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RESUMO

Compostos heterociclos tém sido considerados uma boa escolha no desenho de
moléculas providas de diversas ac¢Bes farmacoldgicas, interagindo com distintos alvos
terapéuticos. Ademais, estes apresentam uma relativa facilidade de serem modificados com
substituintes adicionais, qualificando-os como excelentes pontos de partida para o
desenvolvimento de farmacos antineoplasicos, por exemplo. O DNA é considerado um alvo
molecular relevante em vérias investigacOes terapéuticas, cuja eficacia é dependente do grau
de afinidade de um dado ligante com esta biomolécula. Nesse contexto, € imprescindivel
conhecer a capacidade de ligacdo de farmacos e prototipos de farmacos com proteinas
plasmaticas como as albuminas séricas, cujo grau de afinidade pode determinar sua
biodisponibilidade e eficacia. A vista disso, esse trabalho tem como objetivo sintetizar e
caracterizar dez novos derivados indol-tiazolicos, bem como avaliar sua capacidade de
interacdo com o ctDNA e com a albumina sérica bovina (BSA), através de distintas técnicas
espectroscopicas e estudos de viscosidade. Os compostos propostos foram sintetizados com
éxito e caracterizados por meio das técnicas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, infravermelho e espectrometria de massas. Na andlise da interacdo com o ctDNA,
foram constatados efeitos hipercrémico, hipocrémico, hipsocrébmico e batocrémico e as
constantes de afinidade (Kb) calculadas pelo método de absor¢cdo UV-vis situaram-se entre
8.52 x10% e 6.99 x 108 M, enquanto na técnica de fluorescéncia com uso do brometo de
etidio (BE) foram encontradas constantes de supressdo (Ksv) entre 0.38 x 10% e 0.77 x 10* M-
!, Os dados do dicroismo circular demonstraram que a maioria dos derivados ndo alteram
significativamente a estrutura secundaria do ctDNA. Estudos de viscosidade revelaram que
nenhum dos compostos foi capaz de alterar expressivamente a viscosidade relativa do ctDNA,
em comparagdo com a sonda intercalante BE. Mediante os resultados obtidos, pode-se
predizer que os compostos interagem com o ctDNA via ligagdo aos sulcos. Nas anélises de
interacdo com a BSA foram encontrados diferentes efeitos espectroscdpicos e as constantes de
afinidade (Kb) calculadas na absor¢io UV-vis situaram-se entre 1.12 x 10° e 1.60 x 10° M.
Pela técnica de emisséo fluorescente foram calculadas constantes de supressdo (Ksv) entre
3.28 x 10* e 11.06 x 10* M1, Tais resultados indicam que a insercdo dos substituintes
propostos contribuiram no processo de interagdo dos derivados com as biomacromoléculas
utilizadas neste trabalho, principalmente os portadores do anel benzénico, provido ou ndo de
um halogénio na posi¢édo para, e do bromo na posic¢édo 5 do anel indélico.

Palavras-chaves: BSA. Cancer. DNA. Indol-tiazolicos. Interagcdo. Quimioterapicos.



ABSTRACT

Compounds heterocycles have been considered a good choice in the design of
molecules provided with various pharmacological actions, interacting with different
therapeutic targets. In addition, they are relatively easy to be modified with additional
substituents, qualifying them as excellent starting points for the development of antineoplastic
drugs, for example. DNA is considered a relevant molecular target in several therapeutic
investigations whose efficacy is dependent on the degree of affinity of a given ligand with this
biomolecule. In this context, it is essential to know the binding capacity of drugs and
prototypes with plasma proteins such as serum albumin, whose degree of affinity may
determine its bioavailability and efficacy. In view of this, this work has as objective to
synthesize and characterize ten new indole-thiazolic derivatives, as well as to evaluate their
capacity of interaction with ctDNA and bovine serum albumin (BSA), through different
spectroscopic techniques and viscosity studies. The proposed compounds were successfully
synthesized and characterized by *H NMR and *C NMR, IR and MS techniques. In the
analysis of the interaction with ctDNA, different spectroscopic effects were observed and the
affinity constants (Kb) calculated by the UV-vis absorption method were between 8.52 x10*
and 6.99 x 10°, whereas in the fluorescence technique using BE, (Ksv) between 0.38 x 10*
and 0.77 x 10% By the DC technique it was observed that most of the derivatives did not
significantly alter the secondary structure of the ctDNA. Viscosity measurements revealed
that none of the compounds was able to significantly alter the relative viscosity of the ctDNA
as compared to the BE intercalating probe. From the results obtained, the compounds can be
predicted to interact with ctDNA via groove binding. In the analysis of interaction with the
BSA different spectroscopic effects were found and the affinity constants (Kb) calculated in
the UV-vis abostion were between 1.12 x 10° and 1.60 x 10°. The suppressive constants (Ksv)
between 3.28 x 10% and 11.06 x 10*. These results indicate that the insertion of the proposed
substituents was crucial in the process of interaction of the derivatives with the
biomacromolecules used in this work, especially those bearing the benzene ring, with or

without a halogen in the para position. of bromine at position 5 of the indole ring.

Keywords: BSA. Cancer. Chemotherapeutic. DNA. Indol-thiazolics. Interaction.
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1 INTRODUCAO

Compostos heterociclicos sdo planejados, sintetizados e avaliados visando a
descoberta de novos agentes terapéuticos que incluem aqueles com atividade antitumoral
devido a ocorréncia de uma interacdo com diferentes alvos moleculares, por exemplo, 0 DNA
(ASADI et al., 2018; ABDEL-MAKSOUD et al., 2018). Apesar do rapido desenvolvimento
na area de diagndstico, o desenvolvimento de novas terapéuticas contra o cancer é uma tarefa
complexa em razdo das sofisticadas vias biolégicas que contribuem para a progressao da
doenga (ALTINTOP et al., 2018; ABDEL-MAKSOUD et al., 2018). Em virtude disto, a
quimica medicinal tém desenvolvido e avaliado varios agentes anticAncer, mas a maioria
deles séo insuficientes para o tratamento desta doenca por causa de sua falta de especificidade
em relacdo as células cancerosas e por seu alto risco de toxicidade para as células normais.
Devido a isso, a pesquisa farmacéutica estd focada na descoberta de agentes antineoplasicos
mais seletivos e menos toxicos (PEARCE, 2017).

InvestigacBes sobre a interacdo de farmacos ou prot6tipos de medicamentos com o
DNA tém sido realizadas no intuito de compreender o seu mecanismo de acdo a nivel
molecular. Esta biomolécula é o alvo intracelular primério de medicamentos anticancer, uma
vez que 0 seu mecanismo de acdo inclui o da divisdo celular, além de serem capazes de afetar
a replicacdo e a transcricdo, induzindo a morte celular e apoptose, evidenciando a relevancia
da elucidacdo dos mecanismos de efeitos significativos dos compostos sobre as propriedades
estruturais e fisicas do DNA, no desenho de novos candidatos a farmacos (EL-NAKKADY et
al., 2012; GUPTA et al, 2017; TIAN et al, 2017; ALIZADEH et al., 2018;
BHATTACHARJEE et al., 2018).

Ainda nesse contexto, é relevante conhecer os mecanismos de interacdo entre
farmacos e candidatos a farmacos com proteinas plasmaticas, a fim de se compreender suas
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. A albumina sérica bovina (BSA) é
constantemente usada como um modelo de substituicdo da albumina sérica humana (HSA)
para diversos estudos, devido a sua alta semelhanca estrutural com a HSA, além de sua facil
disponibilidade e menor custo, posto que informagGes envolvendo interacdo com proteinas
plasmaticas tém sido veementemente utilizadas em terapias direcionadas para prevenir,
diagnosticar e tratar doencas, sendo este um dos principais focos de descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos, incluidos os antineoplasicos (XIE et al., 2015;
SHAHRAKI; SHIRI; MANSOURI-TORSHIZI, 2016; NASKAR et al., 2017; ROY et al.,
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2017; CANOVIC et al., 2017; GUO et al., 2017; HASANZADEH et al., 2017; XU et al.,
2018, MATOS, 2018; MARTINEZ et al., 2018).

Estruturas heterociclicas como o indol e o tiazol séo altamente versateis e com ampla
atividade farmacoldgica, inclusa a acdo antineoplasica. Pesquisas relatam que esses nucleos
interagem com o DNA, alterando a estrutura, funcéo e estabilidade, podendo modular vérios
processos celulares-chaves como a replicacdo ou pela atividade inibitéria de enzimas
importantes a topologia do DNA, como as topoisomerases (EL-NAKKADY et al., 2012;
LAFAYETTE et al., 2017; SINGH, 2014; SARKAR; BHATTACHARJEE; BHADRA, 2016;
GUPTA et al., 2017; SINGLA et al., 2017; CARVALHO et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2017; ALMEIDA et al., 2017). Ademais, estudos tém sido realizados investigando a insercéo
de diversos grupos quimicos ao anel tiazol e seus derivados, no intuito de potencializar,
reciprocamente, sua acdo farmacoldgica, como é o caso do ndcleo indol, cujas atividades
farmacoldgicas sdo, muitas vezes, aprimoradas quando uma mesma estrutura quimica é
portadora de ambos os citados nucleos, atuando no fortalecimento, por exemplo, da atividade
antitumoral (SOLOMON; HU; LEE, 2009; RAMSHID et al., 2010; PARRINO et al., 2015;
O’DEA et al., 2018).

Diante das evidéncias que apontam a relevancia e as distintas atividades bioldgicas
para os diferentes tipos de derivados indol-tiazolicos, este trabalho se objetiva em realizar a
sintese e caracterizacdo de novos compostos derivados indol-tiazélicos, e avaliar in vitro sua

capacidade de interacdo com o ctDNA e com a BSA.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/indoles
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
e Desenvolver novos derivados indol-tiazélicos e determinar o perfil de interacdo

molecular com ctDNA e albumina.

1.1.2 Objetivos especificos

v’ Sintetizar novos compostos derivados indol-tiaz6licos, empregando como
substituintes diferentes aldeidos aromaticos;

v’ Caracterizar estruturalmente os compostos sintetizados através das técnicas de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN H e RMN 13C),
infravermelho (1V) e espectrometria de massas (MS);

v Avaliar a capacidade dos compostos sintetizados de interagir com o ctDNA por meio
de estudos de absorcdo UV-vis, fluorescéncia, dicroismo circular e viscosidade;

v Determinar o perfil de interacdo dos compostos com a albumina sérica bovina (BSA)
por meio de espectroscopia de absor¢do UV-vis e fluorescéncia.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 HETEROCICLICOS COMO SCAFOLLDS PARA NOVOS QUIMIOTERAPICOS

2.1.1 Compostos heterociclicos

Os compostos heterociclicos contém atomos de carbono como membros do anel e pelo
menos um outro elemento (como nitrogénio, oxigénio e enxofre) e desempenham papel vital
no metabolismo de todos os seres vivos, pois sao utilizado em quase todas as fases dos muitos
processos bioquimicos necessarios para sustentar a vida. Sdo considerados como uma ponte
entre as ciéncias quimicas e bioldgicas, o que tem atraido substancialmente a atencdo de
pesquisadores, gerando uma quantidade significativa de trabalhos contemporéneos em todo o
mundo (AGRAWAL; MISHRA, 2018; PEARCE, 2017; TRIPATHI et al., 2014).

Devido aos heterociclos serem tdo prevalentes na natureza, eles se tornaram
importantes no desenho e planejamento de farmacos, como os antitumorais, uma vez que
existe a necessidade da sintese de novos agentes antineoplasicos potencialmente mais eficazes
e detentores de um maior perfil de seguranca devido aos disponiveis apresentarem efeitos
colaterais toxicos e desenvolvimento de resisténcia a sua acdo (MABKHOT et al., 2018).
Como muitos sitios de ligacBes de enzimas sdo predispostos a interagir com porcgdes
heterociclicas, os heterociclos sdo uma boa escolha ao projetar moléculas que irdo interagir
com alvos e interromper os caminhos bioldgicos que conduzem a progressdo do cancer, 0s
quais sdo, muitas vezes, alvos para tais terapias (DUA et al., 2011; LEONI et al., 2017,
MARCO-CONTELLES; SORIANO, 2011; NEPALI et al., 2014).

Além disso, o fato dos anéis heterociclicos poderem ser modificados com substituintes
adicionais lhes permitem abarcar uma ampla area de espaco quimico, qualificando-os como
excelentes pontos de partida para desenvolvimento de farmacos. Como resultado desses
fatores, estruturas heterociclicas hd muito tempo desempenham um papel fundamental no
combate ao cancer. De fato, 65% dos farmacos anticancerigenos existentes portadores de
estruturas heterociclicas foram aprovado para sua comercializacdo pela FDA entre 2010 e
2015, afora a producdo de candidatos a medicamentos como antibioticos, antitumorais, anti-
inflamatdrio, antivirais, antimicrobianos, antifungicos e antidiabéticos (FARES et al., 2017;
MANJAL et al., 2017; PEARCE, 2017).

Heterociclicos a base de nitrogénio sdo de particular importancia no desenho de
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medicamentos antitumorais, apresentando-se em quase trés quartos dos agentes antitumorais
heterociclicos aprovados pelo FDA entre 2010 e 2015. De todos os heterociclos nitrogenados,
0s indois estdo entre os mais valiosos, com pesquisas mostrando sua capacidade de induzir a
morte celular em diversas linhagens celulares tumorais. Nas Ultimas decadas tem sido
reportado que o indol e seus derivados sdo capazes de modular vias bioldgicas importantes na
progresséo do cancer, como por exemplo o indolcarbazol midostaurina (Figura 1), inibidor de
quinases, aprovado pelo FDA para o tratamento da leucemia mieldide aguda, em abril de
2017 (CIVENNI et al., 2016; GOMTSYAN, 2012; MARTINS et al., 2015; PEARCE, 2017;
SAYED et al., 2015; SHERER; SNAPE, 2015).

Outro elemento bastante prevalente nos heterociclos é o enxofre, um componente
chave em vaérios cofatores de vitaminas, acucares e acidos nucleicos. Uma vez conhecida a
significancia do enxofre em sistemas bioldgicos, heterociclicos contendo este elemento tém
recebido atencdo no desenvolvimento de farmacos antitumorais muito parecido com a
importancia dada aos nitrogenados. Para exemplificar, temos a estrutura do tiazol e seus
derivados, cuja importancia no tratamento do céncer tem sido demonstrada mediante a
realizacdo de pesquisas nos ultimos anos. O dabrafenibe (Figura 1) é um medicamento
antitumoral portador do tiazol que foi aprovado pelo FDA em 2013, para uso em pacientes
com melanoma associado com a versdao mutada do gene BRAF (SAID; ELSHIHAWY, 2014,
WELSH; CORRIE, 2015).

Figura 1. Farmacos antitumorais providos dos grupos heterociclos indol (midostaurina) e tiazol (dafrafenibe).
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Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/
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Em parceria com véarios centros de pesquisa, 0 Laboratério de Quimica e Inovagéo
Terapéutica (LQIT), situado no Departamento de Antibioticos da UFPE, tem produzido novos
compostos organicos sintéticos heterociclicos e investigado variadas atividades
farmacologicas, mecanismos de acédo e propriedades de interacdo com biomacromoléculas de
interesse cientifico, como por exemplo, o ctDNA. Alguns destes estudos serdo citados a
sequir.

No que diz respeito a atividade antiparasitaria, Serafim et al. (2018) sintetizaram oitos
compostos com porcdes tiofénicas e acridinicas, dos quais dois derivados (ACSo1 € ACSo2)
apresentaram significativa acdo leishmanicida in vitro contra cepas de Leishmania (L.)
amazonensis, alcangando valores de ICsp respectivos de 9,60 = 3,19 ¢ 10,95 £ 3,96 uM,
conferindo um melhor desempenho mesmo até quando comparado aos farmacos clinicos

usados na referida pesquisa (Figura 2).
Figura 2. Melhores compostos com atividade leishmanicida da série testada por Serafim et al., (2018).
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Fonte: Adaptado de Serafim et al,. (2018).

Silva et al. (2018) sintetizaram doze novos derivados benzodioxois, portando o nucleo
tiazolidinona nas suas estruturas, dos quais o composto de nimero 12, portador da por¢ao
benzodioxol na posicdo 4 e do substituinte 4-bromo ligado ao benzeno, apresentou melhor
resultado esquistossomicida in vitro contra as formas adultas do S. mansoni, pois promoveu
100% de mortalidade dos vermes nas primeiras 72 h de exposi¢ao na concentragdo de 100 uM
e 83,3% na concentragdo de 50 uM, além de causar reducado significativa da mobilidade e
mudangas no tegumento de vermes adultos machos e fémeas, incubados por 24 h com o

mesmo composto, nas mesmas concentragdes supracitadas (Figura 3).
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Figura 3. Composto mais promissor com atividade esquistossomicida da série testada por Silva et al., (2018).
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Relativo a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva, Oliveira et al. (2016)
sintetizaram e avaliaram as ac¢@es anti-inflamatdria e antinociceptiva in vivo de um derivado
tiossemicarbazénico substituido, com as porgcbes 2-tiofeno e 4-bromofenil situadas nas
extremidades de sua estrutura molecular (Figura 4). Os resultados mostraram efeitos de
antinocicepcdo com mecanismos periféricos. Além disso, o referido composto, codificado
como BTTSC, foi capaz de atuar em duas fases de inflamagé@o, com énfase na fase inicial,
destacando sua acao sobre a modulacdo do mediadores inflamatérios como a histamina.

Figura 4. Estrutura molecular do protétipo BTTSC cuja atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva foi
investigada por Oliveira et al., (2016).
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Moraes et al. (2018) realizaram estudos in vitro e in vivo para avaliar o potencial anti-
inflamatdrio de dez novos derivados indélicos conjugados com o grupo N-acil-hidrazona e,
entre outros achados, foi observado que o composto 3b (indol ndo-substituido) (Figura 5)
mostrou um perfil anti-inflamatorio mais elevado em relagdo aos demais, aléem de ter
demonstrado também atividade inibitdria seletiva para a COX-2, sendo 0 composto mais

promissor da série.
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Figura 5. Estrutura do composto mais promissor da série testada por Moraes et al., (2018), com atividade anti-
inflamatoria.

No que concerne a atividade antitumoral, Lafayette et al. (2017) realizaram a sintese
de sete novos derivados indolicos com tiazolidinas e anéis de imidazolidina condensados com
cadeias laterais, a fim de avaliar a sua capacidade de interagir com o DNA, seu potencial
antiproliferativo frente a distintas linhagens celulares cancerigenas e inibicdo da atividade da
enzima topoisomerase | humana. O composto 4c foi 0 melhor no ensaio antitumoral contra
linhagem de mama testada (T47D), com valor de ICsp menor que o controle positivo
(doxorrubicina) (1,93 e 4,61 uM, respectivamente). Por outro lado, o composto 4a foi ativo
contra linhas celulares de leucemia (HL60 e K562) com o alto valor da constante de ligacéo
ao DNA (Kb) de 5,69 x 10* M, contudo ndo conseguiu inibir a atividade da topoisomerase .
Os compostos 4a e 4¢ (ambos com indol nao-substituido) estdo demonstrados na Figura 6, a

sequir.

Figura 6. Estrutura dos prot6tipos 4a e 4c, 0s mais promissor da série testada por Lafayette et al. (2017).

Oliveira et al., 2017 sintetizaram nove novos derivados indolicos acoplados com
por¢Bes tiazolidinicas e tiossemicarbazonicas, no intuito de averiguar a capacidade
antiproliferativa frente a oito linhagens celulares tumorais. Para 0 composto mais potente do
ensaio, foram realizados estudos adicionais avaliando a indugdo de morte celular, perfil do
ciclo celular, interacdo com o ctDNA e inibi¢do da topoisomerase Ilo humana. Quanto a

atividade antiproliferativa, os compostos 2a-e e 3a-d mostraram valores médios de 1Gsg
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variando entre 1,1 uM (2b) - 84,65 uM (3d). O composto 2b (portador de um indol nao-
substituido e de um substituinte naftil na outra porc¢éo lateral) (Figura 7) foi 0 mais promissor,
especialmente contra o adenocarcinoma colorretal (HT- 29) e células de leucemia (K562)
(IGso = 0,01 uM para ambas as linhas celulares). Estudos de mecanismos demonstraram que
24 h de tratamento com o composto 2b (5 uM) foi o suficiente para induzir a exposi¢ao de
residuos de fosfatidilserina na fase G2/M em celulas HT-29. Além disso, 0 2b (50 uM) foi

capaz de interagir com o ctDNA e inibir a acdo da enzima topoisomerase Ilo.

Figura 7. Estrutura do prot6tipo 2b, eleito o melhor na série testada por Oliveira et al., (2017) com atividade
antiproliferativa, antitopoisomerase e com melhor interagdo com o DNA.
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Ainda na perspectiva da avaliacdo do potencial antitumoral, outros estudos foram
realizados pelo nosso grupo de pesquisa com variados compostos sintéticos portadores de
uma ou mais porg¢des heterociclicas, os quais apresentaram muitos resultados significativos in
vitro e in vivo, através de testes antiproliferativos, de mecanismos de acdo contra enzimas
importantes para o processo de replicacdo e transcricdo como as topoisomerases ou pela sua
capacidade de interacdo com o0 DNA. Diversos grupos quimicos heterociclos foram utilizados
nos referidos estudos, como derivados acridinicos-tiossemicarbazénicos (ALMEIDA et al.,
2015), imidazacridinas e tiazacridinas (LAFAYETTE et al., 2013), espiroacridinas
(ALMEIDA et al., 2016), derivados tiofénicos-tiossemicarbazonicos (OLIVEIRA et al., 2015)
(Figura 8), entre outros. Tais estudos sdo de grande relevancia cientifica, uma vez que

demonstraram multiplos protétipos candidatos a novos farmacos antineoplasicos.
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Figura 8. Estruturas quimicas de distintos prototipos heterociclicos usados em estudos anticancer por
pesquisadores do LQIT/UFPE.

(A)

Fontes: (A) Almeida et al,. (2015), (B) Almeida et al,. (2016), (C) Oliveira et al., (2015), (D) Lafayette et al,.
(2013).

A partir desses resultados auspiciosos, € notavel a importancia em se continuar
desenvolvendo novos agentes quimioterdpicos providos dos anéis indol e tiazol, com a
finalidade da obtencdo de farmacos e candidatos a farmacos mais eficazes e seletivos, como
as pesquisas tém indicado, especialmente, para estes grupos quimicos, 0s quais seréo

discutidos a seguir.

2.1.2 O nucleo indol

A estrutura inddlica foi identificada pela primeira vem em 1860 por Baeyer e
colaboradores e ganhou imensa popularidade como um farmacéforo em numerosas condicoes
farmacologicas. Sua arquitetura molecular tem interessado quimicos organicos para projetar
derivados de interesse medicinal. Quimicamente, este sistema de anel heterociclico é uma
fusdo de benzeno de seis membros e cinco membros do anel pirrol (SAUNDANE;
VIJAYKUMAR; VAININATH, 2013; TABER; TIRUNAHARI, 2011; ZHANG; QU; NIU,

2016). Seu nucleo eletrofilico tem sido bem descrito na literatura, colaborando com a sintese
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de vérios derivados inddlicos via adicéo e cicloadi¢do nucleofilicos (BANDINI, 2013).

O indol é um heterociclo nitrogenado onipresente, um fitoconstituinte proeminente em
varias espécies de plantas e é produzido por uma variedade de bactérias. A ocorréncia natural
deste nucleo pode ser devida a sua presenca no aminoacido "triptofano™ (Figura 9) (INMAN;
MOODY, 2013). Os metabdlitos bacterianos derivados de indol sdo o resultado da biossintese
via acoplamento de triptofano com outros aminoacidos. Por esta razdo, é um constituinte de
perfumes florais, alcaloides inddlicos farmacologicamente ativos, farmacos, materiais
funcionais, agroquimicos e de alguns horménios animais, como serotonina e melatonina
(Figura 9) (BIRMANN et al., 2018; KARIMABAD et al., 2017; NARSIMHA et al., 2016;
SHAIKH et al., 2018; SINGH et al., 2014).

Figura 9. Substancias naturais portadoras do ndcleo indol em sua estrutura molecular.
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Fonte: Adaptado de Chadha e Silikari (2017).

Diversos alcaloides indolicos sdo utilizados para atividades terapéuticas como a
reserpina, usada como antihipertensivo e tranquilizante, a ajmalina para atividade
antiarritmica, fisostigmina para glaucoma e doenca de Alzheimer ou o &cido indol-3-acético
(AlA), um hormonio de crescimento vegetal. As atividades farmacol6gicas de derivados
contendo o nucleo indolico incluem atividade anticAncer, imunomodulagdo, vasodilatacao,
hipertensdo, depressao, disturbios sexuais, esquizofrenia, HIV, doenca de Parkinson, Doenca
de Huntington, infecgdes virais, f-bloqueio, receptores opiodides ou analgésicos (Figura 10).
Alguns agentes farmacéuticos que possuem a fracdo indol em sua constituigdo sao:
ondansetona, zafirlucast, sumatriptano, tadalafil, rizatriptano, fluvastatina, indoxol, tenidap,
etodolaco, indometacina e LSD (AL-SHEMARY, 2017; CHADHA; SILAKARI, 2017; HE et
al.,, 2017; LYU et al., 2017; RATHER et al., 2017; YURTTAS et al., 2017).



30

Figura 10. Exemplos das atividades polifarmacoldgicas do nlcleo indol, com seus respectivos farmacos.
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Fonte: Adaptado de Chadha e Silakari (2017).

Ademais, € bem reportado que o nucleo indélico, sobretudo, quando portador de
variadas substituicdes, torna-se um “bloco de construgdo” adequado para muitos reagentes
terapéuticos, conferindo a tal entidade quimica e a seus derivados operantes diversas acoes
farmacoldgicas (BISWAL et al., 2012; KAUSHIK et al., 2013; KELLY et al., 2016; ZHANG
et al., 2018). Os indois e seus derivados, como o carbazol e o indolcarbazol (Figura 11),
sdo altamente versateis e tém sido amplamente usados na sintese de farmacos antineoplasicos
importantes aprovadas pelo FDA (VITAKU; SMITH; NJARDARSON, 2014). Alguns
exemplos sdo os alcaloides inddlicos: vincristina, vinblastina, vinorelbina e vindesina, bem
como farmacos ja usados na clinica no tratamento contra o cancer: semaxanibe, sunitinibe,
osimetinibe, alectinibe e panobinostate.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/indoles
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Figura 11. Da esquerda para a direita: o nicleo indol e seus derivados carbazol e indolcarbazol.
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Fonte: O autor.

As estruturas moleculares de alguns desses alcaloides e farmacos ja comercializados e

usados no combate ao cancer sdo mostrados na Figura 12, a seguir.
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Figura 12. Alcaloides e farmacos antitumorais portadores do anel inddlico utilizados na clinica.
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Fonte: Adaptado de Chadha e Silikari (2017).
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2.1.3 O nucleo tiazol

Atualmente, algumas estruturas heterociclicas tém ganhado interesse cientifico, pois
tém apresentado valiosas atividades biologicas, como é o caso do tiazol, um importante
fragmento de moléculas naturalmente existentes como a tiamina (vitamina B1), pirofosfato de
tiamina (PPT, uma coenzima importante na respiragdo no ciclo de Krebs), epotilonas,
carboxilase e a grande familia de antibidticos macrociclicos como os tiopeptidicos, tiostrepton
e micrococcina P1 (CANKILIC; YURTTAS, 2017; DONDONI, 2010; TOCHE,;
DESHMUKH, 2017). A primeira sintese do anel tiazélico ocorreu no final do seculo XIX por
Rudolf Hantzch, em 1887. Trata-se de um composto organico aromatico, heterociclico que
tem uma estrutura de anel com cinco membros, incluindo um atomo de nitrogénio e um atomo
de enxofre, cuja formula molecular € CsHsNS (Figura 13) (KAUR; GOYAL, 2018; TEKALE
etal., 2018).

Figura 13. Estrutura quimica molecular do nicleo tiazol.
3 4
N
Vs
S
1

Fonte: O autor.

Os tiazois tém sido recohecidos por desempenharem um papel essencial na quimica
medicinal, devido a sua importancia terapéutica e sdo considerados como uma chave
relevante na descoberta de muitas moléculas potencial e biologicamente ativas ja usadas em
tratamentos medicamentosos como o sulfatiazol (antimicrobiano), tiabenzadol (anti-
helmintico e fungicida), ritonavir (anti-retroviral), cefdinir (antibi6tico bactericida da classe
das cefalosporinas), penicilina (antibiotico bactericida do grupo dos beta-lactdmicos),
niridazol (esquistossomicida), talipexol (tratamento para a doenca de Parkinson) e simeprevir
(tratamento para a hepatite C) (KUBBA; RAHIM, 2018; MOHAREB; ABDALLAH;
AHMED, 2017; OUF et al., 2017).

Por causa de sua importancia biologica e facilidade da sintese do anel, compostos
contendo tiazol tém sido amplamente estudados (SILVA et al., 2017; YADLAPALLLI et al.,
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2013; YURTTAS et al., 2015). Seus derivados combinados com varios heterociclicos foram
relatados com um amplo espectro de atividades bioldgicas e farmacoldgicas (Esquema 1),
como anti-HIV (MELEDDU et al., 2016), antioxidante (REDDY et al., 2015), diurético
(AYATI et al., 2015), antituberculose (LU et al., 2012), antimicrobiana (MOHAMMAD et
al., 2015; PAWAR et al., 2016), atividade analgésica (THORE; GUPTA; BAHETI, 2012)
antineopldsica (PAREKH et al., 2017; PARK et al, 2011; XIE et al., 2015b),
imunomoduladora (SANTOS et al.,, 2016), anti-inflamatorio (NASTASA et al.,, 2013),
anticonvulsivante (DAS; SIKDAR; BAIRAGI, 2016), cardioténico (DUAN et al., 2015), anti-
helmintico (AMNERKAR; BHONGADE; BHUSARI, 2014) e antidiabético (KHATIK et al.,
2017).

Esquema 1. Diversidade das atividades farmacoldgicas do nucleo tiazol.

Antimicrobiano

Anti-helmintico

Anti-inflamatoério

\ Anticonvulsivante
Antidepressivo \

Cardiotonico

Antidiabético
N
Antioxidante / /[\S\ R;
R
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Fonte: O autor.

Com relacéo a atividade anticancer, ha varios medicamentos antitumoral utilizados na
clinica portadores da estrutura tiozol, como o dasatinibe, dabrafenibe, tiazofurina e
bleomicina (AMIT et al., 2014; AYATI et al., 2015; DUTTA et al., 2018; SARANGI et al.,
2017). Recentemente, a maioria dos compostos, isolados dos produtos naturais, contendo a
porcdo tiazol, exibem citotoxicidades consideraveis e potenciais antitumorais (ABD-


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cytotoxicity
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ELZAHER et al., 2016). As estruturas moleculares de alguns dos farmacos supracitados séo
mostrados na Figura 14, a seguir.

Figura 14. Farmacos antitumorais detentores do anel tiazolico.
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Fonte: Adaptado de Ayati et al., (2015).

Ainda nessa perspectiva, a atengdo dos quimicos medicinais é atraida pelo anel tiazol,
devido ndo apenas a sua viabilidade sintética, mas também a sua incorporacao na diversidade
de agentes ativos terapéuticos. Uma vastiddo de derivados tiazolicos tém sido reportados
como agentes anticancerigenos (ALTINTOP et al., 2018; GROZAV et al., 2017; HE et al.,
2016; MOHAMMED et al., 2017; OZEN et al., 2017; SANTANA et al., 2017) e muitos
outras entidades portadoras do anel tiazol tém sido consideradas potenciadoras da acdo
antineoplasica, podendo atuar nas atividades citotoxica (HASSAN et al., 2012; LUO et al.,
2011; VASU et al., 2017), anti-angiogénica (CHANDRAPPA et al., 2010; THIRUSANGU et
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al., 2016), antiproliferativa (LACZKOWSKI et al., 2018), inibidores da polimerizacdo da
tubulina (GUGGILAPU et al., 2017), inibidores de tirosina quinase (TADESSE et al., 2017).

Ademais, muitos estudos tém sido realizados, investigando a insercdo de diversos
grupos quimicos ao anel tiazol e seus derivados, no intuito de potencializar, reciprocamente,
sua acdo farmacoldgica, como é o caso do nucelo indol, cujas atividades farmacoldgicas séo,
muitas vezes, aprimoradas quando uma mesma estrutura quimica é portadora de ambos 0s
citados ndcleos, atuando no fortalecimento, por exemplo, das atividades: anti-hiperuricémica
(SONG et al., 2016), antibacteriana (GALI et al., 2014b; YURTTAS et al., 2017), anti-
Parkinson (NAM et al., 2017), antioxidante (GROZAV et al., 2017) e antitumoral (O’DEA et
al., 2018; PARRINO et al., 2015; RAMSHID et al., 2010; SOLOMON; HU; LEE, 2009)
(Figura 15).

Figura 15. Exemplos de prot6tipos usados em pesquisas antitumorais portadores dos nicleos indol e tiazol.
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Fontes: (A) O’Dea et al., (2018), (B) Parrino et al., (2015), (C) Solomon et al., (2009) e (D) Ramshid et al.,
(2010).
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2.2 0 DNA COMO ALVO TERAPEUTICO CONTRA O CANCER

O cancer é uma das principais causas de mortalidade no mundo responsavel por cerca
de 9,6 milhdes de mortes em 2018. Segundo estimativas da OMS, em 2030, prevé-se que a
taxa de mortalidade seja de 13,1 milhdes de mortes, sendo responsavel por cerca de 1 em 6
mortes (OMS, 2018). Diferentemente das células normais que respondem a sinais que
determinam o processo de divisdo, diferenciacdo e morte celular, as células cancerosas
desenvolvem grau de autonomia em relagdo a esses sinais, as quais sdo caracterizadas por trés
propriedades principais: proliferacdo descontrolada, amplo poder de plasticidade e capacidade
de invadir tecidos em outros locais do corpo (metastase) (LABIB et al., 2018; SAINI;
GUPTA, 2018).

Geralmente, o cancer € causado por mdltiplos fatores patogénicos e suas
caracteristicas estdo relacionadas a um aumento na taxa de proliferacdo de células tumorais e
numerosas mutacdes genéticas e/ou epigenéticas, que prolongam sua vida Util. Apesar da
diversidade e heterogeneidade dos tumores, todos eles apresentam aumento da taxa de
proliferacdo celular (ALMEIDA et al., 2017). Para haver proliferacdo celular é necessario a
leitura e divisdo do material genético celular. Por esta razdo, o0 DNA é considerado um alvo
promissor para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapéuticos e um elemento
relevante no planejamento de candidatos a farmacos. Moléculas que se ligam ao DNA podem
modificar suas funcdes fisiologicas, inibindo sua replicacdo, transcricdo ou expressao de
informacdo genética nas células alvo, evitando assim crescimento celular (NI; WEI; KOKOT,
2011; VOGELSTEIN et al., 2013; PEI; ZHANG; LIU, 2014; ALEXANDER et al., 2014;
ZHU et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017).

Investigagdes sobre a interacdo de farmacos com o DNA séo realizadas desde o inicio
da década de 1960. O impeto destes investigacGes é entender o mecanismo de acdo dos
farmacos em nivel molecular. Geralmente, os ligantes afetam a replicacdo e a transcri¢do do
DNA, induzindo a morte celular e apoptose, evidenciando a relevancia da elucidacdo dos
efeitos dos compostos sobre as propriedades estruturais e fisicas do DNA, no desenho de
novos candidatos a farmacos a serem utilizados na clinica (GENG et al., 2013; GALI et al.,
2014; TIAN et al., 2017; ALIZADEH et al., 2018). Exemplos de medicamentos ja usados
clinicamente no combate ao cancer cujo alvo farmacolédgico é o DNA ou enzimas envolvidas
diretamente nas fungdes intrinsecas desta biomolécula sdo: a doxorrubicina (LEI; WANG;
WU, 2012), m-AMSA (JANGIR et al., 2012), 5-fluorouracil (JANGIR et al., 2011),
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mitoxantrona (SHAHABADI; HEIDARI, 2012) e camptotecina (RESCIFINA et al., 2014)
(Figura 16).

Figura 16. Estruturas quimicas de alguns exemplos de farmacos antineoplasicos usados na clinica:
doxorrubicina (A), mitoxantrona (B), m-AMSA (C), camptotecina (D) e 5-fluorouracil (E).
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Fontes: (A) Lei; Wang; Wu, 2012 (B) Shahabadi; Heidari, 2012 (C) Jangir et al., 2012 (D) Rescifina et al., 2014
e (E) Jangir et al., 2011.

Ademais, farmacos com outras atividades farmacoldgicas também sdo testados a fim
de se constatar se sdo ou ndo providos da capacidade de interagir com o DNA. Como
exemplos, podemos citar a atorvastatina (MIRZAEI-KALAR, 2018), procaina (ALI et al.,
2018a), gefitinibe (SHI et al., 2015), cefotaxima (QAIS; AHMAD, 2017) e isoprenalina (NI;
WEI; KOKOT, 2011) (Figura 17)
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Figura 17. Estruturas quimicas de farmacos cujas propriedades de interacdo com o DNA foram investigadas:
cefotaxima (A), gefitinibe (B), isoprenalina (C), procaina (D) e atorvastatina (E).
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Fontes: (A) Qais; Ahmad, 2017 (B) Shi et al., 2015 (C) Ni; Wei; Kokot, 2011 (D) Ali et al., 2018 e (E) Mirzaei-
Kalar, 2018.

Com base nisso, o DNA ¢é o alvo intracelular primario de medicamentos anticancer,
como indicado pelos achados de inUmeras pesquisas biologicas. Por isso, esta biomolécula é
explorada na perspectiva de se buscar melhores farmacos antitumorais com alta eficécia,
baixa toxicidade e efeitos colaterais minimos (EL-NAKKADY et al., 2012; ANITHA et al.,
2013; ALI; BHATTACHARYA, 2014; KARAMI et al., 2017), como, por exemplo, 0s
alcaloides (SARKAR; BHATTACHARJEE; BHADRA, 2016; BHATTACHARIJEE et al.,
2018) e os derivados organicos sintéticos (GUPTA et al., 2017).

Moléculas como as que constituem os farmacos podem interagir com o DNA via
interacdo ndo covalente ou covalente (Figura 18). Como exemplos de ligantes que interagem
covalentemente com o DNA existem os agentes alquilantes (PAUL; BHATTACHARYA,
2012; RAHMAN et al., 2017). Este tipo de interacdo pode provocar uma ligacao irreversivel,
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formando adutos entre os ligantes do complexo ou mesmo uma possivel alquilacdo de bases
nitrogenadas do DNA. J4 a interacdo ndo covalente é uma interacdo reversivel em que uma
molécula interage com biomoléculas via intercalacdo, forcas eletrostaticas ou interacdo aos
sulcos, desencadeando mudancas na conformacdo do DNA, quebras em sua estrutura ou
mesmo inibir a interacdo proteina-DNA. A ligacdo intercalativa e de sulco podem acontecer
simultaneamente e de variadas formas, perto ou dentro da dupla hélice desta biomolécula,
enquanto a ligacdo eletrostatica ocorre em sua parte externa (SILVESTRI; BRODBELT,
2013; HANYU et al., 2012; EBRAHIMIPOUR et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017).

Figura 18. Representagdo dos modos de interacdo entre ligantes e a molécula de DNA.
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Fonte: Adaptado de BARRA; NETTO, 2016.

As interacGes intercalativas, que compreendem a insercdo do ligante dentro da hélice
do DNA, ocorrem atraves da intercalacdo entre os pares de bases, alterando a replicacdo do
DNA e inibindo o crescimento da célula tumoral, que é a base para a concep¢do de novos
farmacos antitumorais, tornando-os mais eficientes de acordo com a sua afinidade por esta
biomolécula (LAFAYETTE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; AURAS et al., 2018;
KOVVURI et al., 2017). Compostos quimicos cujo modo de interagdo com 0 DNA é por via
intercalativa foram estudados por Rescifina et al. (2014) e alguns deles podem ser observados

na Figura 19.
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Figura 19. Estruturas quimicas de agentes intercalantes do DNA.
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Fonte: Adaptado de Rescifina et al., 2014.

Outro tipo de interacdo se da através de ligacdo aos sulcos do DNA, podendo ser uma
ligacdo ao sulco menor ou uma ligacdo ao sulco maior que sdo predominantemente
estabilizados pela interacdo de van der Waals e ligacdes de hidrogénio formadas entre
pequenas moléculas e bases nitrogenadas desta biomolécula, causando uma pequena distor¢do
na sua “espinha dorsal”. Outra forma de interacdo existente desvela-se mediante ligacdes
eletrostaticas ou ligacOGes externas entre a “espinha dorsal” do fosfato do DNA carregado
negativamente com uma pequena carga positiva de uma determinada molécula
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; QAIS; AHMAD, 2017).

Ainda nessa perspectiva, compostos que interagem com o DNA via ligacdo aos sulcos
ou via interacOes eletrostaticas ou por ambos os casos, simultaneamente, foram evidenciados
por ALI; BHATTACHARYA, 2014 e MIRZAEI-KALAR, 2018 (interacdo nos sulcos) e por
PARVEEN et al., 2016 (interacdo eletrostatica), cujas estruturas quimicas estdo representadas
na Figura 20, a seguir.
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Figura 20. Estruturas quimicas de compostos que interagem com o DNA via ligacdo aos sulcos (A-D) e por
interacdes eletrostaticas (E).
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InvestigacBes relativas a interacdo entre DNA e outras moléculas tém chamado a
atencdo dos cientistas nos ultimos anos porque é de fundamental importancia para a
compreensdo de muitos processos intracelulares e biotecnoldgicos (TIAN et al., 2017). Essas
investigacbes podem ser feitas por meio de técnicas espectroscopicas de absorcao, emissao
fluorescente, dicroismo circular (DC) e técnicas hidrodinamicas, como a viscosidade.
(JAUMOT; GARGALLO, 2012; GANESHPANDIAN et al., 2014; SHI et al., 2015;
PARVEEN et al., 2016; ALl et al., 2018; ALIZADEH et al., 2018).

Atraveés da técnica espectroscopica de abosr¢do UV-vis, € possivel obter a constante
de ligacdo (Kb), uma medida quantitativa da interagdo entre compostos orgéanicos e DNA
(MCGHEE; HIPPEL, 1974). O valor é util para comparar moléculas com diferentes
estruturas, bem como para indicar os modos de ligagdo ao DNA (PLSIKOVA et al., 2012;
LAFAYETTE et al., 2013). Constantes de ligacdo para intercaladores tipicos estdo no
intervalo de 10* a 10° M e séo significativamente menores do que constantes de ligagdo para
agentes ligantes em sulcos de DNA que variam de 10° a 10° M (THAMILARASAN et al.,
2016; ALMEIDA et al., 2017).

Como exemplo de investigacbes a respeito do modo de interagdo farmaco-DNA,
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podemos citar o estudo de JANGIR et al. (2012) em que foi pesquisado 0 modo de interagao
do farmaco antitumoral amsacrina (m-AMSA) (Figura 16C), usando técnicas espectroscopicas
como a absor¢do UV-vis e o DC, através das quais foi concluido que a m-AMSA interage
com o DNA néo apenas via modo intercalativo, mas também ligando-se ao sulco menor.

Ainda nessa perspectiva, JANGIR et al., 2011 e SHI et al., 2015 também investigaram
0 modo de interacdo dos farmacos anticancerigenos 5-fluorouracil (Figura 16E) e gefitinib
(Figura 17B), respectivamente, utilizando-se de técnicas espectroscépicas como absorcdo
UV-vis, emissdo fluorescente e dicroismo circular, entre outras como viscosidade e estudos de
modelagem molecular, mediante as quais foi sugerido que o modo de interagcdo destes
medicamentos ocorre por modo intercalativo e através da ligacdo ao sulco menor do DNA,
respectivamente.

No tocante aos estudos envolvendo protétipos de farmacos, temos como exemplos
varias pesquisas que utilizaram a absor¢do UV-vis, como técnica complementar a fim de
decifrar 0 modo de interagdo de distintos ligantes frente ao DNA, como as investigagdes
conduzidas por KOVVURI et al., 2017 e LI et al., 2010, que definiram o modo de interacao
por via intercalacdo, e por KRISHNA et al., 2018 e LIU et al., 2015 que confirmaram o modo
de ligagdo aos sulcos desta biomolécula (Figura 21).

Figura 21. Estruturas quimicas de prototipos intercalantes (A e B) e ligantes aos sulcos do DNA (C e D), os
quais foram determinados mediante o uso complementar da técnica espectroscopica de absorcdo UV-vis.

Fontes: (A) Kovvuri et al., (2017), (B) Li et al., (2010), (C) Krishna et al., (2018) e (D) Liu et al., (2015).
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E reportado que a emissdo fluorescente do DNA é muito fraca. Em funcdo disto,
comumente, sdo usadas sondas de fluorescéncia. Certas sondas j& possuem o seu modo de
ligacdo ao DNA ja bem definido e sdo Uteis para decifrar o modo de interacdo de um ligante
com esta biomolécula, como o brometo de etidio (BE) (SHAHABADI; MAGHSUDI, 2014) e
a laranja de acridina (AO) (SANI et al., 2018), ambos agentes intercalantes, ou o0 DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenilindol) (ALI et al., 2018a) e o Hoechst 33258 (QAIS; AHMAD, 2017),
ambos ligantes ao sulco menor desta biomacromolécula (Figura 22). Em tais experimentos,
uma dado ligante, substituindo o corante que ja esta ligado ao DNA, supostamente, interage
com este de uma maneira semelhante a do corante utilizado. Assim, qualquer alteracdo nas
propriedades fluorescentes do complexo corante-DNA ap6s a adi¢do do ligante, pode gerar
dados norteadores do mecanismo de ligacdo (REHMAN et al., 2015; LIU et al., 2015a).

Figura 22. Estruturas quimicas de sondas fluorescentes usadas para decifrar o modo de interacdo de um ligante
com o DNA: brometo de etidio (A), laranja de acridina (B), DAPI (C) e Hoeschst 33258 (D).
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Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

O BE tem sua fluorescéncia suprimida quando isolado em meio aquoso, contudo,
qguando incubado com o DNA, esta sonda se intercala entre os pares de base desta
biomolécula, os quais evitam a supressao fluorescente e a emissdo do complexo BE-DNA
pode ser detectada. Contudo, se 0 composto/farmaco de interesse for capaz de substituir o BE
conjugado ao DNA, a emissdo fluorescente outrora observada, passa a ser suprimida,
indicando que o ligante tem uma forte habilidade intercalativa, quando comparado ao BE,

resultado indicativo de que o referido ligante também é um agente intercalante entre as bases
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do DNA (HANYU et al., 2012; RESCIFINA et al., 2014; SALEM et al., 2016; SANI et al.,
2018; SANKARGANESH et al., 2018; SILVA et al., 2013; WANG et al., 2011; ZHOU et al.,
2018).

Nessa perspectiva, variadas pesquisas foram realizadas usando apenas o BE ou este
juntamente com outras sondas fluorescentes para elucidar o modo de interacdo de um dado
ligante com o DNA, como os estudos conduzidos por LACZKOWSKI et al., 2018 e
TOKALA et al., 2018, cujos resultados indicaram o modo intercalativo de interacdo, bem
como por ZHU et al., 2014 e SARWAR et al., 2017 que chegaram a conclusdo do modo de

interacdo via ligagédo aos sulcos do DNA, dos compostos testados (Figura 23).

Figura 23. Estruturas quimicas de derivados intercalantes (A e B) e ligantes dos sulcos do DNA (C e D), cujos
modos de interacdo foram elucidados atraves da técnica espectroscopica de fluorescéncia mediante o uso de
sondas fluorescentes, como o BE.

(0]

OH

Cl
HO

©

OH

HO

N )\ \N/%YN \_/
O W W
(B)

Fontes: (A) Tokala et al., (2018), (B) Laczkowski et al., (2018), (C) Sarwar et al., (2017) e (D) Zhu et al., (2014).

Como exemplos de investigacbes do modo de interagdo ligante-DNA, usando a
técnica de DC como método complementar podemos citar os estudos realizados por ANEJA
et al., 2018 e LAFAYETTE et al., 2013, cujos resultados indicam o modo de interacéo via
intercalacdo, como também por LI et al., 2013 e IKHLAS; AHMAD, 2018 que inferiram a

ligacdo aos sulcos como modo de interagdo dos compostos testados (Figura 24).
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Figura 24. Estruturas quimicas de derivados intercalantes (A e B) e ligantes dos sulcos do DNA (C e D), cujos
modos de interagdo foram elucidados, complementarmente, através da técnica espectroscopica de DC.
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Fontes: (A) Aneja et al., (2018), (B) Lafayette et al., (2017), (C) Ikhlas et al., (2018) e (D) Li et al., (2013).

Uma vez decorrido o processo de interacdo do complexo biomolécula-ligante, pode-se
verificar, em espectros de absorcdo ou fluorescéncia, alteracbes nas intensidades e na
elipticidade da molécula bioldgica de interesse, as quais sdo bastante Uteis para posterior
analise, a fim de se investigar o mecanismo de interacdo por meio dos seguintes efeitos: efeito
hipocrémico, correspondente a uma diminuicdo da luz absorvida ou emitida (BAS et al.,
2018); efeito hipercromico, definido como aumento da intensidade de absor¢éo ou emisséo de
luz (SHAHABADI; MAGHSUDI, 2014); efeito batocrémico, observado pelo deslocamento
dos maximos de absor¢do ou emissdo apds ligacdo ao DNA para um comprimento de onda
mais longo (deslocamento para a regido do vermelho) (PAWAR; OTTOOR, 2018) e efeito
hipsocrdmico, quando ocorre deslocamento do maximo de absor¢do ou emissdo para
comprimentos de ondas menores (deslocamento para o azul) (CANOVIC et al., 2017). A
Figura 25 representa os efeitos que podem ser detectados em estudos de interagdo entre
ligantes e biomoléculas, como o DNA, a partir do uso das técnicas espectroscopicas

supracitadas.
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Figura 25. Efeitos observados em espectros relacionados a investigaces sobre 0 modo de interagdo entre uma
biomolécula e um ligante, através das técnicas espectroscopicas. E possivel ocorrer os efeitos hipercromico (A),
hipocrémico (B), hipsocrémico (C) e batocrémico (D), a partir do aumento, diminuicdo ou desvio do pico
maximo obtido para a esquerda ou direita, respectivamente.

(A) (B)

©) D)

Fonte: O autor.

Os estudos de viscosidade podem auxiliar na distin¢éo e elucidacéo dos trés principais
modos de interacdo entre diferentes ligantes frente ao DNA, podendo ou ndo se utilizar de
sondas cujo modo de interacdo com esta biomolécula ja € bem estabelecido (BENNER,;
IHMELS; PITHAN, 2014; FAULHABER et al.,, 2011; GUP; GOKCE; DILEK, 2015;
SALEM et al., 2016). Como exemplos de investigacdes do modo de interagdo ligante-DNA,
usando a técnica de viscosidade como método complementar podemos citar 0s estudos
realizados por PLSIKOVA et al., 2012 e FAULHABER et al., 2011, cujos resultados indicam
0 modo de interacdo via intercalagdo, como também por SARWAR et al. (2015) e
BHATTACHARJEE et al. (2018) que inferiram a ligagéo aos sulcos como modo de interagéo

dos compostos testados (Figura 26).
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Figura 26. Estruturas quimicas de derivados intercalantes (A e B) e ligantes aos sulcos do DNA (C e D), cujos
modos de interagdo foram elucidados, complementarmente, através da técnica hidrodindmica de viscosidade.
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Fontes: (A) Psilkova et al. (2012), (B) Faulhaber et al. (2011), (C) Sarwar et al. (2015) e (D) Bhattacharjee et al.
(2018).

2.3 INTERACOES COM A SOROALBUMINA PARA ESTUDOS DE NOVOS AGENTES
QUIMIOTERAPICOS

Estudos sobre a influéncia de farmacos e outros compostos biologicamente ativos em
constituintes proteicos circulantes no sistema sanguineo humano sdo de grande interesse,
porque a interacdo dos medicamentos com componentes sanguineos podem ou nédo afetar sua
biodisponibilidade e o funcionamento de biomoléculas. Nesse contexto, a albumina sérica
(AS) é uma das proteinas sollveis mais notaveis no sangue humano, pois é responsavel por
cerca de 60% de todas as proteinas plasmaticas, além de executar muitas funcdes fisiologicas
essenciais ao metabolismo humano. Uma das propriedades proeminentes dessa proteina é sua
capacidade de cumprir o papel de transportador de farmacos e outras substancias similares
(AMROABADI et al., 2018; DIXIT, 2017; HE et al, 2017; KARTHIKEYAN;
BHARANIDHARAN; KESHERWANI, 2015; LI; WANG, 2014; MAKARSKA-
BIALOKOZ, 2018; NIAEI; HASSANZADEH; SHADJOU, 2018).

Nesse aspecto, a AS € rica em mdltiplos locais de ligacdo lipofilica e desempenha
papel vital no transporte de varios compostos exdgenos e endogenos, incluindo medicamentos

e nutrientes. Comparado com a sua forma livre, é conhecido que um medicamento especifico
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ligado a AS tem maior solubilidade no plasma, menor toxicidade, maior meia-vida plasmatica
e maior protecdo contra a degradacdo ou transformacdo metabdlica (CHEN; ZHANG; LIU,
2013; KARAMI et al., 2017; LIANG et al., 2018; LIU et al., 2018; PAUL et al., 2017;
SHAHRI et al., 2017).

Além disso, é conhecido que a soroalbumina humana (HSA) se acumula nas células
cancerigenas, sendo absorvida por células tumorais em niveis aumentados em comparagdo
com células normais, sugerindo que esta proteina pode ser uma boa candidata para a entrega
de medicamentos anticancer para essas células transformadas, como ocorre com os farmacos
antitumorais paclitaxel e doxorrubicina. A interagdo farmaco-albumina serve como modelo
para encontrar informacdes bésicas sobre interacdes dessa modalidade e suas aplicagdes
(BOZOGLAN; TUNC; DUMAN, 2014; FRAGOSO et al., 2017; FU et al., 2013; GOU et al.,
2015; GUO et al., 2017; HASANZADEH et al., 2017; CANOVIC et al., 2017; XU et al.,
2018).

Tais interacOes sdo usadas para avaliar os mecanismos de transporte, distribuicdo e
metabolismo de farmacos. A HSA, a proteina mais abundante no plasma sanguineo humano,
estd envolvida no transporte de &cidos graxos, metabolitos e farmacos. A BSA é usada como
um modelo de substituicdo da HSA para estudos de diversas areas de pesquisa, como as
investigagBes de cunho antitumoral, devido & sua alta semelhanga estrutural, inclusive
tridimensionalmente, com a HSA (Figura 27). Ambas as albuminas partilham 76% de
homologia de sequéncias, ttm os mesmos sitios de ligac¢do localizados nos subdominios 1A e
I1IA e os aminoacidos que revestem os locais de ligacdo sdo principalmente hidrofébicos e
semelhantes. O triptofano (Trp) 212 na BSA e o0 Trp-214 na HSA estdo localizados em um
microambiente hidrofébico similar no subdominio IIA e sdo usados como sondas para
monitorar interacdes de ligagdo com moléculas dentro da albumina (ROY et al., 2016; SHI et
al., 2016b; ARUMUGAM; SUBRAMANIAN; MALAICHAMY, 2016; CHAVES et al.,
2018; CAMARGO et al., 2018; DAHIYA; PAL, 2018; DOMINGUEZ; CORTES-
FIGUEROA; MELENDEZ, 2017; TATSUMI et al., 2017).
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Figura 27. Homologia entre as estruturas tridimensionais da soroalbumina humana (HSA) e bovina (BSA),
respectivamente. E possivel notar que a HSA possui apenas um residual de triptofano (Trp-214), enquanto a
BSA possui dois (Trp-134 e Trp-212).

Fonte: Belatik et al,. (2012).

A BSA ¢ a proteina mais estudada e possui uma Unica cadeia polipeptidica, um peso
molecular de 66 kDa, sendo constituida por 583 residuos de aminoécidos. Contém trés
dominios homdlogos helicoidais conhecidos como 1, 11 e 11l. Cada dominio é dividido em dois
subdominios (A e B). Existem dois principais sitios de ligacdo aos farmacos nos subdominios
1A (Sudlow I) e 1A (Sudlow II). A BSA possui dois residuos de triptofano nomeados como
Trp-134 e Trp-212 (Figura 28) (DRAVECZ et al., 2018; EBRAHIMIPOUR et al., 2017;
JAHANBAN-ESFAHLAN; PANAHI-AZAR; SAJEDI, 2016; LIU et al., 2018; QIN; YIN;
SHEN, 2015; ROY et al., 2017; SHI et al., 2016a; QIN; YIN; SHEN, 2015; SHI et al.,
2016b).
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Figura 28. Estruturas tridimensionais da BSA, enfatizando os dominios, os sitios de ligagdo (A) e os residuais
fluorescentes de triptofano (Trp-134 e Trp-212) intrinsecos a esta proteina plasmatica (B).
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Sudlow TI .
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Dominio IT

Fontes: Adapatados de (A) Belatik et al,. (2012) e (B) Meti et al,. (2014).

Como exemplos de farmacos e demais substancias cujo modo de interacdo com as
citadas albuminas séricas foi investigado, podemos aludir o niraparib (GAN et al., 2018), a
cloraquina (MARKOVI et al., 2018), a rosiglitazona (PAWAR; OTTOOR, 2018), a vitamina
B: (KAUR et al., 2018), a sitofloxacina (DING et al., 2018), &cidos retinoicos (HUANG et
al., 2017), o 4cido cafeico (PRECUPAS et al., 2017), a azilsartana (MARTINEZ et al., 2018),
o ramipril (SHI et al., 2016a), a procaina (XIE et al., 2015a) (Figura 17D) e medicamentos
cardiovasculares (NIAEI; HASSANZADEH; SHADJOU, 2018). As estuturas quimicas de
alguns destes estdo representados na Figura 29, abaixo.
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Figura 29. Estruturas quimicas de distintas substancias utilizadas em pesquisas de interacdo com albuminas
séricas.
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Fontes: (A) Gan et al., (2018), (B) Marcovic et al., (2018), (C) Pawar e Ottoor (2018) e (D) Kaur et al., (2018).

Como exemplo de pesquisa envolvendo a interacdo entre a BSA e um farmaco
antineoplasico temos o estudo conduzido por (ABDI et al., 2012), no qual foi realizado
experimentos a fim de se estabelecer a existéncia ou ndo da interacdo entre o farmaco 5-
fluorouracil e a BSA, através de técnicas espectroscopicas. Os resultados mostraram que ha
interacdo entre ambos, fato que pode contribuir com novas informagfes sobre o mecanismo

de acdo do citado medicamento na terapia anticancer.
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3 METODOLOGIA
3.1 SECAO QUIMICA

3.1.1 Materiais e equipamentos

Os reagentes usados para obtencdo dos compostos foram 3-indol-carboxaldeido, 5-
bromo-indol-3-carboxaldeido,  hidrazina  hidratada,  1-naftil-isotiocianato,  dimetil-
acetilenodicarboxilato, dietil-acetilenodicarboxilato, 2,4-dibromoacetofenona, 2-
bromoacetofenona, 2-bromo-4-cloroacetofenona. Quanto aos solventes, usou-se etanol
absoluto, acido aceético glacial, metanol, diclorometano, acetato de etila, n-hexano. Todos os
reagentes mencionados foram fornecidos pela Sigma Aldrich. Os solventes alcool etilico,
diclorometano, acido acético glacial foram fornecidos pela Quimica Moderna, Quimex e
Dinamica.

Para a determinagédo do ponto de fus&o, foi utilizado um fusidbmetro Fisatom modelo
431D (Fisatom, Sdo Paulo, Brasil). Os derivados foram analisados por meio de cromatografia
de camada delgada (CCD), utilizando-se placas de silica gel Merk 60 F254 (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha), de 0,25 mm de espessura, reveladas na cadmara de luz UV (254 ou 366
nm) CN-15LC (Vilber Lourmat, Collégien, Franca).

Para caracterizacdo estrutural dos compostos quimicos foi utilizada Espectroscopia de
Infravermelho (1V) registrados num espectrofotdmetro FTIR Bruker (Bruker Daltonics,
Billerica, EUA), utilizando pastilhas de KBr, com bandas de absorcdo expressas em cm™;
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de Carbono
(RMN *3C) realizados em aparelhos Varian UnityPlus 300 MHz (300 MHz para *H e 75 MHz
para 3C), utilizando DMSO-ds como solvente; Espectrometria de Massas realizada no
aparelho MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Billerica, EUA).

3.1.2 Procedimentos experimentais

3.1.2.1 Obtengdo do intermediario tiossemicarbazida (LQIT/LT-34)

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 1,0 g (4,6 mmol) do 1-naftil-
isotiocianato correspondente em 30 mL de diclorometano. A mistura foi deixada em agitacdo
magnética até a sua total solubilizagdo. Em seguida foram adicionados 0,3 mL (9,3 mmol) de
hidrato de hidrazina (50%). A reagdo ocorrida para a formacdo do citado intermediario foi a
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adicdo nucleofilica entre 2 mols de hidrazina e 1 mol do 1-naftil-isotiocianato, usando o
solvente diclorometano como dantes mencionado. A reagdo permaneceu sob agitacdo
magnética, a temperatura ambiente por 1 hora. Houve precipitacdo da tiossemicarbazida
durante a reacdo. Ao término do tempo previamente citado, a mistura foi filtrada e obtido um
solido esbranquicado amorfo que foi recristalizado em sistema EtOH/H20. Logo ap6s, foi
dado prosseguimento as etapas subsequentes. A medida que as reacdes eram concluidas,
usava-se Cromatografia de Camada Delgada (CCD) para consolidar a formacdo do

intermediario de interesse.

3.1.2.2 Obtencdo dos intermediarios tiossemicarbazonas (LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51)

A obtencdo dos compostos intermediarios tiossemicarbazénicos LT-50 ((E)-2-((5-
bromo-1H-indol-3-il) metileno-N-(naftalen-2-il) hidrazinacarbotioamida) e o LT-51 ((E)-2-
((1H-indol-3-il) metileno-N-(naftalen-2-il) hidrazinacarbotioamida) se sucedeu através de
uma reacdo de condensacdo em proporcGes equimolares, usando, como reagentes, a
tiossemicarbazida obtida na etapa anterior (LT-34) para qual foram adicionados aldeidos
indolicos em reagdes distintas, sendo eles o 3-indol-carboxaldeido (LQIT/LT-51) e o 5-
bromo-indol-3-carboxaldeido (LQIT/LT-50), da seguinte forma: em um baldo de fundo
redondo foram adicionados, a temperatura ambiente, os aldeidos ind6licos substituidos em 20
mL de etanol e 15 gotas de &cido acético glacial. A mistura foi deixada em agitacdo
magnética até a sua total solubilizacdo. Em seguida foram adicionados a tiossemicarbazida
obtida na etapa anterior e a reacdo mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 1h. Ao
término do referido tempo, a mistura foi filtrada e obtido um sélido amorfo que foi
recristalizado em sistema EtOH/H,0. A medida que as reacbes eram concluidas, usava-se
CCD para consolidar a formagéo das tiossemicarbazonas.

3.1.2.3 Obtencéo dos derivados indol-tiazolicos (LQIT/JE’s)

A sintese dos novos derivados indol-tiazélicos se sucedeu atraves de uma reacéo de
ciclizagdo em proporgdes equimolares, usando, como reagentes, as tiossemicarbazonas
obtidas na etapa anterior, as quais foram adicionados 0s seguintes reagentes: dimetil-
aceltilenodicarboxilato (JF’s 249 e 253), dietil-acetilenodicarboxilato (JF’s 250 e 254), 2,4-
dibromoacetofenona (JEF’s 251 e 255), 2-bromoacetofenona (JF’s 252 e 256) e 2-bromo-4-
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cloroacetofenona (JF’s 257 e 258). As reacdes ocorreram a uma temperatura de 70-75°C, sob
agitacdo magnética, por um periodo de 2 horas, usando etanol como solvente. Ao fim do
tempo previamente indicado, a mistura foi filtrada e obtido um sélido amorfo que foi
cristalizado em sistema EtOH/H20. A medida que as reagdes eram concluidas, usava-se CCD

para consolidar a formacao das tiazois.

3.2 SECAO BIOLOGICA

3.2.1 Estudos de interacéo dos derivados indol-tiazélicos com ctDNA e BSA

3.2.1.1 Materiais e equipamentos

O DNA de timo bovino (ctDNA), bem como a BSA (albumina de soro bovino) e o
brometo de etidio (BE) utilizados nas analises de interagdo foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. No preparo das solu¢bes mée dos compostos foi usado DMSO como solvente com
posterior diluicdo em tampdo Tris-HCI (0,1 M; pH 7,6). Os espectros UV-vis, emissdo de
fluorescéncia e dicroismo circular foram adquiridos em Espectrofotdmetro de UV-vis
Ultraspec 3000 PRO, Espectrofluorimetro de JASCO FP-6300 (Toquio, Japdo) e
Espectropolarimetro JASCO (J-815 CD Spectrometer), respectivamente.

3.2.1.2 Estudos de interacdo com o0 ctDNA

Os ensaios de interacdo com ctDNA foram conduzidos mediante o uso das técnicas
espectroscopicas de absorcdo UV-Vis, emissdo fluorescente e dicroismo circular, cujas

metodologias estdo discriminadas a seguir.

3.2.1.2.1 Preparo da solucéo de ctDNA

O insumo ctDNA foi dissolvido em tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6) e deixado
durante 24 h, a temperatura de 8°C, para sua estabilizacdo. Apds este periodo, a solucgéo foi
sonicada durante 30 minutos e sua concentracdo determinada utilizando o coeficiente de
extingdo molar 6600 M cm™ a 260 nm (WOLFE; SHIMER; MEEHAN, 1987). A razéo dos
valores de absorbancia em 260 e 280 nm foi utilizada para verificar o grau de pureza da
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solucdo do ctDNA. Apo6s o preparo da solucdo, esta foi armazenada em refrigeracdo, a uma
temperatura de -20°C, com o propdsito de ser reutilizada, posteriormente. As solugdes-testes
usadas nestes experimentos foram preparadas em tampdo Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6), em

duplicata.

3.2.1.2.2 Espectroscopia de absorcéo eletronica UV-Vis

Os compostos foram dissolvidos em DMSO numa concentracdo de 1 mM (solucdo
mae) e as solucdes para analise foram preparadas em duplicata, numa concentracdo de 25 uM
e exposicdo a solucdo de ctDNA nas concentracdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. As
solucdes-teste contendo os derivados e o ctDNA foram homogeneizadas e deixadas em
repouso, a temperatura ambiente por 10 minutos para estabilizagdo destes no tampao e,
posteriormente, submetidas a analise absortiva. Todas as amostras foram analisadas no
espectrofotobmetro de UV-vis Ultraspec 3000 PRO, utilizando uma cubeta de quatzo
retangular com comprimento de 1lcm Optico de percurso. Nesta analise da interacdo dos
derivados com o ctDNA, os espectros de absorbancia foram registrados por varredura na faixa
de comprimento de onda entre 200-600 nm. As concentragbes usadas nas solucdes-testes
foram previamente definidas apds a realizacdo de uma varredura do perfil absortivo dos
compostos-teste livres.

A partir dos dados espectroscopicos foram calculados os valores relativos as
constantes de ligacdo, revelando uma maior ou menor afinidade da biomolécula pelo
composto-teste. A constante de ligacdo intriseca (Kb) foi obtida através da equacdo de
(MCGHEE; HIPPEL, 1974):

[JFs]/ (ea - ef) =[JFs] / (eb - €f) + 1 / Kb (b - &f)
[DNA]/ (ea - ef) = [DNA]/ (eb - f) + 1 /Kb (b - &f)

onde, Ea, Eb e Ef sdo os coeficientes de extincdo aparente, ligado e livre, respectivamente. Os
graficos da [JFs]/(Ea - Ef) versus [JFs] e [DNA]/(Ea - Ef) versus [DNA] foram utilizados
para obtencdo dos Kbs a partir da razéo entre a inclinagéo e o intercepto. Os dados de ligacédo

foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0.
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3.2.1.2.3 Estudos fluorescentes de deslocamento do Brometo de Etidio (BE) com os
compostos-testes

Inicialmente, a emissdo fluorescente do BE foi medida na auséncia e na presenca do
ctDNA, na concentracdo de 20 uM do BE e 100 uM do ctDNA, ap6s 10 min de incubacdo a
temperatura ambiente. As medicGes foram realizadas a temperatura ambiente, usando uma
cubeta de quartzo retangular com caminho optico de 1 cm de percurso e o espectrofluorimetro
JASCO FP-6300 (Toquio, Japao). Os espectros de fluorescéncia foram obtidos por excitacdo
em 526 nm e varredura da emissdo de 550 a 700 nm. A largura das fendas de excitacdo e de
emissdo foram 2,5 e 5 nm, respectivamente, com velocidade de 100nm/min. Para analise do
deslocamento do intercalador BE pelos compostos testes, as solu¢Bes contendo BE-ctDNA
foram preparadas na presenca dos derivados nas concentracfes de 10, 20, 40 e 60 uM, em
tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6), em duplicata. As solugdes foram homogeneizadas e
deixadas de repouso por 10 minutos para estabilizagdo no tampédo e, posteriormente,
submetidas a analise da fluorescéncia. As concentragdes usadas nas solucBes-testes foram
previamente definidas apos a realizacdo de uma varredura do perfil absortivo dos compostos-
teste livres. O comportamento de supressao de emissdo foi analisado através da equacdo de
Stern-Volmer (Ksv) (LAKOWICZ, 2006):

FO/F =1+ Ksv[Q]

onde, FO e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca dos derivados
indolicos-tiazdlicos. Ksv é a constante de supresséo linear. [Q] representa a concentracdo do
composto. O gréfico da intensidade emissdo relativa (FO/F) versus [Q] foi utilizado para
obtencdo da constante a partir da regressdo linear do grafico. Os dados de ligacdo foram

obtidos a partir do software de SigmaPlot 10.0.

3.2.1.2.4 Espectroscopia de dicroismo circular

As solucbes dos compostos-teste usadas neste ensaio foram dissolvidos em DMSO
numa concentracdo de 1 mM (solugdo mée). As solucBes finais de ctDNA (100 uM) e dos
derivados (25 uM) foram homogeneizadas e deixadas a temperatura ambiente por 10 minutos
para atingir o equilibrio e, posteriormente, submetidas a analise absortiva. As medi¢des foram

realizadas na faixa de 230 a 400 nm, com velocidade de 100 nm/min e banda de feixe de luz
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de 1 nm wusando uma cubeta de quartzo retangular, mediante a operacdo do
espectropolarimetro JASCO (J-815 CD Spectrometer). Os dados de ligacdo foram obtidos

utilizando o software de SigmaPlot 10.0.

3.2.1.2.5 Estudos de medicao da Viscosidade

Nos estudos de interacdo dos derivados LQIT/JF’s com o ctDNA, através da técnica
de viscosidade, foram preparadas solucdes de ctDNA numa concentracdo de 100 uM e dos
compostos-testes nas concentracdes de 0, 12, 24, 36, 48 e 60 uM, em duplicata. Também foi
preparada uma solucdo de ctDNA, a qual foram acrescentados 0, 12, 24, 36, 48 e 60 uM da
mesma sonda fluorescente intercalante usada nos estudos de fluorescéncia anteriormente
apresentados: o brometo de etidio (BE), no intuito de usa-la como padréo de intercalacdo para
comparar com 0s resultados dos experimentos com o0s derivados propostos e definir mais
precisamente 0 modo de interacdo destes com a citada biomolécula.

As medicdes da viscosidade foram realizadas usando um viscosimetro Stabinger
Vicometer - Anton Paar (SVM 3000/G2). Estes estudos foram realizados a uma temperatura
de 25 °C. Os dados relativos a viscosidade relativa das solu¢fes de DNA na presenca e
auséncia dos derivados indol-tiazélicos e do BE foram plotados no programa SigmaPlot 10.0,
usando a formula (n/mo)*® versus R = relagdo entre as concentracdes do complexo ctDNA-
ligante / concentracdo do ctDNA livre (sem o ligante), onde n é a viscosidade do DNA na
presenca dos ligantes e mo é a viscosidade do DNA na auséncia destes (COHEN;
EISESBERG, 1969).

3.2.1.3 Estudos de interagdo com a BSA

Os ensaios de interacdo com a BSA foram conduzidos mediante o uso das técnicas
espectroscopicas de absorcdo UV-Vis, emissdo fluorescente, cujas metodologias estdo

discriminadas a seguir.

3.2.1.3.1 Preparo da solucéo de BSA

O insumo BSA foi dissolvido em 10 mL de tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6). Ap6s o
preparo da solugéo, esta era armazenada em refrigeracdo, a uma temperatura de -20°C, com 0

propdsito de ser reutilizada, posteriormente. As solugdes-testes usadas nestes expeimentos
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foram preparadas em tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6), em duplicata.

3.2.1.3.2 Espectroscopia de absorcéo eletronica UV-Vis

Os compostos foram dissolvidos em DMSO numa concentracdo de 1 mM (solugédo
mée). As solucdes-teste foram preparadas em em duplicata, fixando-se a concentracdo do
composto em 40 uM e variando-se a concentracdo da BSA nas seguintes concentracdes 5, 10,
20, 40 e 80 uM. A mistura dos composto-teste com a BSA foi homogeneizada e deixada a
temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizacdo e, posteriormente, submetidas a
analise absortiva em UV-vis por meio de varredura entre 200-600 nm. O aparecimento de
alteracdes no comportamento absortivo dos compostos na presenca da BSA pode indicar a
ocorréncia de uma interacao, pela formacdo do complexo biomolécula-ligante. A partir desta
andlise, é possivel coletar informacGes significativas ao ponto destas evidenciarem o modo de
interacdo, bem como calcular os valores relativos as constantes de ligacdo, revelando uma
maior ou menor afinidade da biomolécula pelo composto-teste. Assim como na interacdo com
0 ctDNA, a constante de ligacdo intriseca (Kb) da BSA foi obtida através da equacdo de
(MCGHEE; HIPPEL, 1974):

[JFs]/ (ea - ef) =[JFs] / (eb - €f) + 1 / Kb (b - &f)
[BSA]/ (ea - ef) = [BSA] / (b - &f) + 1 / Kb (&b - &f)

onde, Ea, Eb e Ef sdo os coeficientes de extin¢do aparente, ligado e livre, respectivamente. Os
gréficos da [JFs]/(Ea - Ef) versus [JFs] e [BSA]/(Ea - Ef) versus [BSA] foram utilizados para
obtencdo dos Kbs a partir da razdo entre a inclinacdo e o intercepto. Os dados de ligacéo
foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0.

3.2.1.3.3 Espectroscopia de emisséo fluorescente

As concentragdes das amostras referentes as solucdes-testes foram variadas em 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM, Logo em seguida, estas, por sua vez, foram colocadas em contato
com a albumina fixada na concentra¢éo de 20 puM. O sistema foi homogeneizado e deixado a
temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizacdo no tampdo e, posteriormente,
submetidas a analise da fluorescéncia.

Na citada analise de interacao, os espectros de emissao foram registrados na regido de
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310-400 nm usando um comprimento de onda de excitacdo de 285 nm, com bandas de
excitacdo e de emisséo de 2,5 nm.

Todas as medic¢des foram realizadas a uma temperatura ambiente em uma cubeta de
quartzo retangular com um comprimento de 1 cm de pecurso. O comportamento de supressao

de emissdo foi analisado através da equacdo de Stern-Volmer (Ksv) (LAKOWICZ, 2006):

FO/F =1+ Ksv[Q]

onde, FO e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca dos derivados
indolicos-tiazélicos. Ksv é a constante de supressdo linear. [Q] representa a concentra¢do do
composto. O grafico da intensidade emissao relativa (FO/F) versus [Q] foi utilizado para
obtencdo da constante a partir da regressdo linear do gréafico. Os dados de ligacdo foram

obtidos a partir do software de SigmaPlot 10.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SECAO QUIMICA
A rota sintética empregada na obtencdo dos novos derivados indol-tiaz6licos mostrou-
se eficiente, pois todos os compostos propostos foram obtidos com éxito por meio de lavagens

e recristalizacdo. O diagrama de sintese dos compostos obtidos pode ser visualizado no

esquema 2, a seguir:

Esquema 2. Mecanismo de formacéo dos derivados indol-tiazélicos.
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A formacdo dos tiazois ocorreu em trés etapas: a primeira delas consiste no

mecanismo de S-alquilacdo que se inicia pela condensacdo dos diferentes reagentes
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(acetofenonas e os acetilenodicarboxilatos) com o 4&tomo de enxofre. Na segunda etapa ocorre
um ataque intramolecular do par de elétrons livres do nitrogénio (N4) na carbonila, seguido
da liberacdo de etanol, gerando a reacdo de ciclizacao das tiossemicarbazonas obtidas na etapa
anterior, conduzindo a formacdo dos novos derivados indol-tiazélicos (CHAUBET et al.,
2011).

Como mencionado anteriormente, trés etapas foram utilizadas na sintese dos novos
derivados propostos nesse estudo, as quais serdo discutidas, a seguir. A primeira etapa esta

elucidade no esquema 3, abaixo:

Esquema 3. Mecanismo de formagéo do composto intermediario tiossemicarbazida LQIT/LT-34.

O
181 s
HOTS) I
HzI\I\hIJ/C\\:‘N _— HZN\(-E/C\%])
VO o

O=

HoN .- _C

O mecanismo mostrado no esquema 3 acima representa a formagdo do primeiro
composto intermediario: uma tiossemicarbazida (LT-34). Esta reacdo caracteriza-se por um
ataque simultaneo do nitrogénio do hidrato de hidrazina ao carbono da tiocarbonila,
desfazendo a ligacéo pi (w), a qual foi deslocalizada para o nitrogénio vizinho, conduzindo aos
derivados tiossemicarbazonicos (TENORIO et al., 2005).

As tiossemicarbazidas previamente sintetizadas, serviram como intermediarias na
obtencdo das tiossemicarbazonas finais (LQIT/LT-50 e LQIT/LT-51). Para tal, foram
utilizados os aldeidos aromaticos indol-3-carboxaldeido e o 5-bromo-3-indol-carboxaldeido,
0S quais reagiram, usando-se etanol como solvente, na presenca de acido acético glacial, a
temperatura ambiente. O esquema 4 mostra a obtencdo dos compostos intermediarios

tiossemicarbazonas, cuja etapa é caracterizada por uma reacdo de condensagdo. Neste
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mecanismo, por meio da utilizacdo do &cido acético, ocorre a ativacdo da funcéo aldeido do
composto aromatico de escolha. O par de elétrons livres, presente no nitrogénio da amina da
tiossemicarbazida, ataca o carbono positivo. Assim, ocorre a deslocalizacdo dos elétrons com
formacdo e posterior eliminacdo de agua. O nitrogénio que esta positivo protona a agua e

finalmente forma-se o composto final (AQUINO et al., 2008).

Esquema 4. Mecanismo de formagao dos compostos intermediarios tiossemicarbazonas LQIT/LT-50 e LT-51.
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Por sua vez, as tiossemicarbazonas produzidas na etapa anterior foram usadas no
procedimento final de obtencdo dos derivados, a partir da reagdo com distintos reagentes

(discriminados na metodologia da se¢do quimica).
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4.1.1 Caracterizacao estrutural dos derivados indol-tiazolicos

No intuito de elucidar a estrutura quimica dos novos derivados LQIT/JF’s sintetizados,
foram realizadas analises de Espectrometria de Massas, Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de Hidrogénio (*H) e de Carbono (**C) e infravermelho (1V). Nos espectros de RMN,
0s deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm. A multiplicidade dos sinais esta
representada por: simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t) e multipleto (m) e
as constantes de acoplamento (J) estdo expressas em Hertz (Hz). A espectroscopia de IR
revelou bandas e estiramentos caracteristicos relativos aos nucleos indol e tiazol. J& a
espectroscopia de RMN elucidou os hidrogénios e carbonos da estrutura dos nossos
compostos. A espectrometria de massas serviu como ferramenta na caracterizacdo da massa
molecular dos compostos obtidos. Para uma melhor anélise, escolhemos o composto JF-251
para discorrer sobre a sua caracterizagao estrutural.

O espectro de RMN H do composto JF-251 (Figura 30) revelou sinais referentes as
porcdes aromaticas (indol, naftil, p-bromofenil) presentes na regido de 7,10 ppm a 11,45 ppm.
Além disso, foi possivel constatar a presenca de sinais diagnosticos para a formacdo do
nacleo tiazolico, sao eles: singleto em 6,76 ppm (destaque em azul), relativo ao CH do ndcleo
tiazol e outro singleto em 8,14 ppm (destaque em vermelho), relacionado ao hidrogénio da
porcdo azometinica (N=CH). Vale ressaltar ainda a auséncia do singleto em torno de 9,47
ppm (relativo ao intermediario tiossemicarbazona), que confirma o processo de ciclizacdo
(OLIVEIRA et al., 2017).
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Figura 30. Espectro de RMN *H do composto JF-251.
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Por sua vez, o espectro de RMN 3C (Figura 31) indicou os sinais diagndsticos da
formacédo do nucleo tiazol, sendo eles: 101,5 ppm referente ao C5 (CH, destaque em azul) e

169,9 ppm, relacionado ao C2 (N=C-S, destaque em vermelho).

Figura 31. Espectro de RMN 3C do composto JF-251.
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De modo complementar, a presenca de algumas funcdes organicas foram verificadas a
partir da espectroscopia de IV que apresentou as seguintes bandas de absorcdo: 3106 cm™
(NH), 1581 cm™ (CN) e 1540 cm™ (CS), indicadas na Figura 32, a seguir.

Figura 32. Espectro de infravermelho do composto JF-251.
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A espectrometria de massa apontou uma correspondéncia significativa entre a massa
calculada do composto JF-251 (523,5395) e aquela obtida (523,848), conforme o espectro
mostrado na Figura 33 abaixo:
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Figura 33. Espectro de massas do composto JF-251.
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4.1.1.1 Dados espectroscopicos, espectrométricos e fisico-quimicos dos derivados indol-

tiazolicos

4.1.1.1.1 (E) -2 - (((E) - (1H-indol-3-il) metileno) hidrazinilideno) - 4-metil-3- (naftalen-1-il) -
2,3-di-hidrotiazol-5-carboxilato (JF-249)

O/
\N,N\Yizz)zo
.

N
H

Composto JF-249 obtido na forma solida e de cor amarelada (C2sH20N402S).

Rendimento: 65%. Faixa de fusdo: 249-251°C. Rf 0,63 (n- hexano/acetato de etila, 1:1).
RMN *H (300 MHz, DMSO-dg): & ppm: 3,88 (s, 3H, OCHs3), 6,86 (s, 1H, CH), 7,38 (dd, J =
2,4 Hz/ 8,7 Hz, 1H, CH do indol), 7,46 (d, J = 8,4 Hz, 1H, CH do indol), 7,55-7,83 (m, 5H,
CH do naftil; 2H, CH do indol), 8,07-8,15 (m, 2H, CH do naftil), 8,39 (s, 1H, N=CH), 8,40
(d,J=1,8Hz, 1H, CH do indol), 11,94 (s, 1H, NH do indol).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm: 52,5 (OCHgs), 110,9 (CH), 113,8 (C, naftil), 114,2
(CH, indol), 115,0 (C, tiazolidinona), 122,3 (CH, naftil), 124,1 (CH, indol), 125,4 (CH,
indol), 125,7 (CH, naftil), 126,0 (CH, naftil), 127,2 (CH, naftil), 127,4 (CH, naftil), 128,3
(CH, indol), 129,2 (CH, naftil), 129,8 (C, naftil), 131,0 (CH, indol), 133,8 (C, indol), 134,3
(C, indol), 135,9 (C, indol), 141,6 (C, naftil), 155,8 (C, N=CH), 157,0 (N-C=0), 164,4 (C,
C=0), 165,7 (S-C-N).

IV (KBr, cm™): 3335 (NH), 1700 (C=0), 1529 (C=S), 1574 (C=N).

MS (M+1): calculado = 454.5435; encontrado = 454.347.

41112 (E)-2- ((E) -2 - (((E) - (1H-indol-3-il) metileno) - hidrazinilideno) -3- (naftalen-1-
il) -4-oxotiazolidin-5- ilideno) acetato (JF-250)

Composto JF-250 obtido na forma sélida e de cor amarelada (C26H20N403S).

Rendimento: 84%. Faixa de fusdo: 261-263°C. Rf 0,59 (n- hexano/acetato de etila, 1:1).
RMN !H (300 MHz, DMSO-ds): & ppm: 11.86 (s, 1H, inddlico), 8.58 (s, 1H, iminico), 8.18-
8.21 (m, 1H, inddlico), 7.94 (d, 1H, J= 2.4 Hz, inddlico), 7.63 (t, 3H, J= 8.10 Hz, fenilico),
7.52 — 7.24 (m, 8H, inddlico/naftilico/fenilico/tiazolinicos e vinilico), 3.44 (q, 2H, J= 7.2 Hz,
etilico), 1.05 (t, 3H, J= 7.2 Hz, etilico).

RMN 33C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm: 165.44 (Cq), 164.45 (Cq), 156.48 (Cq), 156.26
(CH), 141.83 (Cq), 137.23 (Cq), 133.86 (Cq), 133.45 (Cq), 131.10 (CH), 129.83 (Cq), 129.25
(Cq), 128.38 (CH), 127.46 (CH), 127.23 (CH), 126.69 (CH), 125.79 (CH), 124.36 (CH),
122.98 (CH), 122.38 (CH), 121.69 (CH), 121.13 (CH), 115.07 (CH), 112.24 (CH), 111.42
(CH), 61.46 (CH2) e 14.07 (CHs3).

IV (KBr, cm™): 3395 (NH), 1716 (C=0), 1530 (C=S), 1578 (C=N).

MS (M+1): calculado = 468.5270; encontrado = 468.978.
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41.1.1.3 (E) -2- (((E) - (1H-indol-3-il) metileno) hidrazinilideno) -4- (4-bromofenil) -3-
(naftalen-1-il) -2,3-di-hidrotiazol (JF-251)

H
QQ Br

Composto JF-251 obtido na forma solida e de cor amarelada (C2sH19BrN4S).

Rendimento: 72%. Faixa de fusdo: 249-250°C. Rf 0,64 (n- hexano/acetato de etila, 1:1).
RMN H (300 MHz, DMSO-ds): & ppm: 6,76 (s, 1H, CH do tiazol), 7,10 (d, J = 7,2 Hz, 2H,
CH do p-bromofenil), 7,17-7,20 (m, 2H, CH do naftil), 7,30 (d, J = 8,1 Hz, 2H, CH do p-
bromofenil), 7,40-7,43 (m, 1H, CH do indol), 7,52-7,58 (m, 5H, CH do naftil), 7,61-7,66 (m,
1H, CH do indol), 7,95-8,00 (m, 2H, CH do naftil), 8,14 (s, 1H, N=CH), 8,26-8,29 (m, 1H,
CH do indol), 11,45 (s largo, 1H, NH do indol).

RMN 1C (75 MHz, DMSO-ds): 6 ppm: 101,5 (CH, tiazol), 112,3 (CH, indol), 120,4 (CH, p-
bromofenil), 121,7 (CH, indol), 121,9 (C, p-bromofenil), 122,4 (CH, naftil; C, p-bromofenil),
124,3 (CH, p-bromofenil), 125,6 (C, naftil), 126,4 (CH, naftil), 127,3 (CH, naftil), 128,2 (CH,
naftil), 128,3 (CH, indol), 129,0 (CH, naftil), 129,6 (C, naftil), 130,0 (C, indol; CH, naftil),
130,1 (CH, indol), 133,8 (C, indol), 134,2 (C, naftil), 137,0 (C, indol), 139,1 (C, tiazol), 148,7
(N=CH), 166,9 (C, S-C-N).

IV (KBr, cm?): 3106 (NH), 1540 (C=S), 1581 (C=N).

MS (M+1): calculado = 523.4463; encontrado = 523.848.

4.1.1.1.4 (E) -2- (((E) - (1H-indol-3-il) metileno) hidrazinilideno) -3- (naftalen-1- il) -4-fenil-

2,3-di-hidrotiazol (JF-252)
N__S
| N
N
O
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Composto JF-252 obtido na forma solida e de cor marrom claro (C2gH2oN4S).

Rendimento: 95%. Faixa de fusdo: 264-265°C. Rf 0,41 (n- hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN 1H (300 MHz, DMSO-ds): 6 ppm: 11.64 (s, 1H, inddlico), 8.49 (s, 1H, inddlico), 8.13
(s, 1H, iminico), 7.95 (d, 2H, J= 8.4 Hz, naftilico), 7.71 (d, 1H, J= 9.3 Hz, inddlico), 7.62 (d,
1H, J= 7.8 Hz, naftilico), 7.60 (t, 1H, J= 7.5 Hz, naftilico) 7.57 (d, 1H, J= 7.5 Hz, naftilico),
7.55 (d, 2H, J= 7.8 Hz), 7.42 — 7.31 (dd, 2H, J= 8.7 Hz, inddlico), 7.17 — 7.08 (m, 6H,
fenilico/inddlico), 6.75 (s, 1H, tiazolinicos).

RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds): 6 ppm: 101,5 (CH, tiazol), 112,3 (CH, indol), 120,4 (CH,
p-bromofenil), 121,7 (CH, indol), 121,9 (C, p-bromofenil), 122,4 (CH, naftil; C, p-
bromofenil), 124,3 (CH, p-bromofenil), 125,6 (C, naftil), 126,4 (CH, naftil), 127,3 (CH,
naftil), 128,2 (CH, naftil), 128,3 (CH, indol), 129,0 (CH, naftil), 129,6 (C, naftil), 130,0 (C,
indol; CH, naftil), 130,1 (CH, indol), 133,8 (C, indol), 134,2 (C, naftil), 137,0 (C, indol),
139,1 (C, tiazol), 148,7 (N=CH), 166,9 (C, S-C-N).

IV (KBr, cm™): 3107 (NH), 1542 (C=S), 1603 (C=N).

MS (M+1): calculado = 444.5502; encontrado = 444.311.

4.1.1.1.5 (E) -2- (((E) - (5-bromo-1H-indol-3-il) metileno) - hidrazinilideno) -4-metil-3-
(naftalen-1-il) -2,3-di-hidrotiazol -5-carboxilato (JF-253)
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Composto JF-253 obtido na forma solida e de cor alaranjada (C26H2:BrN4O>S).

Rendimento: 85%. Faixa de fusdo: 238°C. Rf 0,50 (n- hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN H (300 MHz, DMSO-ds): & ppm: 3,87 (s, 3H, OCHs3), 6,86 (s, 1H, CH), 7,45-7,48 (m,
1H, CH do indol), 7,55-7,78 (m, 5H, CH do naftil; 2H, CH do indol), 8,07-8,14 (m, 2H, CH
do naftil), 8,22 (d, J = 2,0 Hz, 1H, CH do indol), 8,39 (s, 1H, N=CH), 11,74 (s, 1H, NH do
indol).
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RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm: 52,7 (OCH3s), 111,5 (CH), 114,8 (CH, indol), 115,5
(C, tiazolidinona), 122,4 (CH, naftil), 122,8 (C, indol), 125,1 (CH, naftil), 125,91 (CH, indol),
125,98 (CH, naftil), 126,8 (CH, naftil), 127,3 (CH, naftil), 127,5 (CH, naftil), 128,5 (CH,
indol), 129,3 (CH, naftil), 129,9 (C, naftil), 131,1 (CH, indol), 133,5 (C, indol), 133,9 (C,
indol), 135,7 (C, indol), 142,7 (C, naftil), 156,4 (C, N=CH), 156,5 (N-C=0), 164,5 (C, C=0),
166,3 (S-C-N).

IV (KBr, cm?): 3059 (NH), 1722 (C=0), 1528 (C=S), 1604 (C=N).

MS (M+1): calculado = 533.4395; encontrado = 533.376.

41116 (E) -2- ((E) -2- (((E) - (5-bromo-1H-indol-3-il) metileno) hidrazinilideno) -3-
(naftalen-1-il) -4- oxotiazolidin-5-ilideno) acetato (JF-254)

Br )
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Composto JF-254 obtido na forma solida e de cor amarelada (C26H19BrN4O3S).

Rendimento: 88%. Faixa de fusdo: 232-233°C. Rf 0,60 (n- hexano/acetato de etila, 1:1).
RMN H (300 MHz, DMSO-dg): & ppm: 1,34 (t, J = 7,2 Hz, 3H, OCHs3), 4,35 (g, J = 6,9 Hz,
2H, CH>), 6,83 (s, 1H, CH), 7,38 (d, J = 2,4 Hz/ 8,7 Hz, 1H, CH do indol), 7,45 (d, J = 9,0
Hz, 1H, CH do indol), 7,57-7,79 (m, 5H, CH do naftil; 1H, CH do indol), 7,83 (d, J = 3,0 Hz,
1H, CH do indol), 8,07-8,15 (m, 2H, CH do naftil), 8,38 (s, 1H, CH do indol; 1H, N=CH),
11,94 (d, J = 2,1 Hz, NH do indol).

RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm: 14,2 (OCHg), 61,4 (CH), 110,9 (CH), 113,8 (C,
naftil), 114,2 (CH, indol), 115,4 (C, tiazolidinona), 122,4 (CH, naftil), 124,0 (CH, indol),
125,5 (CH, indol), 125,8 (CH, naftil), 126,0 (CH, naftil), 126,7 (CH, naftil), 127,2 (CH,
naftil), 127,4 (CH, naftil), 128,3 (CH, indol), 129,2 (CH, naftil), 131,0 (CH, indol), 133,8 (C,
indol), 134,4 (C, indol), 135,9 (C, indol), 141,3 (C, naftil), 155,8 (N=CH), 156,9 (C, N-C=0),
164,4 (C, C=0), 165,2 (C, S-C-N).

IV (KBr, cm™): 3328 (NH), 1696 (C=0), 1542 (C=S), 1063 (C=N).

MS (M+1): calculado = 547.4231; encontrado = 548.803.

O

N 0
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4.1.1.1.7 (E) -2- (((E) - (5-bromo-1H-indol-3-il) metileno)-hidrazinilideno) -4- (4-bromofenil)
-3- (naftalen-1-il) -2,3-di-hidrotiazol (JF-255)
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Composto JF-255 obtido na forma sélida e de cor verde claro (C2sH1gBraNa4S).

Rendimento: 60%. Faixa de fusdo: 285-286° C. Rf 0,47 (n- hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN H (300 MHz, DMSO-dg): & ppm: 6,75 (s, 1H, CH), 7,10 (d, J = 9,0 Hz, 2H, CH do p-
bromofenil), 7,18-7,21 (m, 1H, CH do indol), 7,29 (d, J = 8,1 Hz, 2H, CH do p-bromofenil),
7,41-7,44 (m, 1H, CH do indol), 7,52-7,69 (m, 5H, CH do naftil; 1H, CH do indol), 7,95-7,99
(m, 2H, CH do naftil), 8,15 (s, 1H, N=CH), 8,27-8,30 (m, 1H, CH do indol), 11,45 (s largo,
1H, NH do indol).

RMN 23C (75 MHz, DMSO-dg): & ppm: 101,5 (CH), 111,8 (CH, indol), 112,4 (CH, indol),
120,4 (CH, p-bromofenil), 121,8 (C, p-bromofenil), 122,0 (CH), 122,4 (CH, naftil), 122,5 (C,
p-bromofenil), 124,4 (CH, p-bromofenil), 125,6 (CH, naftil), 127,4 (CH, naftil), 128,3 (CH,
indol), 129,1 (CH, naftil), 129,7 (C, naftil), 130,0 (C, indol), 130,1 (C, naftil), 130,2 (CH,
naftil), 131,0 (CH, indol), 133,9 (C, indol), 134,2 (C, naftil), 137,0 (C, indol), 139,1 (C,
indol), 148,7 (N=CH), 166,9 (S-C-N).

IV (KBr, cm?): 3107 (NH), 1540 (C=S), 1604 (C=N).

MS (M+1): calculado = 602.3423; encontrado = 603.3764
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4.1.1.1.8 (E) -2- (((E) - (5-bromo-1H-indol-3-il) metileno) - hidrazinilideno) -3- (naftalen-1-
il) -4-fenil-2,3-di-hidrotiazole (JF-256)
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Composto JF-256 obtido na forma sélida e de cor verde claro (C2gH19BrNsS).

Rendimento: 60%. Faixa de fusdo: 297° C. Rf 0,55 (n- hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN H (300 MHz, DMSO-de): & 11.44 (s, 1H, indolico), 8.29 (m, 1H, inddlico), 8.14 (s,
1H, iminico), 7.95 (t, 2H, J= 7.5 Hz, naftilico), 7.69 (d, 1H, J= 6.3 Hz, inddlico), 7.60 — 7.51
(m, 5H, inddlico/naftilico/fenilico), 7.43 — 7.41 (m, 1H, inddlico), 7.21 — 7.07 (m, 6H,
fenilico/inddlico), 6.69 (s, 1H, tiazolinicos).

RMN BC (75 MHz, DMSO-ds): & 167.14 (Cq), 148.55 (CH), 140.34 (Cq), 137.02 (Cq),
134.50 (Cq), 133.87 (Cq), 130.84 (CH), 130.34 (CH), 130.01 (Cq), 128.89 (Cq), 128.38 (CH),
128.32 (CH), 128.23 (CH), 127.99 (CH), 127.69 (CH), 127.25 (CH), 126.40 (CH), 125.59
(CH), 124.41 (Cq), 122.62 (CH), 122.40 (CH), 121.99 (Cq), 120.36 (CH), 112.43 (Cq),
111.76 (CH), 100.70 (CH).

IV (KBr, cm™): 3483 (NH), 1552 (C=S), 1599 (C=N).

MS (M+1): calculado = 523.4463; encontrado = 524.377.

N
H

41119 (E) -2- (((E) - (1H-indol-3-il) metileno) hidrazinilideno) -4- (4- clorofenil) -3-
(naftalen-1-il) -2,3-di-hidrotiazol (JF-257)

H
<5,
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Composto JF-257 obtido na forma solida e de cor amarelo escuro (C2gH19CIN4S).
Rendimento: 78%. Faixa de fusdo: 149-150° C. Rf 0,67 (n- hexano/acetato de etila, 8:2).
RMN H (300 MHz, DMSO-ds): Em analise.

RMN 13C (75 MHz, DMSO-dg): Em analise.

IV (KBr, cm?): 3347 (NH), 1531 (C=S), 1599 (C=N).

MS (M+1): calculado = 478.9953; encontrado = 479.802.

4.1.1.10 (E) -2- (((E) - (5-bromo-1H-indol-3-il) metileno) - hidrazinilideno) -4- (4-clorofenil)
-3- (naftalen-1-il) -2, 3-di-hidrotiazol (JF-258)

Br

N

N Y
D=

Composto JF-258 obtido na forma sélida e de cor amarelada (C2sH1sBrCIN4S).
Rendimento: 83%. Faixa de fusdo: 189-190° C. Rf 0,67 (n- hexano/acetato de etila, 8:2).
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): Em analise.

RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg): Em analise.

IV (KBr, cm1): 3347 (NH), 1531 (C=S), 1599 (C=N).

MS (M+1): calculado = 557.8913; encontrado = 558.746.

N
H

4.2 SECAO BIOLOGICA
4.2.1 Estudos espectroscopicos de interagdo com o ctDNA
4.2.1.1 Ensaios espectroscépicos de absor¢do UV-vis
Inicialmente, foi realizada uma varredura de absor¢édo de todos 0s compostos-testes na

auséncia do ctDNA, a fim de analisar o comportamento absortivo de cada um destes no
sistema tamponado em Tris HCI (0,1 M; pH 7,6), os quais apresentaram absor¢do numa faixa
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de comprimento de onda entre 300-420 nm, 0 que ja era presumido por se tratar de
substancias cuja estrutura quimica € constituida, entre outras caracteristicas, de anéis
aromaticos, heterociclos insaturados e com grupos de atomos portadores de pares de elétrons
desemparelhados (KUMAR, 2006; LAKOWICZ, 2006). Os comprimentos de onda e a
eficiéncia da absorcdo dependem tanto da estrutura da molécula como do meio onde esta a
molécula, fazendo da espectroscopia uma ferramenta Util para caracterizar pequenas e grandes
macromoléculas, bem como efetuar estudos de interacdo entre estas (ANEJA et al., 2018;
GANESHPANDIAN et al., 2014; LAFAYETTE et al., 2017; SALEM et al., 2016; WANG et
al., 2011).

A partir disto, foram realizados os estudos de interacdo dos LQIT/JFs na presenca de
guantidades crescentes de ctDNA (0-100uM), onde foram observadas alteracbes espectrais
nos comportamentos absortivos dos compostos, desvelando a ocorréncia dos efeitos: (a)
hipocrémico, correspondente a uma diminuicdo no perfil absortivo (GAO et al., 2010), (b)
hipercromico, definido como o aumento da intensidade absortiva (SHAHABADI; HEIDARI,
2012), (c) batocrémico, observado quando hd mudancas de maximos de absorcdo para um
comprimento de onda mais longo (regido do desvio para o vermelho) (JANOVEC et al.,
2011) e (d) hipsocrémico, quando h& deslocamento do méaximo de absor¢do para menor
comprimento de onda (regido do desvio para o azul) (JANNESARI et al., 2013). Estes efeitos
podem indicar a formacdo do complexo DNA-ligante, bem como ajudar na elucidacdo do
mecanismo responsavel pelo processo de interacdo de moléculas pequenas com o DNA,
através do envolvimento de uma forte interacdo do empilhamento entre os pares de bases de
DNA com um ligante (ALMEIDA et al., 2015; BHATTACHARJEE et al., 2018; HANYU et
al., 2012; JANGIR et al., 2011; KARAMI et al., 2017; LIU et al., 2018; QAIS; AHMAD,
2017; SANl et al., 2018; TIAN et al., 2017).

Todos os comprimentos de onda de maxima absor¢do dos compostos livres e ligados,
bem como outros dados espectrofotométricos dos derivados LQIT/JF’s, podem ser
observados na Tabela 1.



76

Tabela 1. InformacGes espectroscopicas de absor¢do UV-vis dos compostos LQIT/JF’s livres e conjugados ao
ctDNA

Derivado I;;\T?)é ”)é”;Z‘O AL Hipercromismo  Hipocromismo Kb
m)  (nm) (nm) (%0)? (%)° (M)
JF-249 313 309 04 64.34 - 1.24x10°
JF-250 317 316 01 28 - 2.55x10°
JF-251 364 358 06 - 4.72 2.08x10°
JF-252 367 366 01 23.63 - 6.99x10°
JF-253 325 320 05 62 - 6.89x10°
JF-254 311 311 - 21.71 - 1.36x10°
JF-255 360 360 - 65.82 - 3.12x10°
JF-256 348 363 15 71.87 - 1.11x10°8
JF-257 422 410 12 - 23.80 5.10x10°
JF-258 411 384 27 17.30 - 8.52x10*

@Hipercromismo resultante da formagao de complexo entre os derivados LQIT/JFs e 100 uM de ctDNA em
comparacdo com os ligantes livres.
PHipocromismo resultante da formagdo de complexo entre os derivados LQIT/JFs e 100 uM de ctDNA em
comparacdo com os ligantes livres.

Em consonancia com a tabela acima, pode-se observar que os Unicos casos de
hipocromismo foram apresentados pela interacdo dos compostos JF-251 e o JF-257 com o
ctDNA, os quais tiveram suas caracteristicas espectrais de absorcéo alteradas, apresentando
uma diminuicdo do perfil absortivo de 4.72% e 23.80%, respectivamente. O efeito
hipocrémico € geralmente atribuido a interacdo entre o estado eletrénico do complexo e as
bases do DNA (ALEKSI; KAPETANOVIC, 2014; BAS et al., 2018; KOVVURI et al., 2017).
A insercdo dos halogénios bromo e cloro na posicdo para do anel aromético do benzeno, na

porcdo lateral do nucleo tiazdlico, foi crucial a ocorréncia deste efeito espectroscépico,
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provavelmente devido & interacdo destes substituintes com a dupla hélice do ctDNA, através
de fortes interacGes hidrofobicas ou ndo-covalentes entre os estados eletrénicos do cromoforo
e os pares de bases do DNA, levando a uma diminui¢do na energia de transi¢do ©= — m*, 0 que
pode ter afetado as propriedades absortivas destes derivados, minimizando sua absorbancia
(GANESHPANDIAN et al., 2014; LI et al., 2010; RESCIFINA et al., 2014; SIRAJUDDIN;
ALI; BADSHAH, 2013; YU et al., 2017).

Foi verificado também que em ambos 0s casos acima mencionados ocorreu o efeito
hipsocrémico (desvio do pico maximo de absorcao para a regido do azul) com uma variagédo
do pico de absor¢do de 06 nm e 12 nm para os JF-251 e JF-257, respectivamente. Esse
resultado indica, por sua vez, a importancia do substituinte p-cloro-benzilideno para a
decorréncia de um desvio para o azul mais acentuado quando comparado ao substituinte p-
bromo-benzilideno do JF-251, provavelmente devido ao fato do 4&tomo cloro ter aumentado as
propriedades hidrofobicas do ligante. Além disso, o referido halogénio pode conduzir o
ligante a um dipolo ligeiramente alterado, aumentando assim as interagGes dipolo-dipolo no
local de ligacdo, podendo operar como um aceitador de ligacdo de hidrogénio (ALMEIDA et
al., 2015; BENNER; IHMELS; PITHAN, 2014).

Além do efeito hipocrébmico ter sido menor para o JF-251, é possivel verificar que a
contante de afinidade (Kb) também foi menor para este derivado, indicando uma menor
interacdo com o ctDNA quando comparado ao JF-257. As constantes calculadas para estes
compostos foram 2.08 x 10° e 5.10 x 10°, respectivamente. A explicagdo pode estar no fato do
JF-251 possuir um atomo de bromo na posi¢do para do anel benzénico, pois, por se tratar de
um atomo muito volumoso, é capaz de diminuir a interacdo com o ctDNA em virtude de um
impedimento estérico (LAFAYETTE et al., 2017), resultado este indicativo de uma melhor
afinidade do ctDNA com um p-cloro-benzilidino (JF-257) do que com um p-bromo-
benzilideno (JF-251).

Tais resultados corroboram os achados de (ALMEIDA et al., 2015), haja vista 0s
valores das constantes de afinidade encontrados para os mesmos substituintes acoplados a
derivados de acridina-tiossemicarbazona que foram de 1 x 108 para o p-cloro-benzilideno e de
9.91x10* para o p-bromo-benzilideno, comprovando uma afinidade do ctDNA mais elevada
pelo substituinte cloro em relacdo ao bromo, afetando positivamente a habilidade do ligante
de interagir com o ctDNA.

A vista dos resultados supracitados concernentes ao efeito hipocrémico com desvio do
méaximo de absor¢do para o azul (efeito hipsocrémico), bem como pelo valores encontrados

para as constantes de afinidade dos derivados JF-251 e JF-257 para com o ctDNA, através das
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titulagdes realizadas pela técnica espectroscopica de absorcdo UV-vis, infere-se que 0 modo
de interagdo desses compostos com o ctDNA é por via ligagdo aos sulcos, mediante interacdo
de van der Waals e interacdo de ligacdo de hidrogénio (interacdes hidrofébicas ou néo-
covalentes), na formacdo do complexo ctDNA-ligante, cujos comportamentos espectrais
apresentados sdo similares aos descritos na literatura para esse modelo de interacdo
(ALMEIDA et al., 2017; NEPALI et al., 2014; REHMAN et al., 2015; RESCIFINA et al.,
2014; SAMA et al., 2018; SHI et al., 2015; WANG et al., 2018; ZHU et al., 2014).

Continuando a analise da interacdo dos derivados indol-tiazolicos com o ctDNA, ainda
com respaldo na Tabela 1, podemos observar a ocorréncia do efeito hipercromico (ampliacéo
da absorcdo de luz dos compostos-testes) em concentragOes crescentes do ctDNA para a
maior parte dos compostos testados, exibindo uma ordem crescente de hipercromia na
sequéncia 258 < 254 < 252 < 250 < 253 < 249 < 255 < 256. Ambos efeitos, hipercromico e
hipocrémico sdo caracteristicos das alteragdes na conformacéo da estrutura da dupla hélice do
DNA apos a interacdo com os ligantes (LAFAYETTE et al., 2013). O modo intercalativo de
ligacdo é caracterizado por hipocromismo e alteracdo do comprimento de onda para a regido
do vermelho, indicando uma forte interacdo de empilhamento entre os pares de base do DNA
e o cromoforo aroméatico dos compostos (HAQUE et al., 2018; PARVEEN et al., 2016;
PAWAR; OTTOOR, 2018; SANKARGANESH et al., 2018; SILVA et al., 2013; TOKALA
et al., 2018; WANG et al., 2018, 2011; ZHOU et al., 2018), enquanto hipercromismo com
pouco ou nenhum desvio para o vermelho estd associado a ligacdo eletrostatica ou por
interacdo ao sulco (maior ou menor) do DNA (ANEJA et al., 2018; SAMA et al., 2018;
SHAHABADI; MAGHSUDI, 2014; ZHOU et al., 2018).

O hipercromismo observado pode ter surgido devido a varias interacdes nao
covalentes, cujo aumento da intensidade de absorcdo apds a adicdo de concentragdes
crescentes do ctDNA pode ser associado a uma maior exposicao dos elétrons, ou seja, uma
reducdo do empilhamento de bases desta biomolécula, demonstrando se tratar de uma
interacdo ndo-intercalativa, porquanto as caracteristicas exibidas apontam uma interacdo no
sulco menor no ctDNA, em circunstancia de uma sobreposicdo dos estados eletrdnicos do
cromoforo da molécula com as bases nitrogenadas dos sulcos desta biomolécula (ALI et al.,
2018b; KARAMI et al., 2017; QAIS; AHMAD, 2017; STANICOVA; VEREBOVA; BENES,
2018).

Pode-se notar que o derivado que exibiu um maior efeito hipercrémico foi o JF-256
(Figura 34), com 71.87%, apresentando também um deslocamento do pico méaximo de

absorcdo para a regido do vermelho (efeito batocrémico) com uma variacdo de 15 nm,
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indicando uma maior estabilidade do complexo ctDNA-ligante. Esses resultados demonstram
que a insercdo do substituinte benzeno ao nucleo do tiazol, bem como a adi¢do de um bromo
ao nucleo inddlico foram cruciais a modificacdo da estrutura da dupla hélice, resultando em
maior exposicao dos elétrons dos compostos, bem como na reducdo do empilhamento destes,
sinais estes indicativos de uma interacdo nos sulcos do ctDNA (ARSHAD et al., 2017
IKHLAS; AHMAD, 2018; PARVEEN et al., 2016).

Figura 34. Espectros de absor¢do do LQIT/JF-256 na presencga de quantidades crescentes do ctDNA. [DNA] =
0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. As setas (1) e («) sao referentes aos efeitos hipercrdmico e hipsocrémico,
respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo de DNA,
conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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A ocorréncia desses efeitos corroboram os achados de Mirzaei-Kalar (2018), os quais
realizaram um estudo de interacdo do farmaco atorvastatina com o0 DNA, atraves de técnicas
espectroscopicas como absor¢do UV-vis e emissdo fluorescente, além da viscosidade. Pela
técnica de absorcdo de luz, os resultados revelaram também os efeito hipercrémico (18%) e
batocromico (AA = 8 nm), a partir dos quais foi proposto o0 modo de interagdo do complexo
ctDNA-atorvastatina por via ligagédo estavel no interior dos sulcos.

Ainda nessa pespectiva, foi observado que a maioria dos compostos que apresentaram
hipercromia, também apresentaram desvio do pico méximo de absor¢do para a regido do azul
(efeito hipsocrémico), com excecdo do JF-254 e JF-255 que ndo apresentaram desvio nem
para a regido do azul nem para a regido do vermelho (permanecendo em 311 nm e 360 nm,
respectivamente) e do JF-256 que apresentou efeito batocromico. Portanto, a ordem crescente

de hipsocromia, em nm, permaneceu da seguinte forma: 250 =252 (AL =01) <249 (AL =04)
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<253 (AL=05) <256 (AL =15) <258 (AL = 27). Percebe-se que 0 composto que apresentou
maior efeito hipsocromico foi o JF-258, indicando a relevancia da insergcéo do substituinte p-
cloro-fenil acoplado ao nucleo tiazolico, bem como um bromo ao ndcleo do indol para a
geracdo desse efeito, uma vez que a presenca desses halogénios conjugados a estes grupos
farmacofdricos foram cruciais a deslocaliza¢do do pico de absor¢do para uma menor faixa de
absorcéo de UV.

O efeito acima relatado, provavelmente, ocorre devido a presenca de elementos
quimicos portadores de pares de elétrons livres, os quais interagem com os elétrons em
ressonancia dos aneis aromaticos, aumentando a densidade eletrénica destes nucleos,
causando um desenrolamento da dupla hélice, bem como o seu desempilhamento,
consequente e concomitantemente, expondo as bases nitrogenadas, mediante o
estabelecimento de ligacGes de hidrogénio ou ligacbes de van der Waals, comportamentos
estes atrelados a uma interagdo via sulco (GUP; GOKCE; DILEK, 2015; KRISHNA et al.,
2018; RAJALAKSHMI et al., 2011).

No que diz respeito ao célculo do Kb, que revela a intensidade da afinidade do ctDNA
por um determinado ligante, a ordem crescente, considerando todos os dez derivados
LQIT/JF’s, ficou determinada conforme a seguinte sequéncia: 258 < 251 < 257 <253 <256 <
249 < 254 < 250 < 255 < 252. Logo, verifica-se que o derivado JF-252 apresentou a maior
constante de afinidade com o ctDNA quando comparado com os demais, alcancando o valor
6.99 x 108, sugerindo a importancia do anel fenilico acoplado ao anel do tiazol, bem como do
nacleo inddlico ndo substituido. Sugere-se que este composto € capaz de induzir uma
mudanca na conformagdo helicoidal da estrutura do ctDNA, mediante a formagdo do
complexo ctDNA-ligante com extensa forga, possivelmente devido a ocorréncia do efeito de
ressonancia, peculiar dos aromaéticos que proporciona uma transferéncia de cargas,
promovendo a reatividade do nucleo tiazélico e consequente estabilizagdo da interacdo com o
CtDNA, supostamente, através de ligacbes hidrofébicas. Compostos contendo anéis
aromaticos tipicos, como pirrol, furano ou benzeno como cadeia lateral com liberdade de
torgcéo, podem se ligar ao sulco do DNA, produzindo pouco ou nenhum rearranjo estrutural da
hélice do DNA, ao contrario dos intercaladores, caracteristicas essas norteadoras de um modo
de interacdo deste derivado nos sulcos do ctDNA (ALEKSI; KAPETANOVIC, 2014).

Resultados semelhantes foram encontados por Oliveira et al. (2017) cujo composto
que apresentou o maior valor calculado de Kb com o ctDNA foi o portador de um naftil como
substituinte de uma tiossemicarbazona. Este composto também era portador de um nucleo

indol ndo substituido similarmente ao JF-256, reforcando a importancia da presenca de aneis
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aromaticos como agentes intensificadores da afinidade com o DNA. No referido estudo
também foi usada a técnica espectroscopica de absorcdo UV-vis, entre outras. Krishna et al.
(2018) também avaliou a interacdo de trés compostos com o ctDNA, através de técnicas
espectroscopicas como a absorcdo UV-vis, obtendo constantes de afinidade também na
magnitude de 108, a partir das quais foi proposto que valores mais altos de constantes de
ligagdo podem ser ocasionados em funcdo da presenca de anéis aromaéticos, o que pode
facilitar a interagdo dos complexos com as bases do DNA através da interacdo m — 7 nao-
covalente, sugerindo, desta forma, uma interacdo dessas moléculas nos sulcos do ctDNA.

No tocante aos compostos portadores de ésteres carboxilicos, € possivel observar que
0s derivados providos do elemento bromo na posicdo 5 do indol (JF-253 e JF-254)
apresentaram uma menor capacidade de elevar suas propriedades absortivas e também uma
menor afinidade, quando expostos a quantidades crescentes de ctDNA (Tabela 1), em
comparacdo com aqueles que ndo o possuem (JF-249 e JF-250). Esse resultado indica que a
presenca do referido halogénio, na citada posi¢cdo do anel indol, desfavorece o efeito
hipercromico e a afinidade dos derivados por esta biomolécula. Ademais, 0s compostos que
possuem o etil-acetileno como substituinte (JF-250 e JF-254) apresentaram uma melhor
afinidade para o ctDNA, em comparacdo com 0s portadores do metil-acetileno (JF-249 e JF-
253), possivelmente, por possuirem mais elétrons livres, facilitando o ocorréncia do
empilhamento de elétrons m, ampliando a afinidade com esta biomacromolécula.

Contudo, o derivado JF-255 mostrou um dos maiores graus de afinidade com o
ctDNA (Kb = 3.12 x 10°), mesmo havendo a presenca do bromo tanto acoplado & posicdo 5
do indol, quanto fazendo parte do substituinte p-bromo-benzilideno ligado ao nucleo
tiazolico. Esses resultados hipotetizam o favorecimento ou ndo da adicdo de halogénios na
interacdo com o DNA, uma vez que o citado composto é semelhante ao JF-251 (Kb = 2.08 x
10°), o qual é desprovido do bromo na posi¢do 5 do indol, entretanto, também portador do
substituinte p-bromo-benzilideno. Tal caracteristica ¢ importante ao ponto de revelar uma
grande diferenca na afinidade destes compostos com o ctDNA, podendo estes halogénios
serem empregados complementarmente a fim de aumentar a afinidade da interacdo de um
ligante com o DNA, como BENNER; IHMELS; PITHAN, 2014 propuseram para o halogénio
cloro, alegando que este elemento pode aumentar as propriedades hidrofobicas do ligante.

Os demais derivados LQIT/JF’s 249, 250, 253, 254 e 255, como descrito
anteriormente, também apresentaram efeitos hipercromico e hipsocrdmico com diferentes
intensidades, indicando a formacdo do complexo ctDNA-ligante com interagdo caracteristica

de ligagéo ao sulcos.
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Pode ser observado ainda que, com excecdo do derivado JF-255, todos 0s compostos
providos de um bromo na posi¢do 5 do ndcleo inddlico, desvelaram constantes de afinidade
menores em comparagdo com 0s compostos portadores do indol ndo substituido, confirmando
os achados de LAFAYETTE et al. (2017), os quais alegaram que a presenca do &tomo bromo
na posicao 5 do anel indol diminui o poder de interacdo com o ctDNA, provavelmente devido
ao impedimento estérico representado pelo volume de bromo.

Por fim, € aceito que a dupla hélice do DNA é estabilizada pela ligacdo de pequenos
ligantes, tanto no sulco maior ou menor como nimero de liga¢bes de hidrogénio e interacdes
de van der Waals com os grupos funcionais nas bordas dos pares das bases nitrogenadas
desta biomacromolécula (GUP; GOKCE; DILEK, 2015). Os ligantes do sulco do DNA
desempenham um papel fundamental no desenho e na terapia do cancer. Grandes avangos sdo
conseguidos com a concepcdo e sintese de ligantes que interagem ao sulco menor e alguns
compostos promissores avangaram para os ensaios clinicos (ALl; BHATTACHARYA, 2014).

Ainda nesse contexto, estudos mostram que ligantes no sulco menor do DNA, por
exemplo, sdo munidos de uma maior capacidade de estabilizar suas interaces com o DNA,
por se tratarem de pequenas moléculas que chegam a proteger esta biomacromolécula do
efeito de atividades mutagénicas, mediante a ocorréncia de tal estabilidade durante a
formagéo do complexo DNA-ligante, por meio de ligacdo direta ao seu sulco (BURAKA et
al., 2014; CHANDRAN; GHOSHDASTIDAR; SENAPATI, 2012).

4.2.1.2 Ensaios espectroscopicos de emissdo fluorescente

Para confirmar o mecanismo de interagdo dos novos compostos sintetizados,
decidimos explorar a possibilidade destes derivados deslocarem a sonda fluorescente
intercalativa brometo de etidio (BE), uma vez formado o complexo EB-DNA. Os resultados

relativos a estes ensaios estdo detalhados, a seguir.

4.2.1.2.1 Estudos de competi¢cdo com o brometo de etidio (BE)

A intensidade da emissdo do BE isolado é extinta pelo(a) tampédo/agua circundante.
No entanto, na presenca de DNA, devido a sua forte intercalacdo entre os pares de base desta
biomolécula, a emissdo do complexo BE-DNA ¢ identificada. Caso algum ligante interaja

com o DNA mais fortemente que o BE, a emissao sera diminuida, em vista do deslocamento



83

do BE ou pela formagéo de um complexo ternario (GANESHPANDIAN et al., 2014; Ll et al.,
2010; SRIVASTANA et al., 2013; SURESH et al., 2018; THOTA et al., 2016).

A intensidade da fluorescéncia do aduto BE-ctDNA teve seu pico maximo em torno de
595 nm. Apos a insercdo de quantidades crescentes dos derivados ao complexo (10-100 uM),
observou-se uma atenuacdo da emissdo fluorescente nas titulagdes realizadas. Os dados
espectroscopicos emissivos dos novos derivados indol-tiazolicos livres e conjugados ao

complexo BE-ctDNA estdo detalhados na Tabela 2, seguidamente.



Tabela 2. Informagdes espectroscopicas de emissdo fluorescente dos compostos LQIT/JF’s livres e na presenca do complexo BE-ctDNA.

Amax

Amax

Bandas

Derivado (:;fr);;a (?;f;")ia Iivreb Iigad(b) (nArr);)b Exc_ELni H ipO((:g/(; ;? Ismo (I\K/Ii\;d
(nm) (nm) (hm)
JF-249 304 340 595 595 - 55 6.73 0.54x10*
JF-250 402 352 595 595 - 55 13.50 0.38x10*
JF-251 358 447 595 595 - 55 9.62 0.43x10*
JF-252 344 423 595 595 - 55 15.10 0.77x10*
JF-253 322 440 595 595 - 55 11.43 0.74x10*
JF-254 358 458 595 595 - 55 12.28 0.62x10*
JF-255 360 414 595 595 - 55 12.62 0.69x10*
JF-256 347 435 595 595 - 55 22.34 0.77x10*
JF-257 420 464 595 595 - 55 9.57 0.52x10*
JF-258 360 460 595 595 - 55 4 0.42x10*

8Dados relativos ao perfil emissivo dos compostos livres (ha auséncia do complexo BE-ctDNA).
bDados relativos ao perfil emissivo do complexo BE-ctDNA na presenca de diferentes concentragdes do compostos-testes (10-100 puM).

°Hipocromismo resultante da formacg&o da interacdo entre os derivados LQIT/JFs com o complexo BE-ctDNA em comparacdo com os ligantes livres.
dConstante de supressdo de Stern—\Volmer (Ksv) obtida com base nos dados de fluorescéncia com o ctDNA.

84



85

Considerando os dez compostos usados neste teste, podemos observar que a
diminuicdo da fluorescéncia do complexo BE-ctDNA atingiu um percentual de, no minimo,
4% para 0 JF-258 e de, no maximo, 22.34% para o JF-256 (Tabela 2), mostrando, portanto,
uma competicdo fraca dos derivados com o BE na interacdo com o ctDNA (ANITHA et al.,
2013). O potencial supressor emissivo apresentado pelos derivados LQIT/JF’s € relativamente
menor que os intercaladores de DNA j& bem reportados na literatura (NAFISI et al., 2006), 0s
quais podem minimizar a emissdo do complexo BE-DNA com percentuais maiores de
supressdo, como descrito por Almeida et al. (2016) (39%) e por Wang et al. (2013) (43.2%).

A exigua supressdo da intensidade fluorescente do sistema observado, bem como a
constatacdo de nenhum desvio do pico maximo de emissdo deve-se a trés possiveis razées
segundo Zhu et al. (2014): (a) a ligacdo do BE com os derivados pode ter acontecido,
causando a extingcdo da fluorescéncia do sistema BE-ctDNA; (b) os compostos competiram
com o BE, substituindo-o no complexo e intercalando-se ao ctDNA, logo, diminuindo a
concentracdo de BE conjugado ao DNA,; e (c) um novo complexo derivados-BE-ctDNA foi
formado como resultado da interagcdo dos compostos-testes com aduto BE-ctDNA,
conduzindo a diminuicdo da intensidade do referido complexo.

Neste trabalho, os espectros emissivos do BE na presenca dos compostos foram
analisados e foi inferido que ndo houve interagdo entre estes, pois ndo houve alteracdo na
fluorescéncia do BE, desconsiderando-se a primeira suposicdo. A segunda hipOtese seria a
mais provavel, uma vez que os derivados indol-tiaz6licos competem com o BE para ligar-se
ao DNA, acarretando na diminuicdo da fluorescéncia. Porém, sabe-se que a constante de
ligagdo do BE com o DNA é de 5.16 x 10° (GENG et al., 2013), e nenhum dos derivados
apresentou valor da constante superior a este valor (Tabela 1), refutando a ideia da
substituicdo do BE no complexo por algum dos compostos usados neste ensaio.

Desta forma, deduzimos que a terceira hipdtese € a premissa mais provavel para
explicar a supressdo fluorescente observada, de maneira que os derivados interagem com o
sistema BE-ctDNA formando um novo complexo derivados-BE-ctDNA menos fluorescente,
indicando que a ligagdo dos compostos ocorre através de interacfes nos sulcos (LAFAYETTE
et al., 2017). A ligagdo de complexos nos sulcos do DNA, em determinadas circunstancias,
pode conduzir a extin¢do da emissdo de BE (Bl; ZHANG; QIAO, 2008), o que concretiza que
os derivados analisados estdo ligados ao DNA pelo modo de liga¢do nos sulcos. Os dados
percentuais relativos ao hipocromismo do teste de supressdo fluorescente do sistema acima
mencionado podem ser analisados também na Tabela 2.

A magnitude da extincdo fluorescente do complexo BE-ctDNA foi analisada através
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da equacdo de Stern-Volmer, a partir do célculo da constante de supressdo de fluorescéncia
(Ksv) (Tabela 2), no intuito de compreender quantitativamente o comportamento da supresséo
emissiva reproduzida pelos compostos-testes. Observa-se que a ordem crescente da supressao
fluorescente do complexo supracitado, considerando os valores da Ksv de todos os derivados
LQIT/JF’s, ficou determinada consoante a sequéncia: 250 < 258 <251 <257 <249 <254 <
255 < 253 < 252 = 256. A eficiéncia do referido processo de extincdo fluorescente foi
delineado, utilizando-se das constantes de supressdo fluorescente, a partir dos valores
encontrados para a intensidade de emissdao relativa (FO/F), versus a concentracdo dos
derivados LQIT/JF (Q) (LAKOWICZ, 2006) (Figura 35).

Figura 35. Intensidade de fluorescéncia relativa dos novos derivados indol-tiazélicos LQIT/JF’s em contato com
0 complexo ctDNA-BE, em tampéo Tris-HCI (0.1 M, pH 7.6).
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Mesmo ndo havendo uma supressao fluorescente tdo enfatica dos derivados com o
complexo BE-ctDNA, o composto que, simultaneamente, apresentou a caracteristica de maior
supressor fluorescente, fato corroborado pelo Ksv, foi o derivado JF-256 (fenil n&o-
substituido, com um bromo na posic¢do 5 do anel ind6lico) cujos dados relativos ao percentual
de extingdo emissiva e a constante de supressdo fluorescente foram de 22.34% e 0.77x10%,
respectivamente, indicando que o anel fenilico ndo-substituido ligado ao ndcleo tiazdlico e o

halogénio bromo acoplado ao indol colaboraram na dissipacdo da emissdo do aduto BE-
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ctDNA, provavelmente devido a uma eficiente transferéncia de elétrons entre o ligante
excitado e as bases de ctDNA, retratando a ocorréncia da interacdo entre este derivado e o
ctDNA (ALMEIDA et al., 2015). Resultado semelhante foi encontrado por Almeida et al.
(2016), porquanto descobriram que dentre 0os composto testados, 0 que apresentou maior
supressao fluorescente quando ligado ao complexo BE-ctDNA foi um derivado também
portador de um anel benzénico ndo substituido, o qual exibiu maior taxa de hipercromismo
(13.97%), quando comparado com o outro composto usado na pesquisa.

E possivel observar na Tabela 2 que os derivados LQIT/JF’s 252 e 256 apresentaram o
mesmo valor para a constante de supressdo fluorescente (Ksv = 0.77x10%), contudo, 0 JF-256
mostrou um maior porcentual de hipocromismo (22.34%), em relagdo ao JF-252 (15.10%).
Isso indica que a presenca do bromo na posi¢do 5 do ndcleo inddlico foi crucial para ampliar
a propriedades supressoras emissivas do JF-256, provavelmente, por se tratar de um grupo
quimico estericamente volumoso. Os espectros de ambos sdo mostrados na Figura 36, a

sequir.

Figura 36. Espectros de emissdo do BE (20 pM) livre (----) e ligado ao ctDNA (100 pM) na auséncia (.....) € na
presenca dos derivados LQIT/JF’s 251, 252, 255 e 256 (—). A seta (|) mostra a diminui¢do da intensidade
sobre 0 aumento da concentracdo dos complexos (10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM) a temperatura ambiente. Inserido:
Gréfico da Supresséo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em fungdo da concentracéo do
derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Ademais, quando comparamos 0s compostos JF-251 e JF-252 (indol ndo substituido),
portadores de um bromo-p-benzilideno e de um fenil ndo substituido, respectivamente, bem
como os derivados JF-255 e JF-256 (indol substituido), portadores de um bromo-p-

benzilideno e de um fenil ndo substituido, respectivamente, averiguamos que tanto os valores
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do hipocromismo quanto das constantes de supressdo indicam que a presenga do bromo, seja
ligado ao ndcleo indol, seja acoplado ao benzeno, reduz o potencial supressor da
fluorescéncia exibida pelo complexo BE-ctDNA. Este resultado indica que a presenca de um
grupo volumoso pode afetar as propriedades supressoras de emissdo fluorescentes do referido
sistema, como observado nos estudos realizados por Faulhaber et al. (2011).

Ainda com relacdo a atuacdo dos halogénios nos efeitos supressores dos derivados
indol-tiazolicos, é observavel na Tabela 2 que a maior parte dos compostos portadores do
bromo na posic¢ao 5 do anel inddlico (LQIT/JF’s 253, 254, 255, 256 e 258) tiveram os maiores
valores percentuais de extingdo emissiva e da constante de supressdo fluorescente, o que
confirma e, ao mesmo tempo, reforca a hipétese mencionada acima sobre este halogénio, a
respeito da contribuicdo de sua propriedade quimica estérica volumosa na supressdo da
fluorescéncia do complexo BE-ctDNA.

A Unica excecdo constatada foi o JF-258 que mostrou tais valores menores quando
comparado com o JF-257 (indol ndo substituido). No entanto, ambos portam um atomo de
cloro na posicéo para do anel benzénico. E possivel observar que o derivado JF-258, portador
de ambos os halogénios, teve um menor perfil supressor emissivo, supostamente devido ao
fato de tanto o cloro quanto o bromo, em virtude da caracteristicas de ambos serem retiradores
de elétrons, diminuirem a densidade eletrdnica do composto, minimizando sua reatividade e,
consequentemente, interferindo na sua capacidade supressora emissiva do sistema BE-ctDNA
guando comparado com o JF-257, o qual porta apenas um atomo de cloro na posi¢do para do
benzeno, o que acarretou numa menor desativacdo eletrbnica do composto-teste, melhorando
sua reatividade quando comparado com o JF-258 (indol substituido), melhorando a
capacidade do derivado de suprimir a fluorescéncia do complexo BE-ctDNA.

Almeida et al. (2015) também encontraram achados similares, uma vez que, dos
compostos testados, o0 que apresentou maior perfil de supressao fluorescente foi um derivado
cloro-p-benzilideno, em relagdo a outro derivado portador de um bromo-p-benzilideno, fato
confirmado pelos dados do percentual de hipocromismo e pela constante Ksv. Ademais,
dentre os compostos testados, foi inferido que aqueles portadores de um cadeia lateral provida
de um fenil ou de um naftil apresentaram significativas diminui¢cdo de suas propriedades
emissivas quando colocadas em contato com concentragdes crescentes de ctDNA, desvelando
a importancia dos aneis aromaticos na promocao deste efeito.

Os resultados dos fendbmenos espectroscdpicos concernentes a supressdo da emissao
fluorescente, usando o BE como sonda fluorescente, representam o modo de interagdo entre

0s novos derivados indol-tiazélicos com o ctDNA, ratificando com os resultados da
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espectroscopia de absorcdo eletronica (LAFAYETTE et al., 2017). Tantos os efeitos
analisados a partir das propriedades absortivas UV-vis e fluorescentes, bem como a anélise
dos valores das constantes de afinidade (Kb) e supressdo fluorescente (Ksv) indicam a
ocorréncia de interacdo entre os novos derivados e o ctDNA atraves da ligacdo aos sulcos. Os
resultados apontam também que os composto mais eficiente na ligacdo ao ctDNA in vitro
foram os derivados LQIT/JF’s 252 (indol ndo substituido € com um fenil ndo substituido) e

256 (indol substituido e com um fenil ndo substituido).

4.2.1.3 Ensaios espectroscépicos de dicroismo circular

A analise espectral do dicroismo circular (DC) é outra técnica relevante e muito
utilizada para explorar as mudangas conformacionais induzidas na estrutura secundéria do
CtDNA a partir da interacdo de pequenas moléculas ou mesmo de farmacos com o DNA (SHI
et al., 2015; YASEEN et al., 2014). Em geral, o espectro de DC da dupla fita do ctDNA na
sua forma B destra exibe um pico na banda positiva em 275 nm, devido ao empilhamento de
bases n-m e 0 pico da banda negativa a 245 nm, devido a sua elipticidade, enquanto que o
DNA em sua forma A mostra uma banda positiva caracteristica a 260 nm e banda negativa a
210 nm (SALEM et al., 2016; ZHAO et al., 2014).

Os compostos ndo exibiram nenhum comportamento espectral consideravel pelo DC
quando livres na solugdo tampdo em Tris-HCI (pH 7.6; 0,1 M), porquanto sdo moléculas
desprovidas de quiralidade. Contudo, quando conjugados com o0 DNA promoveram alteracdes
espectrais no DC das amostras de ctDNA, as quais, inicialmente, exibiram picos nas bandas
positivas em 275 e 277 nm e nas bandas negativas em 245 e 247 (dado o fato de duas
solugdes-estoque terem sido usadas neste ensaio), como ja reportado na literatura (ALI et al.,
2018; PARVEEN et al., 2016; SARWAR et al., 2015). Ademais, os dados espectroscopicos
de DC dos novos derivados indol-tiazolicos livres e conjugados ao ctDNA estdo detalhados

na Tabela 3, seguidamente.
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Tabela 3. Informagdes espectroscopicas da interagdo dos compostos LQIT/JFs conjugados ao ctDNA pela técnica de dicroismo circular.

Amax Amax Hiper Hipo Amax Amax Hiper Hipo
. . . AN . - . - AA . -
Derivado livre ligado (nm)° cromismo cromismo livre ligado (nm)P cromismo cromismo
(hm?  (nm)? (%0)*° (%)< (nm)° (nm)° (%0)°° (%0)"
JF-249 275 275 - - 7.38 247 245 02 19 -
JF-250 277 275 02 22.45 - 245 247 02 - 53
JF-251 277 272 05 25.25 245 245 - 39.72 -
JF-252 275 276 01 - 1.74 247 248 01 16.85 -
JF-253 277 275 02 16.31 - 245 245 - - 33.35
JF-254 277 273 04 33.30 - 245 247 02 36.24 -
JF-255 275 280 05 - 12.67 247 243 04 22.25 -
JF-256 275 274 01 - 11 247 243 04 26 -
JF-257 277 276 01 33 - 245 244 01 33.96 -
JF-258 277 273 04 31.25 - 245 245 - 36.72 -

2Dados relativos a banda positiva do ctDNA antes e apés a interagdo com os compostos testes.
bDados relativos a banda negativa do ctDNA antes e ap0s a interagdo com 0s compostos testes.
®Hipercromismo resultante da formacéo do complexo entre os derivados LQIT/JFs fixados em 25 pM com 100 uM de ctDNA em comparacdo com o ctDNA livre.
dHipocromismo resultante da formagéo do complexo entre os derivados LQIT/JFs fixados em 25 uM com 100 uM de ctDNA em comparagdo com o ctDNA livre.
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Os espectros de dicroismo circular do ctDNA, fixado em 100 uM, na auséncia e na

presenca dos compostos testados fixados em 25 uM séo mostrados na Figura 37, abaixo:

Figura 37. Espectros de DC do ctDNA (100 uM) na auséncia e na presenca de todos os compostos-testes

LQIT/JF’s fixados numa concentracao de 25 puM, a temperatura ambiente.
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A partir dos dados obtidos é notdrio que os derivados testados provocaram diversos
tipos de alteracdes nos espectros de DC do ctDNA, ao passo da formacdo do complexo
ligante-ctDNA, nas condices fisioldgicas propostas, visto que apresentaram a ocorréncia dos
efeitos espectroscopicos: hipocromismo (diminuicdo do pico méaximo de absorcéo),
hipercromismo (aumento do pico maximo de absor¢do), hipsocromismo (desvio do pico
maximo de absor¢do para a regido do azul) e batocromismo (desvio do pico maximo de
absorcéo para a regido do vermelho) para ambas as bandas positiva e negativa exibidas pelo
CtDNA em sua forma destra B.

Constata-se que 0s seguintes compostos exibiram hipercromismo, em ordem
crescente: 253 <250 <251 <258 <257 <254, para a banda positiva e 252 <249 <255 <256
< 257 <254 <258 < 251, para a banda negativa. Quanto ao efeito hipocrémico, a seguinte
ordem crescente foi estabelecida: 252 < 249 < 256 < 255, para a banda positiva e 253 < 250,
para banda negativa. Quanto ao efeito hipsocromico, obtivemos a seguinte ordem crescente
dos derivados: 256 = 257 <250 = 253 <254 =258 <251, para a banda positiva e 257 <249 <
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255 = 256, para a banda negativa. Concernente ao efeito batocromico, constatou-se a seguinte
ordem crescente: 252 < 255, para a banda positiva e 252 <250 = 254, para a banda negativa.

De forma geral, os novos derivados indol-tiazolicos apresentaram alteragfes nédo téo
significativas nos espectros de DC do ctDNA, quando conjugados, com baixa porcentagem de
hipo/hipercromismo e com um minimo de perturbacdo dos picos para a direita
(batocromismo) ou para a esquerda (hipsocromismo). Sabe-se que moléculas intercalantes séo
conhecidas por perturbar os espectros de DC do DNA significativamente, enquanto ligacao
ndo-intercalativa como interacdo nos sulcos tem efeito irrelevantes nos espectros de DC do
ctDNA (HUSAIN et al., 2013).

Observa-se que 0s compostos portadores do anel benzénico, provido ou ndo do
elemento bromo na posic¢do para, JF-252, JF-255 e JF-256 apresentaram hipocromismo na
banda positiva, comportamento sugestivel da ocorréncia de um enfraquecimento na interacédo
existente entre o empilhamento das pares de bases do ctDNA (LI et al., 2013). Notou-se
também a presenca de um hipercromismo na banda negativa, com desvio para o vermelho
para os dois primeiros derivados acima mencionados, indicando um possivel desenrolamento
das hélices do ctDNA, ap6s a formacdo do complexo derivado-ctDNA (HAQUE et al., 2018).

Resultados semelhantes foram encontrados por (KOVVURI et al., 2017), os quais
investigaram o efeito de novos derivados B-carbolinicos na conformacdo do DNA através de
varias técnicas, incluindo o DC. O comportamento espectral do ctDNA também mostrou
hipocromismo na banda positiva e hipercromismo na banda negativa, com leve
batocromismo. Foi reportado que tais alteracdes espectrais foram ocasionadas em virtude do
desenrolamento da dupla hélice do ctDNA, ao interagirem com os derivados propostos,
ponderando que o batocromismo é uma indicagdo de uma boa interagdo com esta
biomacromolécula. Tais achados corroboram a importancia do nucleo indol na interacdo com
0 ctDNA, como agente facilitador da formacdo do complexo ctDNA-ligante, provocando
alteracdes na conformacao desta biomolécula.

Os compostos JF-254, JF-257, JF-258, JF-251, JF-250 e JF-253 apresentaram um
hipercromismo na banda positiva do ctDNA, causando também desvios do pico maximo de
absorcdo para o azul e para o vermelho, possivelmente, devido & estabilizacdo da forma B
destra desta biomolécula, uma vez que estudos da ligacdo de pequenas moléculas com DNA
pode resultar tanto na estabilizacdo quanto na desestabilizacdo da dupla hélice, afetando,
assim, a sua estrutura secundéaria (SALEM et al., 2016; SARWAR et al., 2017).

No tocante aos derivados JF-250 e JF-253, pode-se observar que estes, ao interagirem

com o ctDNA, acarretaram uma alteracdo no perfil espectral deste, mediante a ocorréncia do
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efeito hipercromico em ambas as suas bandas positiva e negativa, com leves desvios do pico
maximo de absor¢do para o vermelho e para o azul em ambas as bandas para o JF-250 e
desvio para o azul da banda positiva para o derivado JF-253. Nesse prisma, resultados
similares foram encontrados por Lafayette et al. (2013), cujos estudos de interacdo com o
ctDNA foram realizados usando novos derivados tiazolidinicos e imidazolidinicos, os quais
mostraram também alteracfes no perfil espectral do ctDNA com efeito hipercromico em
ambas as suas bandas, em especial um derivado portador do nucleo tiazolidinico
(analogamente ao JF-250), responsavel também por um deslocamento do pico maximo para a
regido do azul, indicando o papel significativo das tiazolidinonas na interagdo com o ctDNA,
corroborando os efeitos aqui discriminados.

A maioria dos compostos apresentou efeito hipsocrémico tanto para a banda positiva
guanto para a banda negativa, sobretudo, os compostos JF-251, JF-255 e JF-256.
Coincidentemente, dos que apresentaram efeito batocromico, os mais evidentes foram os JF-
255 e 0 JF-252, confirmando a relevancia do anel benzénico acoplado ao nucleo tiazélico e ao
nacleo indodlico, portando ou ndo um bromo na posicao para do referido anel, nas mudancas
conformacionais da estrutura secundaria do ctDNA, mostrando uma maior afinidade, como
evidenciado nos estudos anteriores de absortividade e de fluorescéncia.

Foi evidenciado para os derivados JF-251, JF-254, JF-257 e JF-258 um
hipercromismo em ambas as bandas espectrais do ctDNA, com desvio do pico maximo de
absorcéo para a regido do vermelho ou para a regido do azul. Resultados semelhantes também
foram encontrados por Jumbri et al. (2016), os quais testaram compostos associados ao
elemento bromo e sua interagio com o CctDNA, utilizando-se de varias técnicas
espectroscopicas, inclusive o DC. A partir dos resultados, foi observado que, alem da atracao
eletrostatica, interacBes hidrofobicas causaram a condensacdo do DNA levando a uma
estrutura mais compacta, inferindo um modo de liga¢do néo intercalativo.

Parveen et al. (2016) também acharam resultados andlogos aos apresentados por estes
quatros compostos supracitados (JF-251, JF-254, JF-257 e JF-258). Foram testados 2 isolados
de novas isoflavonas e sua interagdo com o ctDNA através do DC, entre outras técnicas
biofisicas. Ambos os isolados alteraram o perfil espectral do ctDNA, ao serem conjugados,
exibindo aumentos na intensidade absortiva nos picos da bandas positiva e negativa, cujo
modo de interacdo reportado foi ligacdo aos sulcos do ctDNA e as modificagdes
conformacionais na estrutura secundéria desta biomolécula foram associadas a uma converséo

do tipo B para uma estrutura mais condensada, caracteristica intrinseca da forma A.
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No que se refere aos derivados LQIT/JF’s 249, 250, 252, 253, 255 e 256, ¢é possivel
notar que estes compostos perturbaram levemente o DC do ctDNA, causando efeitos
hipocrémico e hipercromico em suas bandas positiva e negativa, respectivamente, além de
provocarem efeitos batocrémico e hipsocrémico para os picos maximos de ambas as bandas,
0 que corrobora a formacgéo de um complexo ctDNA-ligante, presumivelmente, devido a uma
interacdo nos sulcos do ctDNA, cujas modificacbes parciais da estrutura secundéria do
ctDNA podem estar concatenadas a conversdo da sua forma destra B para a sua forma A,
mais compacta (ALI et al., 2018; LIU et al., 2015; QAIS; AHMAD, 2017; SAMA et al.,
2018; SARWAR et al., 2015, 2017b; SHI et al., 2015).

4.2.1.4 Estudos hidrodinamicos de Viscosidade

As medidas de viscosidade sdo sensiveis as mudangas conformacionais no
comprimento efetivo do DNA, o que pode predizer se 0 modo de interagdo DNA-ligante se da
via intercalacdo, ligacdo ao sulcos ou interacdo eletrostatica, conforme as propriedades
hidrodinamicas analisadas por este método (GANESHPANDIAN et al., 2014). Geralmente,
quando uma molécula interage com o DNA via intercalacdo cléssica, a distancia entre os
pares de bases adjacentes aumentam, causando alongamento, desenrolamento e
endurecimento das hélices, usualmente, acompanhada de uma ampliacdo expressiva ha
viscosidade relativa da solucdo de DNA (ALI et al.,, 2018; PARVEEN et al., 2016).
Normalmente, quando a intercalacdo for do tipo parcial ou ndo-classica, ha a ocorréncia de
uma dobra ou torcdo nas hélices deste biopolimero, reduzindo seu comprimento efetivo e,
consequetemente, a sua viscosidade relativa (QAIS; AHMAD, 2017; SRIVASTANA et al.,
2013).

Por sua vez, 0os compostos que interagem via ligacdo ao sulcos se conjugam ao DNA
devido ao efeito de interacOes de van der Waals ou por ligagdes de hidrogénio, provocando
minimas ou nenhuma alteracdo no comprimento efetivo do DNA, gerando, a patir disto,
insignificantes mudangas ou mesmo nenhuma modificagdo na viscosidade relativa do DNA,
assim como ocorre nas interacOes eletrostaticas (LIU et al., 2015a; SAMA et al., 2018; SANI
etal., 2018; SHAHABADI; HEIDARI, 2012; SHI et al., 2015).

Os dados de viscosidade demonstram que o0s derivados provocaram pequenas
alteracOes na viscosidade relativa do ctDNA, a medida que se forma o complexo JF-ctDNA,
nas condicBes fisiologicas propostas, ocasionando um leve aumento, ou uma diminuicdo

seguida de um aumento superficial nessa propriedade intrinseca da referida biomolécula. A
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partir dos dados obtidos e analisados, foi possivel constatar que os compostos geraram
alteracéo na viscosidade relativa do ctDNA na seguinte ordem crescente: 250 < 249 < 253 <
257 <258 <254 <256 <252 <255<251 (Figura 38).

Figura 38. Viscosidade relativa do ctDNA (100 uM) livre e conjugado aos derivados LQIT/JF’s e ao brometo de
etidio (BE), nas mesmas concentragoes (0-60 uM), a uma temperatura de 25° C, em Tris HCI (0,1 M e pH 7,6),
onde 1 e g correspondem & viscosidade do ctDNA na presenca e na auséncia do ligante, respectivamente.
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Observa-se que 0s compostos portadores do anel fenilico acoplado ao nucleo tiazélico,
principalmente os que sdo providos de um p-bromofenil, independetemente de possuirem ou
ndo o referido halogénio na posicdo 5 do anel inddlicos (JF-251, JF-252, JF-255 e JF-256)
promoveram maior perturbacdo da viscosidade relativa do ctDNA, mesmo que superficial, o
que indica a importancia do substituinte p-bromo-benzilideno na conducdo deste efeito. Esses
resultados corroboram com os obtidos anteriormente, a partir dos quais foi possivel constatar
que os referidos derivados apresentaram uma maior afinidade pelo ctDNA, sobretudo os
derivados LQIT/JF’s 252, 255 e 256, supostamente, em virtude da ocorréncia de mais
interagdes hidrofobicas e mais empilhamentos de elétrons m que geram efeitos que conduzem
ao modo de interacéo via ligacdo ao sulcos.

Em linhas gerais, os novos derivados indol-tiazélicos causaram alteracfes
insignificantes na viscosidade relativa do ctDNA, quando conjugados. Dados prévios indicam

gue moléculas ligantes ao sulcos sdo conhecidas por perturbarem irrelevantemente tal
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propriedade do DNA (KOVVURI et al., 2017, MIRZAEI-KALAR, 2018). Resultados
similares foram encontrados por Salem et al. (2016), cujos estudos de viscosidade utilizando
diferentes heterociclicos, revelaram que um dos derivados testados (isbmero espirociclico 1,2-
difenil espiro [di-hidroacridina-9 '(10'H), 5- (1,2,4-triazolidin)] -3-tiona) alterou suavemente a
viscosidade relativa do DNA, indicando uma interacdo nos sulcos desta biomolécula.

Parveen et al. (2016) conduziram uma investigagdo a respeito do modo de interacéo
existente entre duas isoflavonas isoladas da planta Cassia siamea com o DNA, usando para
este fim varias técnicas, inclusive a viscosidade, a partir da qual foi observado que nenhum
dos novos isolados aumenta significativamente a viscosidade relativa da referida biomolécula,
concluindo-se que o modo de interagdo destes com o DNA ocorre por via ndo-intercalante.
Através das outras técnicas foi possivel predizer que uma das isoflavonas estudadas interage
nos sulcos, enquanto a outra era por ligacdes eletrostaticas. Ademais, um estudo conduzido
por Liu et al. (2015a), no qual foi utilizado um derivado do alcaloide curcumina (4,4-
dimetilcurcumina) como ligante para desvendar o modo de interagdo deste com o0 DNA,
realizou medic¢bes viscosimétricas, cujos resultados indicaram um aumento exiguo na
viscosidade relativa desta biomolécula, inferindo um modo de interacdo via ligacdo aos
sulcos.

Esses resultados também corroboram com diversas pesquisas de interacdo entre o
DNA com substancias comercializadas e farmacos usados clinicamente, pois através do
método da viscosidade foi possivel notar que tais substancias ndo geraram um impacto
relevante na viscosidade do DNA, depreendendo-se, portanto, uma interacdo nos sulcos deste
biopolimero, como pode ser ratificado nos estudos realizados utilizando como ligantes a
metformina (SHAHABADI; HEIDARI, 2012), a metildopa (SHAHABADI; MAGHSUDI,
2014), o gefitinib (Figura 17B) (SHI et al., 2015), a esculetina (SARWAR et al., 2015), a
cefotaxima (Figura 17A) (QAIS; AHMAD, 2017), a pirezenpina (RAHMAN et al., 2017), o
sulindaco (HUSAIN et al., 2017), a atorvastatina (MIRZAEI-KALAR, 2018), a procaina (ALI
et al., 2018a) e o acido clorogénico (THOMAS; SUKUMARAN; SUDARSANAKUMAR,
2018).

Ainda nessa perspectiva, para consolidar com mais veeméncia 0 modo de interacéo
entre 0 DNA e um determinado ligante, muitos estudos tém utilizado sondas fluorescente cujo
modo de interacdo com esta biomolécula ja € bem elucidado para comparar os efeitos
ocasionados na viscosidade relativa do DNA pelo(s) ligante(s) proposto(s) com aqueles
promovidos pela sonda escolhida, como por exemplo o BE (BARVE et al., 2009; KOVVURI
etal., 2017; KUMARAVEL et al., 2018; PAWAR; OTTOOR, 2018; TOKALA et al., 2018),
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considerado um classico intercalador (LEPECQ; PAOLETTI, 1967). Com isso, também foi
utilizado o BE como intercalador cléassico nos estudos de viscosidade com os derivados indol-
tiazolicos, a fim de se estabeler um grau de comparacdo entre as modificacfes nas
propriedades viscosimétricas do ctDNA acarretadas por esta sonda a medida em que o
complexo BE-ctDNA era formado, em relacdo aquelas originadas pelos complexo JF’s-
ctDNA. A referida comparacdo entre as perturbagGes na viscosidade relativa do ctDNA
geradas pelos complexos supracitados estdo graficamente representadas na Figura 38.

E possivel constatar que 0os compostos-testes provocaram uma irrelevante alteracio na
viscosidade do ctDNA, quando comparado a expressiva variacdo desta propriedade gerada
pela sonda intercalante usada no referido ensaio (BE). Com base nisso, podemos predizer que
todos os derivados deste estudo se comportam como ligantes que interagem nos sulcos do
DNA (RAJALAKSHMI et al., 2011; SARWAR et al., 2017; SRIVASTANA et al., 2013).

Portanto, os resultados desvelados pelos novos derivados indol-tiaz6licos por meio da
técnica de viscosidade corroboram aqueles revelados pelas técnicas espectroscépias de
absorcdo UV-vis, emissdo fluorescente com BE e DC, os quais conduzem a determinacao do
modo de ligacdo entre os compostos-testes com o ctDNA mediante ligacdo aos sulcos, o que
comprova a importancia de usar vérias técnicas diferentes para elucidar modos de interagéo
ligante-ctDNA.

4.2.2 Estudos espectroscopicos de interacdo com a soroalbumina bovina (BSA)

Logo em seguida, serdo mostrados e discutidos os resultados referentes a interacéo dos
derivados indolicos-tiazélicos com a BSA mediante a utilizagdo das técnicas espectroscopicas

de Absorcdo UV-vis e Emissao Fluorescente.

4.2.2.1 Ensaios espectroscopicos de Absorcdo UV-vis

A técnica espectroscopica de absor¢do de UV-vis € um meio confidvel de entender a
conformacdo e alteragBes na estrutura secundaria de proteinas, uma vez formado o complexo
proteico-ligante. E um método simples, mas eficaz para detectar a formagdo de complexos e
estudar a interacdo proteina-droga (EBRAHIMIPOUR et al., 2017; KARAMI et al., 2017,
LOU et al., 2017). Em virtude da ocorréncia de transi¢des m—n* nos anéis fenilicos dos

aminoacidos aromaticos da BSA (triptofano, tirosina e fenilalanina), € possivel notar a
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formacdo de um pico de absor¢do em 280 nm, que pode ser influenciado por espécies que
podem interagir com esta proteina (CAO et al., 2018; MOHAMADI et al., 2015). Os dados
espectroscopicos referentes a absorcdo UV-vis da BSA livre e conjugada aos derivados
LQIT/JF’s estdo detalhados na Tabela 4.

Tabela 4. Informacdes espectroscopicas de absorcdo UV-vis da BSA livre e conjugada com os derivados
LQIT/IF’s.

Derivado I;;\T?(Xa Ii)ér:go A% Hipercroranismo KE
(nm) (nm) (nm) (%) (M)
JF-249 278 279 01 36.20 1.19x10°
JF-250 279 279 - 64.17 1.30x10°
JF-251 279 278 01 63.20 1.24x10°
JF-252 278 278 - 40.32 1.20x10°
JF-253 278 278 - 49.12 1.30x10°
JF-254 279 278 01 61.68 1.33x10°
JF-255 278 278 - 28.15 1.12x10°
JF-256 278 278 - 54.90 1.46x10°
JF-257 278 278 - 58.84 1.25x10°
JF-258 278 279 01 66.78 1.60x10°

@Hipercromismo resultante da interacdo da albumina fixada em 20 puM com concentracBes variadas dos
cmpostos-testes (5-40 uM) em comparagdo com a albumina livre.

A proteina BSA apresentou pico maximo de absorcdo em 278 nm ou em 279 nm,
como ja era esperado, porquanto os picos monitorados com aproximagdo de 280 nm séo
caracteristicos da presenca de residuais dos aminodcidos aromaéticos peculiares da BSA
(KARTHIKEYAN; BHARANIDHARAN; KESHERWANI, 2015; SHAHRAKI; SHIRI;
MANSOURI-TORSHIZI, 2016; SIDDIQUI et al., 2018). As varia¢Ges na intensidade e na
posi¢do do pico maximo de absorcdo da BSA foram utilizadas para investigar a interacdo dos
derivados indol-tiazolicos com esta biomolécula. A partir disto, apos a interacdo da BSA na
presenca de quantidades crescentes dos compostos-testes (0-40 pM), pdde-se observar
alteracdes espectrais nos comportamentos absortivos da BSA, desvelando a ocorréncia dos

efeitos: hipercromico, batocromico, e hipsocrémico, os quais podem indicar a formagao do
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complexo BSA-ligante, dadas as mudancas observadas na faixa de 280 nm, indicando que o a
proximidade dos residuos de aminoacidos aromaticos € alterada (DRAVECZ et al., 2018).

Segundo os dados da tabela acima relativos ao hipercromismo, é estabelecida a
seguinte ordem crescente resultante deste efeito: 255 <249 <252 <253 <256 <257 <254 <
251 < 250 < 258. Pode-se notar, portanto, que o composto responsavel pelo maior efeito
hipercromico da interagdo com a BSA foi o derivado JF-258, indicando que a inser¢édo dos
halogénios cloro na posicdo para do anel aromatico do benzeno, na porcao lateral do nucleo
tiazolico, e bromo na posicdo 5 do anel indolico foi crucial a ocorréncia deste efeito. A
interagdo destes compostos com 0s aminoacidos aromaticos intrinsecos da BSA, mediante
fortes interacfes hidrofébicas ou ndo-covalentes, pode levar a um aumento na energia de
transi¢do m — ©* e resultar na perturbacdo da estrutura secundaria da BSA ap0s a adicao do
derivado, culminando no aumento das propriedades absortivas da BSA (KARAMI et al.,
2017).

Ainda nessa perspectiva, nota-se também que a capacidade absortiva da BSA
aumentou apos a interacdo com o JF-258, mesmo quando comparado com outros derivados
portadores do anel benzénico ndo-substituidos (LQIT/JF’s 252 e 256), como também com o
JF-257, que também é portador de um cloro na posicdo para benzeno, mas ausente de um
bromo na posi¢cdo 5 do nucleo indol. Esses achados indicam que a presenca de ambos 0s
halogénios nas porc¢oes laterais do JF-258 foi substancialmente significativa no melhoramento
da capacidade absortiva da BSA, apontando que a adi¢cdo de quantidades crescentes,
sobretudo, deste composto demoveu os residuos de aminoacidos aromaticos para 0 meio
aquoso, principalmente o Trp-213 e o Trp-214, os quais, originalmente, estdo situados em
bolsdes hidrofobicos, propiciando uma maior exposicdo destes e de outros aminoacidos
aromaticos presentes na BSA, uma vez alterada a sua estrutura terciaria (SAMARI et al.,
2012). Os espectros de absor¢do UV-Vis resultantes da interacdo entre os derivados JF-257 e

JF-258 e a BSA sdo mostrados na Figura 39, a seguir:
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Figura 39. Espectros de absor¢do da BSA (20 uM) na presenga de quantidades crescentes dos LQIT/JF’s 257 e
258 (0-40 uM). As setas (1), (<) e (—) sdo referentes aos efeitos hipercrémico, hipsocrémico e batocrémico,
respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [LQIT/JF]/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo do
derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Curiosamente, a comparacdo do percentual calculado do efeito hipercromico
resultante da interacdo entre o composto JF-258 e a BSA (66.78%) com o valor gerado do
mesmo processo interativo com o JF-255 (28.15%), revela que os valores foram os extremos
da escala crescente de hipercromismo mostrada acima, mesmo ambos sendo portadores de um
bromo na posicdo 5 do nucleo indol, diferindo apenas no halogénio inserido na posicao para
do anel benzénico da outra porcéo lateral, sendo o cloro para o JF-258 e o0 bromo para o JF-
255, respectivamente. Tais resultados sugerem que o impedimento estérico caracteristico do
bromo, quando presente em ambas as extremidades das porcOes laterais de um dado
composto, pode diminuir consideravelmente a reatividade do anel benzénico, possivelmente,
por causa de uma redugdo na energia de transigdo entre os elétrons  durante a formagdo do
complexo BSA-ligante, gerando, consequentemente, uma menor capacidade absortiva desta
biomolécula.

O resultado acima mostrado pode ser corroborado também quando comparamos o
efeito hipercrémico absortivo da BSA quando exposta com os compostos JF-251 e JF-255, 0s
quais diferem apenas pela auséncia e presenca do bromo na posicdo 5 do anel inddlico,
respectivamente. Observa-se que justamente pelo fato do JF-251 ndo ser portador deste
halogénio em uma de suas porcoes laterais, seu efeito hipercromico tem um valor muito mais
elevado (63.20%) em relacdo ao JF-255 (28.15%), possivelmente, por se tratar de um

elemento muito volumoso, e quando inserido nas extremidades das porcdes laterais do
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referido derivado pode ter minimizado a capacidade absortiva da BSA, uma vez decorrido o
processo de interagéo.

Concernente aos derivados portadores de ésteres carboxilicos, pode-se inferir a partir
dos dados da Tabela 4, que os compostos que apresentam o dietil-acetileno (JF-250 e JF-254)
exibiram uma maior capacidade de elevar o perfil absortivo da BSA, quando comparados com
0s portadores do substituinte dimetil-acetileno (JF-249 e JF-253). Este resultado indica uma
maior contribuicdo do grupo etila na reproducéo do efeito hipercrémico, ao interagir com esta
biomolécula, possivelmente, por se tratar de um grupo alquila com um carbono a mais que o
grupo metila, influenciando diretamente na transicdo de elétrons m, gerando mais efeitos
eletronicos o que potencializa o hipercromismo constatado.

Foi verificado também, a leve ocorréncia do efeito hipsocromico (deslocamento do
pico maximo de absorcao para o azul) para os derivados JF-251 e JF-254, com uma variacao
de 01 nm para ambos e do efeito batocrémico (deslocamento do pico méaximo de absorcdo
para o vermelho) para os compostos JF-249 e JF-258, também com uma variacdo de 01 nm.
Esses efeitos apontam para uma maior estabilizacdo da formacdo do complexo BSA-ligante,
acarretando mudancas na conformacdo e na polaridade do microambiente ao redor dos
residuais de aminoécidos aromaticos presentes nos sitios da BSA, efeitos resultantes da
insercdo dos derivados na estrutura desta proteina plasmatica (EBRAHIMIPOUR et al., 2017;
JANNESARI et al., 2013).

Mesmo ap6s decorrido o processo de interacdo, os demais derivados ndo alteraram o
pico maximo de absorcdo da BSA, permanecendo intacto o que indica a preservacdo do
microambiente em torno dos cromoéforos da BSA, mesmo depois da interacdo com 0s
derivados LQIT/JF’s 250, 252, 253, 255, 256 e 257 (BANIPAL et al., 2016; KAUR et al.,
2018; XU et al., 2013).

No que diz respeito a constante de afinidade (Kb) da BSA para com os derivados, é
possivel obsevar na Tabela 4 acima os valores calculados, que em ordem crescente gera a
seguinte sequéncia: 255 <249 <252 <251 <257 <250 =253 <254 <256 < 258. Percebe-se
gue o composto que apresentou maior afinidade com a BSA também foi o mesmo que
apresentou o maior efeito hipercrdmico e desvio de 01 nm para o vermelho (efeito
batocrémico): o derivado LQIT/JF-258 (Kb = 1.60 x 10°), indicando a relevancia da presenca
de halogénios conjugados aos grupos farmacoforicos indol e tiazol na deslocaliza¢do do pico
méaximo de absor¢do para uma faixa de absorcdo de UV maior.

Tais efeitos, provavelmente, ocorreram pela presenca de halogénios, os quais séo

portadores de pares de elétrons livres, que interagiram com os elétrons em ressonancia dos
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aneis aromaticos dos aminoacidos Trp, Tyr e Phe da BSA aumentando a densidade eletrénica
destes nucleos, o que pode implicar numa interagdo de natureza ndo-covalente. Essa interacao
pode ocorrer através do empilhamento n—7 entre os anéis aromaticos do derivado ¢ os anéis
fenolicos da BSA acima citados, localizados na cavidade de ligacdo da BSA (CHEN;
ZHANG,; LIU, 2013).

Do mesmo modo que no resultado observado no efeito hipercromico discutido acima,
0 derivado JF-257 apresentou uma menor afinidade com a BSA, como também foi
responsavel por um menor efeito hipercrémico quando comparado ao JF-258, mesmo sendo
também portador do substituinte p-cloro-benzilideno. Este achado indica que a presenca do
bromo na posi¢do 5 do indol foi fundamental para aprimorar tanto o efeito hipecrémico,
quanto a afinidade com esta biomolécula.

E possivel constatar que o composto JF-255 obteve a menor constante de afinidade
com a BSA (Kb = 1.12 x 10°), corroborando com o resultado do referido derivado para o
efeito hipercromico. Portanto, hd uma similitude em ambos os resultados para o dado
composto, a partir da interacdo com a BSA, sugerindo que a presenca do bromo em ambas as
porcdes laterias do composto citado foi crucial tanto na diminuicdo da capacidade absortiva
da BSA, quanto na afinidade desta para com este derivado, provavelmente, em funcao de suas
propriedades quimicas estéricas, conforme dantes discutido.

Contudo, o derivado JF-251, portador de um p-bromo-benzilideno e de um nacleo
indol ndo substituido na outra porcéo lateral, melhorou levemente a afinidade com a BSA (Kb
= 1.24 x 10°), quando comparado com o JF-255, portador do bromo em ambas as por¢Ges
laterais (Kb = 1.12 x 10°). Semelhantemente aos resultados encontrados nos valores da
constante de afinidade dos derivados com o ctDNA (Tabela 1), o derivado JF-251 apresentou
também uma menor afinidade com a BSA (Kb = 1.24x10°) em comparagdo com o JF-257
(1.25x10°). A mesma explicacdo dada para o ctDNA pode ser aplicada para a BSA. O fato do
JF-251 possuir um atomo de bromo na posi¢do para do anel benzénico pode minimizar a
afinidade do composto pela BSA, por se tratar de um atomo muito volumoso, sendo capaz de
diminuir a interacdo com a BSA em virtude de um impedimento estérico, resultado este
indicativo de uma melhor afinidade também da BSA com um p-cloro-benzilidino (JF-257) do
que com um p-bromo-benzilideno (JF-251).

Ainda nesse aspecto, podemos constatar que o JF-256 apresentou também uma grande
afinidade com a BSA (Kb = 1.46 x 10°), ficando atras apenas do JF-258 (Kb = 1.60x10°), os
quais diferem na presenca de um anel benzénico ndo-substituido e de um p-cloro-benzilideno,

respectivamente. Porém, ambos possuem um bromo na posic¢éo 5 do anel indélicos com maior
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afinidade pela BSA em comparagdo com a vitamica C, cujo valor de Kb é de 1.39 x 10%,
segundo estudos realizados por ALSAMAMRA; ABUSHARKH; ABUTEIR, 2018.

O referido derivado JF-256 exibiu um maior efeito hipercrébmico no processo de
interacdo com o CctDNA (Tabela 1), aumentando em 71.87% o perfil absortivo desta
biomolécula acompanhado de um deslocamento do pico maximo de absor¢do para a regido do
vermelho (efeito batocrébmico) com uma variagdo de 15 nm, indicando uma maior
estabilidade do complexo ctDNA-ligante, como discutido anteriormente. Esses resultados
corroboram que a insercdao do substituinte benzeno ndo-substituido ao ndcleo tiazélico, bem
como a adicdo de um bromo ao nucleo inddlico sdo importantes, pois, supostamente, sao
responsaveis por uma maior exposi¢do dos elétrons, o que contribui tanto para o aumento da

absortividade do ctDNA, quanto na afinidade deste derivado pela BSA.

4.2.2.2 Ensaios espectroscopicos de supressao da emissdo fluorescente

A andlise qualitativa dos compostos quimicos ligados a BSA pode ser realizada
através de estudos de supressao de fluorescéncia, uma técnica sensivel, eficaz e muito
utilizada no intuito de se investigar a interacdo entre um determinado ligante e esta
biomolécula, pois é capaz de predizer possiveis alteracdes em seu respectivo espectro de
fluorescéncia, uma vez ocorrida a formacgdo do complexo entre estes (KAUR et al., 2018; LIU
et al.,, 2018; RUDRA et al., 2016, 2017). Essa extin¢do resulta da reducdo do rendimento
quéntico de fluorescéncia de um fluoréforo induzido por uma interagdo com uma molécula
extintora. Um aumento na concentracdo do extintor ira mascarar o fluoréforo, causando
perturbacdes no ambiente molecular deste, o que pode gerar alteracbes nos espectros de
fluorescéncia na auséncia e presenca de um extintor (ALSAMAMRA; ABUSHARKH,;
ABUTEIR, 2018; KARAMI et al., 2017; MET]I et al., 2014; THOTA et al., 2016).

Geralmente, a fluorescéncia enddgena da albumina deve-se a presenca de trés
aminoacidos aromaticos, 0s quais correspondem aos residuos de triptofano, tirosina e
fenilalanina (ARUMUGAM; SUBRAMANIAN; MALAICHAMY, 2016; EBRAHIMIPOUR
et al., 2017; PAWAR; OTTOOR, 2018). Quando excitada em torno de 280 nm, a BSA exibe
uma forte emissdo fluorescente em torno de 340 nm, causada principalmente pelo triptofano,
porque a fluorescéncia da tirosina é praticamente extinta se estiver em meio ionizado ou
préximo a um grupo carboxila, amino ou mesmo a um residuo de triptofano e a fenilalanina
possui um rendimento quantico muito baixo (CAO et al., 2018; GHISAIDOOBE; CHUNG,
2014; MOHAMADI et al., 2017; QIN; YIN; SHEN, 2015; SHI et al., 2018).
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Os residuais de triptofano (Trp) sdo mais sensiveis as mudancas no microambiente,
por este motivo, é amplamente utilizado como uma sonda fluorescente enddgena para
pesquisar a interacdo de ligacdo entre proteinas e prototipo/farmacos (CHEN et al., 2015;
GOUVEIA et al., 2018; LIU et al., 2018; SHI et al., 2016a). O Trp-134 esta localizado na
superficie da BSA, no subdominio IA, uma regido mais hidrofilica (JANA et al., 2012),
enquanto o Trp-212 esté localizado dentro de um sitio de ligagcdo hidrofébico da proteina, no
subdominio A (EBRAHIMIPOUR et al., 2017; ROY et al., 2017). A emissdo fluorescente
da BSA depende da exposicdo dos residuos de Trp a polaridade do solvente e de grupos
extintores que o circundam (ARUMUGAM; SUBRAMANIAN; MALAICHAMY, 2016).
Mudancas na conformacdo da proteina, rearranjos moleculares, formacdo de complexos ou
mesmo a ocorréncia de colisdes, acarretam uma transferéncia de energia ou desnaturacéo
detectadas pela supressdo fluorescente, técnica que pode indicar 0s mecanismos, constantes e
sitios de ligacio entre a BSA e seu ligante (DOMINGUEZ; CORTES-FIGUEROA;
MELENDEZ, 2017; MAKARSKA-BIALOKOZ, 2018; THOTA et al., 2016). Por isso,
medicdes da extincdo de fluorescéncia foram realizadas para investigar ainda mais as
interacdes dos novos derivados indol-tiazolicos com a BSA.

Neste estudo, a BSA ainda livre revelou picos de emissdo fluorescente em
comprimentos de onda em 341 e 342 nm quando excitada em 285 nm. Os derivados
LQIT/JF’s, em solugdao tampao de Tris-HCI (pH 7,6; 0,1 M) nédo apresentaram qualquer
emissdo na regido de 300-400 nm, onde as albuminas séricas tém forte fluorescéncia sobre
excitacdo em torno de 280 nm (BALAKRISHNAN et al., 2018; GOUVEIA et al., 2018). Ja
quando conjugada aos derivados LQIT/JF’s, esta biomacromolécula apresentou picos
emissivos de 339 nm a 347 nm, indicando éxito na interacdo BSA-JF’s. Foi constatado que o
percentual de supressao fluorescente atingiu valores de 43.72% a 95.90% (Tabela 5).

Seguidamente, os dados espectroscopicos da emissdo fluorescente da BSA, em fungéo

de concentragdes variadas dos derivados sdo detalhados na Tabela 5.
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Tabela 5. Informagdes espectroscopicas de emissdo fluorescente da BSA livre e conjugada aos compostos
LQIT/JF’s.

Derivado (ﬁerﬁ) E%(iﬂ(ljiﬁi I;;C?(; Ii)én;gl(o (r?r)r;) crol_r|rl1?somo (I\I;i\sb
(nm) (hm)  (nm) (%0)?
JF-249 285 25 25 342 345 03 43.72 3.28x10*
JF-250 285 25 25 341 347 06 50.12 5.86x10*
JF-251 285 25 25 341 339 02 85.80 11.06x10*
JF-252 285 25 25 342 340 02 62.67 5.75x10%
JF-253 285 2525 342 347 05 71.54 10.26x10*
JF-254 285 25 25 341 346 05 57.29 5.58x10%
JF-255 285 25 25 342 341 01 70 7.05x10*
JF-256 285 25 25 342 341 01 87.50 6.64x10*
JF-257 285 2525 343 343 - 50 3.44x10*
JF-258 285 25 25 343 343 - 72 7.23x10*

@Hipocromismo resultante da interacdo da albumina fixada em 20 pM com concentragfes variadas dos
compostos-testes (5-40 uM) em comparacdo com a albumina livre.
bConstante de supressio de Stern—\Volmer (Ksv) obtida com base nos dados de fluorescéncia com a BSA.

As variacgdes na intensidade e na posi¢do do pico maximo de supressao fluorescente da
BSA foram utilizadas para investigar a interacdo dos derivados indol-tiazélicos com esta
biomolécula. Os espectros de fluorescéncia da BSA apresentaram alteragdes, mostrando
diminuicdo das suas propriedades emissivas, reiterando a relevancia dos substituintes na
reproducdo deste efeito o que confirma o processo de interacdo dos derivados com a BSA,
indicando que todos os derivados LQIT/JF’s foram capazes de extinguir a fluorescéncia
intrinseca da BSA (LIU et al., 2018; METI et al., 2014).

Pode-se notar, portanto, que o composto responsavel pelo maior efeito hipocrémico da
emissdo fluorescente da BSA foi o derivado JF-256 (Figura 40), indicando que a inser¢do do
halogénio bromo na posicao 5 do anel indélico, bem como a presenca de uma anel benzénico
ndo-substituido, na outra porc¢éo lateral, foi crucial a provocacdo de mudangas no ambiente do
triptofano de BSA, a partir da formagéo do complexo BSA-ligante (DAHIYA; PAL, 2018;
GANESHPANDIAN et al., 2014; KARAMI et al., 2017), quando comparado com 0s outros
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compostos tambeém portadores ou ndo do bromo na posicdo 5 do indol ou providos de
substituicdes no anel benzénico na outra porcao lateral, como o JF-255, JF-252 e 0 JF-257,

respectivamente.

Figura 40. Espectros de supressdo fluorescente da BSA (20 uM) na auséncia (......) € na presenca e na presencga
do derivado LQIT/JF-256 (—). A fluorescéncia dos compostos livres também foi monitorada como controle (---
-). As setas (|) e (—) mostram a diminuicdo da intensidade sobre o aumento da concentracdo dos complexos (5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM), a temperatura ambiente, e o efeito batocrémico, respectivamente Inserido:
Grafico da Supressédo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em fungdo da concentracdo do
derivado (Q), conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Esses resultados s@o similares aos apresentados nos estudos de emisséo fluorescente
para 0 complexo ctDNA-BE, no qual o composto que exibiu uma maior expressividade no
referido ensaio, responsavel pelo maior perfil hipocrémico, foi justamente o derivado JF-256,
revelando um percentual de hipocromismo de 22.34% (Tabela 5).

Diferentemente dos resultados obtidos nos estudos de interagdo a partir da absorcéo
UV-vis, o composto JF-258 ndo apresentou o melhor efeito supressor, o que infere no
desfavorecimento do substituinte p-cloro-benzilideno no processo de supressao fluorescente
da BSA, dado o fato da presenca desse substituinte ser a Unica diferenca entre o referido
composto e 0 JF-256. Semelhante aos resultados obtidos pelos ensaios espectroscopicos de
absorcdo UV-visivel, o derivado JF-251 apresentou melhores resultados, quando comparado

ao JF-255. Lembrando que a diferenga entre ambos reside no fato deste ultimo portar um
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bromo na posicéo 5 do indol, enquanto o primeiro ndo o possui, apontando que a presenca do
bromo nas porcdes laterais do composto ndo contribui significativamente no que concerne a
supressdo emissiva da BSA.

A comparacdo dos compostos portadores de substituintes gerados a partir de reagdes
com distintas acetofenonas (JF-251, JF-252, JF-255, JF-256, JF-257 e JF-258), com 0s
compostos com substituintes gerados a partir de reacdes com diferentes ésteres carboxilicos,
revela que estes Ultimos apresentaram uma menor capacidade extintora da emisséo
fluorescente da BSA, mostrando a importancia das acetofenonas na promocéo de alteracdes
na estrutura tercidria desta proteina, levando a mudangas no ambiente de triptofano da BSA
provavelmente devido formacdo do complexo BSA-ligante (CANOVIC et al., 2017;
DOMINGUEZ; CORTES-FIGUEROA; MELENDEZ, 2017; THOTA et al., 2016).

Com excecdo do derivado JF-255, é possivel observar que todos os compostos
providos do halogénio bromo na posi¢do 5 do anel ind6lico (JF-253, JF-254, JF-256 e JF-258)
obtiveram os resultados mais eficazes no tocante a capacidade de suprimir a fluorescéncia da
BSA, em relacdo aos respectivos derivados similares que ndo o possuem (JF-249, JF-250, JF-
252, JF-257), com excecdo do JF-251. Tais resultados sugerem que o impedimento estérico
caracteristico do bromo, bem como seu carater hidrofobico, quando presente em pelo menos
uma das extremidade das porcOGes laterais de um dado composto, pode contribuir
circunstancialmente em alterac6es nas propriedades da BSA, elevando-as ou minimizando-as,
dependendo dos grupos/nucleos quimicos aos quais o referido halogénio esteja ligado.

Ganeshpandian et al. (2014) fizeram testes de supressdo fluorescente com a BSA,
utilizando compostos providos de substituintes hidrofébicos, como o piridil. De acordo com
as titulacOes efetuadas, foi observado que as amostras portadoras de um maior nimero destes
grupos elevavam a hidrofobicidade, o que favoreceu a afinidade com a BSA e,
subsequentemente, exibiram os melhores resultados no tocante a capacidade supressora
emissiva da fluorescéncia dos triptofanos da BSA, em relacdo a outras que ndo o possuiam ou
que o apresentavam com um numero menor. Os derivados LQIT/JF’s testados neste trabalho
sdo providos de anéis heterociclicos nitrogenados (nucleos indol e tiazol), o que contribui
relevantemente com a hidrofobicidade, auxiliando, portanto no processo de interagdo com a
BSA, sobretudo, se estiverem ligados a grupos substituintes que compartilham da mesma
propriedade fisico-quimica de hidrofobicidade como é o caso do halogénio bromo.

No que concerne aos derivados portadores de ésteres carboxilicos, pode-se inferir pela
Tabela 5, que os compostos que apresentam o dietil acetileno (JF-250 e JF-254) exibiram uma

maior capacidade de suprimir a fluorescéncia da BSA, quando comparados com ao portador
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do substituinte dimetil acetileno (JF-249). No entanto, excepcionalmente, o derivado JF-253,
portador de um bromo na posicao 5 do anel indolico e de um dimetil acetileno na outra por¢éo
lateral, apresentou uma relevante eficiéncia na reproducdo do efeito hipocrémico durante o
processo de interagdo com a BSA.

Os dados da Tabela 5 revelam também a leve ocorréncia do efeito hipsocrémico
(deslocamento do pico maximo de emissdo fluorescente para o azul) para os derivados JF-
255, JF-256 (AA = 01 nm para ambos), JF-251 e JF-252 (AL = 02 nm para ambos) e do efeito
batocrémico (deslocamento do pico maximo de emissdo fluorescente para o vermelho) para
0s compostos JF-249 (AL = 03 nm) JF-243, JF-254 (AL = 05 nm para ambos) e JF-250 (AL =
06 nm). Os derivados JF-257 e JF-258 ndo foram capazes de causar nenhum tipo de desvio do
pico maximo de emissdo fluorescente da BSA.

Nesse aspecto, € reportado na literatura que o deslocamento do pico maximo de
supressdo para a regido do vermelho (efeito batocromico) implica na formagéo de complexos
de BSA, que alteram a polaridade do microambiente dos triptofanos intrinsecos, podendo
ocorrer a transferéncia destes para uma regido mais hidrofilica (CANOVIC et al., 2017;
JAHANBAN-ESFAHLAN; PANAHI-AZAR; SAJEDI, 2016; LIU et al., 2018). Ja a
ocorréncia de desvios para o azul podem anunciar a formacdo do complexo BSA-ligante,
sugerindo que os residuais de triptofano estdo num microambiente mais polar ou mais
hidrofébico, comparado com aquele em que a BSA livre esta inserida, ocasionando a extingdo
da fluorescéncia desta biomolécula (LI et al., 2011; MAKARSKA-BIALOKOZ, 2018; PAUL
etal., 2017; SASMAL et al., 2018).

Entretanto, a auséncia de deslocamento do pico maximo de emissdo dos triptofano, a
340 nm, estabelecido o processo de interacdo da BSA com um determinado ligante, € uma
caracteristica indicativa de ligagdo proxima aos residuos de triptofano sem, contudo, perturbar
0 microambiente que o cerca, uma vez que ndo estdo sendo expostos a qualquer alteragcdo na
polaridade de seu microambiente (BELATIK et al., 2012a; CHAVES et al., 2018; DRAVECZ
etal., 2018).

No que diz respeito a constante de supressé@o fluorescente (Ksv) da BSA, determinada
por regressao linear da intensidade de emissdo relativa (FO/F), em funcdo das concentacoes
crescentes dos derivados indol-tiazélicos (LAKOWICZ, 2006) (Figura 41), é possivel obsevar
na Tabela 5 os valores calculados para cada composto, a partir dos quais pode-se depreender a
seguinte sequéncia de ordem crescente: 249 < 257 < 254 <252 <250 <256 <255 <258 <
253 < 251.
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Figura 41. Intensidade de fluorescéncia relativa dos novos derivados indol-tiazolicos LQIT/JE’s, no complexo
BSA-ligante, em tampdo Tris-HCI (0.1 M, pH 7.6).
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Percebe-se que 0 composto que apresentou uma maior constante de supressao
flourescente ao interagir com a BSA também foi 0 mesmo responsavel pelo desvio do pico de
maximo de emisséo fluorescente para o azul, em 2nm, o derivado LQIT-JF-251 (11.06 x 10%).
Ou seja, a presenca do halogénio bromo ligado ao anel benzénico neste composto contribuiu
na supressdo da emissdo fluorescente desta proteina plasmatica, uma vez que o seu similar, o
JF-255, portador também de outro bromo ligado na posigédo 5 do indol, teve uma capacidade
extintora da emissdo fluorescente da BSA menos expressiva.

Sasmal et al. (2018) realizaram testes de emissdo da fluorescéncia intrinseca da BSA,
a fim de investigar o modo de interacdo da sonda fluorescente um conjugado a base de
fenantreno-pireno, sendo sua estrutura quimica repleta de anéis aromaticos condensados, além
de portar um heterociclo portador de dois nitrogénios, semelhante ao esqueleto dos derivados
LQIT/JF’s estudados neste trabalho. Os resultados encontrados pelo citado grupo de pesquisa
foram semelhantes aos mostrados pelo derivado JF-251, porquanto, apds o processo de
interacdo, a intensidade de emissdo da BSA diminuiu consideravelmente, provocando também

um pequeno deslocamento do pico maximo para o azul (AL = 4 nm), cujos achados os
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levaram a inferir que a substancia testada se liga fortemente & BSA e que o microambiente em
torno das unidades de Trp presente na BSA sdo modificadas durante o processo de interacao.

Ainda nessa perspectiva, € possivel reiterar a importancia do bromo, uma vez que 0s
derivados que geraram os maiores valores para 0 Ksv sdo, principalmente, 0s que o possuem
ligado na posicdo 5 do anel inddlico (JF-253, JF-254, JF-255, JF-256 e JF-258) ou ligado ao
anel benzénico (JF-251), em comparagdo a aqueles que ndo o0 possuem em sua estrutura
quimica molecular (JF-249, JF-250, JF-252 e JF-257), possivelmente, pelo fato do bromo
promover maior hidrofobicidade ao meio, propiciando uma maior interacdo com as cavidades
hidrofébicas da BSA, favorecendo o processo de extin¢do da supressdo de sua fluorescéncia
natural, possivelmente, por ocasionar mudangas conformacionais na estrutura secundaria
desta biomacromolécula (CHEN; ZHANG; LIU, 2013; HAZRA; DEY; ANIMESH, 2018;
PAWAR; OTTOOR, 2018).

Gouveia et al. (2018) avaliaram a interacdo da BSA com proto6tipos acridinicos
portadores de diferentes parasubstituintes ligado ao anel benzénico. Foi observado que o
composto que apresentou o maior valor para a constante de supressdo fluorescente (Ksv)
portava um grupo hidrofébico, consolidando a importancia de grupos lipofilicos no processo
de interacdo com esta proteina plasmatica.

Diferentemente dos resultados obtidos a partir dos estudos de absor¢cdo UV-vis, 0s
derivados JF-257 e JF-258 ndo exibiram uma capacidade notavel da supressdo da
fluorescéncia da BSA, nem apresentaram um valor de Ksv expressivo, desvelando que a
presenca do substituinte p-cloro-benzilideno desfavorece o potencial extintor da fluorescéncia
desta biomolécula.

Curiosamente, o derivado JF-256, o qual obteve uma maior perfil de supressdo da
fluorescéncia da BSA, ndo apresentou o maior valor para a constante de supressdo. Este
possui apenas um bromo na posi¢do 5 do ndcleo inddlico. J& o JF-251, como discutido
previamente, apresentou o maior valor do Ksv e o0 segundo maior percentual de
hipocromismo, revelando que a presenca do bromo ligado ao anel benzénico é ainda mais
crucial na geracdo dos efeitos responsaveis pela supressdo do complexo BSA-ligante, que a
sua existéncia na posicdo 5 do anel inddlico, melhorando sua capacidade até quando
comparado com o JF-255, portador deste halogénio em ambas as posicdes acima
mencionadas.

A luz dos efeitos constatados nos estudos de interacdo dos derivados LQIT/JE’s com a
BSA usando as técnicas espectroscopicas de absorcdo UV-vis e supressdo da emissdo

fluorescente, a partir da quais foram evidenciadas nitidas alteracdes nos espectros absortivos e
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emissivos, pode-se depreender os novos derivados indol-tiazlicos sdo promissores
candidatos a farmacos, uma vez que interagem significativamente com a BSA, dada a
constatacdo da formacdo do complexo BSA-ligante (ARUMUGAM; SUBRAMANIAN;
MALAICHAMY, 2016; BELATIK et al., 2012b; SHI et al., 2016b; SINGH; MITRA, 2018;
WU et al., 2018).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os novos dez derivados indol-tiazélicos foram sintetizados exitosamente com a rota de
sintese proposta e suas estruturas quimicas foram elucidadas adequadamente através das
técnicas de caracterizacdo utilizadas.

No que concerne aos estudos de ligacdo com o ctDNA, mediante as técnicas
empregadas, foi observado que 0 modo de interacdo entre os novos derivados indol-tiazolicos
e 0 ctDNA é via ligacdo aos sulcos desta biomolécula. Pela técnica espectroscépica de
absorcdo UV-Vis, foi possivel observar que os compostos JF-252 e JF-255 (ndo-substituido e
dissubstituido com bromo, respectivamente) apresentaram as maiores constantes de afinidade
com esta biomolécula (Kb = 6.99 x 10° e 3.12 x 105, respectivamente). Por meio da técnica
espectroscopica de deslocamento do BE por emissdo fluorescente, notou-se que 0s compostos
JF-252 e JF-256 (ndo-substituido e monossubstituido com bromo, respectivamente)
apresentaram a maior constante de supressao fluorescente do complexo BE-ctDNA (Ksv =
0.77 x 10*, para ambos).

Estudos de dicroismo circular demosntraram que os derivados JF-254 e JF-251 (ambos
monossubstituidos com bromo) foram os que propiciaram maior alteracdo nas bandas positiva
e negativa do ctDNA, exibindo 33,30 % e 39,75 % de hipercromismo, respectivamente.

Através das medicdes de viscosidade, foi possivel averiguar que os derivados JF-252 e
JF-256 foram os compostos que mais alteraram a viscosidade relativa do ctDNA, mas foi
insignificante comparado as alteragdes ocasionadas pelo BE, uma sonda intercalante.

No que diz respeito aos estudos de ligacdo com a BSA, medidas de absor¢do UV-Vis
demonstraram 0s compostos JF-258 e JF-256 (dissubstituido com cloro e bromo e
monossubstituido com bromo, respectivamente) apresentaram o maior valor para a constante
de afinidade com esta biomolécula (Kb = 1.60 x 10° e 1.46 x 10°, respectivamente).

No tocante a supressao da emissao fluorescente da BSA, os derivados JF-251 e JF-253
(ambos monossubstituidos com bromo) apresentaram os maiores valores para a constante de
supresséo fluorescente (Ksv = 11.06 x 10* e 10.26 x 10%, respectivamente).

Ainda nesse contexto, pode-se predizer que os derivados indol-tiazolicos apresentam a
habilidade de suprimir a emissdo fluorescente intrinseca da BSA.

Em geral, pode-se predizer que o composto JF-256 foi o derivado mais promissor, por
ter a capacidade de interagir significativamente com ambas as biomacromoléculas usadas

nessa pesquisa, sendo um forte candidato a um farmaco antitumoral.



113

Os resultados indicam os novos derivados indol-tiazélicos propostos sdo promissores,
dada a sua capacidade em interagir com biomacromoléculas de interesse cientifico como o
ctDNA e a BSA, comprovando que a insercao dos substituintes propostos foram relevantes na
contribuicdo dos efeitos verificados, os quais devem ser investigados com mais
meticulosidade por meio de técnicas adicionais e determinar seu mecanismo de a¢do, uma vez

que seu potencial antineoplasico ja é bem reportado e serdo investigados em testes futuros.
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6 PERSPECTIVAS

e Investigar a atividade antitumoral dos novos derivados indol-tiazoilcos, analisando
suas propriedades antiproliferativas in vitro com linhagens de células tumorais bem
como seu potencial citotoxico em células ndo transformadas;

e Realizar testes in silico, como o docking molecular para corroborar os sitios de ligagdo
entre as biomoléculas e os derivados testados;

e Realizar estudos de interacdo com outras sondas fluorescentes para consolidar os
resutados encontrados neste trabalho;

e Realizar estudos alusivos ao potencial destes compostos em inibir a acdo da enzima

topoisomerase lla.
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APENDICE A - ESPECTROS DE INTERACAO DOS DERIVADOS INDOL-
TIAZOLICOS COM O CTDNA ATRAVES DAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
DE ABSORCAO UV-VIS, FLUORESCENCIA E DC

Figura Al. Espectros de absorcdo do LQIT/JF-249, LQIT/JF-250, LQIT/JF-253 e LQIT/JF-254 na presenca de
quantidades crescentes do ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. As setas (1), (1), (—) e («) sdo
referentes aos efeitos hipercrébmico, hipocrémico, batocrdmico e hipsocrémico, respectivamente. Insercdo:
correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo de DNA, conforme determinado a
partir dos dados espectrais.
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Figura A2. Espectros de absor¢do dos LQIT/JF’s 251, 255, 257 e 258 na presenca de quantidades crescentes do
ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pM. As setas (1) e («) sdo referentes aos efeitos hipercrémico e
hipsocrdmico, respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em funcdo da
concentracdo de DNA, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura A3. Espectros de absorcdo do LQIT/JF-252 na presenca de quantidades crescentes do ctDNA. [DNA] =
0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. As setas (1) e («) sdo referentes aos efeitos hipercrdmico e hipsocrémico,
respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo de DNA,
conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura A4. Espectros de emissdo do BE (20 uM) livre (----) e ligado ao ctDNA (100 uM) na auséncia (.....) € na
presenga dos derivados LQIT/JF’s 249, 250, 253 e 254 (—). A seta (|) mostra a diminuigdo da intensidade
sobre 0 aumento da concentragdo dos complexos (10, 20, 40, 60, 80 e 100 pM) a temperatura ambiente. Inserido:
Gréafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em fungdo da concentracéo do
derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura AS5. Espectros de emissdo do BE (20 uM) livre (----) e ligado ao ctDNA (100 uM) na auséncia (.....) € na
presenga dos derivados LQIT/JF’s 251, 255, 257 e 258 (—). A seta (|) mostra a diminuigdo da intensidade
sobre 0 aumento da concentragdo dos complexos (10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM) a temperatura ambiente. Inserido:
Gréafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em fungdo da concentracéo do
derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura A6. Espectros de DC do ctDNA (100 uM) na auséncia e na presenga dos derivados LQIT/JF’s 249, 250,
253 e 254. As setas (), (1), (<), (—) sdo referentes a ocorréncia dos efeitos hipocrémico, hipercrémico,
hipsocromico e batocromico, respectivamente, resultantes da interacdo dos derivados com o ctDNA, a
temperatura ambiente.
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Figura A7. Espectros de DC do ctDNA (100 uM) na auséncia e na presenga dos derivados LQIT/JF’s 251, 252,
255, 256, 257 e 258. As setas (), (1), («), (—) sdo referentes a ocorréncia dos efeitos hipocrémico,
hipercrdbmico, hipsocrémico e batocromico, respectivamente, resultantes da interacdo dos derivados com o
CtDNA, a temperatura ambiente.
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INDOL-

TIAZOLICOS COM A BSA ATRAVES DAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS DE
ABSORCAO UV-VIS E FLUORESCENCIA

Figura B1. Espectros de absor¢do da BSA (20 uM) na presenca de quantidades crescentes dos LQIT/JF’s 249,
250, 253 e 254 (0-40 puM). As setas (1) e (—) séo referentes aos efeitos hipercrémico e batocrémico,
respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [LQIT/JF’s]/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo do
derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura B2. Espectros de absor¢do da BSA (20 uM) na presenca de quantidades crescentes dos LQIT/JF’s 251,
252, 255 e 256 (0-40 uM). As setas (1), (<) e (—) sdo referentes aos efeitos hipercromico, hipsocrémico e
batocrémico, respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [LQIT/JF]/(Ea - Ef) em funcdo da

Absorbincia

concentra¢do do derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.

25 2
s 2
z ? 15
= 1,5 S
i I
e o !
o1 =
2 ]
S 05 & 05 .
- ¥ =0,0011x? + 0,0033x - 0,0135 @ ¥y =10,001x* + 0,0032x - 0,0124
H R?=0,9996 ¥ | R*=10,9997
e 0 1.2 1 LQIT/JF-255 o 0
ad 0 10 20 30 40 50 = 0 10 20 30 40 50
LQIT/JF-251
[JE-251] pM [JF-255] pM
15
=
k=l
E &
£ 10 2
:
§ 5 — () UM
2 —0pM — 5 pM
— 5 M e 10 pM
05 s 10 uM 15 uM
15uM — 20 M
— 20 M — 25 M
— 25 30 uM
30 35uM
3[uM 35
0,0 a— 40 M
0,0 — 40 M ” - - u y
270 280 200 300 270 275 280 285 290 295 300
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
25 12
= 2 =10
@ '=T 8
S5 2
- = 6
= -
21 g 4
= s, ¥ = 0,0035x* + 0,1217x - 0,4961
505 ¥ = 0,001x? + 0,0078x - 0,0362 =) R =0,9995
w R?=0,9904 £ o
z 0 3 e 10 20 30 40 50
LOQIT/JF-252 = 0 10 20 30 40 50 LQIT/JF-256 =
" [JF-256] pM
[JF-252] pM
15
-]
2
E 10
H
2 — 0 M
< — s M
10 M
05 15 M
— 20 M
— 25 uM
30 uM
35 uM
0,0 e

Comprimento de onda (nm)

]
3
]

280 285 290

Comprimento de onda (nm)

5
g



146

Figura B3. Espectros de supressdo fluorescente da BSA (20 uM) na auséncia (......) € na presenca e na presenca
dos derivados LQIT/JF’s 249, 250, 253 e 254 (—). A fluorescéncia dos compostos livres também foi
monitorada como controle (----). As setas (]) e (—) mostram a diminuicdo da intensidade sobre o aumento da
concentragdo dos complexos (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM), a temperatura ambiente, e o efeito batocromico,
respectivamente Inserido: Grafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em
funcdo da concentracdo do derivado (Q), conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura B4. Espectros de supressdo fluorescente da BSA (20 uM) na auséncia (......) € na presenca e na presenca
dos derivados LQIT/JF’s 250, 251, 254 e 255 (—). A fluorescéncia dos compostos livres também foi
monitorada como controle (----). As setas (]) e (—) mostram a diminuicdo da intensidade sobre o aumento da
concentragdo dos complexos (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM), a temperatura ambiente, e o efeito batocrémico,
respectivamente Inserido: Grafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa (Fo/F) em

funcdo da concentracdo do derivado (Q), conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura B5. Espectros de supressdo fluorescente da BSA (20 uM) na auséncia (......) € na presenca e na presenca
dos derivados LQIT/JF-252 (—). A fluorescéncia dos compostos livres também foi monitorada como controle
(----). As setas (|) e (—) mostram a diminuicdo da intensidade sobre o aumento da concentracdo dos complexos
(5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM), a temperatura ambiente, e o efeito batocrémico, respectivamente Inserido:
Gréafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (Fo/F) em fungdo da concentracéo do
derivado (Q), conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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