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RESUMO

Derivados 1,2,4-oxadiazéis sdo compostos heterociclicos que apresentam diversas
atividades farmacoldgicas, tais como antiasmatica, antidiabética, anti-inflamatoria,
anticancerigena, antioxidante, antimicrobiana e atividade antipsicética. Devido a
versatilidade farmacoldgica dessa classe de compostos, este trabalho teve como
objetivo avaliar as atividades anticaAncer e antimicrobiana, uma vez que o cancer e a
resisténcia aos antimicrobianos sdo dois grandes problemas no cenario de saude
global. Para isso, a atividade citotoxica e o potencial anticancer de uma série de dez
compostos 1,2,4-oxadiazois foram avaliados frente a linhagens de células tumorais
huamnas (HL-60, K562, HT-29 e MCF-7) e uma saudavel (RAW 264.7). A atividade
antimicrobiana dos compostos foi avaliada frente a bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Bacillus subtillis) e Gram-negativas (Escherichia coli e
Klebsiela pneumoniae), além de leveduras, como a Candida albicans e Candida
guillermondii, por meio dos testes de difusdo em disco de papel e teste de
microdiluicdo em placa. Predi¢gdes in silico a respeito do perfil farmacologico das
moléculas foi realizada utilizando docking molecular e de plataformas de
bioinforméatica preditivas de dados farmacocinéticos e toxicoldgicos. As moléculas B1,
B2, B3 e B9, respectivamente (1-(5-(p-toluil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona; 1-(5-
(m-toluil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona; 1-(5-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-
il)propan-2-ona e 4-(5-(p-tolil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)butan-2-ona), foram testadas em
varias concentragcdes para determinar a Clso em HL-60, que foi a linhagem mais
sensivel. O composto que apresentou o a menor Clso (8,07 pg/mL) foi o B2. Este
composto foi entdo selecionado para avaliar a capacidade de produzir alteracdes
morfoldgicas em células HL-60 nas concentracdes correspondentes ao valor da Clso
e 2 x Clsp, senda observadas alteragdes condizentes de processos apoptoticos. Nos
testes antimicrobianos, a CMI e CMF em C. albicans foram 312,5 ug/mL e 625 ug/mL,
respectivamente, para o composto B1. Foi realizado o docking molecular para os alvos
biologicos tubulina e EGFR, e os compostos B2 e B3 apresentaram potencial de
interacdo com os alvos testados. A predicdo farmacocinética evidenciou que B2 e B3
satisfazem todos os critérios estabelecidos por Lipinski e Veber. A predicédo
toxicoldégica para ambos compostos mostrou toxicidade oral relativamente baixa com
DLso de 1.270 mg/kg. Portanto, alguns compostos derivados 1,2,4-oxadiazois
apresentaram atividade anticancer e relativo potencial antimicrobiano, assim como
baixo potencial toxico, 0 que os tornam candidatos para futuros testes visando a
pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos.

Palavras-chave: cancer; antimicrobianos; oxadiazéis; docking molecular.



ABSTRACT

1,2,4-oxadiazole derivatives are heterocyclic compounds that have diverse
pharmacological activities, such as anti-asthmatic, antidiabetic, anti-inflammatory,
anticancer, antioxidant, antimicrobial and antipsychotic activity. Due to the
pharmacological properties of the class of compounds, this work aimed to evaluate the
anticancer and antimicrobial activities, since cancer and antimicrobial resistance are
two major problems in the global health scenario. To this end, the cytotoxic activity and
anticancer potential of a series of ten 1,2,4-oxadiazole compounds were evaluated
against human tumor cell lines (HL-60, K562, HT-29 and MCF-7) and a healthy (CRU
264.7). The antimicrobial activity of the compounds was evaluated against Gram-
positive bacteria (Staphylococcus aureus and Bacillus subtillis) and Gram-negative
bacteria (Escherichia coli and Klebsiela pneumoniae), as well as yeasts, such as
Candida albicans and Candida guillermondii, using diffusion tests. on a paper disk and
microdilution test on a plate. In silica predictions regarding the pharmacological profile
of the molecules were made using molecular docking and bioinformatics platforms
predictive of pharmacokinetic and toxicological data. Molecules B1, B2, B3 and B9,
respectively (1-(5-(p-toluyl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl)propan-2-one; 1-(5-(m-toluyl ) )-1,2,4-
oxadiazol-3-yl)propan-2-one; 1-(5-(4-chlorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl)propan-2-one
and 4 -(5-(p-tolyl)-1,2,4-oxadiazol-3- il)butan-2-one), were tested at various
concentrations to determine the IC50 in HL-60, which was the most sensitive strain.
The compound that presented the lowest IC50 (8.07 yg/mL) was B2. This compound
was then selected to evaluate the ability to produce morphological changes in HL-60
cells at concentrations corresponding to the IC50 value and 2 x IC50, sending visual
changes consistent with apoptotic processes. In antimicrobial tests, the MIC and CMF
in C. albicans were 312.5 yg/mL and 625 pg/mL, respectively, for compound B1.
Molecular docking was carried out for the biological targets tubulin and EGFR, and
compounds B2 and B3 had the potential to interact with the tested targets. The
pharmacokinetic prediction showed that B2 and B3 meet all the criteria established by
Lipinski and Veber. The toxicological prediction for both compounds showed relatively
low oral toxicity with an LD50 of 1,270 mg/kg. Therefore, some 1,2,4-oxadiazole
compounds present anticancer activity and relative antimicrobial potential, as well as
low toxic potential, which make them candidates for future tests through research and
development of new medicines.

Keywords: cancer; antimicrobials; oxadiazoles; molecular docking.
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1 INTRODUCAO

O oxadiazol é um heterociclo de cinco membros contendo nitrogénio e oxigénio
gue tem sido comumente utilizado como uma estrutura privilegiada no planejamento
e sintese de novas moléculas bioativas (Hemming, 2008). Em especial, os 1,2,4-
oxadiazoéis imitam um bioiséstero de éster ou amida resistentes a hidrélise e sao
importantes no design de novas moléculas para uma diversa gama de atividades
biolégicas, como anticancer, anti-inflamatéria, anticonvulsivante, antiviral,
antimicrobiana, antidepressivo, antiangiogénica, analgésica, sedativa, anti-edema e
anti-parasitario (Boys et al., 2006; Hamzeé et al., 2003; Feng et al., 2000; Fleckenstein
et al., 1996; Kumar et al., 2009).

Apesar dos extensos esforcos dirigidos ao desenvolvimento de terapias
eficazes para combater o cancer nas ultimas duas décadas, este continua a ser um
desafio ameacador em todo o mundo. Embora as terapias convencionais contra o
cancer nao sejam discriminatérias entre células normais e malignas, a terapia
direcionada atua bloqueando vias bioquimicas essenciais ou oncoproteinas que séo
necessarias para o0 crescimento e sobrevivéncia das células tumorais, matando
seletivamente as células cancerigenas em relagdo as células normais (Sudhakar,
2009). Neste sentido, € importante que seja avaliado a capacidade que 0os compostos
1,2,4-oxadiazolicos possuem em atuar em proteinas oncogénicas especificas como o
EGFR e a Tubulina.

Assim como o cancer, outro problema a ser enfrentado sédo o nimero crescente
de resisténcia dos microrganismos, principalmente em pacientes imunossuprimidos,
como aqueles com cancer (Walsh, 2013). Desde o inicio do século XX, os antibiéticos
tém sido indispensavel para o tratamento de infeccbes bacterianas. No entanto,
alguns anos ap0s o surgimento da penicilina, foi possivel identificar cepas resistentes
(Finch, 2012). Véarias medidas foram propostas para contornar o problema, dentre elas
0 uso racional de antibioticos e o incentivo ao desenvolvimento de novos
medicamentos (WHO, 2001). Neste contexto € imprescindivel que os compostos
1,2,4-oxadiazllicos sejam testados para averiguar sua provavel capacidade

antimicrobiana e antifingica.
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Em se tratando do processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos foi
apenas no inicio de 1900 que a pesquisa moderna de medicamentos se desenvolveu
e até hoje busca identificar moléculas e mecanismos moleculares atrelados a
patologias (Hefti, 2008; Hughes et al., 2011; Mohs & Greig, 2017; Villoutreix, 2021).
Esse processo de descoberta engloba processos experimentais in vitro e in vivo mas
também procedimentos experimentais em ambiente computacional (Hughes et al.,
2011). A juncdo destes métodos fornecem uma melhor predicdo da afinidade,
seletividade, eficacia, poténcia, estabilidade molecular e biodisponibilidade oral de
novos farmacos (Doytchinova, 2022; Hughes et al., 2011; Smith, 2002).

A investigacdo do potencial terapéutico de compostos 1,2,4-oxadiazoélicos tém
se mostrado promissor, com uma diversa gama de atividades biol6gicas comprovadas
através de ensaios in silico, in vitro e in vivo. Diante do que foi exposto, este trabalho
visa contribuir para o conhecimento farmacologico desta classe de compostos a fim

de contribuir para a descoberta de novos medicamentos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 QUIMICA MEDICINAL

O termo quimica medicinal foi cunhado pela primeira vez apdés a Segunda
Guerra Mundial, mas o conceito em si, de utilizacdo de produtos quimicos para
tratamento de enfermidades remonta aos tempos antigos, onde 0s povos antigos
detinham o conhecimento de que certas ervas possuiam efeitos terapéuticos, como
0S sumérios que utilizavam o 6pio ha cerca de 2.100 a.C. (Norm et al., 2004) e a erva
Ma huang era utilizada para tratar febres desde 3.000 a.C. (WHC, 2023). Apés a
Segunda Guerra Mundial, houve um avanco significativo na compreensdao da
farmacologia a nivel molecular a ponto de se conseguir expressar a atividade bioldgica
de um composto como propriedades moleculares quantitativas. No surgimento da
sintese racional de medicamentos, 0s cientistas comecaram a manipular moléculas a
fim de observar as alteracdes resultantes nas suas atividades bioldgicas. Isto permitiu
0s cientistas determinarem as caracteristicas cruciais de uma molécula que
contribuem para a sua atividade biologica. Este ensaio denomina-se estudo de relacéo
estrutura-atividade e é utilizado até os tempos atuais como técnica nos processos de

descoberta e desenvolvimento de medicamentos (Bernard, 1962).

No século XXI, a quimica medicinal procura ndo apenas desenvolver, mas
também aperfeicoar novas moléculas bioativas, melhorando produtos farmacéuticos
ja existentes. Aperfeicoamento este, por otimizacdo da estrutura, e
consequentemente, das propriedades das moléculas, para melhorar interacdes com
alvos, metabolismo, toxicidade e dinamica de distribuicdo, desenvolvendo
medicamentos cada vez mais seletivos e com efeitos colaterais limitados (Mak et al.,
2012).

O processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos é demorado e
dispendioso financeiramente, incluindo os métodos de design de medicamentos
auxiliados por computador. Estes softwares fornecem informacfes valiosas sobre
descobertas experimentais e mecanismos de acao, além de sugestdes para estruturas
moleculares a serem sintetizadas (Talele et al., 2010; Clark, 2006). Muitas destas
técnicas sdo geralmente mais baratas e rapidas do que a maioria dos métodos de
ensaio experimental, entdo, grandes bases de dados de compostos sao
frequentemente testados in silico antes de serem submetidos a testes in vitro.

Atualmente os projetos de concepcao de medicamentos comecam com milhares de
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compostos provindos de bancos de dados que sao submetidos a ferramenta de
triagem virtual, que busca computacionalmente moléculas com atividades biologicas
de interesse (Ripphausen et al., 2010). Dependendo das informagdes obtidas, a
triagem virtual pode ser dividida em baseada em estrutura e baseada em ligantes. No
primeiro caso, é utilizado a estrutura 3D de um alvo e no ultimo, sdo levados em

consideracéo ligantes estabelecidos de um alvo conhecido (Liao & Nicklaus, 2010).

2.2 COMPOSTOS DERIVADOS DE OXADIAZOIS

Compostos heterociclicos podem ser definidos como compostos de estrutura
ciclica que apresentam pelo menos um atomo de carbono do anel substituido por outro
atomo que nao seja carbono. Estes atomos diferentes do carbono sdo denominados
heteroatomos, sendo o nitrogénio, o oxigénio e o enxofre, os mais comuns. Eles
configuram uma classe de compostos organicos com diversas aplicacbes na quimica
medicinal e sintética, como em moléculas bioativas com atividades antibacteriana (EL-
Salam et al., 2013; Azab et al., 2013), antifungica (Cao et al., 2014), antiviral (Salem
et al., 2013), anti-inflamatoéria (El-sawy et al., 2013 ) e antitumoral (Chen et al., 2014;
Arab et al., 2013; Mabkhot, 2013). A atividade biolégica exibida pelos heterociclos é
devida ao seu potencial de ligagcdo com varias enzimas, tanto aos sitios ativos quanto
as estruturas de bolsas enzimaticas, através de uma gama de interacdes
intermoleculares, como van der Waals e forcas hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e

ligacOes metalicas (Pearce, 2017).

O anel heterociclico oxidiazol € largamente utilizado na quimica medicinal como
um nucleo para sintetizar e desenvolver compostos bioativos singulares e
estruturalmente diversos. Possuem em sua estrutura um atomo de oxigénio, dois
atomos de nitrogénio e duas ligacbes duplas, de baixo carater aromatico,
apresentando diferentes isbmeros constitucionais 1,2,4-oxidiazol, 1,3,4-oxidiazol,
1,2,5-oxidiazol e 1,2,3-oxidiazol de acordo com a posicao dos nitrogénios (Cunha &
de Aguiar, 2015) (Figura 1). Este composto tem um nucleo extremamente estavel que
pode fornecer uma nuvem eletrostatica —1r (empilhamento) e fortes ligacGes de
hidrogénio com alvos bioldgicos (Bostrom et al., 2012). Desde o inicio dos anos 2000,
medicamentos a base de oxidiazol chegaram a comercializagdo, como o Atularen para
distrofia muscular de Duchenne (Morkouss, 2020), a Oxalamina utilizada

antitussigeno (Ceyhan et al., 2002), o Amenavir para tratamento do herpes zéster
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(Shirahi et al., 2021), o Raltegravir para tratamento do HIV/AIDS (Hicks & Gulick,
2009), e o Pleconaril utilizado para prevencéo de exacerbacdes de asma e resfriado
(Florea et al., 2003).

Figura 1: Isdbmeros constitucionais de oxadiazoéis

IR\ [\ N [
SRS RGNS

1,2,4-OXADIAZOL 1,2,3-OXADIAZOL 1,3,4-OXADIAZOL 1,2,5-OXADIAZOL

Acidos graxos sdo acidos carboxilicos que se originam a partir de 6leos e
gorduras naturais que sofrem clivagem e apresentam quimicamente uma cadeia longa
alifatica que pode ser saturada ou instaurada e sdo derivados de triaglicerois ou
fosfolipidios (Biermann et al., 2000). Em sua maioria, 0s acidos graxos de origem
natural apresentam uma cadeia ndo ramificada, variando de 4 a 28 atomos de carbono
e 0 comprimento das caudas alifaticas determinam se os acidos graxos sao de cadeia
curta (< 5 atomos de carbono), de cadeia média (= 6 atomos de carbono) ou de cadeia
longa (= 14 atomos de carbono (Jozwiak, et al., 2020; Amiri et al., 2018). Sua utilizac&o
tem se dado no desenvolvimento de biomoléculas farmacologicamente ativas por
meio de tansformacBes simples (Gunstone, 1996), como a reacdo da porcéo
caboxilica para produzir éster estavel ou ligacdo de amida (Irby, 2017), mas também
na industria como combustiveis, surfactantes e catalisadores (Fawzy, et al., 2022;
llikti, et al., 2008; El-sayed et al., 2017).

Moléculas bioativas contendo porcdes oxidiazol vem sendo demonstradas
como importantes agentes anticancer ao inibir diversos alvos biologicos (Shetnev et
al.,, 2019; Krasavin et al., 2019), como telomerase, anidrase carbbnica, histona
desacetilase, proteossomos, timidilato sintetase, topoisomerase |Il, sirtuinas,
polimerizacdo de tubulina, proteinas quinase (FAK, PI3Ks), receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) (Shetnev et
al., 2019; Benassi et al., 2020; Khanfar et al., 2010).

O isbmero 1,3,4-oxadiazol mostra importantes aplicacfes que se estendem da
indastria farmacéutica a industria de corantes (Salahuddin et al.,2017), assim como
apresenta  atividades  biolégicas como  anticancerigena, antiparasitaria,

antimicrobiana, antidepressiva, antituberculose e anti-inflamatoria (Bajaj et al., 2015;
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Bala et al., 2012; Khalilullah et al., 2023; Bajaj et al., 2018). Os derivados de 1,2,5-
oxadiazodis se mostraram como compostos biologicamente ativos com propriedades
citotoxicas (Boiani, M., 2001; Fershat & Makhova, 2020). O isémero 1,2,3-oxadiazol é
pouco explorado devido a instabilidade molecular que se da pela abertura do anel
heterociclico, resultando em formagBes de diazometanos substituidos (Nguyen,
1985).

Em 1884, Tiemann e Kruger sintetizaram o anel heterociclico 1,2,-4-oxadiazol
e classificaram-o como azoxima ou furo[abl]diazol (Tiemann & Kruger, 1884), e desde
entdo permaneceu como sendo o isbmero mais estudado. No periodo de 1940 os
estudos de atividade biologica se iniciaram e em 1960 o primeiro medicamento
contendo o anel 1,24-oxadiazol foi descrito e inserido no mercado como
antitussigeno, a Oxolamina (Anderson et al., 1942; Silvestrini & Catanese, 1964;
Silvestrini, 1960). Por volta de 1964, outros quimicos voltaram o seu olhar para esta
molécula e foi observado o seu rearranjo fotoquimico para outros sistemas
heterociclicos (Newman, 1968; Newman, 1968). Desde a década de 1960, o
heterocilco 1,2,4-oxadiazol vém sendo explorado e tem apresentado uma vasta gama
de compostos com atividades biologicas tais como anticancerigena, anti-inflamatoria,
anticonvulsivante, antiviral, antimicrobiana, antidepressiva, antiangiogénica,
analgésica, sedativa, antiedematogénica, antiparasitario e anti-Alzheimer. Esse
nucleo tem também potencial inibidor de desacetilase humana sirtuina 2 (HDSIrt2),
anidrase carbonica (CA), histona desacetilase (HDAC), quinase rearranjada durante
transfeccao (RET), proteina de ligacdo a penicilina (PBP2a), bomba de efluxo,
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e butirilcolinesterase (BChE), bem como afinidade
com receptores o1, 02, orexina, opioide kappa (KOR) e estradiol (ER) (Wei et al.,
2017; Parra et al., 2005; Xiong et al., 2019; Yan et al., 2019). Para além do 1,2,4-
oxadiazol-oxalamina, outros medicamentos foram desenvolvidos e comercializados
contento o nucleo 1,2,4-oxadiazol como: a prenoxdiazina, outro antitussigeno; a
butalamina, que atua como vasodilatador; o fasiplon, um ansiolitico né&o-
benzodiazepinico; o pleconaril, um antiviral; o atalureno, utilizado para tratar distrofia
muscular de Duchenne; e o proxazol, utilizado para distirbios gastrointestinais
(Coupar et al., 1969; Rotbart et al., 2001; McDonald et al., 2017).

Derivados 1,2,5-oxadiazois (furazanos) e seus 2-0xidos (furoxanos) ocupam

uma importante posicao entre 0s numerosos heterociclicos e seus primeiros derivados
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de furazan e furoxan foram sintetizados desde o ano de 1800. Estes compostos vém
sendo estudados e a quimica dos furoxanos foi sistematizada por Khmel nitsky et al.
(1996). A sintese e reacdes de furazanos monociclicos e derivados de furoxano foram
abordadas em uma revisdo (Sheremetev et al., 2001). Estas moléculas apresentam
atividade antiparasitaria (Rai et al., 2009; Guglielmo et al., 2014), citotoxica e
anticancer (Stepanov et al., 2015; Zhao et al., 2012; Chegaev et al., 2011; Lai et al.,
2010; Li et al., 2015; Duan et al., 2015 ), assim como apresentam potencial inibitério
de varias isoformas da anidrase carbbnica humana e potencial terapéutico em

modelos animais de glaucoma (Chegaev et al., 2014).

2.3 ESTUDOS IN SILICO

O processo de pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos é
dispendioso e dura em média de 12 a 15 anos (Boobis et al., 2002; Rognan, 2017).
Em uma tentativa de otimizar o processo, foram desenvolvidos métodos de
investigacao in vitro e in vivo (Myers & Baker, 2001; Dimasi et al., 2003). Nas duas
Ultimas décadas tém surgido modelos alternativos que utilizam ambientes
computacionais como laboratérios experimentais, chamados de abordagens in silico.
A maior parte destes testes in silico sdo utilizados em paralelo com os testes
tradicionais in vitro e in vivo para que haja uma modelagem precisa dos dados. Estes
dados servirdo para aplicacbes que vao desde a otimizacdo de ligantes até a
caracterizacdo de propriedades farmacologicas fundamentais de moléculas, como
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade (Ekins et al., 2007). Para
a previsao da hipotese do novo medicamento, os métodos in vivo e in vitro séo
utilizados no inicio, mas nesta nova geracédo de medicamentos modernos, o processo
de concepcao e desenvolvimento de novos medicamentos sdo utilizados os métodos

computacionais (Noori & Spanagel, 2013; Andrade et al., 2016).

Existem diferentes técnicas utilizadas em projetos de desenvolvimento de
medicamentos in silico como homologia, docking molecular, minimizacdo de energia
e QSAR (relacdo quantitativa estrutura-atividade), entre outros. O design de
medicamentos in silico pode ser agregado em todos 0s estagios de desenvolvimento
de medicamentos, desde o estagio de descoberta pré-clinica até o estagio final de
desenvolvimento clinico (Boobis et al., 2002; Ekins et al., 2007; Butina et al., 2022). O

processo de pesquisa e desenvolvimento auxiliado por métodos in silico melhora a
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eficacia e eficiéncia da descoberta, assim como diminui o0 uso de animais, 0s custos e

o tempo, além de aumentar a previsibilidade (Tao et al., 2015; Algahtani et al., 2017).

O docking molecular € um tipo de técnica de modelagem in silico que permite
a predicdo da orientacao de ligagdo entre uma molécula com outra, ou seja, entre um
ligante e um receptor quando ambos interagem para formar um complexo estavel
(Mukesh & Rakesh, 2011). Através da identificacdo da orientacao preferida de ligacéo
das moléculas é possivel prever o perfil de energia, forca e estabilidade. O docking
molecular vém sendo utilizado para prever a orientacdo de ligacdo de pequenas
moléculas candidatas a medicamentos ao seu alvo biomolecular, como proteinas e
acidos nucléicos, com o objetivo de determinar seus parametros de ligacédo
provisorios. Isso estabelece dados brutos para o desenvolvimento racional de
medicamentos baseado em estrutura com melhor eficacia e mais especificidade
(Guedes et al., 2014). O objetivo do acoplamento ligante-proteina é explorar, dentro
de uma estrutura proteica tridimensional conhecida, as dezenas de milhares de
possiveis lugares de ligacéo. Estes lugares de ligacdo sédo avaliados por uma funcao
de pontuacao (scoring function) (Fenu et al., 2007) que orienta e determina os lugares
do ligante. O scoring function é o componente mais importante do docking molecular
(Huang et al., 2010; Brooijmans & Kuntz, 2003; Wang & Lin, 2003) e possui trés
importantes fungdes principais como: 1) determinar o modo de ligacdo e o local de
ligacdo de um ligante a uma proteina (Hermann et al., 2007); 2) prever a afinidade de
ligacdo absoluta entre a proteina e ligante no processo de otimizacdo do composto
lider (Joseph-mccarthy et al., 2007; Jorgensen, 2009); e 3) identificar possiveis
estruturas de drogas para um determinado alvo protéico ao pesquisar um grande

banco de dados de ligantes (virtual screening) (Seifert et al., 2007; Schneider, 2010).

2.4 CANCER
2.4.1 Epidemiologia do cancer

O cancer € umas das doencas mais preocupantes quando se pensa em saude
publica, devido ao numero pouco expressivo de terapias eficazes que levam a uma
alta taxa de mortalidade (Yang et al., 2020). Segundo dados da Organizacdo Pan-
Americana de Saude e da Organizacdo Mundial de Saude, o cancer é a segunda

principal causa de morte no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhdes de mortes em
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Tabela 1.NUmero de casos e de mortes mais comuns de canceres no mundo

CANCERES MAIS COMUNS CANCERES QUE MAIS MATAM
PULMAO (2,09 milh&es) PULMAO (1,76 milh&o)
MAMA (2,09 milh&es) COLORRETAL (862 mil)
COLORRETAL (1,8 milh&o) ESTOMAGO (783 mil)
PROSTATA (1,28 milhdes) FIGADO (782 mil)
CANCER DE PELE NAO- (1,04 milh&es) MAMA (627 mil)
ESTOMAGO (1,03 milhdes) ESTOMAGO (1,03 milhdes)

Fonte: OPAS-OMS. Disponivel em: < https://www.paho.org/pt/topicos/cancer#:~:text=0 cancer
€ a segunda,de baixa e média renda.> Acessado em 1, Jan, 2024.

2018. A Tabela 1 ilustra os casos de cancer mais comuns e 0S que mais causam
mortes no mundo (OPAS-OMS, 2023).

Segundo estimativa para os anos de 2023 a 2025 do Instituto Nacional de
Cancer (INCA), o Brasil apresentara 704 mil novos casos de cancer (Tabela 2). Os
dados mostram que as regifes Sul e Sudeste apresentam cerca de 70 % da
incidéncia, sendo maior em homens do que mulheres. Além disto, nas mulheres a
incidéncia maior € o cancer de mama, sendo que em regides de maior IDH se
sobressaem os canceres de coélon e reto e nas regiées de menor IDH o cancer de colo
de utero (INCA, 2023).

Tabela 2. Estimativa de novos casos de cancer para o Brasil entre 2023-2025

CANCER DE PELE NAO MELANOMA (31,3%)
CANCER DE MAMA (10,5%)

CANCER DE PROSTATA (10,2%)
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CANCER DE COLON E RETO (6,5%)
CANCER DE PULMAO (4,6%)

CANCER DE ESTOMAGO (2,9%)

Fonte: Instituto Nacional de Céancer. Disponivel em: < https://www.gov.br/inca/pt-
br/assuntos/cancer/numeros/estimativa/introducao >. Acessado em 1, Jan, 2024.

O Instituto Nacional de Cancer dos EUA (NCI-USA) relata alguns fatores de
risco que aumentam a probabilidade de se desenvolver cadncer como a idade, uso de
alcool, dieta, hormdnios, obesidade, radiacéo, luz solar, tabagismo, imunossupressao,
agentes infecciosos, inflamagé&o cronica e contato com substancias reconhecidamente
oncogénicas (NCI, 2023).

2.4.2 Etiologia do cancer

A etiologia do cancer esta correlacionada diretamente com fatores hereditarios
somados a condi¢cdes ambientais (Cheng et al., 2019). O estabelecimento do céancer
se da pela proliferacdo descontrolada de qualquer tipo celular presente no corpo e
podem ser divididos em benignos e malignos, quando estabelecidos in situ ou quando
invadem outros tecidos, respectivamente (Cooper, 2000). No processo de
desenvolvimento do céancer, uma gama de vias inflamatérias e imunologicas séo
ativadas. No mecanismo inflamatério do cancer é ativado a via extrinseca e no
mecanismo imunoldgico é ativado a vida intrinseca, a partir de deficiéncias somaticas
e mutacBes genéticas que ativam as vias de sinalizacdo e aumentam a resposta

inflamatoria (Gun et al., 2019).

No processo de regulacdo do ciclo celular estdo envolvidos os inibidores de
guinase dependentes de ciclina (CDK) que agem formando complexos com as
proteinas quinases e a proteina p53, que age de forma supressora de tumor atuando
na supressao da transicao da fase G1 para a fase S no processo de divisdo celular
(Hochegger et al., 2008; Kim et al., 2009). Os fatores de crescimento epidérmico (EGF)
e fibroblastico (FGF), assim como o fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGF) sdo agentes mitégenos que também podem ativar o mecanismo do ciclo
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celular, assim como algumas citocinas e hormonios (Salazar & Malumbres, 2017).
Estes sinais mitogénicos podem ser produtos da expressao de oncogenes ou de
constituintes da matriz celular, como as integrinas (Gavalas et al., 2013; Sherwood et
al., 1971; Joimel et al., 2010). Os produtos da expressao de proto-oncogenes, como
alguns fatores de transcri¢ao e ciclinas, realizam a transducao do sinal mitogénico da

membrana para o nucleo celular (Malumbres & Barbacid et al,, 2001; He et al., 2015).

O inicio e a progressao do cancer sdo considerados um processo de multiplas
etapas onde células normais sdo transformadas em versdes malignas através de
alteracdes genéticas progressivas (Hyndman, 2016). H4, no minimo, trés classes de
genes fundamentais neste processo, que Sao 0S proto-oncogenes, 0S genes
supressores de tumor e os genes envolvidos no mecanismo de reparo do DNA.
Eventos de mutacéo, delecdo ou amplificacdo nesses genes podem desregular os
mecanismos de crescimento e diferenciacao celular. Estes eventos sédo seguidos de
selecao clonal agressiva com capacidade de proliferacédo, de evasao dos mecanismos
de crescimento celular normal, invadindo e destruindo tecidos normais e saudaveis
(Lodish et al., 1999). DNAs alterados podem ser detectados por um mecanismo de
reparo celular, conhecido como reparo por excisdo. Apés deteccdo, o segmento
alterado € removido através de um corte da fita de DNA lesionada por meio da
endonuclease, seguido pela remocdo da distorcdo pela exonuclease. A lacuna
deixada €& compensada pela ressintese da sequéncia de nucleotideos que é
comparada com a fita restante ndo danificada, usando uma polimerase e depois pela
juncdo da nova sequencia com a antiga em sua extremidade livre, utilizando uma
ligase (Siddiqui et al., 2015).

Durante a fase de promocdao, esta bem estabelecido que a divisdo celular e os
agentes gque aumentam a divisao celular, como o fator de crescimento epitelial, sejam
requeridos, pois a leséo precisa perpetuar em toda a descendéncia desta célula filha.
Porém, o entrincheiramento permanente da lesdo genética inicial ndo é a Unica

mudanca durante a promocao (Rivera, 2012).

O intervalo entre o final da promoc¢éo e o surgimento de um tumor maligno
reconhecivel é chamado de progressao (Wheelock et al, 1981). Durante a progressao,
a populacdo de células tumorais expande-se muitas vezes e as proprias células

tornam-se cada vez mais aberrantes (KAUR et al. 2014).
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A malignidade pode ser definida como a condi¢gao permanente de um tecido
em que prolifera sem limite e invade e lesiona tecidos normais adjacentes. E a
capacidade de invaséo local que € a definicdo acertada do tecido maligno e que
distingue a proliferacdo maligna da benigna (Robbins & Cotran, 1979).

2.4.3 Tratamento do cancer

As estratégias para o tratamento do cancer podem ser tradicionais ou
modernas e a selecdo da estratégia € guiada pelas informacdes de localizacao,
gravidade e tipo de cancer (Abbas & Rehman, 2018). Os métodos tradicionais mais
utilizados sé@o cirurgia, quimioterapia e radioterapia e 0os modernos sao terapia
hormonal, antiangiogénica, células-tronco, imunoterapia e imunoterapia baseada em
células dendriticas (Charmsaz et al., 2019). Destas modalidades, a cirurgia € a mais
eficaz em um estagio inicial da progressao da doenca. A radioterapia pode lesionar
células, tecidos e orgaos saudaveis, enquanto a quimioterapia, apesar de reduzir a
morbidade e mortalidade, € um agente causador de leséo celular de forma néo
especifica, atingindo também células saudaveis de divisdo e crescimento rapido
(Moses et al, 2003). Outros problemas associados a quimioterapia consistem no
desenvolvimento de mecanismos de evasédo da acdo dos medicamentos por parte das
células, tornando-se resistentes, seja por reducéo da captacédo ou aumento de efluxo
(Shapira et al., 2011) e também dificuldades na determinacdo da dose, na falta de
especificidade, no metabolismo rapido dos medicamento e dos efeitos colaterais
(Mondal et al., 2014).

A quimioterapia consiste numa terapia padréo para tratar o cancer e teve no
inicio da década de 1970 a introducdo de importantes medicamentos como a
bleomicina, a vinblastina e a cisplatina. Estes medicamentos causavam uma série de
efeitos colaterais como vomito intenso, em uma época onde os farmacos antieméticos
ainda ndo estavam disponiveis no mercado. Este cenario levou o Instituto Nacional de
Cancer dos EUA (NCI) a pesquisar farmacos citostaticos para novos tratamentos do
cancer (Murkherje, 2010). Ao passar dos anos, modelos animais foram estabelecidos
para se entender o processo de metastase e partir desse momento foram descobertos
varios mecanismos em biologia molecular que serviram para desenvolver novos
medicamentos anticancer (Schirrmacher, 2017), com os anticorpos monoclonais e das

terapias direcionadas por meio de inibidores de pequenas moléculas (MAbs). Nos
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ultimos anos, dois tipos de imunoterapia se sobressairam em oncologia, que foram os
MADbs inibitérios de checkpoint e células T transfectadas com receptor especifico de
antigeno quimérico (células CART-T). Outros tratamentos também foram
desenvolvidos como as terapias biolégicas, vacinas antitumorais e virus oncoliticos
(OVs) (Koeppen & Stanton, 2018).

Os medicamentos de primeira geracao no tratamento do cancer foram os
citotoxicos, que foram descobertos através da triagem de compostos que matam
células tumorais (Workman, 2015). A ideia primordial que sustenta estes farmacos
consiste na impressao de que células cancerigenas replicam seu DNA e se dividem
com maior frequéncia que células saudaveis. Esta ideia levou ao desenvolvimento de
farmacos com mecanismo de acéo direcionados ao ambito molecular, como € o caso
do paclitaxel, que atua como inibidor de microtubulos, bloqueando o mecanismo de
diviséo celular (Marsham et al., 1999).

2.5 INFECCOES BACTERIANAS

Nos tempos atuais, os antibidticos sdo indispensaveis para tratar doencas
infecciosas, no entanto, a crescente resisténcia antimicrobiana, juntamente com a
baixa demanda no desenvolvimento de novos medicamentos, representa uma grande
ameaca para a saude (Cheng e al., 2016). Em 2013, 9.2 milh6es de mortes foram
notificadas devido a infeccbes (WHO, 2013; Gupta et al., 2019). Nesse contexto, 0
uso racional de antibiéticos surge como principal mecanismo no combate a resisténcia
antimicrobiana. A eficacia do tratamento com antibioticos € determinada por multiplos
fatores como o préprio antibidtico, o patdégeno alvo e o sistema corporal do paciente
(Czock et al., 2009; Jareel et al.,, 2015). Mesmo com a industria farmacéutica
produzindo novos antibiéticos nos ultimos 30 anos, a resisténcia a estes
medicamentos, por parte dos microrganismos, aumentou principalmente pelo fato das
bactérias possuirem capacidade genética de transmitir e adquirir resisténcia a

medicamentos (Cohen, 1992).

Bactérias multi-resistentes a quase todos antibidticos disponiveis no mercado
se desenvolveram devido ao uso nao racional de antibiéticos e estudos mostram que
estas bactérias carregam um gene de super-resisténcia denominado NDM-1 (Hsueh,

2010). Os mecanismos de acgdo dos principais antibidticos no mercado estdo
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direcionados a sintese da parede celular, ao processo de traducéo e de replicagdo do
DNA. Os mecanismos de resisténcia incluem expressao de enzimas que modificam
ou degradam antibitticos, como as B-lactamases e aminoglicosideos (Poole, 2002);
modificacbes de componentes celulares como a parede celular na resisténcia a
vancomicina; ribossomos na resisténcia a tetraciclina (Jayaramam, 2009); e
expressao de bombas de efluxo, que fornecem resisténcia simultanea contra varios
antibidticos (Knetsch & Koole, 2011).

Na ultima década surgiram varias estratégias para superar a resisténcia a
antibidticos, como a combina¢do de outras moléculas com os antibidticos que néo
surtem mais efeito terapéutico, o que aparentemente restaura a atividade

antibacteriana desejavel (Brown, 2015; Rana et al., 2018).

Os mecanismos de ac¢ao antimicrobianos de medicamentos conhecidos sdo: a
1) biossintese de proteinas bacterianas; a 2) Inibicdo da sintese de acidos nucléicos;
3) biossintese de parede celular; e 4) destruicdo da parede celular bacteriana (Vaou
et al., 2021). Na biossintese de proteinas bacterianas temos a inibicdo da sintese
proteica visando as subunidades ribossémicas bacterianas como uma abordagem
eficaz. Neste mecanismo, temos as classes de antibidticos de macrolideos,
tetraciclinas, aminoglicosideos e oxazolidinonas. Estes inibem a sintese protéica ao
alterar a forma do ribossomo para que ele nédo consiga ler o cédon do mRNA
corretamente assim como interage com a base oscilante do anticodon do tRNA
(Walsh, 2003). No mecanismo de inibicdo da sintese de acidos nucléicos, temos
antibidticos como as fluoroguinolonas atuando na DNA girase, ao inibir uma
topoisomerase tipo Il e uma topoisomerase IV, necessarias para separar o0 DNA
bacteriano, inibindo assim a divisao celular (Maxwell, 1997). Os farmacos que atuam
na biossintese da parede celular tém como alvo enzimas bifuncionais, como as
transglicosilases e transpeptidases. Farmacos com este mecanismo séo a penicilina,
as cefalosporinas e vacomicina (Schneider et al., 2010). Na destruicdo da parede
celular bacteriana, temos um mecanismo de ligacdo ao componente lipidico do
lipopolissacarideo, como € o caso da polimixina, e assim, causar alteracdes
estruturais por meio da troca de fosfolipideos que podem resultar em desequilibrio

osmoético e morte bacteriana (Poyrel et al., 2017).

As bactérias podem mostrar resisténcia a agentes antibacterianos através de

uma variedade de mecanismos, como: 1) bomba de efluxo; 2) modificagéo estrutural
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de porinas; 3) inativacdo enzimética; 4) destruicdo do agente antibacteriano; e 5)
alteracdo dos sitios alvos (Vaou et al.,, 2021). Na bomba de efluxo, o agente
antibacteriano € bombeado mais rapidamente do que o tempo necessarios para ser
difundido nas células bacterianas e, consequentemente, a concentracdo
intrabacteriana torna-se muito inferior ao valor eficaz (Levy et al., 1992). A resisténcia
aos antibidticos através deste mecanismo de bomba de efluxo pode ser observada
em uma ampla gama de bactérias e fungos patogénicos Gram-positivos e Gram-
negativos, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinobacter
baumannii e Candida albicans (Tegos et al., 2011). No mecanismo de modificacéo
estrutural de porinas, o influxo de antibiéticos é controlado através de uma variacéo
na estrutura da porina que resulta em alteracdo da permeabilidade da membrana e é
um mecanismos para escapar dos agentes antibacterianos (D¢ et al., 2001). Este tipo
de mecanismos de escape € encontrado em patégenos Gram-negativos, como
Acinobacter spp. e Pseudomonas spp. (Pages et al., 2008). Na inativacdo enzimatica,
0 processo ocorre por modificacdo de grupos funcionais. Estes produtos modificados
causam o bloqueio da sintese proteica, uma vez que ndo conseguem se ligar aos
ribossomos (Shaw et al., 1993; Over et al., 2011). O mecanismo de destruicdo do
agente antibacteriano consiste na decomposicédo quimica de antibioticos ou agentes
antibacterianos através da alteracdo do tipo quimico, sendo a degradacdo mediada
pela ligacdo da enzima hidrolitica, B-lactamase, ao anel B-lactamico da penicilina,
cefalosporinas e carbapenémicos (Blair et al., 2015; Dever et al., 1991). Outro
mecanismo de resisténcia € a alteracdo do local de ligacdo ao medicamento no qual
0 agente antibacteriano ndo é capaz de reagir com o sitio bacteriano alvo e resulta em
uma reducdo importante na atividade antibacteriana do agente (Sprat, 1994).
Espécies de enterococcos podem apresentar este tipo de mecanismo de resisténcia
a vancomicina, nas quais os genes van HAX codificam uma nova via de enzimas que
induzem modificacdes estruturas, mudando da ligacdo amida na estrutura do
peptidioglicano D-Ala-D-Ala para a ligacdo éster na estrutura D-Ala-Ala, resultando na

reducédo da afinidade de ligacéo ao antibiotico (Bugg et al., 1993).

2.6 INFECCOES FUNGICAS

As infec¢Bes fangicas séo responsaveis por mais de 1,6 milhdes de mortes por

ano (Almeida et al., 2019), estando atreladas aos graves problemas de saude nos



27

paises em desenvolvimento. Neste sentido, os antibiéticos surgem como uma
importante ferramenta de luta contra estas doencas infecciosas, ao diminuir os indices
de morbidade (Salpeter et al., 2016).

Um dos grandes problemas no tratamento de doencas fungicas tem sido a
resisténcia que estes micro-organismos adquirem a determinados compostos,
exigindo assim, a descoberta de novos medicamentos (Bastos et al., 2011; Newman
& Cragg, 2016). Estas falhas terapéuticas no tratamento de certas cepas flungicas
foram descritas em diversos estudos clinicos, dermatolégicos, epidemiolégicos,
farmacoldgicos e relatos de casos (Aldardeer et al., 2020; Asadzadeh et al, 2017;
Fisher et al., 2018; Hassanmoghdam et al., 2019; Reinhardt et al., 2020).

As infeccOes causadas por Candida spp. sdo responsaveis por 80% das
infecc¢des fungicas sistémicas (Alvarez-Moreno et al., 2018; Gamaletsou et al., 2018).
A candidiase geralmente se manifesta como infec¢des cutaneo-mucosas superficiais,
mas também pode progredir para a forma disseminada, a candidemia (Lamoth et al.,
2018). Candida albicans é a espécie mais frequente entre os fungos patdgenos atuais,
seguida por outras espécies de Candida como a Candida glabrata, Candida
parapsilosis e a Candida tropicalis, assim como espécies nao-Candida como

Crypstococcus neoformans e bolores como Aspergillus fumigatus (Lass-Florl, 2009). ,

O tratamento de doencas fungicas humanas depende principalmente da
disponibilidade de agentes antifungicos. As classes dos antifungicos utilizados na
medicina sao divididos em sete classes que incluem polienos, analogos de pirimidina,
azéis, caninas, alilaminas, tiocarbamatos e morfolinas (Thompson, G.R.; Cadena, J.;
patterson, T.F. 2009). Os polienos pertencem a uma classe de compostos naturais
gue tém como alvo o ergosterol da membrana flingica e criam poros que permitem
gue peguenas moléculas se difundam pela menbrana resultando em morte celular. Os
principais exemplos sdo a anfotericina B e a nistatina (Canuto & Rodero, 2002). Os
analogos de pirimidina possuem apenas o 5-fluorocitosina como representante da
classe e geralmente é utilizado em combinacdo com polienos Polak & Scholer, 1975;
Gehrt, 1995; Sanglard, 2002). Os azéis, assim como as alilaminas, tiocarbamatos e
morfolinas, inibem a biossintese do ergosterol através da inibicdo de citocromos p450
(Sanglard, 2002; Skaggs, 1996). Os azéis sdo divididos em duas classes, o0s
imidazoles, que incluem o cetoconazol, miconazol e clotrimazol; e os triazéis que

incluem o fluoconazol, itraconazol e posaconazol (Sheehan, 1999).
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Os mecanismos de resistencia presentes nos patdgenos fangicos sao: 1)
alteracdes de transporte; 2) alteracdes de alvo; 3) utilizacdo de vias compensatorias;
e 4) presenca de estruturas multicelulares complexas. No primeiro, as alteracfes de
transporte que levam a resistencia antifingica sdo mediadas por varios tipos de
transportadores em fungos, como os transportadores de cassete de ligacdo ao ATP
(Gaur, 2005; Prasad, 2006). No segundo mecanismo, as alteracbes alvo séo
mecanismos de resistencia conhecidos para a classe dos azoles. A resisténcia é
mediada por alteragcbes em Ergll/Cyp51 envolvendo mutacdo ou regulacdo
ascendente de seus genes (Marichal, 1999). No terceiro mecanismo, as células de
levedura podem modificar a sua vantagem a biossintese de metabdlitos téxicos que
sédo derivados da exposicdo a antifungicos. O desenvolvimento da resisténcia aos
azois por mutacdes no ERG3 é uma ilustracdo deste principio (Kelly, 1995). No
mecanismo de resistencia antifungica pela presenca de estruturas multicelulares
complexas tém os biofilmes que sao formados em superficies sintéticas ou naturais
por uma densa rede de leveduras e filamentos geralmente incorporados em uma

matriz extracelular (Chandra, 2001; Ramage, 2002).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anticancer e atividade antimicrobiana in vitro e estudo in silico de

derivados oxadiazoélicos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar triagem de dez derivados oxazolidinicos utilizando linhagens celulares de

cancer humano e uma saudavel;
* Determinar a ICsp dos compostos mais ativos frente a células tumorais;

* Avaliar alteracdes morfolégicas causadas pelo composto mais ativo por meio de
microscopia optica;
* Avaliar in silico, via docking molecular, a atividade preditiva dos compostos mais

promissores frente a alvos anticancerigenos;

* Avaliar atividade antimicrobiana dos derivados frente a microrganismos atraves de

teste de difusdo em disco, diluicdo em microplaca;
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCAO DOS COMPOSTOS OXADIAZOLICOS

Uma série de dez compostos oxadiazolicos foram sintetizados, caracterizados
e fornecidos pelo Laboratério de Sintese Organica e Quimica Medicinal (LASOQuim)
do Centro de Educacdo e Saude da Universidade Federal de Campina Grande

(UFCG), sob a coordenacao do Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas (Tabela 3).

Tabela 3. Série dos 10 compostos 1,2,4-oxadiazélicos

ESTRUTURA NOMENCLATURA CODIGO ESTRUTURA NOMENCLATURA cODIGO

o
:i 1-(5-(p-toluil}-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona B1 Q 4-(5-(4-aminofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)butan-2-ona ~ B6

N N
= HaN =

(o)

b N 4-(5-(p-tolil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)butan-2-ona B7
o

NTR 1-(5-(m-toluil}-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona B2 /\[\
Z

N 4-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oxadiazol-3-il)butan-2-ona B8

Z
a1k
4
(o]

B3
1-(5-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)propan-2-ona o
M)
N A

(e}
N 4-(5-(p-tolil)-1,2 4-oxadiazol-3-il)butan-2-ona B9

Q l 3
\ .
N 4-(5-{4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)butan-2-ona B4 /\(L o

4
o N
N 4-(5-(m-tolil}-1,2,4-oxadiazol-3-il)butan-2-ona B5 @/H\ N 4-(5-(4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-i)butan-2-ona B10
B o
F =4
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4.2 LINHAGENS CELULARES E CULTIVO

Para o teste de citotoxicidade em células de cancer foram utilizadas linhagens
aderidas: HT-29 (carcinoma de célon), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), RAW
264.7 (macrofago murino); e linhagens suspenséo: K562 (leucemia mieloide crénica)
e HL-60 (leucemia promielocitica aguda). As células foram obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro e mantidas no Laboratério BIOFARMATOX do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. As células
foram cultivadas em garrafas de cultura de células (volume de 250 mL) e mantidas em
meio de cultura RPMI 1640 (K562, HL-60 e MCF-7) e DMEM (HT-29, RAW 264.7)
suplementados com soro fetal bovino a 10% e com antibidticos a 1%, penicilina e
estreptomicina. As células foram mantidas sob incubacéo em estufa a 37 °C e 5% de
CO,. O acompanhamento do crescimento celular foi realizado através de microscopio

invertido.

4.3 MICRORGANISMOS

Neste estudo foram utilizados 6 microrganismos pertencentes a cole¢do do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e na
Colecao de Culturas da Micoteca - URM do Departamento de Mitologia da UFPE:
Straphylococcus aureus UFPEDA 02, Escherichia coli UFPEDA 224, Bacillus subtillis
UFPEDA 16, Klebisiella pneumonia UFPEDA 396, Candida albicans URM 5825,
Candida guilliermondii URM 5936.

4.4 EXPERIMENTOS
4.4.1 Atividade citotéxica frente a linhagens cancerigenas pelo teste do MTT

O ensaio do MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]
consiste em um ensaio colorimétrico que avalia a atividade citotoxica ou proliferativa
de diversos compostos. O MTT é um sal tetrazdlio, solivel em agua, que é convertido
em cristais de formazan, com coloracdo purpura, apés a clivagem do anel tetrazélio
mediado por desidrogenasses mitocondriais e citoplasméaticas. Apos a solubilizagédo
dos cristais de formazan e medicdo da densidade Optica pelo espectrofotbmetro, é

possivel avaliar a viabilidade celular, onde a intensidade do produto colorido formado
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apos a solubilizagdo do formazan é diretamente proporcional ao numero de células

viaveis presentes na amostra (Mosmann, 1983).

As células tumorais foram semeadas em placas de 96 pocos nas seguintes
concentragdes: HT-29, MCF-7 e RAW 264.7 (2 x 10° células/mL), K562 e HL-60 (0,3
X 108 células/mL). Em seguida, os compostos previamente dissolvidos em DMSO
(dimetilsufoxido), foram diluidos em meio DMEM (HT-20, RAW 264.7) e RPMI 1640
(K562, HL-60, MCF-7) para entdo serem plagueadas nas concentracdes desejadas.

Na triagem inicial foi determinado o percentual de inibicdo de crescimento
celular (%IC) de todos os derivados na concentragdo de 25 pg/mL frente as linhagens
citadas. Os compostos que nessa concentracao inibiram o crescimento celular em
mais de 70% foram submetidos a teste de citotoxicidade em diferentes concentracoes
para calcular a concentragcao capaz de inibir 50% do crescimento celular (Clsp) em 72
h. Para isto, os compostos foram diluidos em série para obtencéo das concentracbes
finais de 0,19 — 25,0 ug/mL. A doxorrubicina foi utilizada como padréo na concentracao
(0,078 - 10 ug/mL). Apés o periodo de incubacéo das células com os compostos, foi
adicionado em cada poc¢o 25 uL de solucdo de MTT (5 mg/mL). As placas foram
deixadas por 3 h em estufa a 37 °C e ao final deste periodo, o sobrenadante foi
aspirado. Para a realizacao da leitura, foi adicionado 100 yL de DMSO em cada poco
para a dissolucao dos cristais de formazan (Alley et al., 1998; Mosmann, 1983). A
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas (Modelo 3550 BIO-RAD, Inc.) no
comprimento de onda de 560 nm. Os experimentos foram analisados através da
média e desvio padrdo de dois experimentos independentes realizados em triplicata.
O percentual de inibicdo de crescimento celular (%IC) foi determinado considerando
a média do controle negativo como 100% de viabilidade. A porcentagem de inibicdo x
log da concentracéo foi registrada e suas Clso e 0s respectivos intervalos de confianca
(IC 95%) foram calculados a partir de regressédo nao linear no programa GraphPad

Prism versao 8.0.1 demo.

4.4.2 Analise morfologica

As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos com o0 composto teste de
melhor Clso (B2) e incubadas por 72 horas. As concentragdes utilizadas para o estudo

de mecanismo de acgéo foram estimadas a partir do valor da Clso de 72 h encontrada
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no teste do MTT, desta forma, as concentragdes escolhidas foram: a Clso € 0 dobro
da Clso. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo em todos os testes. Apos
o periodo de incubacdo das células com o composto B2, uma aliquota de 50 pL da
suspensdo de células foi adicionado na centrifuga de lamina (cytospub). Na
sequéncia, as laminas foram coradas de acordo com o protocolo do kit pandtipo
rapido, lavadas com 4gua destilada para remover o excesso de corante e colocadas

para secar para serem visualizadas em microscopio optico.

A andlise morfolégica do nucleo e do citoplasma foi feita com auxilio de um
microscopio Optico, no aumento de 400 X, acoplada a uma camera, sempre
comparando com o controle positivo e negativo. O registro das alteracdes foi feito por

captura de tela. As imagens escolhidas para exposi¢cao foram as mais representativas.

4.4.3 Teste de difusdo em disco de papel para determinacdo da atividade

antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos compostos foi avaliada pela metodologia de
difusdo em agar, utilizando-se discos de papel de filtro com diametro de 6 mm,
realizado conforme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) para se
conhecer o perfil de atividade dos compostos oxadiazélicos. Para este teste, aliquotas
de 30 pL dos compostos da concentracdo de 2.050 pg/mL foram impregnados nos
discos de papel. Uma suspensédo de micro-organismo teste (1,5 x 108 UFC/mL para
bactérias e 1,5 x 10° UFC/mL para leveduras) foi determinada através de comparagéo
visual com um padréo na concentragéo de 0,5 na escala de Mc Farland e transferida
0,1 mL para a placa de Petri de (15 x 90 mm) contendo meio s6lido AMH (Agar Mueller-
Hinton). A semeadura foi realizada através do método Spread-plate e o espalhamento
com Swab. Posteriormente, os discos impregnados com 0s compostos foram
adicionados de forma equidistante sobre as placas inoculadas. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h (bacterias e leveduras). Apés o periodo, o halo de inibicédo
do crescimento microbiano foi medido em mm com o auxilio de um paquimetro. Como
controle positivo utilizou-se clorafenicol para bactérias e itraconazol para leveduras,

todos os testes foram realizados em triplicata e 0s mesmos repetidos trés vezes.
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4.4.4 Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) e concentragdo minima

microbicida (CMM) dos compostos

Realizou-se 0 ensaio de suscetibilidade através da metodologia da
microdiluicdo em caldo para determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) e Concentragdo Minima Fungicida (CMF)
segundo CLSI (2002; 2003). A determinacao da concentracdo inibitoria foi realizada
utilizando-se placas com 96 pocos. Foi adicionado em cada poco 100 puL de meio
Caldo Muller Hinton para bactérias e RPMI tamponado com MOPS na concentracao
de 0,165 mol/L para levedura e posteriormente, a partir da primeira coluna (A1), 100
pL dos produtos na concentracdo de 5.000 pg/mL (2.500 pug/mL no pocgo). Esta
aliquota foi homogeneizada e transferida para a segunda coluna (A2) e assim por
diante até a décima segunda coluna (A12), que recebeu os produtos na concentracéo
de 2,44 pg/mL. Nesta ultima, a aliquota (100 pL) depois de homogeneizada foi
descartada. Por ultimo foi adicionada uma aliquota de 10 pL do micro-organismo

preparada conforme o método anterior.

As microplacas com meio, extrato e micro-organismos foram incubadas por 24
horas a 37 °C para bactérias e leveduras. Posteriormente foram adicionados 10 pL de
resazurina na concentracdo de 0,1% para analise quantitativa do crescimento
microbiano nos pocos e determinacdo da atividade antimicrobiana relativa de cada
diluicdo das amostras. Para a determinacdo da Concentracdo Minima Microbicida
(CMM) foi replicada uma aliquota de 10 pL das concentracfes que apresentaram
atividade a olho nu na microplaca do CMI, em placas de Petri contendo Agar Mueller
Hinton (bactéria) e Sabouraud (levedura). Estas placas foram incubadas a 37 °C por
24 h. A CMM foi considerada a menor concentracdo do extrato onde n&do houve
crescimento celular sobre a superficie do meio agar em placa de Petri. Como controle
positivo utilizou-se clorafenicol para bactérias e itraconazol para leveduras, todos os

testes foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes.

4.4.5 Docking molecular

As estruturas tridimensionais dos ligantes que a presentaram o melhor Clso (B2
e B3) foram construidas utilizando o software Avogadro 1.2.0 (Hanwell et al., 2012) e

otimizadas pelo método semi-empirico PM6 (Stewart, 2007) implementado no
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MOPAC?2016. Os ligantes foram transformados no formato “.pdb” e preparados para
docking fundindo os hidrogénios apolares, calculando a carga parcial pelo método
Gasteiger e definindo as ligagbes rotativas do pacote AutoDockTools-1.5.6. A
estrutura tridimensional da tubulina (PDB: 1SAO) e EGRF (PDB: 4HJO) foram obtidas
do RCSB Protein Data Bank em formato “.pdb” e preparadas removendo residuos de
agua e outros heteroatomos, fundindo hidrogénios apolares, adicionando hidrogénios
polares e cargas de Kollman. O grid box para cada situagao foi definido tomando como
ponto central o ligante co-cristalizado de cada estrutura, atingindo os aminoacidos
pertencentes ao sitio de ligacédo, utilizando-se para a tubulina os valores x = 118.026;
y = 89.818; z = 6.327, com dimensodes de 40 x 40 x 40x; e para o EGRF os valores de
X=24.77;y=9.194; z =-0.003, com dimensdes de 38 x 44 x 40 pontos. Cada ligante
foi submetido a um total de 100 execucdes do algoritmo genético Lamarckiano.

Os parametros listados foram validados através de um estudo de redocking
envolvendo a colchicina e o erlotinibe co-cristalizados nas estruturas selecionadas
para o docking, considerando-se adequados os parametros capazes de reproduzir, in
silico, as conformacdes co-cristalizadas com valor de Root Mean Standard Deviation
(RMSD) < 2 A (Hawkins et al., 2008; Carlson et al., 2016; Bell; Zhang, 2019). As poses
de acoplamento resultantes, bem como imagens mostrando interacfes enzima-
ligante, foram geradas e analisadas usando AutoDockTools, o BIOVIA Discovery
Studio Visualizer (2023).

4.4.6 Avaliacao in silico das propriedades farmacocinéticas e toxicologicas

As analises de Log Pow consensual (cLogP), massa molecular (MM), N° de
doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH), N° de aceptores de ligacdo de hidrogénio
(nALH), N° de violacbes da regra de Lipinski e de Veber, absorcdo gastrointestinal
(GI), Area da Superficie Polar Topoldgica (TPSA), o percentual de absorcdo oral
tedrica (ABS), permeacao na barreira hematoencefalica (BHE) e solubilidade em
agua foram realizadas através da plataforma digital de bioinformatica SwissADME, a
gual retune a contribuicdo de diferentes autores na area de quimica medicinal e
guimioinformatica para processar diferentes analises in silico (Daina; Michielin; Zoete,
2017).
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Com o auxilio do programa Osiris Property Explorer foi possivel avaliar o
potencial de toxicidade cronica de B2 e B3 analisando sua probabilidade de
desenvolver mutagenicidade, tumorogenicidade, irritabilidade e interferéncia na
reproducdo humana, o que € indicado no software através de cores, em que a cor
vermelha indica alto risco, a cor amarela risco moderado e a cor verde baixo risco.
Enquanto isso, a estimativa da DLso e a classe de toxicidade foram determinadas a
partir da plataforma online ProTox-II, considerando-se a as classes: Classe I: fatal por
ingestéo (LDso < 5 mg/kg); Classe Il: fatal por ingestéo (5 mg/kg < LDsp < 50 mg/kg);
Classe llI: téxico por ingestdo (50 mg/kg < LDsp < 300); Classe IV: prejudicial se
ingerido (300 mg/kg < LDso < 2.000); Classe V: pode ser prejudicial se ingerido (2.000
mg/kg < LDso < 5.000 mg/kg); Classe VI: ndo toxico (LDso > 5000 mg/kg).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULA TUMORAIS PELO TESTE DO
MTT

O resultado da triagem citotdxica, na concentragdo Unica de 25 pg/mL,
encontra-se na Tabela 4 e os valores correspondem a média + desvio padrao de dois

experimentos independentes. Que realizados em triplicata.

Tabela 4. Percentual de inibicdo dos compostos frente as linhagens tumorais utilizando-se uma
concentragdo Unica de 25 pg/mL

LINHAGENS CELULARES (%)

CODIGO HL-60 K562 HT-29 MCF-7 RAW 264.7
Bl 895+1,9 29,4 +6,8 20,8+24 53,0+2,2 10,7 £ 0,3
B2 97,4+0,1 66,6 £ 2,5 50,0 + 3,3 72,8+ 1,7 19,8+1,9
B3 96,6 0,5 55,7+2,6 43,5+ 0,7 50,8 +1,6 148+2,8
B4 59,7+1,2 40,6 +1,6 50,1+1,5 55,5+1,5 20,8+ 2,7
B5 34,1+6,5 3,026 195+2,4 10,4+43 11,1+ 3,6
B6 37,0+23 13,2+5,0 30,9+6,3 30,2+3,2 194+21
B7 443+ 25 15+44 35721 25,3+2,2 25,0+ 3,6
B8 234+2 21954 20,5+6,5 53,0+ 2,5 6,4+21
B9 73,1+0,5 64,8 £0,2 38522 66,9 + 3,9 216+34
B10 12,2+3,1 43,0+x1,1 28,1+24 57,9+0,9 55+3,8

DOX 925+21 87,2+0,8 739+0,4 72,1+0,6 89,2+ 27

Nesta triagem inicial evidenciou-se que os compostos Bl, B2, B3 e B9
apresentaram porcentagem de inibicdo superior a 70% na linhagem HL-60. Os
compostos B2 e B3 apresentaram porcentagem de inibicdo acima de 90%, seguidos
pelos moléculas B1 com 89% e B9 com 73%. Todos o0s compostos testados
apresentaram baixos percentuais de inibicdo para a linhagem de célula ndo tumoral
RAW 264.7, inferindo uma provavel baixa citotoxicidade para células saudaveis. Isto

€ uma caracteristica importante, pois a maioria dos farmacos citotéxicos usados na
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clinica séo pouco seletivos. Quando comparados com a doxorrubicina, utilizada como
controle positivo, observou-se que as moléculas B1l, B2 e B3 apresentaram

porcentagens de inibicdo semelhantes.

A partir destes resultados, os compostos mais promissores (B1, B2, B3 e B9)
foram selecionados para o teste de determinacdo da Clso na linhagem celular tumoral

HL-60. Os resultados estéo expressos na Tabela 5.

Tabela 5. Clso dos compostos oxadiazolicos na linhagem HL-60 realizado pelo teste do MTT apoés
72 h de incubacéo.

Clso (Hg/mL)
CODIGO Clso pg/mL C”(\')L'IE:?XNAéAo 9%'3/0 R QUADRADO
B1 16,1 14,0 - 18,5 0,9
B2 8,0 71-9.1 0,9
B3 14,3 10,9 - 17,3 0,8
B9 18,6 12,3-37,7 0,8
DOX 0,2 0,16 - 0,24 0,9

Os valores analisados de Clsp dos compostos variaram entre 8,0 a 14,3 pg/mL
dentro da linhagem testada. Estas variagcfes podem ser atribuidas aos substituintes
presentes nas posicoes 3 e 4 nos anéis herociclicos dos oxadiazois (Figura 2) e de

caracteristicas inerentes a linhagem celular.
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos B1, B2, B3 e B9

B1 B2 B3

Bommera et al. (2021) sintetizaram derivados 1,2,4-oxadiazol ligados a 5-
Fluoracil que foram testados pelo teste do MTT em trés linhagens celulares tumorais
de mama (MCF-7, MDA, MB-231), cancer de pulméao (A549) e cancer de préstata (DU-
145). Como resultado, os autores mostraram que dos dez compostos, cinco
apresentaram boa atividade, com valores de Clso de 0,011 + 0,009 a 19,4 + 8,11 uM

e o0 etoposideo, utilizado como controle positivo, apresentou valores que foram de 1,91

+ 0,84.a 3,08 £ 0,135 pM.

Mansouri et al. (2020) desenvolveram um trabalho com uma série de moléculas
incorporar as bases uracil, 5-Fluoracil e 6-azauracil ao 1,2,4-oxadiazol via ligante
benzilico para potencializar seus efeitos anticancer. Foi realizado uma triagem inicial
em células de linhagem A375 e os dois compostos mais ativos foram investigados em
células HT-1080, A-549, MCF-7 e MDA-MB-231.0s valores de Clso obtidos variaram
de 0,88 a 8,37 uM, em comparacdo com a doxorrubicina utilizada como controle

positivo que apresentou valores que variaram de 0,93- 3,41uM.

Apesar dos trabalhos experimentais com o isébmero 1,2,4 dos heterociclos
oxadiazol, é abundante também os trabalhos como o isémero 1,3,4-oxadiazol. Zheng
et al. (2010) sintetizam um grupo de 21 moléculas de derivados 2-cloropiridina
associados a 1,3,4-oxadiazol diferentemente substituidos na posicéo 5 e foi avaliado
o potencial anticancer. Dezesseis destes compostos mostraram atividade

antiproliferativa contra células de linhagens tumorais de cancer gastrico (SGC-7901),
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sendo oito com valores de Clsp comparaveis com o 5-Fluorocil, farmaco de referéncia

para tratamento de cancer gastrico utilizado como controle positivo, e oito 50% mais
baixos. Os resultados de Clso de dois compostos exibiram atividade de 1,61 + 0,06

pg/mL e 2,56 + 0,11 pg/mL.

Zhang et al. (2011) sintetizaram uma série de compostos derivados 1,3,4-
oxadiazdéis possuindo um 1,4-benzodioxano, anteriormente reconhecido como uma
unidade estrutural quimica garantidora de boa biodisponibilidade e baixa
citotoxicidade em outros potenciais medicamentos anticancer. Neste estudo, todos os
compostos apresentaram atividade antitumoral frente as linhagens celulares HepG2,
HelLa, SW1116 e BGC823, com valores de Clso pelo menos 55% inferior ao 5-Fluoracil
utilizada como controle positivo. Nas linhagens HepG2, dois compostos apresentaram
0s Clsg de 7,21 uM e 8,54 uM. Em outro estudo deste mesmo grupo de pesquisadores
(ZHANG et al., 2012) foi desenvolvido um trabalho de sintese de compostos 1,3,4-
oxadiazol contendo uma porcao pirazina que foram testados nas linhagens de células
(HepG2, HelLa, SW1116 e BGC823). O resultado mostrou que os melhores valores
de Clso encontrados foram nas células HepG2, com Clso de 4,22-5,79 uM, e SW1116
com Clso de 2,46-5,06 pM. Ambos os resultados foram semelhantes ou mais eficazes
gue a estaurosporina utilizada como controle positivo, que apresentou Clsg 6,73 M
para HepG2 e Clsp 4,95 pM para SW1116.

Conjugados de quinolona com 1,3,4-oxadiazol foram sintetizados e avaliados
por Sun et al. (2013). Destes, sete apresentaram atividade anticancer in vitro superior

ao 5-Fluoracil contra as linhagens tumorais humanas HepG2, SGC-7901 e MCF-7.
Dois compostos apresentaram atividade superior contra HepG2 (Clsp 1,2 + 0,2 - 0,8

+ 0,2 uM) em relacdo ao 5-Fluoracil (Clso 21,9 + 1,4 uM).

Quando confrontado os resultados obtidos neste trabalho com a literatura
estudada, é possivel verificar que o nucleo heterociclico oxadiazol, em especial os
nucleos 1,2,4-oxadiazol e 1,3,4-oxadiazol, funcionam muito mais como uma espécie
de andaime estrutural para construcao de moléculas maiores acopladas por meio de
técnicas da quimica farmacéutica como a hibridizacdo (Jampleck, 2019), do que
utilizadas sozinhas, mesmo que com residuos de sua sintese, como é o caso das
moléculas testadas no nosso trabalho que continham um residuo de &cido carboxilico.

Isto se deve a sua superficie aromatica que por meio de uma nuvem de elétrons T
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interagem com o alvo biolégico como enzimas, direcionando a molécula ao ligante, ao
distanciar adequadamente os subistituintes (Bostrom et al., 2012). E possivel analisar
gue na maior parte dos trabalhos experimentais presentes na literatura, os nucleos
oxadiazolicos estdo ligados a moléculas com atividade anticancer ja bem estabelecida
e como resultado obtiveram o complexo com valores de Clsp iguais ou melhores que
0 a molécula ou farmaco ja estabelecido sozinhos. Espera-se que em trabalhos futuros
sejam desenvolidas e testadas compostos contendo oo nucleo 1,2,4-oxadiazol
complexado com outras moléculas jA bem estabelecidas com atividade anticancer
para avaliar se o0 nucleo oxadizol favorece as moléculas trazendo mais estabilidade e

aumentando seu potencial anticancer.

5.2 ANALISE MORFOLOGICA

A morfologia das células HL-60 foi avaliada pelo método de coloragdo com o
Kit pandtipo rapido apds exposicédo das células ao composto B2 por 72 h (Figura 3).
A analise mostrou que o composto B2 foi capaz de alterar morfologicamente as
células. As células do controle negativo (Figura 3) apresentaram morfologia tipica de
células ndo aderidas como membrana celular integra, citoplasma apresentado de
forma homogénea, membrana plasmatica e nucleos bem delimitados, assim como
também foi possivel visualizar célula em processo de mitose, indicando o estado
proliferativo da linhagem celular. As células expostas ao controle positivo
(doxorrubicina) apresentaram corpos apoptoticos com intensa fragmentacao celular,
restos celulares e nucleos picnoticos. As células expostas ao composto B2 na
concentracédo de 1x Clsp (8 pg/mL) apresentaram intensa vacuolizacéo celular, assim
como perda da clareza entre as delimitacbes da membrana plasmatica e o nucleo,
com intensa fragmentacéo desta membrana. As células expostas ao composto B2 na

concentracao de 2x a ICsp.
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Clso (16 pg/mL) apresentaram intensa vacuolizagdo interna e condensacédo da

cromatina (Figura 3).

Figura 3. Analise morfoldgica das células HL-60 apds 72h de incubag¢do com o
composto B2, coradas pelo kit pandtipo e capturadas por fotomicrografia.

C150 2X

Seta laranja - Célula em processo de mitose. Seta preta - Picnose. Seta verde- Restos
celulares (debris). Seta azul - Vacuolos. Seta cinza. Condensacéo nuclear

CN: controle negativo. DOX: doxorrubicina. CI50: Concentracdo inibitéria 50 %. CI50 2X: O dobro da
Concentracao inibitéria 50 %.

As caracteristicas observadas indicam que o composto B2, assim como a
doxorrubicina induzem a morte celular pelo processo de apoptose e necrose.
Morfologicamente, a presenca de apoptose € observada pelo encolhimento da
membrana celular, presenca de picnose, condensacéo da cromatina e compactacéo
do citoplasma. A presenca de bolhas ha membrana citoplasméatica é seguida por estas
condi¢Bes que causam o rompimento do nucleo (Savil & Fadok, 2000; Kurosaka et al.,
2003). No processo de necrose, ha uma morte celular que resulta em um inchacgo das
organelas celulares, ruptura da membrana plasmatica e eventual lise da célula, com

derramamento de conteudo intracelular no tecido circundante (Ruffolo et al., 1964).

5.3 TESTE DE DIFUSAO EM DISCO DE PAPEL

Os resultados observados no teste de difusdo em disco de papel foram
expressos em milimetros (mm) através da medicao dos halos de inibicdo microbiana.

Os resultados para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas estdo descritos na
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Tabela 6 e os resultados para a levedura foram expressos na Tabela 7. Os discos
receberam 30 pL dos compostos diluidos em DMSO na concentracéo de 2.050 pg/mL
e o controle positivo utilizado foi o antibiético clorafenicol na concentracdo de 30
pg/mL.

Tabela 6. Resultados observados no teste de difusdo em disco de papel para as

bactérias.
1 - Staphylococcus 2z = 18- 396 -
COMPOSTOS aUreus Escherl_chla Bau!lgs Kleb|S|eI]a
colli subtillis Pneumoniae
B1 - - 14 -
B2 - - - -
B3 - - 11,7 -
B4 - - - =
B5 - - - -
B6 - - - -
B7 - - - -
B8 - - - -
B9 7,6 - 11,5
B10 9,5 - - -
CLORAFENICOL 34,3 34,3 34,3 34,3

(- ): N&@o apresentou halo de inibi¢&o significativo no teste de difusdo em disco de papel. Os resultados

foram expressos em milimetros (mm).

Pode-se observar que apenas os compostos B9 e B10 apresentaram halo
inibitério contra Staphylococcus aureus com os halos de inibi¢cdo de 7,6 mm e 9,5 mm,
respectivamente. Em Bacillus subtillis, trés compostos apresentaram halo de inibicao,
foram eles B1 com formacao de halo de 14 mm, B3 com 11,7 mm e o B9 com 11,5

mm. Nao se observou atividade frente as cepas de Escherichia colli e Klebisiella
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peneumoniae. Como quadro geral, os compostos apresentaram atividade apenas em

bactérias Gram-positivas.

Tabela 7. Resultados observados no teste de difusdo em disco de papel para as leveduras.

1007 - 6403-

COMPOSTOS Candida albicans Candida guillermondii

Bl 9,2 -

B2 - -

B3 - -

B4 - -

B5 - -

B6 - -

B7 - -

B8 - -

B9 - -

B10 - -

ITRACONAZOL 10,7 9,2

(- ): N&@o apresentou halo de inibi¢&o significativo no teste de difusdo em disco de papel. Os resultados

foram expressos em milimetros (mm).

Observou-se que apenas o composto B1 apresentou halo de inibicdo frente a
Candida albicans com 9,2 mm e nenhum composto apresentou atividade frente a

Candida guilliermondii.

Estes resultados serviram de triagem inicial para realizar o teste de
microdiluicao em placa para determinacédo da concentragcdo minima inibitéria (CMI) e

concentracdo minima bactericida e fungicida dos compostos.

5.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (CMI) E
CONCENTRACAO MINIMA MICROBICIDA (CMM) DOS COMPOSTOS
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ApGs a determinacdo dos compostos que apresentaram alguma atividade no
teste de difusdo em disco de papel, sucedeu-se o teste de microdiluicdo em placa. Os
compostos testados foram o B1, B3 e B9 que apresentaram halo de inibigdo no teste
de difusdo em disco, para Bacillus subtillis e o composto B1 para Candida albicans.

Como demonstrado na Tabela 8, néo foi possivel identificar nem a CMI nem a
CMB para B. Subtillis. No teste realizado com C. albicans foi possivel determinar a
CMIem 312,5 ug/ mL e a CMF em 625 pg/ mL.

Tabela 8. Resultados observados no teste de microdiluicdo em placa para os compostos B1,
B2 e B3 frente aos microrganismos B. subtillis e C. Albicans.

COMPOSTOS B. SUBITILLIS C. ALBICANS
CMI CMB CMI CMF
Bl - - 312,5 pg/mL 625 pg/mL
B3 - - - -
B9 - - - -

(- ): N&o apresentou halo de inibicéo significativo no teste de difusdo em disco de papel

Existem muitos mecanismos de resisténcia bacteriana a medicamentos
conhecidos, cada um deles torna um patdégeno dificil de ser vencido com agentes
comumente utilizados (CROFTS et al., 2017). Esforcos tem sido feitos para encontrar
a possibilidade de bloquear especificamente a funcdo de efluxo em células
procariéticas. Se encontrado um medicamento capaz de agir através deste
mecanismo de acéo de bloqueio de funcdo de bomba de efluxo, serd causado a perda
da capacidade das bactérias em combater os efeitos dos antibioticos e assim restaurar

a sensibilidade dos patdégenos aos medicamentos (Sun et I., 2014; Aygul, 2015).

Heynes et al. (2017) descobriu uma nova classe inibidora de bomba de efluxo
em células procariéticas baseado em derivados 2-imidazolinas. Apesar do composto
sozinho ndo apresentar propriedades antibacterianas pronunciadas, eles potenciaram

os efeitos da novobiocina em cepas de E. Coli, inibindo a bomba de efluxo expressa
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nessa bactéria. A partir destes resultados, Shetnev et al. (2019) teve a idéia de
explorar o anel 1,2,4-oxadiazol como um ndcleo alternativo para o promissor derivado
2-imidazolina desenvolvendo assim uma série de compostos de dois heterociclicos
hibridos. Com esta série de compostos foi realizado uma triagem para a atividade
antibacteriana através do teste de microdiluicdo em placa determinado pelo CLSI com
bactérias Gram-negativa e Gram-positivas ndo patogénicas (Staphylococcus aureus,
Escherichia colli, Bacillus subtillis, Pseudomonas fluorescens), assim como trés cepas
patogénicas, incluindo E. colli e Enterobacter spp. Os mais relevantes apresentaram
valores de concentracdo CMI de 8 e 32 pg/ mL, e os menos relevantes apresentaram
CMI de mais de 256 pg/ mL.

5.5 DOCKING MOLECULAR

Mesmo se apresentando como um nucleo heterociclico bastante promissor,
muitas lacunas ainda devem ser preenchidas quando se trata da atividade biolégica
dos 1,2,4-oxadiazois, especialmente seu mecanismo de acado anticancer. Diante
disso, os dois oxadiazo6is mais ativos (B2 e B3) frente as células cancerigenas foram
submetidos ao estudo de docking molecular a fim de gerar maiores informacdes a
respeito dos padrdes moleculares envolvidos na atividade anticancer destes

compostos.

Como dito anteriormente, o0 exato mecanismo farmacoldgico envolvido na
atividade anticancerigena destes compostos ainda nao € totalmente compreendido,
sendo notado uma vasta exploracdo deste nucleo, especialmente nos ultimos 40 anos,
gue tem demonstrado sua provavel acdo sobre uma ampla variedade de alvos
farmacéuticos (Biernacki et al., 2020). Entretanto, a maior parte dos estudos in vitro e
in silico envolvendo o mecanismo de acdo dos 1,2,4-oxadiazbis destacam o
envolvimento de dois alvos principais: a tubulina (Zareian et al., 2016; Polothi et al.,
2019; Diab et al., 2021; Lingam et al., 2023) e o receptor do fator de crescimento
epidérmico (do inglés epidermal growth factor receptor — EGFR) (Sagam et al., 2021;
Unadkat et al., 2021; Lavunuri et al., 2023; Salama et al., 2023). Tal fato sustenta a
hipétese de que a atividade destes compostos sobre células cancerigenas esteja
ligada a interacdo com estes alvos, justificando sua selecdo para os estudos de

docking molecular em questéo.
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Primeiramente, foi realizado o redocking com os ligantes co-cristalizados dos
alvos selecionados (colchicina para a tubulina e erlotinibe para o EGFR) a fim de
validar os parametros que seriam aplicados nos estudos de docking molecular
posteriores. Nesta etapa, foi possivel atestar a eficiéncia dos parametros elencados
para o estudo, uma vez que as configuracdes espaciais dos ligantes obtidas durante
o redocking mostraram-se semelhantes as configuracfes que constam no banco de
dados PDB obtidas por cristalografia (Figura 4).

Figura 4. Redocking da colchicina e erlotinibe na estrutura da tubulina e EGFR, respectivamente,
demonstrando a similaridade entre as conformag8es originais (em vermelho) e as obtidas pelo

redocking (em azul).

Além da interpretacdo visual (Figura 4), foi possivel -calcular
matematicamente o grau de similaridade tridimensional existente entre os atomos das
moléculas a partir do valor de Root Mean Standard Deviation (RMSD). Quanto mais
proximo de zero estiver o RMSD, maior sera a similaridade entre as moléculas obtidas
pelo redocking e seus padrées bioldgicos que constam no PDB. Séo considerados
adequados valores de RMSD < 2 A, indicando que os parametros elencados para o
docking séo confiaveis, uma vez que foram capazes de reproduzir
computacionalmente as configuragcbes dos ligantes notadas no meio biolégico
(Hawkins et al., 2008; Carlson et al., 2016; Bell; Zhang, 2019). Diante disso, foi
possivel notar que os parametros elencados para o docking com os alvos
selecionadas apresentaram valores de RMSD < 2 A (Tabela 9), sendo, portanto,

considerados adequados para as simulagdes envolvendo os compostos B2 e B3.
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Tabela 9. Valores de RMSD obtidos pelo redocking dos ligantes co-cristalizados da tubulina e EGFR.

Proteina Ligante co-cristalizado RMSD (A)
Tubulina Colchicina 0,68
EGFR Erlotinibe 1,01

O proximo passo foi realizar as simulagdes computacionais dos compostos

B2 e B3 no sitio de ligacdo da colchicina presente na estrutura da tubulina (Tabela

10). Quanto menores forem os valores de energia livre de ligacdo associados, maior

sera a favorabilidade e estabilidade energética da interagdo entre os componentes

envolvidos no docking (Kashid et al., 2013; Rudrapal; Chetia, 2020). Nesse contexto,

é relevante observar que B2 e B3 formaram complexos energeticamente favoraveis

com a tubulina, exibindo valores reduzidos de energia livre de ligacdo. Cada valor de

energia foi obtido por meio de distintas interagcdes com os aminoacidos que compdem

0 sitio ativo dessa proteina, como resumido na Tabela 10.

Tabela 10. Predi¢do das energias livres de ligacdo (kcla/mol) e interagBes moleculares de B2, B3 e

colchicina na tubulina.

Energia livre de

Entrada | Composto ligacéo Aminoé&cidos em interacao
(kcal/mol)
Tyr202, Cys241, Leu242,
1 B2 -6,72 Ala250, Asp251, Leu252 e
Leu255
Vall81, Asp251, Leu252,
2 B3 -6,58 Leu255, Lys254, Met259,
Ala316 e Lys352
Ala180, Val238, Cys241,
3 Colchicina 879 Leu248, Leu250, Leu255,

Met259, Val315, Ala316 e
Lys352
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A regido de ligacdo da colchicina esta localizada entre as subunidades a e 3
da tubulina, onde os amino&cidos se agrupam para formar trés areas de interacdo. As
zonas 1 (interface da subunidade a) e 3 (mais profundas na subunidade () s&o
consideradas acessorias, facilitando a ligagdo com os ligantes. Contudo, os pontos
principais de interacdo estdo concentrados na zona 2, que é a regido principal da
subunidade B, abrigando a maior parte da estrutura dos ligantes. Cada parte da
colchicina (anéis A, B e C) interage com suas respetivas areas, levando a concepcéo
de analogos projetados para mimetizar esse comportamento (Massarotti et al., 2012).
Ambos oxadiazois apresentaram energias favoraveis ao interagirem com esse

dominio de ligacdo (Tabela 10).

Ao ancorar na interface entre as subunidades a e (3 da tubulina (Figura 5A),
as nuvens de elétrons 1T presentes no anel aromatico e no nucleo 1,2,4-oxadiazolico
B2 formaram interacdes Pi-enxofre com Cys241 e Ala250, interacdes Pi-Sigma com
os residuos de Leu242, Ala250 e Leu255, além de formarem outras interacdes
hidrofébicas do tipo Alquil e Pi-Alquil com Tyr202, Leu242, Leu252 e Leu255.
Adicionalmente, o nitrogénio oxadiazoélico e a cetona livre de B2 aturam como
aceptores de ligacdes de hidrogénio estabelecidas com Ala250, Asp251 e Leu 255
(Figura 5B).

De forma semelhante, os anéis benzeno e 1,2,4-oxadiazdlico de B3
formaram importantes interacdes hidrofobicas ao ancorarem na interface entre as
subunidades a e B da tubulina (Figura 2A), formando intera¢cdes do tipo Alquil e Pi-
Alquil com Vall81, Lys254, Leu255, Met259, Ala316 e Lys352. Além disso, trés
ligacGes de hidrogénio foram estabelecidas com os residuos de Asp251, Leu252 e
Leu255 (Figura 5C).
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Figura 5. Vista detalhada das conformacdes de acoplamento mais favoraveis dos compostos B2 e B3

no sitio ativo da tubulina.

LYs
B:352

VAL
A:181

Interagdes o
: 3 nteragbes
[ Uigacio de Hidrogénio [ Pi-Enxofre
Ligagdo de Hidrogénio Pi-Alquil
[] ponte carbono Hidrgénio [ Alquit = I!"Czl g (] n
B isigma [ pi-alquil [ Alqui

Legenda: A. Conformag&@o menos energética de B2 (violeta) e B3 (laranja) no sitio de ligagéo da tubulina

e mapa de interacBes intermoleculares 2D com os aminoacidos formadas por B2 (B) e B3 (C).

Os 1,2,4-oxadiazéis B2 e B3 também foram empregados nos estudos de
Docking molecular envolvendo o EGFR, um importante alvo farmacolégico das
estratégias de terapia alvo do céancer. Ambos os compostos também formaram
complexos energeticamente favoraveis com o dominio tirosina quinase desse
receptor, estabelecendo diferentes intera¢cdes com os aminoécidos presentes no sitio

de ligacao do erlotinibe (Tabela 11).
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Tabela 11. Predicdo das energias livres de ligacdo (kcla/mol) e interagcbes moleculares de B2, B3 e
erlotinibe em EGFR.

Energia livre

Entrada | Composto de ligacédo Aminoacidos em interacao
(kcal/mol)
Val702, Ala719, Lys721, Leu753,
1 B2 6,61 Leu764 e Leu766
Leu 694, Val702, Ala719, Lys721,
2 B3 -6,63 Leu768, Met769, Leu 820 e
Asp831
Leu694, Val702, Ala719, Lys721,
3 Erlotinibe -8.35 Leu764, GIn767, Met769, Leu820

e Thr830

Os diferentes subtipos de EGFRs compdem uma familia de receptores de
tirosina quinase que controlam a sinalizacdo celular proliferativa e tém funcdes
cruciais tanto na fisiologia normal quanto em condi¢des proliferativas, como o cancer
(Mitsudomi; Yatabe, 2010). A inibicdo destes receptores impacta diretamente sobre
0s mecanismos de multiplicacdo e sobrevivéncia da célula cancerigena, fomentando
o desenvolvimento de novos inibidores que possam ser utilizados na terapéutica do

cancer (Huang; Jiang; Shi, 2020).

Foi possivel observar que o 1,2,4-oxadiazol B2 ancorou de forma satisfatoria
na porcao hidrofébica do sitio ativo do EGFR (Figura 6A), com suas por¢cdes
benzénica e oxadiazdlica protagonizando a formacéo de interacdes hidrofébicas do
tipo Pi-Sigma, Pi-Alquil e Alquil com os residuos de Val702, Ala719, Lys721, Leu753,
Leu764 e Leu766 (Figura 6B).

Por sua vez, B3 também ocupou o sitio de ligacdo do erlotinibe de forma
favoravel (Figura 6A). Seu atomo de cloro estabeleceu intera¢des do tipo Alquil com
Leu694, Ala719, Leu768, Met769 e Leu820, com as demais interacdes hidrofobicas

sendo estabelecidas entre seus anéis e os aminoacidos Val702, Ala719 e Leu820.



52

Adicionalmente, o nitrogénio oxadiazélico e a cetona livre de B3 atuaram como

aceptores de ligacdes de hidrogénio estabelecidas com Lys721 e Asp831 (Figura 6C)

Figura 6. Vista detalhada das conformacdes de acoplamento mais favoraveis dos compostos B2 e B3
no sitio ativo do EGFR.

LEU
A:753

Interagbes Interagoes
B Pi-sigma [] Pi-Alquil [ igagio de Hidrogénio [ Alquil
[] Alquil B Pi-sigma [] pi-Alquil

Legenda: A. Conformag&@o menos energética de B2 (violeta) e B3 (laranja) no sitio de ligacdo do EGFR
e mapa de interacdes intermoleculares 2D com os amino&cidos formadas por B2 (B) e B3 (C).
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De forma geral, ambos os 1,2,4-oxadiazbis apresentaram potencial de
interagdo com os alvos testados, ancorando de forma satisfatéria em seus sitios de
acao, apresentando energias livres de ligacdo que se aproximaram dos ligantes co-
cristalizados e néo desenvolvendo interacdes desfavoraveis. Estes achados
fomentam a hipdtese de que estes compostos possam desenvolver suas acdes
anticancerigenas ao interagir com esses alvos farmacologicos, direcionando estudos
posteriores que possam avaliar mais a fundo como se dar a interacéo desta classe de
protétipos com estes alvos. Esses resultados ressaltam o potencial farmacolégico
destes 1,2,4-oxadiazois, chamando atencdo para esta classe farmacéutica. No
entanto, € crucial ter um entendimento aprofundado das propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas de uma molécula para que ela se torne um candidato
viavel a um novo farmaco, uma vez que a ndo adequacéao destas propriedades estao
entre as principais razdes para falhas durante a fase de ensaios clinicos de novos
medicamentos (Rosenbaum, 2016). Entender estas propriedades € ainda mais
importante quando se trata de novos agentes anticancerigenos, uma vez que 0S
farmacos atuais para o tratamento do cancer sofrem com diversas limitacbes desta
natureza, apresentando problemas de toxicidade, solubilidade e estabilidade (Kaur et
al., 2022). Sendo assim, compostos que apresentem boas propriedades
farmacocinéticas e toxicolégicas tém maior potencial de se tornarem bons
representantes desta classe farmacéutica futuramente, protagonizando as estratégias

de pesquisa e desenvolvimentos de novos farmacos.

5.6 AVALIACAO IN SILICO DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E
TOXICOLOGICAS

Apés a realizacdo dos ensaios de docking molecular, o préximo passo foi
realizar in silico a avaliacdo das propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas dos
1,2,4-oxadiaz6is mais promissores nas avaliacdes anteriores (B2 e B3), a fim de
avaliar seu potencial farmacéutico a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas e
farmacoldgicas (Tabela 12). Nesse sentido, diferentes ferramentas in silico foram
empregadas para o melhor conhecimento das propriedades fisico-quimicas e
farmacéuticas dos compostos em desenvolvimento, trazendo como vantagens seu
baixo custo, boa eficacia e rapidez, justificando sua extensa aplicacdo em estratégias

de quimica medicinal (Macedo et al., 2013).
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Tabela 12. Predi¢do das propriedades farmacocinéticas, toxicoldgicas e fisico-quimicas in silico dos
1,2,4-oxadiaz6is B2 e B3.

] Resultados obtidos

Propriedades
B2 B3

cLogP 2,24 2,42
MM 216,24 236,65
nDLH 0 0
nALH 4 4
Lipinski 0 0
Veber 0 0
Absorcéo Gl Alta Alta
TPSA 55,99 A2 55.99 A2
%ABS 89,68% 89,68%
Permeacéo BHE Sim Sim
Solubilidade em agua Solavel Solavel
Toxicidade Crdnica Irritante Irritante
Classe de Toxicidade 4 4
Estimativa da DLsg 1270 mg/kg 1270 mg/kg

Legenda - cLogP: Log Po/w consensual; MM: Massa molecular em g/mol; nDLH: N° de doadores de
ligacdo de hidrogénio; nALH: N° de aceptores de ligagdo de hidrogénio; Lipinski: N° de violagbes da
regra de Lipinski; Veber: N° de viola¢des da regra de Veber; TPSA: area de superficie polar topolégica
em A2 %ABS: percentual de absorcdo oral tedrica; Absorcdo Gl: Absorgdo gastrointestinal; BHE:

barreira hematoencefalica; DLso: dose necessaria para matar 50% da populacéo testada.

A partir desses resultados, foi possivel avaliar o potencial deste composto e
de seus possiveis derivados a partir de dados farmacocinéticos. Nesse contexto, 0
primeiro aspecto a ser abordado nos resultados apresentados na Tabela 1 diz respeito
a lipofilicidade dos 1,2,4-oxadiazois B2 e B3, representada por seus valores de cLogP.
Segundo a argumentacdo de Barreiro e Fraga (2015), a lipofilicidade dos farmacos
tem uma influéncia direta em suas caracteristicas farmacocinéticas, desempenhando
um papel crucial na regulagdo dos processos de absorgdo, distribuicéo,

biotransformacgéo e eliminacdo desses compostos no organismo humano. Além de
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sua atuacdo na etapa de farmacocinética, a lipofllicidade também tem influéncia em
outros estagios do comportamento farmacéutico, influenciando diretamente na
dissolucao dos ativos na etapa farmacotécnica de seu funcionamento, bem como nas
interacbes moleculares estabelecidas com seus alvos farmacologicos (etapa
farmacodinamica) (Tavares, 2004). A literatura defende a existéncia de uma faixa ideal
de lipofilicidade para um farmaco, a qual engloba valores de LogP entre 1 e 3.
Conforme evidenciado na Tabela 12, tanto B2 quanto B3 apresentam valores de
cLogP situados dentro dessa faixa ideal de lipofilicidade, indicando propriedades

farmacocinéticas promissoras para tais compostos.

A adequacéo farmacocinética foi corroborada pelos resultados observados
na avaliacdo da adequacao dos compostos as regras de Lipinski e Veber. Ao examinar
2.245 farmacos com notaveis padrdes de biodisponibilidade oral, Lipinski desenvolveu
um conjunto de critérios que se tornaram um dos principais pontos iniciais No processo
de desenvolvimento de novas moléculas promissoras. Segundo o autor, um composto
candidato a farmaco apresentara padrdes satisfatorios de biodisponibilidade oral ao
atender a determinados parametros fisico-quimicos, que incluem uma massa
molecular (MM) inferior a 500 Daltons, um coeficiente de particdo (cLogP) inferior a 5,
no maximo cinco grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH) e no maximo dez
grupos aceitadores de ligacdo de hidrogénio (nALH) (Lipinski, 2004). Por sua vez,
Veber observou que compostos favoraveis seriam aqueles que apresentassem 10 ou
menos ligacbes rotaveis em sua estrutura e valor de TPSA < 140 A2 (Veber et al.,
2002).

Conforme observado na Tabela 12, ambos os oxadiazois satisfazem todos
os critérios estabelecidos por Lipinski e Veber, confirmando o favoravel potencial
farmacocinético, evidenciado pela avaliacdo de cLogP, e fortalecendo a previsdo de

uma absorcao eficaz desse composto quando administrado por via oral.

Boa absorcdo também foi indicada na avaliacdo gerada pela propria
plataforma SwissADME, indicando uma expectativa de alta absorcdo quando estes
compostos forem administrados por via oral. A partir do valor obtido para a Area da
Superficie Polar Topoldgica (Topological Polar Surface Area — TPSA), foi possivel
calcular o percentual tedrico de absorcdo oral (%ABS) do composto utilizando a
férmula matematica %ABS = 109 - (0,345 x TPSA) (ZHAO et al., 2002), resultando em

uma expectativa de absorcdo de 89,68% do conteudo administrado. Além disso, o



56

potencial de penetrar na BHE observado na avaliagdo computacional (Tabela 12)
ressalta a boa capacidade de distribuicio de B2 e B3, sendo importante

especialmente em patologias que acometem o sistema nervoso central.

Quanto a solubilidade em agua, foi obseervado que B2 e B3 apresentam um
bom padréo de lipofilicidade, sendo capaz de ser absorvido e bem distribuido,
sustentando a possibilidade de se dissolver no meio aquoso do organismo,
viabilizando assim o processo farmacotécnico do farmaco, sua disseminacdo nos

meios extracelulares e disponibilidade para interagir com seu alvo farmacolégico.

A boa solubilidade observada para B2 e B3 € especialmente importante
guando se trata da pesquisa de novos farmacos antineoplasicos, uma vez que a baixa
hidrosolubilidade dos quimioterapicos atuais faz com que estas moléculas apresentem
problemas como: baixas taxas de biodisponibilidade, dificuldades de distribuicéo,
padrdes de liberacdo descontrolada e dificuldade de atingir altas concentracdes em
seus sitios ativos. Estas limitacdes atrapalham sua efetividade e favorecem a atuacao
destes farmacos em sitios ativos nao-tumorais, impactando diretamente na qualidade

e seguranca dos tratamentos (Kaur et al., 2022; Eshaghi et al., 2023).

Os resultados obtidos neste tabalho apontam uma boa adequacéo fisico-
guimica e farmacocinética dos 1,2,4-oxadiazois B2 e B3, ressaltando o potencial
farmacéutico destes compostos. A avaliacdo in silico contribui para o melhor
entendimento das caracteristicas toxicolégicas destes compostos. Ao utilizar a
plataforma ProTox-Il (Tabela 12), observou-se um valor estimado de DLso de 1270
mg/kg para a administracdo oral de ambos oxadiazoéis, caracterizando-as como
compostos com toxicidade oral relativamente baixa. De acordo com a plataforma,
estes compostos enquadraram-se na Classe de Toxicidade IV, ressaltando uma
toxicidade aguda nédo tdo pronunciada mas que pode ser prejudicial ao ser ingerida.
No entanto, considerando-se os baixos valores de Clso € 0 alto valor de DLsp destes
compostos, estima-se que 0s mesmos sejam capazes de desempenhar suas funcoes
farmacoldgicas gerando menores problemas as células sadias dos pacientes, o que é
de suma importancia quando se trata do desenvolvimento de novos antineoplasicos
(Kaur et al., 2022).

Em relacdo a toxicidade cronica avaliada pelo Osiris Property Explorer, B2 e
B3 apresentaram baixo risco de se comportarem como mutagenicos, tumorogenicos

e de interferirem na reproducdo humana. Entretanto, foi observado um alto risco de
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gerarem efeitos irritantes a longo prazo (Tabela 4). Porém, cabe destacar que este
efeito foi associado a presenca da porgcédo lateral “C-C-CO-C” presente nestes
compostos, a qual pode ser modificada em estratégias futuras, mantendo-se o nucleo
1,2,4-oxadiazdlico.

Em conjunto, estes resultados evidenciam O6timas carateristicas
farmacocinéticas, fisico-quimicas e perfil toxicol6gico moderado dos 1,2,4-oxadiazoéis
B2 e B3, caraacterizando-os como fortes candidatos a farmacos, uma vez que
problemas dessa natureza estdo entre as principais falhas daqueles farmacos que
iniciam o processo de descoberta de novos medicamentos. Esses resultados
fomentam a aplicacao destes compostos e seus derivados em futuras estratégias de

guimica medicinal, utilizando-se de suas boas caracteristicas no estudo in silico.
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6 CONCLUSAO

A triagem citotoxica foi realizada com dez compostos 1,2,4-oxadiazois, sendo
gue deste, quatro compostos (B1, B2, B3 E B9) apresentaram percentual de inibicéo
de mais de 70% na linhagem de celular tumoral HL-60. O composto mais promissor
(B2) foi selecionado para o estudo de analise morfolégica e foi observado achados
gue indicam a inducdo de morte celular pelo processo de apoptose e necrose. Os
compostos mais promissores, B2 e B3 apresentaram baixa citotoxicidade frente
linhagem de célula normal, indicando possivel seletividade. No estudo de docking
molecular com estas duas moléculas frente a dois alvos biolégicos envolvidos no
processo de estabelecimento do cancer, a tubulina e o EGFR (receptor de
crescimento epdérmico), observou-se que ambas as moléculas apresentaram

potencial de interacdo com os alvos selecionados.

O estudo de potencial atividade antimicrobiana mostrou alguns compostos
apresentaram atividade para bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. subtillis) mas
nenhum composto apresentou atividade frente as Gram-negativas (E. coli e K.
pneumoniae). Os compostos que no teste de difusdo em disco de papel apresentaram
halo de inibicdo (B1, B3 e B9) foram selecionados para o teste de microdiluicdo em
placa. Para as leveduras, apenas o composto B1 apresentou halo de inibicéo frente a
C. albicans e nenhum composto apresentou halo de inibicéo frente a C. guillermondii.
No teste de microdiluicdo em placa néo foi possivel obter a concentragdo minima
inibitéria (CMI) nem a concentragcdo minima bactericida para os compostos testados
em bactérias, mas foi possivel encontrar a CMI e a concentracdo minima fungicida

(CMF) do composto Bl para C. albicans.

No teste de predicdo farmacocinética foi possivel observar que B2 e B3
apresentaram valores de cLogP situados dentro da faixa ideal de lipofilicidade,
estando adequados as regras de Lipinski e Veber, apresentando assim parametros
gue se encaixam em uma boa biodisponibilidade oral. O ensaio toxicolégico in vitro
estimou que os compostos se enquadram na Classe de Toxicidade IV, onde os
farmacos nao apresentam uma toxicidade aguda tdo pronunciada mas que podem ser

prejudiciais se ingeridos.
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A partir deste estudo observou-se que alguns dos compostos derivados de
1,2,4-oxadiaz0is apresentaram bom potencial anticancer, assim como relativo
potencial antimicrobiano e um baixo perfil toxico. Estes resultados apontam para a
necessidade de se continuar os testes com estes compostos com a finalidade de

serem eleitos como candidatos a novos farmacos.
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