encontradas onze interacdes entre o ligante e a macromolécula, das quais cinco sao
iguais as interagdes do vermurafenib com o receptor V600-BRAF.

O composto 3 acopla com o dominio V600E-BRAF com a energia livre de
ligacdo de — 8,00 Kcal/mol, ou seja, 0 menos energético da série, indicando um
potencial melhor para interacdo. O diagrama 2D é apresentado na Figura 33. Além
disso o composto 3 demonstrou potencial para realizar quatro ligacdes de hidrogénio,
sendo assim, duas interacdes com o0 grupo metdxi proveniente do anel tetra
substituido, e mais duas interacdes de hidrogénio com o grupo metoxi do outro anel
aromatico tri substituido. Comparando com as interacdes possiveis previstas pelos
outros dois compostos estudados, o composto 3 foi o que demonstrou melhor
potencial para este tipo de interacdo. O composto 3 também apresentou sete
possiveis interacdes alquila, com os aminoacidos PHES83, ILE527, PHE595, LEU514,
LEU505, TRP531 e ILE463, sendo assim é também o composto com maiores numeros
de interacdes alquila. Os resultados preliminares encontrados através do estudo de
ancoragem molecular, estdo em concordancia com os resultados alcancados pelos
estudos in vitro, contra a linhagem humana de melanoma A375, ja que o composto 3
apresentou o menor valor de ICso, € consequentemente foi o0 melhor composto da
série.

Os resultados obtidos sobre o estudo de docking molecular para os compostos
selecionados séo apresentados na Tabela 8.



Tabela 8: Interacdes moleculares de V600E-BRAF (PDB ID: 30G7) com os compostos 1, 2 e 3 projetados
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Energia Livre de

Ligagao de hidrogénio

Comprimento

Complexo Ligacdo (Kcal / mol) (LH) da ligacdo (A) Alquil Pi-Sigma Pi-Pi Pi-Alkyl Pi-cation C-H
PHE 468
PHE 595
BRAF/1 -7,73 ASP 594 2,2000 VAL 502 ILE 527 LYS 483 THR 529
LEU 505
LEU 514
ILE463
ALAA481
THR529 1,839094 PHE595
BRAF/2 -6,53 THR529 3296243 LEU505 VAL471 CYS532 LYS 483
LEU514
PHES83
Anel trisubstituido
ALA481 4,145664 :T_:Eggzg
THR529 3,418814 PHE595
BRAF/3 -8,00 o VAL471 LEU514 LYS483
Anel tetrasubstituido LEU505
ALA481 3,594955 TRP531
THR529 3,412275 ILE463
TRP531
CYS532 3.04242 PHE583
GLN530 2.44521 TRP531 ALA481
BRAF/Vemurafenib -11.3 ASP594 2.29258 CYS532 PHESS3 LEU514 LYS483
PHE595 2.67992 CYS532
GLY596 2.14527 LYS483

ILE463
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa de novos compostos com atividade antitumoral a partir de produtos
naturais, mostra-se cada vez mais relevante no combate ao cancer. Diversos esforcos
vém sendo realizados no intuito de se desenvolver/aperfeicoar terapias
antineoplasicas, principalmente devido a auséncia de especificidade da maioria dos
farmacos hoje utilizados. No que tange o melanoma maligno, este apresenta
capacidade metastatica e de resisténcia a multiplas drogas, o que o torna agressivo e
com alta taxa de mortalidade, por isso a urgéncia na busca de protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais.

Nectandra leucantha é uma espécie vegetal portadora de substancias quimicas
importantes que tem despertado grande interesse em pesquisadores, pois através dos
experimentos realizados, tem alcancado resultados positivos e demonstrando um
grande potencial farmacolégico como fonte de compostos bioativos, para o
desenvolvimento de farmacos/tratamentos do melanoma maligno, assim como outras
doencas. Os compostos bioativos da N. leucantha sdo hidrofébicos e ndo possuem
caracteristicas favoraveis de solubilidade e biodisponibilidade em sistemas aquosos,
0 que prejudicaria sua administracdo. Com isso, os fendis 1 e 2 isolados das
neolignanas foram submetidos a modificacéo estrutural por meio do preparo de seus
derivados salinos sodicos, e, portanto, tornando-os sollveis. Entretanto, apds a
reavaliacdo de seus potenciais citotoxicos frente a células de melanoma humano A375
foi possivel verificar que elas se tornaram inativas, demonstrando que por vezes a
estratégia de modificacdo estrutural, pode levar ao aumento ou a perda de
bioatividade.

Para maior aprofundamento e conhecimento das caracteristicas fisico-
guimicas, farmacocinética e conformacionais dos compostos estudados, parametros
importantes foram determinados e estudados através de metodologia in silico. Os
resultados sugerem que, para os padrdes fisico-quimicos estudados dos compostos
1, 2, 3 e 5 todos estdo dentro do esperado. Apenas o composto 4 esta fora do
desejado, ja que apresenta um valor de LogP tedrico negativo, o0 que € um grande
indicativo de diminuicAo da sua absor¢cdo. Em relacdo as caracteristicas de
druglikeness, e considerando principalmente a regra de Lipinski, a qual € amplamente

utilizada, os compostos tém potencial para se tornar farmacos promissores.
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Considerando que o melhor resultado nos testes in vitro foi alcancado pelo
composto 3, a analise conformacional foi decisiva, para tracar uma proposta para tal
resultado, e ao analisar sua estrutura otimizada, € possivel perceber que o composto
em questao, apresentou uma conformacédo totalmente diferente dos outros quatro
derivados, sugerindo que sua interacdo com o receptor pode ser mais efetiva, quando
comparado com os outros derivados.

Da mesma maneira foi realizado um estudo de acoplamento molecular com o
alvo BRAF-V600 que esta relacionado ao melanoma, este procedimento
computacional pode prever a ligagcdo ndo covalente de macromoléculas ou, mais
frequentemente, de receptor e uma pequena molécula ligante de forma eficiente, com
0 objetivo de prever as conformacdes ligadas e a afinidade de ligagéo. Os resultados
do estudo de docking molecular apresentaram resultados em conformidade com os
resultados biolégicos obtidos in vitro, pois o composto 3, apresentou maior potencial

de interacdo com o receptor.
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