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RESUMO

As substancias heterociclicas planares vem recebendo amplo destaque na terapéutica
das neoplasias, visto que apresentam extensa atividade antiproliferativa frente as mais
diversas linhagens de células cancerigenas. Esta atividade deriva da capacidade de
intercalagdo entre estes ligantes e o DNA, inibindo agdo da topoisomerase Ilo. Para obtengéo
dos compostos do estudo, langou-se mao da simplificagdo molecular, que é uma estratégia da
Quimica Medicinal que busca modificaces estruturais de classes distintas de compostos para
obtencdo de novas moléculas menos complexas, com atividade terapéutica mais pronunciada.
Foram sintetizados 17 novos compostos contendo os heteronicleos quinolina, indol, pirrol,
acridina e tiazolina, bem como tiossemicarbazonas, relatados na literatura como responsaveis
por diversas atividades bioldgicas, dentre elas, antiproliferativas. Para tanto, foi planejada a
obtencdo de novos derivados indol-tiossemicarbazonas, pirrol-tiossemicarbazonas, quinolina-
tiossemicarbazonas por reacgdes entre aldeidos quinolinicos, inddlicos e pirrolicos com a
hidrazinacarbotioamida com rendimentos de 22% a 85%. Para obtencdo das acridina-
tiossemicarbazonas e acridina-tiazolinas foi realizada inicialmente a sintese das
tiossemicarbazidas aromaticas, por meio da reacdo entre aril-isotiocianatos e hidrazina.
Subsequentemente, as tiossemicarbazonas foram submetidas a reagfes com a acridina-9-
carboxaldeido, obtendo-se as acridina-tiossemicarbazonas com rendimentos de 51% a 52%.
Para obtencdo das tiazolinas, as acridina-tiossemicarbazonas reagiram com a 2-
bromoacetofenona, alcangcando-se rendimentos de 35% a 77%. Os compostos foram
caracterizados por RMN de H e *C, COSY, HSQC, FTIR, MALDI-TOF. Nos estudos de
espectrofotometria e espectrofluorimetria dos ligantes com o ctDNA e a albumina do soro
bovino (BSA), respectivamente, foram evidenciados interagdes por meio dos efeitos de
hiper/hipocromicidade, bato/hipsocromicidade, K, e Ks. Nos ensaios de absorcdo, 0s
derivados apresentaram constante de ligacéo intrinseca com o ctDNA entre 1 x 10* Mt e 1 x
10% M, com destaque para os ligantes LqlT/JF-97 (indol), para o qual foi constatado um Kp
de 7,3 x 10° M e hipercromicidade de 84,12% e o LqlT/JF-102 (benzo[g]indol) para o qual
foi constatado um Ky de 9,3 x 10° M? e hipercromicidade de 54,28%. Nos ensaios de
fluorescéncia com a BSA, foram averiguados resultados de hipocromicidade que oscilaram
entre 51,90% e 90,33%, bem como valores da constante de Stern-Volmer (Ks), observados
entre 0,08 x 10* M e 2,94 x 10* M. Para estes resultados sdo enfatizados os ligantes
LglT/JF-74, LqlT/JF-98, LglT/JF-99 e LqglT/JF-115, com valores de hipocromicidade de
90,33%, 89,73%, 90,04% e 89,83%, e valores de Kq de 2,94 x 10* M?, 2,46 x 10* M, 1,73 x



10* M1 e 2,08 x 10* M, respectivamente. Nos ensaios de docking molecular foi constatado
que todos os ligantes interagem com as bases nitrogenadas do DNA e com o Trp?*2 da BSA
por meio de empilhamento 7-t, bem como por outras interagdes hidrofobicas ndo covalentes.
Assim, sdo propostos futuros testes mais refinados visando a atividade antiproliferativa dos

derivados, bem como avaliar o tipo de morte celular provocam em células neoplasicas.

Palavras-chave: Tiossemicarbazona. Acridina. Ligacdo ao DNA. DNA do timo bovino.
Ligacdo a albumina.



ABSTRACT

Planar heterocyclic substances have been receiving ample attention in the therapeutics
of neoplasias, since they show an extensive antiproliferative activity against the most diverse
cancer cell lines. This activity derives from the ability of intercalation between these ligands
and DNA, inhibiting action of topoisomerase Ila. In order to obtain the compounds of the
study, it has been used the molecular simplification, which is a strategy of Medicinal
Chemistry that seeks structural modifications of different classes of compounds to obtain new
less complex molecules, with more pronounced therapeutic activity. 17 new compounds
containing quinoline, indole, pyrrole, acridine, thiazoline and thiosemicarbazones were
synthesized, reported in the literature as being responsible for several biological activities,
among them, antiproliferative. For this, it was planned obtaining new indole-
thiosemicarbazones, pyrrole-thiosemicarbazones, quinoline-thiosemicarbazones derivatives
by reactions between quinolinic, indolic and pyrrolinic  aldehydes  with
hydrazinecarbothioamide in yields of 22% to 85%. To obtain the acridine-thiosemicarbazones
and acridine-thiazolines, the synthesis of the aromatic thiosemicarbazides was initially carried
out by means of the reaction between aryl-isothiocyanates and hydrazine. Subsequently, the
thiosemicarbazones were reacted with the acridine-9-carboxaldehyde, to give the acridine
thiosemicarbazones in yields of 51% to 52%. To obtain the thiazolines, the acridine-
thiosemicarbazones reacted with 2-bromoacetophenone, in yields of 35% to 77%. Compounds
were characterized by 'H and ¥C NMR, COSY, HSQC, FTIR, MALDI-TOF. In the
spectrophotometric and spectrofluorimetry studies of the ligands with ctDNA and bovine
serum albumin (BSA), respectively, interactions have been evidenced by means of
hyper/hypochromicity effects, bato/hipsochromicity effects, Ky and K. In the absorption
assays, the derivatives showed intrinsic binding constant with ctDNA between 1 x 10* M
and 1 x 10® M, with emphasis on the ligands LqIT/JF-97 (indole), for which a K, of 7.3 x
10° M and hyperchromicity of 84.12% and LqlT/JF-102 (benzo[g]indole) for which a Kp of
9.3 x 10° M and 54.28% hyperchromicity were found. In the fluorescence assays with BSA,
hypochromicity results ranging from 51.90% to 90.33%, as well as values of the Stern-
Volmer constant (Ks), observed between 0.08 x 10* M and 2.94 x 10* M. For these results
the LglT/ JF-74, LqlT/JF-98, LglT/JF-99 and LglT/JF-115 ligands with hypsochromicity
values of 90.33%, 89.73%, 90.04% e 89.83%, and K, values of 2.94 x 10* M?, 2.46 x 10* M-
11,73 x 10 M? e 2.08 x 10* M2, respectively. In the molecular docking assays it was found
that all the ligands interact with the nitrogenous bases of the DNA and the Trp?!? of the BSA



by means of n-n stacking, as well as by other non-covalent hydrophobic interactions. Thus,
more refined future tests are proposed aiming at the antiproliferative activity of the
derivatives, as well as to evaluate the type of cell death provoked in neoplastic cells.

Keywords: Thiosemicarbazone. Acridine. DNA binding. Calf thymus DNA. Albumin
binding.
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1 INTRODUCAO

A quimica de compostos heterociclicos compde um area de fundamental importancia
para o desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica. Estes compostos sdo
relatados desde o século XIX, e dentre eles a acridina, descrita em 1884 pelo quimico aleméo
August Bernthsen (BERNTHSEN, 1884). A maioria das classes de farmacos é formada por
compostos heterociclicos, sejam agentes antimicrobianos (COATES et al., 2002; GAUDELLI
et al., 2015), antivirais (LIU et al., 2015), antineoplasicos (LIU et al., 2015; DONG et al.,
2015; LI et al., 2018), antiespasmédicos (ELBASIOUNY et al., 2010) e antiproliferativa
(IBRAHIM; SAYED, 2018).

A fim de promover o delineamento e variabilidade de séries de novas moléculas
candidatas a farmacos que apresentem tais atividades, pode-se lancar médo das estratégias
sintéticas de simplificacdo molecular e restricdo conformacional. A simplificacdo molecular
envolve a sintese de moléculas menos complexas, de obtengdo menos dispendiosa, a partir de
um composto protétipo, porém com manutencdo das porcoes farmacoforicas do derivado
ativo. (ALBERT, 1982; BARREIRO, 2002; GARCIA et al., 2010; SHI et al., 2016). A
restricdo conformacional é empregada de modo a fixar uma ou varias regides do ligante,
minimizando o nimero de conformacg6es possiveis, limitando a quantidade de posicGes que
este ligante pode assumir ao interagir com o um sitio de acdo especifico, aumentando a
seletividade e estabilidade do conformero (POHLMANN et al., 1999).

Assim, o desenvolvimento de novos compostos heterociclicos tiossemicarbazonicos e
tiazolinicos, que apresentem nucleos poliaromaticos planares como acridina, deram origem a
compostos contendo ndcleos mais simples, como o indol (benzopirrol), pirrol e quinolina, que
estdo descritos em diversos estudos, para 0s quais sucessos terapéuticos foram evidenciados
(LAFAYETTE et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017).

Desta forma, através de reacBes com tiossemicarbazidas, é possivel obter
tiossemicarbazonas (ALMEIDA et al., 2015; SU et al., 2016; SENS et al., 2018) e obter
derivados com moléculas simplificadas, que apresentem propriedades tdo ou mais desejaveis
gue um protétipo, em poténcia, especificidade, duracdo de a¢do, menor toxicidade e maior
estabilidade.

Outra modalidade utilizada quando se almejam tais caracteristicas é a substituicdo
isostérica (LANGMUIR, 1919; ERLENMEYER, 1932), mais tarde aplicada como
bioisostérica (FRIEDMAN, 1951; BURGER, 1970; THORNBER, 1979), que consiste na

substituicdo de grupos especificos por grupos que possuem propriedades semelhantes,
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alterando desta forma, as propriedades fisico-quimicas, e consequentemente, as propriedades
farmacodindmicas e farmacocinéticas da molécula, sem, no entanto, modificar drasticamente
suas estruturas.

De modo a direcionar o presente estudo para interagcdes dos compostos com o0 ctDNA
e a albumina (BSA), estudos in silico por docking molecular foram executados de modo a
verificar a que tipo de interagcdes 0s compostos sao submetidos, sejam do tipo ndo covalentes
ou covalentes, visando o célculo da energia global de interacdo dos ligantes do estudo com as
supracitadas macromoléculas (DO AMARAL; PICCIRILLO, 2018). Estas interacdes
controlam inumeros fenémenos encontrados na organizacdo de macromoléculas, tais como as
interacdes entre as bases nitrogenadas que estabilizam a estrutura helicoidal do DNA, a
intercalacdo de farmacos no DNA, o empacotamento de moléculas arométicas em cristais, a
estrutura terciaria de proteinas, as preferéncias conformacionais e propriedades de ligacOes de
compostos poliaromaticos, como as acridinas (HUNTER; SANDERS, 1990).

A analise das interacGes ndo covalentes e eletrostaticas entre compostos e a albumina é
de fundamental importancia, visto que esta proteina age como reservatorio e carreador de
compostos, tais como nutrientes e farmacos, no sangue. Assim, o estudo da ligacdo de
compostos com a albumina é indispensavel para tracar perfis farmacocinéticos destes ligantes,
de modo a desenvolvermos predicOes acerca de suas propriedades de absorcéo, distribuicdo,
metabolizacdo e excrecdo (OTAGIRI et al., 2013).

A interacdo ligante-DNA € realizada com o objetivo de atestar sua capacidade de
intercalacdo, mecanismo evidenciado para diversos tipos de agentes inibidores da
topoisomerase, visando a atividade antineoplasica destes compostos (ALMEIDA et al., 2015).
Pelo fato de a maioria destes compostos intercalantes se mostrar como compostos
poliaromaticos planares (daunorrubicina, doxorrubicina, dactinomicina), foi planejada a
sintese de compostos aromaticos planares tendo em vista sua atividade frente ao DNA.

Destarte, a hipOtese deste estudo é avaliar se a execucdo das estratégias de
simplificacdo molecular e restricdo conformacional de derivados tiossemicarbazdnicos,
contendo os nucleos planares acridinicos, para geracdo de novas tiossemicarbazonas contento
nacleos mais simples como indol, quinolina e pirrol, aléem da substituicdo bioisostérica de
grupos elétron doadores e elétron retiradores, influenciam na interacdo destes derivados com o
ctDNA e a BSA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e avaliar por meio de estudos in silico e in vitro a influéncia da restricéo
conformacional e simplificacdo molecular de derivados tiossemicarbazdnicos acridinicos em

macromoléculas bioldgicas (ctDNA e BSA).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Executar estudo de docking de modo a verificar a interagdo entre as moléculas dos
derivados em estudo e o ctDNA, bem como a interacdo destes derivados com 0s
sitios de ligacdo da proteina albumina (BSA), localizados nos seus subdominios
A e IlA.

e Sintetizar derivados tiossemicarbazonicos a partir das tiossemicarbazidas e dos
aldeidos contendo os nucleos acridina, indol (benzopirrol), pirrol e quinolina;

e Sintetizar derivados dihidrotiazdis (tiazolinas) a partir de tiossemicarbazonas
acridinicas;

e Determinar as faixas de fusdo e elucidar a estrutura dos compostos obtidos por
analise de RMN de 'H, RMN de **C, COSY, HSQC, FTIR e MALDI-TOF;

e Realizar estudos de ligacdo com o ctDNA, por meio de estudos de espectroscopia
de absorcéo eletrénica com o intuito de calcular a constante de ligacdo intrinseca
(Kbp) ligante-ctDNA,;

e Realizar estudos de ligacdo com a proteina albumina do soro bovino (BSA), por
meio de espectroscopia de emissdo de fluorescéncia para analisar as propriedades
de ligacdo dos derivados com a proteina albumina;

e Determinar as propriedades ADME dos compostos por meio das plataformas
SwissADME e pkCSM;
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3 REFERENCIAL TEORICO

A proposi¢do de novos farmacos se baseia na invencdo de compostos quimicos ativos
inéditos, chamados de hits, que sdo submetidos a ensaios bioldgicos visando uma atividade
especifica (HUGHES et al., 2011). Os hits sdo originados de observagdes estruturais de
fragmentos de pequenas moléculas ligadas a alvos terapéuticos (enzimas ou receptores), onde
os fragmentos servem como pontos de partida para desenvolver formas quimicamente
complexas por sintese organica (Figura 1), como no caso do imatinibe, utilizado para o
tratamento de leucemia mieloide cronica e o receptor BCR-Abl (HANTSCHEL et al., 2008).

Figura 1- Base estrutural da inibicdo enzimatica especifica: interacdo do imatinibe (farmaco) com o
BCR-ADbI (receptor).
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A. Uma fracdo da proteina quinase é exibida em formato de fita (cinza). O farmaco anélogo do imatinibe é
evidenciado na forma de modelo espacial (azul). B. InteragBes intermoleculares entre o fArmaco (na cor azul) e
os residuos de aminodcidos da proteina BCR-ADbl. As linhas tracejadas indicam as ligacfes de hidrogénio,
enquanto as intera¢des hidrofdbicas de van der Waals (demonstradas por arcos em volta da sigla de cada
aminoAcido e sua numeragdo de sequenciamento na proteina) sdo exibidas para nove aminoéacidos com cadeias
laterais hidrofébicas, tais como a valina, glicina e leucina. C. Interacdo do fArmaco (azul) com a proteina BCR-
Abl (cinza) inibe a atividade quinase de fosforilacdo de uma alca de ativacdo (formato em fita de cor azul
intensa), antagonizando a atividade catalitica da enzima na al¢a de ativagdo da quinase.

Fonte: GOLAN, D. E. et al., Principles of Pharmacology, 4" Ed., 2016.

Desta forma, os hits sdo originados a partir de testes de compostos quimicos contra
alvos biolégicos, presentes em Banco de Dados de Proteinas (Protein Data Bank - PDB),
onde 0s compostos podem derivar de novas bibliotecas quimicas sintéticas, conhecidas por
terem propriedades particulares (atividade inibitéria da quinase ou semelhanga com farmacos

tradicionais, conhecida como drug-likeness), ou de bibliotecas criadas por meio da quimica
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combinatéria (LIMA, 2007; BOLZANI; BARREIRO, 2009; MIGNANI et al., 2018) (Figura
2).

Figura 2- Processo de desenvolvimento de novos farmacos (IND — Investigacdo de novo farmaco;
NDA - solicitagdo para um novo farmaco).

Estudos Testes em
in vitro animais
Produtos
biolégicos
C sto Eficacia,
O;Fg seletividade,
mecanismo
Sintese ‘ 1o
quimica, —
ofimizagdo Metabolismo do farmaco, avaliagao de seguranga
o 2 4 6-9 20
Anos (média) IND NDA A patente expira
(Novo Farmaco (Pedido de 20 anos depois do
em Investigacgéo) Medicamento Novo) protocolo do pedido

Fonte: Katzung, B. G. Basic & Clinical Pharmacology, 14" Ed., 2018.

3.1 ESTRATEGIAS E FERRAMENTAS PARA DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS

Nos ultimos anos, vem havendo uma marcante mudancga no processo de concepgao de
novos farmacos. Ferramentas inovadoras foram incorporadas ao rol de metodologias, dando
génese a um processo mais dinamico no desenvolvimento de farmacos. Assim, o design de
candidatos a farmacos seria conduzido pelo prévio reconhecimento do sitio de interacdo
molecular da enzima ou alvo implicado na doenca em estudo, por meio da estratégia SBDD
(structure-based drug design).

Caso a estrutura do alvo ndo seja conhecida, langa-se mdo da estratégia LBDD
(ligand-based drug design), pela qual o planejamento teria como base um ligante eficiente
(DO AMARAL; PICCIRILLO, 2018). Essa pratica da Quimica Medicinal promoveu a
exploracdo das diversas metodologias possiveis para o planejamento de compostos lideres, de
forma inovadora por pesquisas em diferentes abordagens: anélise computacional de anélogos,

triagem sistematica em alta escala (HTS - do inglés high-throughput screening),
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levantamento de dados bioldgicos e farmacoldgicos e, ainda, o desenho almejando-se um alvo
especifico (WERMUTH, 2008).

Por meio destas metodologias é possivel obter um composto que apresente alta
probabilidade de apresentar atividades terapéuticas, dentre uma série de anélogos, e que
possua uma estrutura sub-6tima que requeira modificacdo para se adequar melhor ao alvo
almejado, oferecendo ainda, a possibilidade de servir de molde para a construgdo de novos
analogos, tal como a amsacrina (m-AMSA) (LANG et al., 2013). Os compostos com tais
caracteristicas sdo denominados compostos lideres (lead compounds) (ANDERSON, 2003).

Para tanto, modificacbes quimicas podem melhorar a poténcia, a geometria de
reconhecimento e ligacdo (grupamentos farmacoféricos) dos compostos candidatos, como
também a sua afinidade para os seus alvos, bem como melhorar as propriedades fisico-
quimicas da molécula que sdo fundamentais a farmacocinética (ADMET: absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade) e farmacodinamica desejadas. Além disso,
perfis toxicologicos (estabilidade em relacdo a degradacdo metabolica, auséncia/presenca de
toxicidades hepaticas, cardiacas, genotoxicidade, etc.) devem ser analisados, de tal forma que
0 composto quimico seja adequado para introducdo em estudos em humanos (SILVA, 2013).

Assim, um alvo adequado para o planejamento de medicamentos deve ser selecionado
com base na plausibilidade biolégica ou identificado por meio do rastreamento de potenciais
compostos lideres contra alvos mualtiplos (também conhecida como MTDD, do inglés Multi-
Target Drug Discovery) (RAMSAY et al, 2018). As bibliotecas de farmacos s&o
frequentemente testadas por HTS que podem rastrear compostos quanto sua capacidade para
inibir (antagonista) ou estimular (agonista) um receptor de interesse, assim como determinar a
sua seletividade (HUGHES et al., 2011). Em vista disso, almeja-se essencialmente um
farmaco que seja sem precedentes dentre 0s ja aprovados e regulados, passando este a se
denominar como nova entidade quimica ou molecular (NME, do inglés New Molecular Entity
ou New Chemical Entity - NCE) (LIN, 2017).

Neste contexto, os métodos atuais de design de farmacos baseados na estrutura do
receptor alvo, sdo componentes proeminentes da Quimica Medicinal (SALUM et al., 2008). O
ancoramento molecular (molecular docking), triagem virtual baseada em estrutura (SBVS —
Structure-Based Virtual Screening) e dindmica molecular (molecular dynamics) estdo entre as
estratégias SBDD mais utilizadas devido a sua ampla gama de aplicacbes na analise de
eventos de reconhecimento molecular, tais como energia de ligacao, interacbes moleculares e
alteragdes conformacionais induzidas (KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2011; FERREIRA
et al., 2015; WIEDER et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3- Estrutura tridimensional do alvo molecular empregada em estudos de modelagem molecular
(SBDD).

A

A. Estrutura tridimensional do ligante. B. Estrutura tridimensional do receptor. C. O ligante é ancorado no sitio
de ligacdo do receptor, onde varias conformacBes sdo avaliadas. D. As interacdes intermoleculares sdo
identificadas e a conformacao mais favoravel é determinada.

Fonte: Ferreira et al. Molecular Docking and Structure-Based Drug Design Strategies, Molecules, 20, 13384-
13421, 2015.

Uma abordagem distinta do SBDD no desenho de farmacos compreende o uso de
bibliotecas de pequenas moléculas. A diversidade quimica disponivel nessas bibliotecas
representa o espaco ocupado por ligantes, conhecidos por interagir com um alvo especifico.
Este tipo de informacdo é usado em métodos de desenho de farmacos baseados em ligantes
(LBDD) (ACHARYA et al., 2011).

A pesquisa por similaridade molecular, a modelagem QSAR (Relacdo de Estrutura-
Atividade Quantitativa) e a geracao de farmacoforo sdo alguns dos métodos LBDD mais uteis
(BACILIERI; MORO, 2006). As abordagens SBDD e LBDD foram aplicadas como valiosas
ferramentas de descoberta de drogas, tanto na academia como na inddstria (DRWAL;
GRIFFITH, 2013) devido a sua versatilidade e carater sinérgico. A integracdo dessas
abordagens tem sido empregada com sucesso em varias investigacdes de dados estruturais
quimicos e bioldgicos (TROSSINI et al., 2013; VALASANI et al., 2014).

Nesse estudo, utilizado as estratégias de simplificacdo molecular e design baseado no
ligante (LBDD), compostos contendo heterociclos planares arométicos foram desenvolvidos,

de modo a estabelecer uma relagdo entre a estrutura molecular desses ligantes e sua
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capacidade de interacdo com macromoléculas obtida do Protein Data Bank (PDB), ctDNA e

albumina do soro bovino (BSA).

3.2 ACRIDINAS
3.2.1 Aplicacéo terapéutica das acridinas

A acridina é um composto organico heterociclo, contendo o heterodtomo nitrogénio.
As acridinas sdo nucleos substituidos de uma molécula planar que € estruturalmente
relacionada ao antraceno, com um dos grupos CH centrais substituido por um atomo de
nitrogénio. Sua molécula é relacionada ao indol, pirrol e quinolina, pelo fato de apresentar
carater planar e aromatico, permitindo que se lance mdo da estratégia de simplificacdo
molecular nesse estudo (FAVRE; POWELL, 2014) (Figura 4).

Figura 4- Estrutura dos heterociclos pirrol, indol, quinolina e acridina, enfatizando a estratégia de
simplificagdo molecular.
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3 = 6
N
4 10 5
Simplifica(;élo molecular \
L) CY 0
N N
= H
N

Pirrol Quinolina Indol

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

Derivados de acridina formam uma importante classe de heterociclos devido a sua
extensa gama de propriedades terapéuticas. Com aplicacdo relevante para a industria
farmacéutica, os derivados da acridina mostraram atividades, tais como, agente anti-
inflamatério (CHEN et al., 2002; YARTSEVA et al., 2003), antiproliferativo (ARYA et al.,
2015; SALEM et al., 2016; IBRAHIM; SAYED, 2018), antimicrobiano (KAYA et al., 2011),
antituberculinico (TRIPATHI et al., 2006), antiparasitario (DI GIORGIO et al., 2005),
antimalarico (KUMAR et al.,, 2009; TOMAR et al., 2010; YU et al.,, 2012), antivirais
(GUPTA; JAISWAL, 2010; TONELLI et al, 2011) e fungicidas (SRIVASTAVA;
NIZAMUDDIN, 2004). Estas propriedades das acridinas sdo atribuidas a sua estrutura

heterociclica planar, que interage apreciavelmente com diferentes alvos biomoleculares.
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A atividade antitumoral dos derivados de acridina/acridona ja € bem estabelecida na
literatura. A estrutura do anel planar permite que estes derivados atuem como intercaladores
de DNA (MINOTTI et al, 2004; LAFAYETTE et al., 2013) e inibir as enzimas
topoisomerase ou telomerase (RAZA et al., 2012; GAO et al., 2012). Desta forma, estudos
com derivados heterociclicos planares sdo realizados de modo a verificar seus tipos de
interacbes com a biomolécula, que podem ser por intercalcdo, interacdo com o0s sulcos ou

eletrostatica, de maneira a estabelecer o possivel mecanismo de agdo do ligante (Figura 5).

Figura 5- Representacdo esquematica dos modos de interacdo covalentes e ndo covalentes com o
DNA: intercalacdo, intercalacdo ao sulco, interacdo eletrostatica, ligacdo a base nitrogenada e ligacao
ao fosfato.

u

NAO-COVALENTE  NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE
Intercalagao Interacdo com os sulcos Interacdo eletrostética L'gi‘;é° a b;se Ligagio ao fosfato
nitrogenada

Fonte: Barra, C. V.; Netto, A. V. G. Rev. Virtual Quim. 7(6), 1998-2016, 2015.

A eficécia dos arranjos heterociclicos, triciclicos e planares para intercalar entre pares
de bases na estrutura de cadeia dupla o DNA, como o complexo platina-acridina (BARUAH
et al.,, 2005) (Figura 6) e a capacidade do nitrogénio aceptor/doador de elétrons sdo duas
principais consideracGes para 0 uso de acridinas/acridonas como compostos anticancer em
potencial (SOUIBGUI et al., 2014). Adicionalmente, derivados de acridina/acridona impedem
o funcionamento adequado de células tumorais, inclusive por causar disfun¢do consideravel
em enzimas que controlam a topologia da funcdo do DNA: topoisomerase, telomerase e
quinases dependentes de ciclina (ALMEIDA et al., 2015).
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Figura 6- Intercalagdo de um complexo acridina/cisplatina com octdmero de DNA, 5’-CCTCGTCC-
3’/3’-GGAGCAGG-5’.
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Fonte: BARUAH, H.; WRIGHT, M. W.; BIERBACH, U., Biochemistry, 44, 6059-6070, 2005.

Uma variedade de outros derivados de acridina/acridona foi sintetizada, analogos
como a N-(2-(dimetilamino)etil)acridina-4-carboxamida (DACA), triazoloacridona (C-1305)
e amsacrina (m-AMSA) foram utilizados em estudos clinicos. Entre eles, a m-AMSA foi o
primeiro farmaco sintético com eficacia clinica como inibidor da topoisomerase. Muitos
derivados da m-AMSA, dentre eles 0 AHMA e o D3CLP (Figura 7), foram desenvolvidos e
mostraram maior atividade antineoplasica e reducdo de efeitos adversos, tais como hemdria,
Ulceras na boca e lingua, hemorragia e febre (GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2011; LUAN et
al., 2011; LANG et al., 2013).
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Figura 7- Derivados acridinicos com atividade terapéutica.
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Fonte: Gensicka-Kowalewska, M.; Cholewinski, G.; Dzierzbicka, K. RSC Adv., 7, 15776, 2017.

Em um trabalho realizado por Lafayette e colaboradores (2013) foram desenvolvidas

tiazacridinas e imidazacridinas com atividade de inibi¢do da topoisomerase | (Figura 8).

Figura 8- Tiazacridinas e Imidazacridinas com atividade de inibicdo da topoisomerase I.

(@) (b)

Fonte: LAFAYETTE, et al. Synthesis, DNA binding and topoisomerase | inhibition activity of thiazacridine and
imidazacridine derivatives. Molecules. 18(12):15035-50, 2013.

Para estudar o efeito dos compostos acima sobre o relaxamento do DNA, o plasmideo
superenrolado pUC19 foi incubado com topoisomerase | humana na presenca dos compostos
em concentragdes de 50, 100 e 200 uM. A tioxoimidazolidin-4-ona (a) e a tiazolidina-2,4-
diona (b) mostraram uma atividade inibidora fraca da topoisomerase I a 100 e 200 puM, visto
que o DNA superenrolado foi parcialmente relaxado pela enzima. O derivado 3-amino-2-
tioxotiazolidin-4-ona (c) demonstrou atividade inibitoria apenas a 200 uM. Este mesmo
composto provocou 40,43% de hipocromicidade em ensaio de absorbancia em UV-Vis, no

qgual o DNA de timo de bezerro (calf thymus DNA - ctDNA) foi utilizado como substrato para
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os intercaladores acridinicos, corroborando a intercalagdo do derivado com o DNA
(LAFAYETTE et al., 2013).

Em estudo mais recente, Almeida e colaboradores (2015) desenvolveram derivados
tiossemicarbazénicos, com o nucleo acridina como composto lider, por meio de adicdo de
porcOes tiossemicarbazidas 4-fenil substituidas ao aldeido acridinico pré-sintetizado pelo
grupo de pesquisa (Figura 9). Estes derivados foram ensaiados para ligacdo destes derivados
com o DNA (ctDNA), cujos espectros de absor¢do no UV-Vis mostraram até 92,58% de
hipercromicidade para o derivado ndo substituido, corroborando a formacdo do complexo
tiossemicarbazona-DNA. No mesmo estudo, alguns derivados mostraram ainda efeitos
batocromicos e hipsocromicos, com AL de 6 nm para o derivado nao substituido, e um AX de

12 nm para o derivado 4-naftilfenil.

Figura 9- Férmula geral para as Acridina-Tiossemicarbazonas com atividade antitumoral e de ligacdo
ao DNA.

Fonte: ALMEIDA, S. M. V. et al. Synthesis, DNA Binding, and Antiproliferative Activity of Novel Acridine-
Thiosemicarbazone Derivatives Int. J. Mol. Sci. 16, 13023-13042, 2015.

Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

As mudancas na intensidade das absorbancias foram utilizadas para calcular as
constantes de ligacdo ao DNA (Kb), de acordo com McGhee e Von Hippel (McGHEE; VON
HIPPEL, 1974), que apresentaram Kp, de 1,74 x 10* M7t até 1 x 10° M7, sendo este Gltimo
valor para o derivado 4-clorofenil substituido, evidenciando a alta afinidade das acridina-
tiossemicarbazonas pelos pares de bases nitrogenadas do DNA. Os derivados foram ainda
analisados em relacdo a sua atividade antitumoral in vitro no mesmo estudo, para
correlacionar a intensidade de ligacio ao DNA (Kp) e sua influéncia na inibicdo do
crescimento de nove diferentes linhas de celulares tumorais: glioma (U251), leucemia
mieloide (K-562), adenocarcinoma mamario (MCF-7), ovario multi droga resistente (NCI-
ADR/RES), rim (786-0), pulmdo (NCI-H460), ovario (OVCAR-3), préstata (PC-3), colon
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(HT-29) e queratindcito humano (HaCat). O derivado 4-clorofenil substituido supracitado foi
letal, considerando 50% das células iniciais do estudo (LCso), para as linhagens de células
neoplasicas NCI-H460, MCF-7, U251, NCI-ADR/RES, HT-29 e PC-3 nas respectivas
concentragdes: 43,41 uM; 60,26 uM; 68,93 uM; 70,2 uM; 70,24 uM ¢ 72,95 uM (ALMEIDA
et al., 2015).

3.2.2 Sintese das acridinas

As sinteses mais amplamente aplicadas de acridinas envolvem fechamentos de anéis
visto que reagOes de substituicho muitas vezes resultam em misturas de regioisOmeros
(CHIRON; GALY, 2004). Diversos tipos de fechamento de anéis de precursores adequados
para as acridinas podem ser diferenciados (Figura 10). Acridinas podem ainda ser sintetizadas
por rearranjos, ou por oxidacdo e reducdo de acridanas ou acridonas, respectivamente. A
acridina (Figura 4) foi descoberta em 1870, por Graebe e Caro em fragcdes do alcatrdo da

hulha e tem sido sintetizada de varias formas até entao.

Figura 10- Classificacdo de reac6es de fechamento de anel para preparacdo de acridinas.
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

A reacdo de Bernthsen é um exemplo de fechamento de anel tipo C (BERNTHSEN,;
BENDER, 1883; WYNN, 2011). A reacdo classica de Bernthsen foi relatada pela primeira
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vez em 1884 e descreveu o acoplamento de um &cido carboxilico aromético ou alifatico e a
difenilamina, na presenca de excesso de cloreto de zinco em temperatura entre 200 e 270 °C,
por um periodo de 20 h (BERNTHSEN, 1884). Em um método mais recente (Esquema 1),
esta reacdo se processa entre 2,5 a 12 minutos, utilizando micro-ondas (KOSHIMA;
KUTSUNAI, 2002; SEIJAS et al., 2002; VEVERKOVA; NOSKOVA; TOMA, 2002).

Esquema 1- Sintese de acridinas com fechamento de anel central por utilizagcdo de micro-ondas.
R
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Em trabalho de Tsuge e colaboradores (1963) foi relatada a sintese da 9-metil-acridina
a partir do acido acetico, cloreto de zinco e difenilamina. Esta sintese se processa em detalhes,
de acordo com as seguintes etapas (Esquema 2):

Esquema 2- Sintese da 9-metilacridina por meio da reagdo de Bernthsen-Bender.
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

Em trabalhos recentes, Lafayette e colaboradores (2013) e Almeida e colaboradores
(2015) procederam a oxidacdo do grupamento 9-metila para a obtengdo da funcéo aldeido,
que foi posteriormente utilizada para a sintese de outros derivados funcionais. Foi empregado
0 agente oxidante clorocromato de piridinio (PCC), em sulfato de magnésio e diclorometano,
sob agitacdo, a temperatura ambiente, para obtencéo do derivado 9-acridinaldeido (Esquema
3), método desenvolvido em 1995 por Mosher e Natale (MOSHER; NATALE, 1995).

Esquema 3- Sintese do 9-acridinaldeido por oxidagdo com PCC.
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

3.3 INDOIS

O indol é um composto organico heterociclico aroméatico com a formula CgH7N.
Possui uma estrutura biciclica, consistindo de um anel de benzeno de seis membros fundido a
um anel de pirrol de cinco membros (Figura 11). A sintese de derivados ind6licos vem
atraindo o interesse devido a uma infinidade de aplicacGes terapéuticas e diversas
modalidades de sintese relatadas (ZIARANI et al., 2018).
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Figura 11- Estrutura do heterociclo aroméatico indol e atividades terapéuticas relatadas.
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O indol e seus analogos exibiram amplo espectro de atividade antitumoral. Singh e
colaboradores (2009) sintetizaram hibridos do acido indol-barbitdrico e examinaram suas
atividades anticancerigenas em mais de 60 linhagens celulares de cancer humano. O estudo
revelou que os compostos exibiram atividade antitumoral contra linhagens celulares de cancer
de glioma, pulmdo (NSCLC), ovario, célon, renal e mama (SINGH; KAUR; VERMA, 2009)
(Figura 12).

Uma seérie de arilsulfonil-indois foi preparada por Lai e colaboradores (2012) que as
testaram como inibidores da histona desacetilase (HDAC). O composto prototipo exibiu
elevada atividade antiproliferativa com valores de Glso variando de 0,41 a 1,18 uM, contra
células neoplasicas humanas Hep3B, MDA-MB-231, PC-3 e A549. Também promovem
relevante atividade de inibicdo de isoenzimas com valores 1Cso de 12,3 nM para HDAC-1, 4,0
nM para HDAC-2 e 1,0 nM para HDAC-6, valores semelhantes ao apresentado pelo
vorinostat, o farmaco de referéncia no estudo (LAl et al., 2012) (Figura 12).

Os hibridos de indolil-tiadiazol foram preparados por Kumar e colaboradores (2010) e

avaliados quanto a citotoxicidade contra seis linhagens de células tumorais humanas. O 3-
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indolil-1,3,4-tiadiazol mostrou excelente atividade no retardamento e controle das células do
cancer pancreatico (ICso 1,5 uM, PaCa2) (KUMAR et al., 2010) (Figura 12).

Figura 12- Derivados ind6licos com atividade antiproliferativa.
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Os hibridos indol-imidazol foram submetidos a analise de SAR para atividades
antiproliferativas in vitro contra linhas celulares neoplésicas. Foi evidenciado que o indol-
imidazol foi eficiente contra todas as linhas de células como MES-SA/DX5 (ICso = 0,02 uM,
MDR uterino) e HL60/TX1000 (ICso = 0,05 puM, leucemia) (JAMES et al., 2006) (Figura 13).

Huang e colaboradores relataram um derivado tetraindol mostrando efeito
anticancerigeno em linhas celulares e enxerto tumoral em camundongos. Este composto
aumenta a producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive oxygen
species) que causam danos ao DNA de células neoplasicas (ICso = 3,40 uM para A549 -
pulmédo e I1Cso = 0,38 uM para CE48T carcinoma esofagico) (HUANG et al., 2012) (Figura
13).

Figura 13- Derivados ind6licos com atividade antiproliferativa.

Indol-imidazol Tetraindol Bis-indol
(JAMES et al., 2006) (HUANG et al., 2012) (ANDREANI et al., 2008)
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O bis-indol com piridina ou piperazina como ligante foi sintetizado e avaliado quanto
a sua atividade antitumoral. O composto com piridina como ligante exibiu atividade contra
diferentes linhagens de céancer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 e Hs578T), com ICso
variando de 0,23 a 0,4 uM (ANDREANI et al., 2008) (Figura 13).

3.4 QUINOLINAS

A Quinolina (1-azanaftaleno) é um composto aromatico heterociclico nitrogenado de
formula C9H-N, caracterizado por uma estrutura de anel duplo, que contém um anel de
benzeno fundido a piridina em dois a&omos de carbono adjacentes. (MANSKE, 1942;
ZOGRAFOS, 1999). E uma base terciéria fraca que pode formar sal com &cidos e exibe
reacOes semelhantes as da piridina e benzeno. Participa em reacdes de substituicdo tanto
eletrofilica como nucleofilica, e exibe baixa toxicidade nos humanos, seja por absorcéo oral
ou por inalagéo.

A quinolina foi extraida do alcatréo de carvao em 1934 por Friedel Ferdinand Runge.
Esta substéncia continua a ser a principal fonte de quinolina comercial. As quinolinas sdo
sintetizadas a partir de anilinas simples utilizando alguns tipos de reaces, tais como: sintese
de Combes, sintese de Conrad-Limpach, sintese Vilsmeier—Haack, reacdo de Doebner-von
Miller, reacdo de Gould-Jacobs e sintese de Skraup (ELDERFIELD, 1960;
VENKATESWARLU et al., 2012).

Os derivados da quinolina apresentam uma gama de bioatividades (Figura 14) e tem
atraido atencdo significativa de pesquisadores nos ultimos duzentos anos (PRAJAPATI et al.,
2014).

Ao longo dos anos, a quinina, cloroquina e mefloquina, farmacos que contem o nicleo
quinolina, foram usados para o tratamento eficaz da malaria (KATEGAONKAR et al., 2010).
As quinolina-3-carboxamidas tém sido usadas em ensaios clinicos para tratamento de cancer e
condicBes autoimunes (DERONIC et al.,, 2014). A quinolina-3-carboxamida denominada
tasquinimod mostrou-se eficaz durante os estagios iniciais do desenvolvimento do tumor
(DERONIC et al., 2016), enquanto o paquinimod foi usado recentemente em ensaios clinicos
para o tratamento de esclerose sistémica (STENSTROM et al., 2016) (Figura 15).
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Figura 14- Estrutura do heterociclo aromatico quinolina e atividades terapéuticas relatadas.
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Figura 15- Estruturas das quinolinas-3-carboxamidas tasquinimod e paquinimod.
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Algumas das amido-anilinoguinolinas desenvolvidas por Scott et al. (2009) atuam
como agentes antitumorais pela inibicdo da quinase CSF-1R (SCOTT et al., 2009). Séries de
4-hidroxiquinolinas sintetizadas por Mai et al. (2009) sdo relatadas como inibidores da
histona acetiltransferase (HAT) (MAI et al., 2009).
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Subashini et al. (2018) sintetizaram seis novos derivados imidazoquinolinicos. Tais
derivados promoveram inibicdo da Heme Oxigenase-1 (HO-1), enzima expressa por células
de adenocarcinoma pulmonar (A549) e cancer de mama (MCF-7) que as protege de
compostos antitumorais. Entre eles, a 3-(4,5-difenil-1H-imidazol-2-il)-1H-quinolina-2-ona foi
evidenciada como o melhor inibidor da HO-1 no estudo, apresentando inibicdo méxima de
87,06% na concentragdo minima de 9,2 puM. A quinolina-2-ona apresentou inibicao
competitiva como muitos outros farmacos farmacologicamente importantes (SUBASHINI et
al., 2018) (Figura 16).

Miller et al. (2009) desenvolveram 3-cianoquinolinas como inibidores de receptores
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) para o tratamento do cancer. O IGF-
1R é um receptor do fator de crescimento ligado a tirosina quinase que age como mediador
critico da proliferagdo e sobrevivéncia celular (MILLER et al., 2009) (Figura 16).

Perin e colaboradores (2014) relataram derivados 5-amino-benzimidazo[1,2-
aJquinolina-6-carbonitrila como potenciais agentes intercaladores de DNA. A maioria dos
compostos foi ativa em concentragbes micromolares in vitro contra linhagens celulares de
carcinoma do célon, pulméo e mama. O derivado N,N-dimetilaminopropil mostrou a atividade
mais pronunciada em relacdo as trés linhagens celulares tumorais testadas. Os estudos de
ligacdo ao DNA, consistindo de absorbéncia no UV/Vis, de fluorescéncia e dicroismo
circular, revelaram que o composto se liga ao DNA como um intercalador (PERIN et al.,
2014) (Figura 16).

Figura 16- Derivados quinolinicos com atividade antiproliferativa.
\N/\/\NH R3
[eeq oy
. N O NN HN
. .0 CN
N" o “
H

R7 N
6-metoxi-3-(4,5-difenil-1H- 4-(3-(dimetilamino)propilamino)-  6-metoxi-4-(fenilamino)quinolina-3-
imidazol-2-il)- 2-ona-1H- benzimidazol[1,2-a]quinolina-3- carbonitrila
quinolina carbonitrila (PERIN et al., 2014)

(SUBASHINI et al., 2018) (MILLER et al., 2009)
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3.5 TIOSSEMICARBAZONAS
3.5.1 Aplicagéo terapéutica das tiossemicarbazonas

Durante as Ultimas décadas, as tiossemicarbazonas (Figura 17) foram desenvolvidas
clinicamente para uma variedade de doencas, incluindo tuberculose, infec¢des virais, malaria
e cancer. O primeiro farmaco clinicamente aprovado desta classe de compostos (introduzido
no final da década de 1940) foi o 4-acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona (tioacetazona),
que ainda é utilizado para o tratamento da tuberculose multirresistente, porém vem sendo
substituida por farmacos mais eficientes como a isoniazida e a rifampicina (DONALD;
MCcILLERON, 2009; PAVAN et al., 2010).

Figura 17- Estrutura das tiossemicarbazonas.

A segunda tiossemicarbazona clinicamente investigada (comercializada na década de
1960) foi a N-metilisatina tiossemicarbazona (metisazona), um agente desenvolvido contra a
variola, que, no entanto, devido ao desenvolvimento da vacina contra a variola, ndo é mais
administrado (MOORTHY et al., 2013) (Figura 18).

Figura 18- Estruturas dos farmacos Tioacetazona e Metisazona.

Tioacetazona Metisazona

Os derivados de tiossemicarbazona sdo compostos de relevancia sintética devido a
suas atividades biolégicas e farmacologicas relatadas (Figura 19). Estes derivados sdo

testados tanto como produtos finais, bem como intermediarios para a sintese de compostos
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bioativos e desta forma, sdo amplamente utilizados no campo da quimica medicinal (KUNOS
etal., 2017).

Figura 19- Estrutura da tiossemicarbazona e atividades terapéuticas relatadas.
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Tiossemicarbazonas sao importantes compostos tionitrogenados que tem o potencial
de exibir a funcionalidade quimica em moléculas biologicamente ativas. A otimizacdo dessa
estrutura pode resultar na descoberta inovadora de uma nova classe de agentes
anticancerigenos. Estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR - Structural-Activity
Relationship) mostraram que um grande nimero de tiossemicarbazonas de compostos N-
heterociclicos tem baixa densidade de elétrons m na parte da cadeia lateral e os atomos de
nitrogénio e enxofre sdo razoaveis doadores de pares de elétrons para reacdes de ciclizacéo,
gerando anéis tiazélicos (MYLONAS; MAMALIS, 2005).

As tiossemicarbazonas, na sua forma neutra ou desprotonada, comportam-se como um
quelato de N, N, S - tiodentado em relacdo aos ions metalicos essenciais. Elas apresentam
atividade antiproliferativa em diferentes linhagens celulares de tumores, o que tem sido
mostrado como uma caracteristica comum a todos 0s compostos com poténcia carcinogénica
(HAMEED et al., 2017).
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3.5.2 Tiossemicarbazonas como func¢éo organica

Tiossemicarbazonas sdo compostos organicos que possuem duas porgdes
fundamentais: uma imina, R2C=NR' (R' # H), conhecidas como bases de Schiff (em
homenagem ao seu delineador Hugo Schiff, que as desenvolveu em 1864), e uma
tiocarbamida, [C(=S)(N)-(N)] (SCHIFF, 1864) (Figura 20).

Figura 20- Funcdo imina (base de Schiff) e a funcdo tiocarbamida componentes das

tiossemicarbazonas.

S
R1 R1 R
- S
R, R3 R, Ry
Imina Tiocarbamida

Como possuem em sua estrutura pelo menos quatro heterodtomos com pares de
elétrons ndo ligantes (R-C=N-NH-CS-NH), estes compostos sdo bons doadores de elétrons,
podendo funcionar como bases de Lewis, tanto na por¢do imina como na porcao
tiocarbamida. Ao se ligarem a heterociclos aromaticos, como indol, piridina, quinolina ou
pirrol, a deslocalizacdo eletrbnica é favorecida promovendo formas tautoméricas em
equilibrio dindmico (Esquema 4) (STOYANOV et al.,, 1990; DELAERE; RASPOET;
NGUYEN, 1999; MOREIRA et al., 2014).

Esquema 4- Formas tiol e tiona das tiossemicarbazonas em equilibrio tautomérico.

Tiona Tiol

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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3.5.3 Sintese das tiossemicarbazonas

Existem diversos métodos relatados na literatura que descrevem a obtencdo de
tiossemicarbazonas. Dentre eles, relata-se 0 método indireto da reacdo com isotiocianatos
(DUFFY et al., 2002), no qual antes é formada a tiossemicarbazida, para entdo, por meio de

outra reacdo com um aldeido, s&o obtidas as tiossemicarbazonas (Esquema 5).

Esquema 5- Obtencdo de tiossemicarbazonas por método indireto com isotiocianatos.
R

R
EtOH S
Q"' HoN"—NHz - H,0 — == H2N\NJ\N/©/
S=C=N . H H
o Hidrato de
Isotiocianato hidrazina Tiossemicarbazida

Rend.: 70 - 90%

R R
o) s /©/ EtOH S /©/
Rl)J\H + HzN\NJ\N CH,COOH (cat.) Rl\fN\NJ\N

H H p o OH
Aldeido Tiossemicarbazida Tiossemicarbazona

Ashton et al. (1993) obtiveram tiossemicarbazonas por meio do método dos
ditiocarbamatos, no qual inicialmente o ditiocarbamato (DTC) é obtido pela reagdo de um
isotiocianato com um tiol (BOGEMANN et al., 1955); em seguida a reacdo do DTC com a
hidrazina produz a tiossemicarbazida, liberando metanotiol (CH3SH) (ASHTON et al., 1993);
por fim esta sofre 0 mesmo procedimento que a reacdo descrita anteriormente, com reacdo da
tiossemicarbazida com o um eletréfilo, neste caso o aldeido (Esquema 6).

Ainda existem os métodos do &cido tiocarbamoiltioglicélico (BHARTI et al., 2002;
O’SULLIVAN; SADLER; WEBLEY, 1963), no qual o 4cido tioglicolico ¢ liberado no meio
apos a formacéo tiossemicarbazida, e 0 método do dissulfeto de carbono (CS:), cuja obtencéo
de tiossemicarbazidas se procede por meio do emprego do 2-amino-4-(p-cloro-fenil)-tiazol,
ou ainda com azidas e trifenilfosfina [P(Ph)s)] (PANDEYA et al., 1999; TSUGE et al., 1963).

Ambos 0s sdo métodos classificados como indiretos para obtencdo das tiossemicarbazonas.
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Esquema 6- Método indireto de obtengdo de tiossemicarbazonas por meio da utilizagdo do

ditiocarbamato (DTC).
R
S /©/
RiSH
+ Rl\S)L”

S=C=N Tiol

Isotiocianato

R R
. HoN
Rl\S)J\H 4+ HN—NH;- H0 A 2Ns 7SN + RiSH

Ditiocarbamato

. . . . Tiol
Ditiocarbamato H|_dratq de Tiossemicarbazida
hidrazina
s R o S /©/R
o) /©/ EtOH
———— p._n.
Rl)J\H + HZN‘NJ\N CH;COOH (cat.) 1\( N~ N
H H g o HoH
Aldeido Tiossemicarbazida Tiossemicarbazona

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

A funcao imina (-N=CH-), bem como a porcdo tiocarbamida [-C(=S)(N)(N)-)] nestes
compostos, sdo Uteis na sintese organica, em particular para a preparacdo de heterociclos.
Quando na presenca de a-halogenocetonas, as tiossemicarbazonas dao origem ao heterociclo
tiazol ou tiazolina, visto que a tioamida da tiossemicarbazona € um bom nucleofilico frente ao

eletrofilo a-bromobenzofenona ou 3-bromopiruvato de etila (SARODNICK et al., 2003).

3.6 TIAZOIS

3.6.1 Aplicacéo terapéutica dos tiazobis

O tiazol é uma das classes mais amplamente estudadas de heterociclicos aromaticos de
cinco membros. Foi primeiramente delineado por Hantzsch e Weber em 1887 (HANTZSCH,;
WEBER, 1887) e vem sendo considerada uma importante classe de compostos heterociclicos,
encontrados em muitos farmacos biologicamente ativos como: sulfatiazol (antimicrobiano),

ritonavir (antirretroviral), abafungin (antifingico) e tiazofurin (antineoplasico) (Figura 21).
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Figura 21- Farmacos que contém o heterociclo tiazol.
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Compostos contendo o tiazol ou radical tiazolil quando presente em compostos,
geralmente promovem inlmeras atividades biolégicas (AYATI et al., 2015; YURTTAS et al.,
2015; CHHABRIA et al., 2016) (Figura 22).

Figura 22- Estrutura do tiazol e atividades terapéuticas relatadas.
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3.6.2 Tiazbis em moléculas ligantes de DNA

Uma nova abordagem explorada nas ultimas décadas se baseia no conceito de
sintetizar compostos biconjugados com funcionalidades mistas de ligacdo ao DNA. Os
antibioticos e antivirais netropsina e distamicina, que se ligam ndo covalentemente ao sulco
menor do DNA, tém servido como compostos lideres para extensas modificacdes quimicas,

que se destinam a modular a sua seletividade de sequéncia das bases nitrogenadas, conferindo
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assim maior atividade farmacolégica. Além destas, as amidinas aromaticas também fazem

parte do arsenal quimico de ligantes do DNA (Figura 23).

Figura 23- Farmacos que interagem ao sulco menor do DNA: amidinas arométicas, netropsina e

distamicina.
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Existem basicamente duas estratégias diferentes de desenho de drogas biconjugadas: a
primeira € a abordagem com a lexitropsina, desenvolvida por Dickerson & Goodsell
(DICKERSON; GOODSELL, 1986), e posteriormente utilizada como farmaco antitumoral
por Lown (LOWN, 1988), que trata da substituicio dos anéis pirrol da netropsina e
distamicina por outros heterociclos, incluindo o imidazol, tiazol, oxazol, pirazol e piridina. A
segunda estratégia envolve equipar a porcdo N-metilpirrolocarboxamida com um grupo
reativo capaz de reagir irreversivelmente com o DNA (LEE et al., 1991) ou com um
cromoforo intercalador, como a acridina (ELIADIS et al., 1988), com a finalidade de conferir
maior afinidade do farmaco com o DNA e de facilitar a penetracdo e transporte do farmaco as
celulas.

Além destas abordagens, existem ainda grupos de pesquisa que buscaram o
delineamento das combilexinas, que sdo moléculas antitumorais que possuem por¢oes
quimicas distintas, tais como as amidinas aromaticas (berenil, pentamidina, propamidina) e as
lexitropsinas (netropsina e distamicina, Figura 23), que podem tanto agir por ligacao na fenda
menor do B-DNA, como por intercalacdo quando ligados a um intercalador, como sendo estas
duas porcbes da molécula separadas por um espacador, podendo estar presente o grupo tiazol
(Figura 24) (McCONNAUGHIE; JENKINS, 1995).
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Figura 24- Estrutura de uma combilexina tipo berenil-acridina contendo um espagador tiazol e

esquema da formagao complexo bifuncional com o sulco menor do DNA.
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Fonte: McCONNAUGHIE, A. W.; JENKINS, T. C. J. Med. Chem. 38: 3488-3501, 1995.

Observou-se atividade antitumoral in vivo com a molécula bifuncional, que combina
caracteristicas das abordagens da lexitropsina e combilexina (Figura 25). Este ligante hibrido,
no qual sdo conjugados o tiazol lexitropsina e o cromoforo de anilino-acridina intercalante,
liga-se a0 B-DNA através de um processo bimodal envolvendo a ligacdo de sulcos menores

da porcéo lexitropsina e intercala¢do da porc¢do acridina.
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Figura 25- Tiazol lexitropsina ligado ao cromoforo anilino-acridina intercalante.

Anilino-Acridina Lexitropsina

Dependendo do tipo do heterociclo e do tipo de direcionamento dos anéis presentes na
lexitropsina, havera maior interacdo do fa&rmaco com residuos AT (Adenina-Timina) do DNA
ou com os residuos CG (Citosina-Guanina). Tiazodis, por exemplo, podem funcionar como
aceptores de ligacOes de hidrogénio, caso o nitrogénio do anel tiazol esteja voltado para as
bases citosina da fita do sulco do DNA. Caso seja 0 enxofre, esta interacdo ndo se procede
(BAILLY; CHAIRES, 1998) (Figura 26).

Figura 26- Interacdo dos diversos heterociclos da lexitropsina com residuos de guanina (G) da fita do

sulco menor do DNA (interacdo do tiazol em destaque).
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Fonte: BAILLY, C.; CHAIRES, J. B. Bioconjugate Chem., 9(5): 513-538, 1998.
3.6.3 Sintese dos tiazois

Os tiazOis sdao compostos heterociclos de cinco membros, sendo dois deles os

heteroatomos enxofre e nitrogénio em posicdo 1,3. Os tiazdis podem ser obtidos por
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diferentes métodos, o0 que torna sua sintese uma modalidade relativamente rapida e pouco
complexa.

A principal delas consiste em lancar mdo da reatividade do grupo tioamida das
tiossemicarbazonas, que por ser nucleofilico, por reagir com eletréfilos obtidos
comercialmente. Para obtencdo dos tiazois, Braga e colaboradores (2016) regiram
tiossemicarbazonas com 2-bromoacetofenona (a-halocetofenona) sob refluxo (60°C),
alcancando rendimentos de 63-100% (BRAGA et al., 2016) (Esquema 7).

Esquema 7- Sintese dos tiazdis a partir de tiossemicarbazonas e 2-bromoacetofenona.
O

- 2 —
)kN,Nle NJ\ /N\ Rl

EtOH, refluxo H N

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

Sarodnick e colaboradores (2003) obtiveram tiazois utilizando o 3-bromopiruvato de
etila, em etanol sob refluxo obtendo rendimento de 60% (SARODNICK et al., 2003)
(Esquema 8).

Esquema 8- Sintese dos tiazdis a partir de tiossemicarbazonas e 3-bromopiruvato de etila.
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

A sintese classica dos tiazois, chamada sintese de Hantzsch se processa entre
halocetonas e tioamidas (HANTZSCH; WEBER, 1887). Uma adaptacdo do método foi
desenvolvida por Alajarin e colaboradores (ALAJARIN et al., 2006) (Esquema 9).
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Esquema 9- Sintese dos tiazois a partir de tiocarbamida e 2-cloroacetofenona.
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.



4 METODOLOGIA

4.1 METODOLOGIA QUIMICA
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Nesta secdo serdo descritos 0s materiais, reagentes, equipamento, softwares e

procedimentos experimentais utilizados na sintese dos derivados indol-tiossemicarbazonas,

quinolina-tiossemicarbazonas,

acridina-tiazolinas.

4.1.1 Materiais e reagentes

pirrol-tiossemicarbazonas,

acridina-tiossemicarbazonas e

Para obtencdo dos derivados tiossemicarbazonicos (indol, pirrol, quinolina, acridina)

foram utilizados os seguintes reagentes, descritos na tabela 1:

Tabela 1- Moléculas e denominacdo IUPAC dos reagentes utilizados nas sinteses dos derivados

tiossemicarbazonicos.

Denominacao

Molécula Denominacéo IUPAC Molécula
IUPAC
S . . . 2-Quinoline-
Hydrazinecarbothioamide X
HaN J_ o carboxaldehyde
N NH, CAS: 79-19-6 NS P
H CAS: 5470-96-2
3-Quinoline- -0 4-Quinoline-

XY N0
—
N

carboxaldehyde
CAS: 13669-42-6

carboxaldehyde
CAS: 4363-93-3

s

Indole-3-carboxaldehyde
CAS: 487-89-8

5-Methylindole-3-
carboxaldehyde
CAS: 52562-50-2

5-Methoxyindole-3-
carboxaldehyde
CAS: 10601-19-1

5-Bromoindole-3-
carboxaldehyde
CAS: 877-03-2

—0
A\
N
H
—0

/O\O\/\g
N
H
NO, —0
@E\g

N

H

4-Nitroindole-3-
carboxaldehyde
CAS: 10553-11-4

1H-Benzo[g]indole-3-
carboxaldehyde CAS:
51136-18-6
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NG =0 5-Cyanoindole-3- cl =0 5-Chloroindole-3-
A\ carboxaldehyde A\ carboxaldehyde
H CAS: 17380-18-6 H CAS: 827-01-0
@\/O Pyrrole-2- S\\ 4-Chlorophenyl
N Z carboxaldehyde C\\ isothiocyanate
N Cl
H CAS: 1003-29-8 CAS: 2131-55-7
5\\ 4-Fluorophenyl 5\\ 4-Nitrophenyl
C\\ isothiocyanate C\\ isothiocyanate
N F N NO
CAS: 1544-68-9 ? CAS: 2131-61-5
S\\ 4-Bromophenyl S\\ 4-Methoxyphenyl
C\\ isothiocyanate C\\ isothiocyanate
N B N OCH
r CAS: 1985-12-2 : CAS: 2284-20-0
A
A Phenyl isothiocyanate
\
\NO CAS: 103-72-0

Para obtencdo das tiossemicarbazidas foi utilizado o acido acético glacial (CH3;COOH)
como catalisador, o hidrato de hidrazina (NH2NH2[1H20, 51%; hidrato 80%) como agente
nucleofilico e etanol como solventes. Para obtencdo dos derivados acridinicos
tiossemicarbazénicos e tiazdlicos foram empregadas as tiossemicarbazidas e a 2-
bromoacetofenona (BrCH2COCeHs, 98%). Foram ainda utilizados os solventes diclorometano
(CH2Cl,), n-hexano (CsH14), acetato de etila (CHsCOOC;Hs), agua destilada (H20), éter
etilico (C2HsOC:Hs) e acetona (CH3COCHS3) para lavagem dos produtos e preparacédo dos
sistemas para a cromatografia em camada delgada (CCD). Os reagentes utilizados foram
adquiridos da Aldrich/Sigma e os solventes foram adquiridos da Acros, Vetec e Dindmica,
todos dentro das especificacdes P.A. (Para Analise) ou P.S. (Para Sintese). Para realizacdo da
cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de silica gel 60 Merck

F254, de 0,25 mm de espessura.

4.1.2 Equipamentos e softwares

A pesagem dos reagentes foi realizada utilizando balanca analitica da Bioprecisa,
modelo FA2104N. Para revelar as placas cromatogréaficas foi utilizada uma camara de

revelacdo ultravioleta, com dois comprimentos de onda (254 ou 365 nm), da marca Vilber
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Lourmat modelo CN15.LC (LQIT/UFPE). Utilizou-se um evaporador rotativo da marca IKA
modelo RV10 para retirada de solventes em algumas reacGes. Os pontos de fusdo foram
determinados em fusiometro Quimis, modelo 340.27 (LQIT/UFPE) e as amostras foram
carregadas em tubo capilar Modelo Quimis 340 (Quimis).

Para caracterizagdo estrutural dos compostos foram utilizadas as andlises de
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H), de Carbono
(RMN 3C) e técnicas bidimensionais como COSY H-'H e HSQC H-'3C realizados nos
equipamentos Varian UNMRS 400 MHz para *H e 100 MHz para 3C e Bruker IFS66 para
Espectroscopia de absorcéo vibracional na regido do Infravermelho médio com Transformada
de Fourier (de 4000 cm™ a 400 cm™), em pastilhas de KBr.

Para determinacdo das massas exatas dos compostos foi utilizado o espectrometro de
massa com tecnologia MALDI-TOF/MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization -
Time-of-Flight/Mass Spectrometer - lonizacdo/Dessorcdo de Matriz Assistida por Laser
Tempo-de-Voo/Espectrometro de Massa) da marca Shimadzu, com placas poliméricas
FlexiMass DST acoplado ao software Axima & Saramis, disponibilizado pelo Laboratério
Multiusuario de Nanotecnologia (LMNano), localizado no CETENE (Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste).

As estruturas moleculares foram desenhadas utilizando os softwares ACD/Spectrus
Processor 2017.2.1 Advanced Chemistry Development, Inc. (ACD/Labs, File Version
S70S41, Build 99684), ChemDraw Ultra versdo 10.0.2.1076 — CambridgeSoft e Avogadro
versdo 1.2.0. Para analise de docking dos ligantes com o ctDNA e Albumina do soro bovino
(BSA), foram utilizados os softwares AutoDock Tools Version 1.5.6 (Molecular Graphics
Laboratory) e Discovery Studio Visualizer Version 17.2.0.16349 (Dassault Systémes Biovia
Corp).

4.1.3 Procedimentos experimentais

Visando empregar a estratégia de simplificacdo molecular e restricdo conformacional,
foram sintetizados os compostos acridinicos e posteriormente os compostos indolicos,
pirrélicos, quinolinicos e tiazolinicos.

Uma viséo geral da sintese, bem como do emprego das estratégias supramencionadas,

é mostrada no esquema 10, e no esquema retrossintético 11.
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Esquema 10- Estratégias de restricdo conformacional e simplificagdo molecular empregadas para a
sintese dos compostos tiazolinicos e tiossemicarbazonicos pirrdlicos, quinolinicos e inddlicos.

(L )
AN AN
| NYJ/O
N__~ S
5 L
N X N

. NH
— 7 VT
- \ 1
Restricéo
conformacional
H H H
O N N - X N NH,
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

Esquema 11- Retrossintese das tiazolinas acridinicas.

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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4.1.3.1 Sintese das tiossemicarbazidas

Para obtencdo das tiossemicarbazidas foi utilizado o método preconizado por
Papastaikoudi et al. (1995), Glrsoy et al. (1997) e Duffy et al. (2002), no qual o hidrato de
hidrazina comercial é utilizado como nucled6filo para reagir com isotiocianatos, que fazem o
papel de eletrofilos, em proporcdo de 2 equivalente-molar de hidrazina para 1 equivalente-
molar do isotiocianato obtidos comercialmente (Sigma Aldrich). Apdés a adicdo dos
isotiocianatos, houve precipitacdo das tiossemicarbazidas no meio reacional, no qual o
diclorometano (CH2Cly) foi o solvente utilizado, mantendo-se em temperatura ambiente. As
reacOes se processaram em um intervalo entre 50 minutos e 1 hora, como mostradas no
esquema 12, e foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD), para

verificacdo da formacéo das tiossemicarbazidas almejadas.

Esquema 12- Esquema reacional para obtencéo das tiossemicarbazidas substituidas.

R CH,Cl, S
s=c=N + HN—-NH, ——= pn. S R
.. .o .o t N N
a H H

Isotiocianato . . .
Tiossemicarbazida

AR

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

4.1.3.2 Sintese dos derivados indol-tiossemicarbazonas, pirrol-tiossemicarbazona, quinolina-

tiossemicarbazonas, acridina-tiossemicarbazonas e acridina-tiazolinas (LQIT/JF)

A acridina-9-carboxaldeido (C1sH9NO), obtida previamente pelo grupo de pesquisa do
LQIT, foi posta em reacdo (Esquema 13) com as tiossemicarbazidas mostradas no esquema
10. Para a sintese dos derivados tiossemicarbazonicos, os aldeidos contendo os nucleos indol,
pirrol e quinolina foram postos para reagir com a hidrazinacarbotioamida (CHsN3S), obtida
comercialmente (Esquema 14). Inicialmente, os aldeidos foram agitados em etanol, com
posterior adicdo de &cido etanoico e deixado em temperatura ambiente até sua solubilizacao
completa. Subsequentemente, foram adicionadas as tiossemicarbazidas, que prontamente

reagiram com os aldeidos, levando a obtengdo das tiossemicarbazonas LqlT/JF-73, LglT/JF-
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74, LqlT/IF-75, LglT/JF-97, LglT/JF-98, LqlT/JF-99, LglT/JF-100, LgIT/JF-101, LqIT/IF-
114, LglT/JF-115, LglT/JF-116, LqlT/JF-242 e LqIT/JF-243.

Todos os procedimentos de sintese se processaram em um periodo entre 1h e 2h,
monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD), em quantidades equimolares
(aldeido/tiossemicarbazida), obtendo-se as tiossemicarbazonas precipitadas no meio, porém
em alguns casos, foram submetidas a recristalizacdo em uma mistura etanol/dgua, e
posteriormente lavadas com agua e/ou etanol gelado para obtencdo dos produtos puros.

Os produtos foram caracterizados por RMN de *H, RMN de C, COSY H-'H, DEPT,
HSQC 'H-'3C, FTIR e MALDI-TOF.

Esquema 13- Obtencédo das acridina-tiossemicarbazonas.

S t. a. N < IS

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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Esquema 14- Obtencdo das quinolina/indol/pirrol-tiossemicarbazonas.
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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Para obtencdo das acridina-tiazolinas (LQIT/JF-244, LQIT/JF-245 e LQIT/JF-248)
(Esquema 15), a 2-bromoacetofenona (CsHsCOCH2Br) foi agitada em etanol até solubilizacdo
e posteriormente foram adicionadas as tiossemicarbazonas, mostradas no esquema 13, em
quantidades equimolares. Ap6s 40 minutos do inicio da reacdo, a coloragdo do meio mudou
do amarelo inicial para verde escuro (em alguns casos marrom). Passados mais 20 minutos, a
coloracdo tornou-se azulada até o fim da reacdo, monitorada por CCD. Foi mantido refluxo
(60°C) durante todo o procedimento reacional.

Esquema 15- Obtencdo das acridina-tiazolinas.

EtOH

refluxo

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

4.1.3.3 Descrigdo sucinta dos procedimentos experimentais

Sintese da (E)-2-(quinolin-2-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-73): O meio
reacional contendo a 2-quinolina-carboxaldeido (0,1725g, 11,0986 mmol),
hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75 mL) foi

mantido sob agitacdo por 60 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-(quinolin-3-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-74): O meio
reacional contendo a 3-quinolina-carboxaldeido (0,1725g, 11,0986 mmol),
hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75 mL) foi

mantido sob agitacdo por 60 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-75): O meio
reacional contendo a 4-quinolina-carboxaldeido (0,1725g, 11,0986 mmol),
hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75 mL) foi

mantido sob agitacdo por 60 minutos em temperatura ambiente.
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Sintese da (E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-97): O meio
reacional contendo o  1H-Indol-3-carboxaldeido  (0,1593g, 1,0986 mmol),
hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75 mL) foi
mantido sob agitacdo por 90 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-98):
O meio reacional contendo o 5-metil-1H-Indol-3-carboxaldeido (0,1747g, 1,0986 mmol),
hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75 mL) foi
mantido sob agitacdo por 120 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-((5-metdxi-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-
99): O meio reacional contendo o 5-metoxi-1H-Indol-3-carboxaldeido (0,1923g, 1,0986
mmol), hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75

mL) foi mantido sob agitacdo por 90 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-
100): O meio reacional contendo o 5-bromo-1H-Indol-3-carboxaldeido (0,2449g, 1,0986
mmol), hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75

mL) foi mantido sob agitacdo por 90 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-
101): O meio reacional contendo o 4-nitro-1H-Indol-3-carboxaldeido (0,2087g, 1,0986
mmol), hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75

mL) foi mantido sob agitacdo por 90 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-((1H-benzo[g]indol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-
102): O meio reacional contendo o 1H-benzo[g]indol-3-carboxaldeido (0,100g, 0,513
mmol), hidrazinacarbotioamida (0,0467g; 0,513 mmol), etanol (10 mL) e acido etanoico

(0,50 mL) foi mantido sob agitacdo por 120 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-
114): O meio reacional contendo o 3-formil-1H-indol-5-carbonitrila (0,1868g, 1,0986
mmol), hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75

mL) foi mantido sob agitacdo por 90 minutos em temperatura ambiente.
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Sintese da (E)-2-((5-cloro-1H-indol-3-il)ymetileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-
115): O meio reacional contendo o 5-cloro-1H-indol-3-carboxaldeido (0,1966g, 1,0986
mmol), hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e acido etanoico (0,75
mL) foi mantido sob agitacdo por 90 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-((1H-pirrol-2-il)ymetileno)hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-116): O
meio reacional contendo o 1H-pirrol-2-carboxaldeido (0,1044g, 1,0986 mmol),
hidrazinacarbotioamida (0,1g; 1,0986 mmol), etanol (10 mL) e &cido etanoico (0,75 mL) foi

mantido sob agitacdo por 120 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-N-(4-clorofenil)hidrazinacarbotioamida
(LQIT/JF-241): O meio reacional contendo a N-(4-clorofenil)hidrazinacarbotioamida
(0,1455¢, 0,724 mmol), acridina-9-carboxaldeido (0,15g; 0,724 mmol), etanol (10 mL) e

acido etanoico (0,75 mL) foi mantido sob agitacdo por 120 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-N-(4-nitrofenil)hidrazinacarbotioamida
(LQIT/IF-242): O meio reacional contendo a N-(4-nitrofenil)hidrazinacarbotioamida
(0,1535¢, 0,724 mmol), acridina-9-carboxaldeido (0,15g; 0,724 mmol), etanol (10 mL) e

acido etanoico (0,75 mL) foi mantido sob agitacdo por 120 minutos em temperatura ambiente.

Sintese da (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-N-(4-fluorofenil)hidrazinacarbotioamida
(LQIT/IF-243): O meio reacional contendo a N-(4-fluorofenil)hidrazinacarbotioamida
(0,1339g, 0,724 mmol), acridina-9-carboxaldeido (0,15g; 0,724 mmol), etanol (10 mL) e

acido etanoico (0,75 mL) foi mantido sob agitacdo por 120 minutos em temperatura ambiente.

Sintese do (2)-2-((E)-(acridin-9-ilmetileno)hidrazono)-3- (4-clorofenil)-4-fenil-2,3-
dihidrotiazol (LQIT/JF-244): O meio reacional contendo a (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-N-
(4-clorofenil)hidrazinacarbotioamida (0,100g, 0,256 mmol), 2-bromoacetofenona
(0,0507g; 0,256 mmol) e etanol (10 mL) foi mantido sob agitacdo por 4h em temperatura de

refluxo.

Sintese  do (2)-2-((E)-(acridin-9-ilmetileno)hidrazono)-3-(4-fluorofenil)-4-fenil-2,3-
dihidrotiazol (LQIT/JF-245): O meio reacional contendo a (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-N-

(4-fluorofenil)hidrazinacarbotioamida (0,082g, 0,220 mmol), 2-bromoacetofenona
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(0,0434g; 0,220 mmol) e etanol (10 mL) foi mantido sob agitacdo por 12h em temperatura de

refluxo.

Sintese do (2)-2-((E)-(acridin-9-ilmetileno)hidrazono)-3,4-difenil)-4-fenil-2,3-
dihidrotiazol (LQIT/JF-248): O meio reacional contendo a (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-N-
fenilhidrazinacarbotioamida (0,100g, 0,280 mmol), 2-bromoacetofenona (0,05545g; 0,280
mmol) e etanol (10 mL) foi mantido sob agitacdo por 2h em temperatura de refluxo.

4.2 ENSAIOS DE INTERACAO

4.2.1 Estudos de interacéo dos derivados nitrogenados (JF-LqlT) com o ctDNA e com a
albumina do soro bovino (BSA)

4.2.1.1 Materiais e equipamentos

Foi utilizado o solvente DMSO na preparacdo das solugdes mée e solucdes tampéo
Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4) na analise das interacdes com BSA e DNA (SURYAWANSHI et
al., 2016). A BSA e o ctDNA foram obtidos da Sigma-Aldrich e o aparelho empregado na
analise de obtencdo dos espectros de Ultravioleta-visivel (UV-Vis) e emissao de fluorescéncia
foram o Espectrofotometro de UV-Vis Ultraspec 3000 PRO e Espectrofluorimetro de JASCO

FP-6300, respectivamente.

4.2.1.2 Preparacdo das solugdes de ctDNA e albumina

No preparo da solucdo contendo o ctDNA, foi utilizado tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH
7,6) e DNA do timo de bovino (ctDNA) Sigma-Aldrich. A solucdo de ctDNA em tampédo Tris
foi deixada durante 24 h, a temperatura de 20°C. Apoés este periodo, a solucdo foi sonicada
durante 30 minutos e sua concentracdo determinada utilizando o coeficiente de absortividade
molar 6600 M?* cm™ a 260 nm (WOLFE et al., 1987). A pureza do DNA foi determinada
através da analise do valor da relacdo de absorbancia em 260-280 nm. A BSA também foi
obtida comercialmente (Sigma-Aldrich) e a sua solugdo foi preparada em tampédo Tris HCI

(0,1 M, pH 7,6) a uma concentracdo de 1 mM.
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4.2.1.3 Espectroscopia de absorcao eletronica

Os compostos foram dissolvidos em DMSO numa concentragdo de 1 mM (solucéo
mée) e as solucOes de trabalho preparadas por diluicdo em tampdao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6)
nas seguintes concentragoes 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM. O sistema foi agitado e deixado
a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Os derivados, em concentracdo fixada (20 uM), também foram expostos as
concentragdes crescentes de ctDNA (0, 10, 20 40, 60, 80 e 100 uM), e deixados a temperatura
ambiente por 10 minutos. As medicdes das solucdes de ctDNA-ligantes foram realizadas em
uma cubeta de quartzo retangular com um comprimento do percurso de 1centimetro (1 cm).

A constante de ligacdo intrinseca (Ky) foi obtida através da equacdo de McGee e Von
Hippel (1974):

[JFs]/ (ea-¢€f)=[JFs]/(eb-ef) +1/Kp (eb - &f)

[DNA]/ (ea - ¢f) = [DNA] / (eb - ef) + 1 / Ky (&b - &f)

onde, &a, €b e f sdo 0s coeficientes de absortividade aparente, ligado e livre, respectivamente.
Os gréaficos da [JFs] / (ea - €f) versus [JFs] e [DNA] / (ea - €f) versus [DNA] foram utilizados
para obtencdo dos valores de Ky a partir da razéo entre a inclinagéo e o intercepto. Os dados
de ligacdo foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0. AlteracGes no espectro de
absorcdo de DNA na presenca dos compostos, como também os valores das constantes de

ligacdo, podem fornecer informacdes relativas ao modo de interagéo.

4.2.1.4 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia

As medicbes de fluorescéncia dos derivados LglT/JF foram realizadas em solucao
contendo tampdo Tris 0,1M, pH 7,6, em concentracdes de 5-25 uM na faixa de 220-600 nm,
com bandas de excitacdo e de emissdo de 5nm e sensibilidade alta.

Na andlise da interacdo dos LqlT/JF com a albumina, os espectros de emissdo foram
registrados na regido de 310-400 nm utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 285
nm, com bandas de excitacdo e de emissdo de 2,5 nm, em concentracdes crescentes dos
derivados (5-40 uM) e concentragdo fixada de BSA (20 uM).
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Todas as medicgdes foram realizadas a 25° C em uma cubeta de quartzo retangular com
um comprimento de caminho de 1 cm. Intensidades de fluorescéncia dos compostos exposto a
diferentes concentracdes de BSA foram usadas para calcular a constante de Stern-Volmer
(Ksv), pela seguinte equacdo (LAKOWICZ, 2006):

Fo/F=1+K«[Q]

onde, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario de compostos na
auséncia e na presenca de BSA e LqIT/F, Ks € a constante de Stern-Volmer, e [Q] é a
concentragdo de inibidor (Quencher).

4.3 ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

4.3.1 Preparacéo da estrutura dos ligantes

Os ligantes foram desenhados no software Avogadro versdo 1.2.0 e salvos no formato
.cml (Chemical Markup Language), apds otimizacdo preliminar estrutural. Os arquivos foram
posteriormente configurados no software Avogadro, por meio da ferramenta Extensions, para
gerar o arquivo no formato .mop , no qual o método quimico quantico semi-empirico PM6 foi
utilizado (STEWART, 2007). Apos processamento no software MOPAC 2016, foi gerado o
arquivo .out, por meio do qual a energia de formacdo do composto pode ser determinada. O
ligante definitivamente otimizado foi salvo no formato .pdb para entdo ser exportado para o
software AutoDock Tools Version 1.5.6.

Neste, foram utilizadas as ferramentas Ligand - Torsion tree - Detect root e logo ap6s
a opcdo Choose torsions, quando entdo foi selecionada a opcdo Make all rotatable bonds
rotatable, de modo a permitir que o software possa executar todas as rota¢des possiveis no
ligante, no momento de realizacdo do docking. Na ferramenta Edit, os hidrogénios foram
configurados por meio das opcGes Merge non polar e Add - Polar only, de modo que apenas
os hidrogénios polares ficassem disponiveis para o calculo das cargas Gasteiger dos atomos.
Os arquivos referentes aos ligantes foram salvos no formato .pdbgt para posterior

reconhecimento no docking com as proteinas do estudo.
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4.3.2 Preparacdo das macromoléculas dodecamero de DNA complexado com a 9-
acridina-peptideo, o dodecamero de DNA livre e a albumina do soro bovino (BSA)

As macromoléculas selecionadas para o estudo, o dodecamero de DNA complexado
com a 9-acridina-peptideo (cédigo PDB: 1G3X) (MALININA et al., 2002), para anélise da
capacidade de intercalacdo dos ligantes com o DNA, o dodecamero de DNA livre (cddigo
PDB: 6CQ3) (DELGADO et al., 2018), para analise de ligagdo dos ligantes aos sulcos do
DNA, e a albumina do soro bovino complexada com o naproxeno (codigo PDB: 40R0)
(BUJACZ et al., 2014), foram tratadas no software Discovery Studio Visualizer Version
17.2.0.16349 para remocao de moléculas de agua e ligantes. Apos salvo em formato .pdb, os
arquivos das macromoléculas foram tratados no AutoDock Tools Version 1.5.6. Com o uso da
ferramenta Edit, os hidrogénios foram configurados por meio das op¢des Merge non polar e
Add - Polar only, de modo que apenas os hidrogénios polares ficassem disponiveis para o
calculo das cargas Kollman dos atomos. Para os atomos de magnesio presentes no
dodecamero de DNA complexado com a 9-acridina-peptideo, foi atribuida a carga de valor
0,8, e enfim, os arquivos das proteinas foram salvos em formato .pdbqt para reconhecimentos

do software durante o procedimento de docking.

4.3.3 Docking molecular

4.3.3.1 Docking dos ligantes com a macromolécula dodecamero de DNA complexado com a
9-acridina-peptideo (1G3X) e o dodecamero de DNA livre (6CQ3)

Previamente ao procedimento de docking, foram calculados os parametros para
obtencdo do grid no AutoDock Tools Version 1.5.6. Para determinacdo do sitio ativo, o
tamanho e localizacdo foram configurados de acordo com o ligante cristalizado, havendo
padronizacdo da resolucdo em 0,375A, com uma quantidade de pontos nas dimensdes x, y e z
de 80 x 80 x 80, centralizado nas posicdes x = 57,056, y = 52,724 e z = 60,952, para 0
dodecamero de DNA complexado com a 9-acridina-peptideo (1G3X) e 70 x 70 x 70,
centralizado nas posi¢cdes x = 14,152, y = 21,051 e z = 8,326, para 0 dodecamero de DNA
livre (6CQ3).

O Algoritmo Genético Lamarckiano no AutoDock 1.5.6 foi aplicado na busca da
melhor conformacdo e orientacdo dos ligantes, utilizando as configuragOes padréo de busca.

Durante cada experimento de docking, 100 conformacdes foram obtidas, e ao final, as
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conformacdes foram agrupadas em clusters de RMSD (Root-Mean-Square Deviation) de 2 A,
e somente foram consideradas para analise conformac6es presentes em clusters com ao menos
10 conformac0es, sendo estas as de menor energia. A conformacdo de menor energia obtida
para cada ligante foi analisada nos programas AutoDockTools e Discovery Studio Visualizer.

4.3.3.2 Docking dos ligantes com a macromolécula albumina do soro bovino (BSA -40R0)

Para a proteina albumina do soro bovino (BSA), as regides envolvidas na ligacéo de
farmacos foram determinadas por cristalografia (HE; CARTER, 1992; CARTER; HO, 1994;
GALANTINI, et al., 2010). Estas regides de armazenamento de compostos sdo denominadas
de subdominios IIA e IlIA, tradicionalmente elencadas como sitios | e Il de Sudlow
(KRAGH-HANSEN, 1981; PETERS, 1985).

Para célculo do grid, a resolucdo foi padronizada em 0,375A, com uma quantidade de
pontos nas dimensdes X, y e z de 126 x 126 x 126, centralizado nas posicles x = 6,279; y =
21,461 e z = 120,548, para as 100 primeiras conformacg6es (posicdo do ligante co-cristalizado
presente no sitio | da cadeia A da proteina), e x = -7,201; y = 20,543 e z = 105,568 para as
100 altimas conformacdes do ligante (posicao do ligante co-cristalizado presente no sitio 1l da
cadeia A da proteina).

O Algoritmo Genético Lamarckiano no AutoDock 1.5.6 foi aplicado na busca da
melhor conformacdo e orientacéo especial dos ligantes, utilizando as configuracdes padrdo de
busca. Durante os experimentos de docking, 200 conformacbes foram obtidas e analisadas.
Ao final, a conformacdo de menor energia obtida para cada ligante foi considerada e analisada

nos programas AutoDockTools e Discovery Studio Visualizer Version 17.2.0.16349.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

5.1.1 Estudo de docking dos derivados LqlT/JF com o dodecamero de DNA complexado
com a 9-acridina-peptideo (1G3X) e o0 dodecamero de DNA livre (6CQ3)

O ancoramento (docking) consiste no posicionamento dos ligantes (moléculas) em
seus possiveis sitios de ligacdo, auxiliado por softwares especificos, almejando-se presumir a
afinidade destes compostos por macromoléculas alvo, tais como proteinas ou 0 DNA
(FERREIRA et al., 2015; ARSHAD et al., 2017). Esta ferramenta de modelagem molecular
vem sendo extensamente utilizada pela indUstria farmacéutica tanto na etapa de descoberta
(fase pré-clinica), como na etapa de desenvolvimento (fase clinica) (BROWN et al., 2017;
MUEGGE et al., 2017; MCGAUGHEY et al., 2017).

O estudo de docking envolve duas etapas fundamentais: a predicdo da posicdo do
ligante (orientagdo e conformacédo dentro do sitio de ligacdo) e a predicdo da afinidade do
ligante. A analise dos graus de liberdade conformacionais dos ligantes, previstos
essencialmente pela quantidade de ligacfes rotacionaveis do mesmo, € indispensavel para
determinar a pose do ligante no sitio alvo. Desta forma, quanto maior (alto peso molecular) e
mais flexivel (elevada quantidade de carbonos sp*/baixa quantidade de ligacbes planares) for
o ligante, menor a probabilidade de precisar sua conformacéo/orientacdo deste ligante no sitio
de ligacéo.

A varredura do espaco conformacional dos ligantes deste estudo foi realizada por meio
do software AutoDock Tools 1.5.6, que utiliza 0 método evolutivo (Algoritmo Lamarckiano
Genético - LGA), que busca aleatoriamente os espagos conformacionais, diminuindo a
probabilidade de haver aprisionamento do ligante nos chamados minimos locais. Para tanto, o
software gera posicbes do ligante formadas por angulos diedros e vetores rotacionais e
translacionais, que servem de base para geracdo de novas posi¢des ainda mais favoraveis, por
meio de um sistema de escores de energia.

Neste estudo, os ligantes foram tratados frente ao dodecamero de DNA complexado
com a 9-acridina-peptideo (codigo PDB: 1G3X) (MALININA et al., 2002), para analise da
capacidade de intercalacdo dos ligantes com 0 DNA e o dodecamero de DNA livre (codigo
PDB: 6CQ3) (DELGADO et al., 2018), para analise de ligacdo dos ligantes aos sulcos do
DNA. Para o primeiro, a posi¢do dos ligantes coincide com a da 9-acridina, que serve como

modelo para o algoritmo genético do AutoDock Tools 1.5.6 buscar as melhores conformacoes
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e orientagdes de cada composto no sitio de ligacdo do ctDNA. As modalidades de interacdes,

bem como as energias estimadas de ligacdo entre os ligantes e os dodecameros de DNA estdo

descritas na tabela 2.

Tabela 2- Modalidades de interacGes e energias estimadas dos ligantes frente ao dodecameros de

DNA 1G3X e 6CQ3.
Ligacdes de Energia de
] ] Hidrogénio/ ligacdo
Ligantes Empilhamento n-n B
Interacoes (kcal/mol)
Hidrofébicas 1G3X/6CQ3
K:605 L:619/620
Ny \N,HTNHZ JE-73 A /T \K:605/606 -7.86
@Lf S (Parallel-displaced) -7,62
K:605 / 606
“ /H NH A . T L:619/620 '8,75
@\/j/\[\l T 2 JE-74 T L:619 /620
N/ S ) Arg M:701 _7'72
(Parallel-displaced)
AK:605/606
X \N’HTNHZ JE-75 T L:619 /620 T L:619 /620 -8'34
\ -7,70
s ° (Parallel-displaced)
K:605 / 606
i A . T L:619/620 -8,27
N T]/ 2 \]F'97 T L:619 /620 .
BN | S ) Al‘g M:701 '7,61
(Parallel-displaced)
T L:619 /620
H AK:605/ 606 / T L:619 /620 AK:GOS '8,59
X .N_ _NH, JF-98 . . .
r N hig (Parallel-displaced) (z-alquil-metil) -7,83
HN S Arg M:701
/ K:605 Avi
Q K805/ 606 / T L:619/620 AT (5-metoxI) 829
- H \H JF-99 ) T L:619/620 !
N lr 2 (Parallel-displaced) Arg M7 -8,35
HN
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T L:619 /620
Br AK:605 / T L:619/ 620 AK:605 '8 95
SN NH, JF-100 _ _ ’
N (Parallel-displaced) (z-alquil-bromo) -8,48
HN S Arg M:701
K:605 / 606 L:619 /620
NO, A T \K:605/606 -6.88
H . )
QEAN,NTNHZ JF-101 (Parallel-displaced/ Arg M7 677
HN S Sandwich)
AK:605/ 606 / T L:619 /620 T L:619 /620
H '10,29
QQ / SNy e JF-102 (Parallel-displaced/ A0 0.07
S =,
i Sandwich) Arg M7
’ AK.605/ 606 / T L:619 /620 T L:619 /620 -8,71
Xy, N NH, JF-114 ) _
N TS( (Parallel-displaced) Arg M70 -8,45
HN
T L:619 /620
Cl
" AK:605/ 606 / T L:619 /620 AK:GOS -8,60
N N _NH, JF-115 ) )
N e (Parallel-displaced) (z-alquil-cloro) -8,03
HN S Arg M:701
K:605 / 606 L:619 /620
H H A T T Li619/620 637
N X, -N NH . )
@/\N 78( 2 JF-116 (Parallel-displaced/ Arg M7 628
Sandwich) '
K:605 L:619/ 620
A / T AK:606 -8.56
JF-242 (Parallel-displaced/
) (z-enxofre) -9,79
Sandwich)
AK:605 / T L:619/ 620 AK:GOG
-11,56
JF-243 (Parallel-displaced) AR
-10,95

Arg™ (Amide-r)

(r-enxofre)
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K:605
AK:605/606 / T L:619 /620 A _13 47
JF-244 ) (w-alquil-cloro)
(Parallel-displaced) Arg M -10,84
AK:605/606 / T L:619 /620
AK:606 _13,25
JF-245 Parallel-displaced/
( S d - T]) Al’g M:701 _10,47
andwic
AK:605/606 / T L:619 /620 AK:605/606
-13,58
JF-248 (Parallel-displaced/ (-enxofre) 10.45
Sandwich) Arg M70L '

A, T = Bases nitrogenadas Adenina e Timina.
K, L = Fragmentos das fitas do dodecamero (1G3X) do DNA.
Arg = Residuo do aminoécido arginina associado ao dodecamero (1G3X) do DNA.

As interacGes de empilhamento do tipo n-m que ocorrem entre sistemas aromaticos
podem ser evidenciadas de trés diferentes maneiras: sandwich, T-shaped e parallel-displaced

(SHERRILL et al., 2002) (Figura 27).

Figura 27- InteracOes n-n entre anéis aromaticos do benzeno.

T

Fonte: SINNOKROT, M. O.; VALEEV, E. F.; SHERRILL, C. D. Estimates of the Ab Initio Limit for n—r Interactions: The
Benzene Dimer. J. Am. Chem. Soc. 124 (36):10887-10893, 2002.

E relatado na literatura que o empilhamento do tipo - em deslocamentos paralelos

(parallel-displaced) é 0,5 a 0,75 kcal/mol mais estavel que o empilhamento em forma de T (T-
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shaped) (McGAUGHEY et al., 1998). Entretanto, devido a troca de repulsdo entre anéis em
empilhamento sanduiche (sandwich), sdo verificadas estabilidade e interacdo maiores (1
kcal/mol) dos anéis empilhados em deslocamento paralelo (parallel-displaced) (WHEELER;
BLOOM, 2014). Porém, a combinagdo entre as diversas interacbes em um mesmo ligante
pode gerar um resultado favoravel a energia de ligacdo entre este e a macromolécula.

Estes fatos justificam alguns resultados obtidos para os ligantes listados na tabela 2.
As diversas modalidades de interacdo mostradas pelas quinolinas LgIT/JF-73, LgIT/JF-74 e
LqlT/JF-75, favoreceram a ligacdo destas com as  bases nitrogenadas, sejam por
empilhamento ©-w, ou por ligacdes de hidrogénio com as bases adenina e timina.

Apesar de os valores de energia de ligacdo haver sido razoaveis (-8,75 kcal/mol; -8,34
kcal/mol; -7,86 kcal/mol) quando comparados a literatura (-9,78 kcal/mol) (RIBEIRO, 2018),
0s tipos de interacdo garantiram resultados relevantes quando os ligantes foram submetidos
aos testes de absorcdo com o DNA (ver Figuras 64 e 65), visto que nestes testes exibiram
consideravel hipercromicidade (47%-57%) e valores de Ky igualmente significativos (1,04 x
10°M/ 3,4 x 10° M),

A observancia de tais resultados se deve a qualidade da interacdo destes ligantes entres
as bases nitrogenadas do ctDNA, bem como as suas interagdes com elementos do sulco,
garantindo o desordenamento da disposicdo helicoidal das fitas de DNA (ver Figura 55),
provocando a absorbancia observada na espectrofotometria de absor¢édo (Figura 28 e Figura
29).

Figura 28- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-74 e LqIT/JF-75 com o ctDNA (1G3X).

LglT/JF-74 (-8,75 kcal/mol)

DA
K606

DA
k:605

DT
DT L:620

L:619

ARG
M:701
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LglT/JF-75 (-8,34 kcal/mol)

ARG DT
M:701 L:620
'-51 AQH
ﬁ'\ -
»,&
BN
¥ H
‘DT
: L:619
DA )
K:605 DA
K:606

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

Figura 29- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-74 e LqIT/JF-75 com o sulco menor do ctDNA (6CQ3).

LqglT/IF-74 (-7,72 kcal/mol) LqlT/JF-75 (-7,70 kcal/mol)

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software AutoDockTools 1.5.6.

Os derivados indo6licos mostraram energias de ligacdo semelhantes as quinolinas,
porém neste caso houve diferenciacdo de grupos ligados ao nucleo heterociclico, tanto
doadores como retiradores de elétrons, o que notoriamente influenciou na energia de ligacao
dos ligantes indolicos frente ao ctDNA.

Ligantes com grupos retiradores fortes apresentam energias de ligacbes menores, visto
que o direcionamento dos elétrons dos anéis planares para 0s grupos enfragquecem a

intercalacdo por empilnamento n- @, como ocorreu no ligante LqlT/-JF-101 (4-nitro), apesar
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de apresentar interacdes por empilnamento semelhantes aos outros derivados inddlicos. Este
aspecto corrobora o baixo valor de Ky, para o ligante, 1,009 x 10* M (ver tabela 8), apesar de
apresentar interaces de empilhamento n-n do tipo parallel-displaced e sandwich, além de
ligacGes de hidrogénio com a base adenina, A%605/60%,

Foram evidenciadas energias de ligacbes maiores para os derivados indélicos com
grupos elétron doadores ou retiradores fracos (halogénios), como observado nos ligantes
LqlT/JF-98 (5-metil), LqlT/JF-99 (5-metdxi), LqIT/JF-100 (5-bromo) e LqlT/JF-115 (5-
cloro), como energias que variaram de -8,95 kcal/mol a -8,29 kcal/mol, o que € ratificado
pelos valores de Kp, que alcancam até 4,51 x 10° M para o derivado 5-cloro e 1,88 x 10° M
para o0 derivado 5-metil (ver tabela 8). Estes derivados apresentaram majoritariamente
empilhamento n-n do tipo parallel-displaced (Figura 30).

Figura 30- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-98 e LgIT/JF-99 com o ctDNA (1G3X).

LglT/JF-98 (-8,59 kcal/mol)

ARG
DA _
k:e06 701

" s
/ 3 JH -* ol
. ae ‘.. o \::H
e ‘t”
L:620 / pT
L:619
LglT/JF-99 (-8,29 kcal/mol)
DA
K:606 ARG
3 M:701
DA Y .
K605~ . H
. ) o ‘, :
N/
(17 Y-
5. o
5 P
A Ak

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.
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O aumento da érea planar, e consequentemente da habilidade de empilhamento n-n
com o ctDNA e interacdo com os sulcos, presente no derivado LglT/JF-102 (benzo[g]indol),
garantiram a este ligante consideraveis energias de ligacdo (-10,29 kcal/mol — empilhamento
n-nt / -9,07 kcal/mol — ligacdo aos sulcos), quando comparado aos outros derivados indélicos,
bem como altos valores de Kp (9,32 x 10° M) e hipercromicidade de 54,28% (ver figura 59;
tabela 8), caracterizando este composto como um dos mais promissores deste estudo (Figura
31 e Figura 32).

Figura 31- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-102 e LqIT/JF-116 com o ctDNA (1G3X).

LglT/JF-102* (-10,29 kcal/mol) LqglT/JF-116** (-6,37 kcal/mol)
DA
K:606 "
H H H
l;i H.
H H
DTV DT
oo Li619 L:620 ¥ K!)G;(\)S
1:620 K:606
K:605 'Vﬁ%;l

*Verificar Figura 59 para detalhamento da interagdo ligante-ctDNA (1G3X).
**Verificar Figura 63 para detalhamento da interacdo ligante-ctDNA (1G3X).
Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

Paradoxalmente, a baixa energia de ligacdo do LqlT/JF-116 (pirrol), ndo se refletiu em
uma baixa constante de ligacdo intrinseca, visto que para este ligante foi obtida o maior valor
de Kp (1,05 x 10° M) do estudo (ver Figura 63; tabela 8). Sua baixa energia de ligagdo (-6,37
kcal/mol) provavelmente se deveu ao fato de ter interagido com o ctDNA por empilhamento
n-m, em interacdo Unica por base nitrogenada (ao contrario da interacdo tripla no LqlT/JF-
102). Estas foram complementadas por ligagdes de hidrogénio em duas bases timina
(L:619/620), em quatro hidrogénios distintos, e interacdo com os sulcos, que podem ter sido

responsaveis pela compensacgdo do baixo grau de empilhamento n-x (Figura 31 e Figura 32).
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Figura 32- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-102 e LqgIT/JF-116 com o sulco menor do ctDNA (6CQ3).
LqlT/JF-102 (-9,07 kcal/mol) LqlT/JF-116 (-6,28 kcal/mol)

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software AutoDockTools 1.5.6.

De maneira geral, os valores das energias de ligacdo dos derivados acridinicos foram
maiores que 0s encontrados para os derivados contendo os demais nucleos, visto que possuem
um nucleo intercalante tradicional em sua estrutura (acridina) (ALMEIDA et al., 2015;
ARYA et al., 2015; GENSICKA-KOWALEWSKA et al., 2017; IBRAHIM; SAYED, 2018)
aléem de uma area maior de superficie molecular planar (dois anéis aromaticos e um anel
tiazolina), promovendo maior probabilidade de interagdo por empilhamento entre o ligante e 0
cCtDNA.

Todos os ligantes acridinicos interagiram por empilhamento n-n do tipo parallel-
displaced com as bases nitrogenadas do ctDNA (1G3X), alguns apresentando interacédo
concomitante do tipo sandwich, com énfase para os ligantes LqlT/JF-244 e LglT/JF-248, que
além destas, apresentam intera¢des m-alquil-cloro ¢ m-enxofre (Figura 33 e Figura 34). Em
conjunto com as demais interacdes destes ligantes, incluindo interacbes com os sulcos, foram
atribuidas a estes ligantes energias de ligacdo de -13,47 kcal/mol e -13,58 kcal/mol, Kp, de 2,4
x 10° Mt e 2,8 x 10° M7, hipercromicidades de 64,7% e 26,8% e efeitos bato/hipsocrémico
de AL=4nme AL=8nm (ver Tabela 2, Tabela 8 e Figura 61).

Para o ligante LqlT/JF-243, foi verificada uma interacdo do tipo amide-z, que é
classificada como néo covalente do tipo n = x*, na qual a superficie © da amida do residuo de
arginina da macromolécula (Arg™?!) interage com a superficie planar do anel 4-flior
(HARDER et al., 2013; SINGH; DAS, 2015). Sistemas contendo interagdes NH/m (amida-m)
centralizados no nitrogénio sdo responsaveis por um ganho de energia livre de -2,08 kcal/mol
(IMAI et al., 2009; GIROUD et al., 2017; SCHAPIRA; FREITAS, 2017) (Figura 34).
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Figura 33- Interacdo do ligante LqlT/JF-248 com o ctDNA (1G3X).

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

Tanto o LqlT/JF-244 como o LglT/JF-245 interagem com quatro bases nitrogenadas
do ctDNA, com a participacdo dos seus nucleos aromaticos e o ndcleo tiazolina, por
empilhamentos n-nt parallel displaced e sandwich. Pelo fato de o LqlT/JF-245 ndo apresentar
a interacdo adicional w-alquil com o halogénio, presente no LglT/JF-244, nem a m-enxofre
presente no LqlT/JF-248, ha um sensivel comprometimento energético na interacao do JF-245
com o ctDNA (1G3X). O aumento do nimero de anéis aromaticos nestes ligantes favoreceu
um maior nimero de interacGes hidrofébicas entre eles e a macromolécula, tanto por

empilhamento como com os sulcos (Figura 34 e 35).

Figura 34- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-243, LqlT/JF-244 e LqlT/JF-245 com o ctDNA (1G3X).

LglT/JF-243 (-11,56 kcal/mol) LqlT/JF-244* (-13,47 kcal/mol)
3 i _ DA
Interacdo amida-n ~ = on  [Kicos
DT L:619 . <o~
L:62 R -
ARG o I L:620 « Ve, o >_\_\(
Wiy s = e 24" A 2
; L, T
{606, . ' Y e, S
'a ‘A\ I{“\ 3 ”2 : \//
/ rr ' i ﬁ AN e \
//:\,/‘ NG < \/\ \".-. I/ < . >l/< R
J\ ' /| \ \r\:i \,// "-:’;T_’. QRG
N A SNk, 4
Z : 8 e Y 'o r'
’: ( ' i )
L NEERN AN
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Lgl T/JF-245*% (-13,25 kcal/mol)

*Verificar Figura 61 para detalhamento da interagdo ligante-ctDNA (1G3X).
Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

Figura 35- Interacdo dos ligantes LqIT/JF-243, LqIT/JF-244, LqlT/JF-245 e LqlT/JF-248 com o sulco
menor do ctDNA (6CQ3).

LglT/JF-243 (-10,95 kcal/mol) LqlT/JF-244 (-10,84 kcal/mol)

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software AutoDockTools 1.5.6.
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Em estudo recente, foi constatado que interacdes envolvendo um carbono alifatico ou
aromatico na macromolécula e um cloro (LqlT/JF-244) ou fltor no ligante sdo uma das mais
comuns interacdes hidrofébicas, seguido de interagdes do enxofre da metionina (Met’®? e
Met"®®, no caso de um futuro estudo com a topoisomerase Ilo) € um carbono aromatico do
ligante. N&o obstante a metionina ser classificada como um residuo hidrofdbico, as interacdes
Met-S[I110JC (aromatico) promove uma estabilizacdo adicional da interacdo ligante-
macromolécula de 1 a 1,5 kcal/mol, quando comparamos uma interacdo puramente
hidrofébica (VALLEY et al., 2012; SCHAPIRA; FREITAS, 2017).

Todos estes aspectos das interacBes ligantes/macromolécula se traduziram em valores
significativos das constantes de ligacdo intrinseca (K, = 2,0 x 10° M*; 2,5 x 10° M?; 5,1 x 10°
M1, 28 x 10° M), hipercromicidade (19,57%; 64,71%; 23,91%; 26,84%),
hipso/batocromicidade (AA =7 nm; 4 nm; 4 nm, 8 nm) e energia de ligacdo (-11,56 kcal/mol;
-13,47 kcal/mol; - 13,25 kcal/mol; -13,58 kcal/mol) para os compostos acridinicos LqlT/JF-
243, LqlT/JF-244, LqlT/JF-245 e LqlT/JF-248, respectivamente (ver Tabela 2 e Tabela 8).

5.1.2 Estudo de docking dos derivados LglT/JF com a albumina do soro bovino

Na industria de medicamentos, dentre as etapas iniciais para a sintese de um potencial
farmaco existe a analise de interacdo de compostos com proteinas, como a albumina, visto
que a ligacdo de compostos com biomacromoléculas afeta seu perfil farmacocinético
(MUHAMMAD; GUO, 2014; DE SOUZA et al., 2014).

Por sua disponibilidade, estabilidade e semelhanca estrutural com a albumina humana
(HSA), foi utilizada nesse estudo a albumina do soro bovino (BSA), que apresenta
similaridade da estrutura terciaria de 76% e uma sequéncia homdloga de 80%, quando a
comparamos com a HSA (CARTER; HE, 1990; PETERS JR., 1995).

Interacbes ligante/albumina podem ocorrer em dois locais do arcabougo proteico,
chamados de subdominios, conhecidos como subdominio 1A e IHIA. Um dos principais
aminodacidos presentes nestes sitios e que interagem com os ligantes é o triptofano. Na HSA,
existe apenas um aminoacido do tipo triptofano (Trp-214), localizado do subdominio 1A, ja
na BSA, existe um triptofano (Trp-134) no subdominio IB e outro no subdominio A (Trp-
212) (OTAGIRI et al., 2013; NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013; DE SOUZA et al., 2014)
(Figura 36).
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Figura 36- Estruturas cristalizadas da HSA e da BSA.

Fontes: OTAGIRI, M. et al. Biochimica et Biophysica Acta 1830, 5435-5443, 2013 (colorida).
DE SOUZA, V. R. et al. Quim. Nova, Vol. 38, No. 2, 227-232, 2015 (preto e branco).

Para o docking, foi utilizada a albumina do soro bovino complexada com o naproxeno
(codigo PDB: 40R0) (BUJACZ et al., 2014), para a qual se buscou analisar as forcas
intermoleculares que ancoram os ligantes no arcabougo proteico, sejam elas interacoes
hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio ou forcas de van der Waals, ou ainda atracfes

eletrostaticas, descritas na tabela 3.

Tabela 3- Modalidades de interacBes e energias estimadas dos ligantes frente ao complexo BSA-

Naproxeno.
Interacdes hidrofobicas / eletrostaticas )
Subdomini Licacses d Energia
) ubdominio o’ igacdes de )
Ligantes | @ lioacio | Empilhamento melgma hidrogéni de ligagéo
e ligagdo . : -~ idrogénio
o n-alquila céation/ (kcal/mol)
anion
73 EntreollAe __ Arg'%®/Leu3 Ser3#3/Serts 2o
. P i 7
olllA Leu*® Leu®®/Arg*®
EntreollAe
JF-74 Trp*? Arg™®*/Arg® Leu®®’ Ala?® 7,39
o lllA
- Entreo llAe Tro2 Leu'"/Arg"® Leu®* Ser®/ Ser®® S
- p 7
olllA Ala®® Leu*® Asp*°
.97 Entreo ll1A e T2 Leu™/Ley’™ Leu®™ Ala2® iy
- r 7
o llIA P Val**? Val**? Ser*#
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Leu'®"/Arg'®
Entreo llAe Leu®’ Ala®®
JF-98 Trp*2 Trp?/val** 7,77
o llIA Loy Val*#? Ser®3
eu
Entreo llAe Ser33/ Asp*?
JF-99 A Trp*? Arg'®*/Arg'%® Leu®’ . 480p -7,36
0 eu
Entreo llAe Leu'®"/Arg™® Trp?*?
JF-100 Trp*? J P Leu*® -7,46
olllA Ala®®/ Leu* Leu*®
194 342 198 343
JE101 Entreo llAe Trp?® Arg~*/ Val Loy Arg=>*/Ser 7.06
o IlA Leu®* Asp®
Entreo llAe Leu¥’
JF-102 A Trp*? Arg™®*/ val** oy Ala®®/Ser3? -8,36
0 eu
Entreo llAe Leu'’/Arg™®
JF-114 Trp?? Trp#2 Leu*® -7,43
olllA P Leu®*¢/Leu*? P
Entreo llIA e Leu®"/Arg™® Ala®®/Ser3?
JF-115 Trp?2 Val*#2 7,99
o llIA Trp*?/Val®* Asp*°
Entreo llAe
JF-116 A Trp*? Leu'¥’/Arg™® - Ala®®® -5,20
0
Entre o lIA Leu®™"/Arg*®®
ntreo llA e
JF-242 Trp*? Arg”% Ala? Ala®® Ala?® 9,12
oA Leu®®% Val*®
Ser343
197 194
1F243 Entreo llAe T2 :eul . 8;f\rg4 . Leu®®’ Arg*®® 001
- r r eu -9,
o IIA P J s Leu®* Ser#%3(F)
Arg PLG)
Ar9217/ LySZZl Arglg4 /Trp212 o7
JF-244 A Trp*? Leu"/ Ala®®  Leu®¥/Lys** Argzgo 9,25
Ly5294(CI) Glu2% Ala
Leu™/Arg™®
Entreo llAe Phe?® Ala??/ Leu®® Ala®®
JF-245 Ser?%! -9,63
olllA Trp*? Leu®®/ Ala®*® Leu*®

Va|481
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Ar9217/Ly5221 TrleZ/LeUZIS Ar9217
212
IF-248 A Tre Leu®/ Ala2®  Lys?Glu® Ala®® .04

Ala, Arg, Asp, Glu Leu, Lys, Ser, Trp = Residuo dos aminoacidos alanina, arginina, &cido aspartico, acido
glutdmico, leucina, lisina, serina e triptofano, respectivamente — Proteina BSA (cddigo PDB: 40R0).

Em vista do exposto na tabela 3, é notéria a participacao onipresente do empilhamento
n-t com o Trp?*2, bem como outras interacdes hidrofobicas dos ligantes com a albumina, o
que representou um papel importante na inibicdo da fluorescéncia, observada para todos os
ligantes (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013) (ver Tabela 9).

Dentre as quinolinas, o empilhamento com ambos os anéis do Trp?'2, bem como a
acomodacdo na cavidade hidrofébica que circunda este aminoécido, favorecida pela ligacdo
3-quinolina, justificou a maior energia de ligacdo do ligante LqlT/JF-74, apesar de apresentar
menos ligacdes de hidrogénio que as demais quinolinas (Figura 37). Tais caracteristicas foram
evidenciadas por elevados valores de K (2,94 x 10* M), batocromicidade (AL = 41 nm) e
hipocromicidade (90,33%) deste ligante (ver Tabela 9).

Para os derivados inddlicos, destacamos os resultados dos ligantes LglT/JF-98 (5-
metil), LglT/JF-102 (benzo[g]) e LglT/JF-115 (5-cloro), que corroboram os valores de Ksy da
tabela 9, classificando estes como 0s mais promissores ligantes indolicos para a BSA (Figura
38 e Figura 40). A insercdo de um grupo metil, em um ligante localizado em uma cavidade
hidrofébica de uma proteina, provoca uma diminuicdo de aproximadamente 0,7 kcal mol™ na
constante de ligacdo por grupo metil (DAVIS; TEAGUE, 1999; SCHAPIRA; FREITAS,
2017).

Figura 37- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-73 e LqlT/JF-74 com a BSA.

LglT/JF-73 (-7,00 kcal/mol) LqglT/JF-74* (-7,39 kcal/mol)
VAL
LEU VAL .
A:210 SER VAL LEU ARG A:481 &Y
A:201 A-4g1 JSER A:480 A:484 SER ARG
A:453 A:201 LEUN Ao
A:197 : ARG
A:194
LEU
H__H A:346
TRP
] ASN
U A457 .
H A:450
ARG LEU LEU
A:198 A:197 ;'23(333 Aa'zﬁf'z A:480
SER . ALA TRP
LEU A:343 A:209 A213
A:346 LEU

A:454

*Verificar Figura 67 para detalhamento da interagdo ligante-BSA.
Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.
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Este fato justifica a diminuicdo de energia de ligacdo, quando comparamos o LglT/JF-
97 (ndo substituido) ao LqIT/JF-98 (5-metil), de -7,24 kcal-mol?! para -7,77 kcal-mol?, e
assim um incremento do K de 1,86 x 10* M? para 2,46 x 10* M (ver Tabela 9 e Figura 38).

Figura 38- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-97 e LqlT/JF-98 com a BSA.

LqlT/JF-97 (-7,24 kcal/mol) LqlT/JF-98* (-7,77 kcal/mol)
VAL LEU
AZ42 A346 =
A343 VAL
SER A342
A343 TRP
H A213 H
ALA
H A209
TRP B3
ek A-197
ALA H
A209
LEU
-, A346
4197 ARG

AZ198

*Ver Figura 68 para detalhamento da interagdo ligante-BSA.
Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

Nota-se uma maior participacdo das interacdes hidrofobicas m-alquila, com o grupo
metil adicional do LqlT/JF-98, por parte dos aminoacidos Arg!® e Trp?'? que ndo estdo
presentes no LqlT/JF-97. Além do incremento do Ks, adigdo do grupo promoveu um
aumento da hipocromicidade de 87,18% para 89,73%, além de aumentar o efeito batocromico
(AA) de 17 nm para 22 nm (Ver Tabela 7).

Os resultados de hipocromicidade, AL e Ksv do LqlT/JF-99 (5-metdxi) devem-se
principalmente a uma ligacéo de hidrogénio adicional com a Asp*?, e a possivel estabilizagdo
do empilhamento n-n por efeito indutivo do grupo metdxi, tornando a interacdo nucleo
indol] [ ) Trp?*? relativamente mais estavel, quando comparamos este ligante com os demais
derivados indolicos. Tais caracteristicas enquadram o LqIT/JF-99 como um dos mais
eficientes ligantes do estudo, visto que promoveu supressao quase total da fluorescéncia da
albumina na concentracdo de apenas 5 pM, enquanto para os demais ligantes foram

necessarias concentragdes maiores (10 uM - 40 uM) (ver Tabela 9; Figura 39).
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Figura 39- Interacdo do ligante LglT/JF-99* com a BSA e espectro de emisséo de fluorescéncia da
albumina do soro bovino (BSA) na presenca de quantidades crescentes do ligante.

SER WAL JF-99 + BSA 20 MIC
A:201 A:342
ARG ARG
A:198 A:483 250 4 === 0puM
—
10 pM
15 uM
— 20
TRP 200 —zsm
A:213 e~ % i
35 pM
A:481 — 40 uM
H $ 150
LEU 4 3
A:197 %
SER) fCFD € 100
A:453 'A480 =
E_, SER
A:343
ARG 50
A:194 ———
—
LEU 0
ASP
A:454 A:450 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

*Ver Figura 68 para detalhamento da interagdo ligante-BSA.

Fonte: Desenvolvido pelo autor nos softwares Discovery Studio Visualizer 17.2.0 e Sigma Plot 10.0.

As interagdes com o Trp?'2, bem como interagdes hidrofobicas adicionais devido ao
anel fenil adicional (LglT/JF-102 / benzo[g]), ou atomo de cloro (LqlT/JF-115 / 5-cloro),
proporcionaram a estes ligantes uma intensa afinidade pelo sitio de ligagdo com a albumina,
constatada pelas energias de ligacdo de -8,36 kcal molt e -7,99 kcal mol?, além dos
relevantes valores para batocromicidade, hipocromicidade e Ky, para ambos os ligantes (ver
Tabela 9) (Figura 40).

Figura 40- Interacdo dos ligantes LglT/JF-102 e LgIT/JF-115 com o complexo BSA-Naproxeno.

LglT/JF-102* (-8,36 kcal/mol) LqlT/JF-115* (-7,99 kcal/mol)
SER SER
A:343 A:343
ARG A\’;‘;:Z ;galfz
A:194 TRP -
1 A:213 H
ALA
H A:209
LEU
A:197
ALA
A:209 H
=, TRP
A:213
A:454 AL:Fig7 ARG
ARG A:l198
A:194

*Ver Figura 68 para detalhnamento da interagdo ligante-BSA.
Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.



Para todos os derivados acridinicos foram obtidos valores de energia de ligacdo acima
de 9,00 kcal mol?, devido a uma maior area de interagdo entre os ligantes e a BSA,
possibilitando aos compostos realizarem interagcdes adicionais que ndo estdo presentes nos
demais derivados do estudo.

Os melhores resultados foram verificados para os ligantes tiazélicos LqlT/JF-244 e
LqlT/JF-245, cujas interacfes atingiram diversos aminodcidos da BSA, inclusive
empilhamentos n-n T-shaped, para ambos. No derivado LqlT/JF-245 foi evidenciado um
empilhamento n-n T-shaped com a Phe?® da BSA, a Unica interacio para este aminoacido
evidenciada no estudo, e um empilhamento =-z sandwich com a porgéo acridina (Figura 41).

Figura 41- Interacdo dos ligantes LqlT/JF-244 e LgIT/JF-245 com o complexo BSA-Naproxeno.

LglT/JF-244 (-9,25 kcal/mol)

A217 LEU
A237

LYS ALA

el n221 A:290
Ve N L LT
@

\ ,(»/.‘—n\ ‘.<

LYS /<\ //, \3_ “\

A:294 == no

L2 e
¢ - '

ci)unnnn 218

LqglT/JF-245 (-9,63 kcal/mol)

U ALA ALA
A330 A349 A212

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.
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Nos testes de interacdo in vitro com os derivados acridinicos foram verificados
resultados de Ksy, AA e hipocromicidade inferiores aos demais ligantes do estudo, apesar de
haverem apresentado energias de ligacdo superiores no docking molecular (ver Tabela 3 e
Tabela 9). Tais inconsisténcias se devem ao fato de nos testes in silico ndo haver influéncia
das propriedades doadoras e aceptoras de ligagdes de hidrogénio dos ligantes com as
moléculas de agua, visto que estas sdo eliminadas antes das analises de docking, o que
influencia no custo energético para romper a estrutura cristalina no estado sélido, permitindo
sua solvatacdo (HILL; YOUNG, 2010; DO AMARAL; PICCIRILLO, 2018).

Em qualquer interagdo ligante-receptor ocorre o deslocamento de moléculas de agua
nas superficies polares do receptor. A dessolvatacdo de regifes polares tem um custo
entalpico que deve ser compensado pela formacdo de ligacBes de hidrogénio no complexo
ligante-receptor. No entanto, a perda entalpica associada ao deslocamento de moléculas de
agua ndo foi tdo prejudicada nas analises do estudo, visto que a maioria dos aminoacidos que
participam das interacbes com os ligantes possuem cadeias laterais apolares, como a alanina
(Ala), leucina (Leu), fenilalanina (Phe), triptofano (Trp) e valina (Val) (BISSANTZ et al.,
2010; DO AMARAL; PICCIRILLO, 2018).

5.2 MECANISMOS DE SINTESE DAS TIOSSEMICARBAZIDAS, DOS DERIVADOS
TIOSSEMICARBAZONICOS E DOS DERIVADOS TIAZOLINICOS

Nesta secdo serdo descritos os mecanismos de sintese, detalhamento espectroscopico e
dados espectroscopicos dos compostos obtidos neste trabalho.

Para obtencdo das tiossemicarbazidas foi utilizado o método descrito por
Papastaikoudi et al. (1995), Girsoy et al. (1997) e Duffy et al. (2002), no qual o isotiocianto
sofre ataque nucleofilico da hidrazina no carbono posicionado entre os dois heteroatomos
eletronegativos, favorecendo a carga parcial positiva (6+) neste carbono. Posteriormente, 0
hidrogénio hidrazinico migra para o nitrogénio amidico reestabelecendo a carga formal nula

no derivado tiossemicarbazida (Esquema 16).

Esquema 16- Mecanismo de sintese das tiossemicarbazidas substituidas.

R S S
CH,CI
s=e2y, 4+ et g e s
. t a. / N\ @ H H

HO

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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Foram obtidas neste trabalho 14 tiossemicarbazonas e 3 tiazolinas por meio da reagéo
de acridina/indol/pirrol/quinolina-carboxaldeidos (Esquema 17) com as tiossemicarbazidas
obtidas de isotiocinatos aromaticos, descritas anteriormente (Esquema 12), e da reacdo das

acridina-tiossemicarbazonas com a 2-bromoacetofenona (Esquema 18).

Esquema 17- Mecanismo de sintese das tiossemicarbazonas substituidas.

. . _H S F~H H s

i/\l"ﬁ )Ol\g + HoN )J\ /R /6 (\N/\ )J\ /R

N T R " N N H X@ N N
H H H i) H H

Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

Esquema 18- Mecanismo de sintese das acridina-tiazolinas.

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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5.2.1 Anélises espectroscopicas dos derivados acridina-tiossemicarbazonas e acridina-
tiazolinas (LqIT/JF)

De modo a determinar com precisdo a obtencdo dos derivados almejados, foram
utilizadas as técnicas de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
Hidrogénio (RMN H), de Carbono (RMN 3C) e DEPT. Além destas, as amostras das
moléculas foram submetidas a analises espectroscdpicas para detectar relacdo de acoplamento
entre hidrogénios-hidrogénios (analise homonuclear - COSY) e carbono-hidrogénio (anélise
heteronuclear - HSQC) presentes nas moléculas obtidas, com o intuito de realizar a
caracterizacao estrutural das mesmas.

Para determinacdo das massas exatas dos compostos foi utilizado o espectrémetro de
massa com tecnologia MALDI-TOF/MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization -
Time-of-Flight/Mass Spectrometer) ou lonizagdo/Dessor¢cdo de Matriz Assistida por Laser
Tempo-de-Vo6o / Espectrémetro de Massa).

Com o objetivo de analisar os parametros espectroscopicos, foram elencados 0s
compostos LQIT/JF-242, LQIT/IF-243, LQIT/JF-244, e LQIT/JF-248, mostrados na figura
42, enfatizando adicionalmente as analises bidimensionais e técnicas bidimensionais, como
COSY H-H e HSQC H-3C, para este ultimo.

Figura 42- Estruturas moleculares dos compostos LqlT/JF-242, JF-243, JF-244 e JF-248.
H
SYN\©\
_NH NO

JF-242

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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Com o objetivo de verificar a influéncia de grupos elétron doadores e elétron
retiradores na analise de RMN, optou-se por analisar os espectros de RMN H dos compostos
JF-242 e JF-243, mostrados na figura 43.

Figura 43- Espectros de RMN *H (campo baixo) dos compostos JF-242 e JF-243.

JF - 242 - THRMN
1H
1o 4Dmso-g %,
] 20 H's /15 H's (spectrum / structure} SQ\\ 'I\—H\( =i
E 19 \ o
3 B 15
09 3 ( }: //“‘n,.h—_ —_—
E| I3 —773 o~
E s N h?_[ i E;
0s [ i
E e -
07 4 |
3 N
0.6 _E . ||
3 -Q-:/ 19
05 4 - o
E 17 2
0 —; o
E B
0.3 —E
0.2 —;
01 4
0 3 1 - ,ML
o =+ o
= =1 =1
— — [
T T T T T T T T T T LA | T T T T T T
13.0 12 12.0 11 11.0 10 10.0 9 9.0
1o JIF-243-tHRAN
T J1MH 1%
MS0-d6 g N /'L-.:::-jf
1. G H's /15 H's (spectrum/ structure) \ 19 \\\ )\
F

N
= 15
08 e—
i .
Sy S
17
- 19
o
o4 =]
S

1C1.00
[1mo
1[1.08




86

Em ambos os espectros, observa-se o padréo de sinais para tiossemicarbazonas em o
12 ppm, 6 10 ppm e & 9 ppm, caracterizando os deslocamentos dos hidrogénios hidrazinico
(17), hidrogénio tioamidico (19) e hidrogénio azometinico (15), regides caracteristicas que
corroboram a obtencdo destes derivados (VENKATACHALAM et al., 2017). E evidente a
desblindagem causada pelo ligante 4-nitro no composto JF-242, visto que o seu carater elétron
retirador influencia todo o sistema eletronico molecular (Tabela 4).

Tabela 4- Deslocamentos quimicos dos hidrogénios hidrazinico (17), tioamidico (19) e azometinico
(15) dos compostos LQIT/IF-242 e JF-243.

Hidrogénios/Compostos JF-242 JF -243 AS*
Hidrazinico 12,52 ppm 12,22 ppm 0,30 ppm
Tioamidico 10,59 ppm 10,19 ppm 0,40 ppm

Azometinico 9,42 ppm 9,38 ppm 0,04 ppm

*Ad = Diferencas entre os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos compostos.

Ao analisarmos a regido de aromaticos (Figura 44), alguns aspectos se tornam bem
evidentes devido a mudanca do ligante, no que concerne aos deslocamentos dos hidrogénios
aromaticos. Os multipletos (m) dos hidrogénios acridinicos (em vermelho) ndo sofrem
influéncia no deslocamento com a alteracdo do ligante, apresentando J entre 8,79 Hz e 8,82
Hz nos dois compostos, ambos situados entre 6 7,92 - 7,70 Hz. Ja os hidrogénios acridinicos
H1, H4, H5 e H8 (em preto e cinza), apresentam uma sensivel mudanca no deslocamento de

um composto para o0 outro.

Figura 44- Espectros de RMN *H da regi&o de aromaticos do composto JF-242.

JF - 242 - THRMN
L]

DUS0-06

3 4 20 H's /15 H's (spectrum / structure}

13,6121

T LA L R A R L A L L R A M e A R o s Ay e L S ASARRAAR) AR LA LA Ay LA A AL A
870 865 860 855 B850 845 B840 835 B30 825 820 815 610 BO5 800 795 790 785 780 775 770 765 760 755 750 Chemical Shift (ppr



87

No JF-242, os hidrogénios dos carbonos circulados em verde se encontram em posi¢ao
orto ao ligante nitro, ou seja, em regido mais desblindada, apresentando sinal em 6 8,23 ppm e
J = 8,22 Hz. J& os hidrogénios circulados em azul, que estdo em regido mais blindada
(posicdo meta em relacdo ao ligante nitro), pelo fato de o mesmo ser um meta dirigente, é
evidenciado em 6 8,05 ppm e J = 8,22 Hz, valor de constante de acoplamento que corrobora o
acoplamento dos hidrogénios tratados.

No composto JF-243, pelo fato de haver um ligante orto-para dirigente, ha uma maior
blindagem em relacdo aos hidrogénios em posicdo orto ao ligante fldor. Desta forma, o
deslocamento ¢ apresentado em & 7,19 ppm e J = 12Hz (em verde), como mostrado na figura
45,

Figura 45- Espectros de RMN 'H da regi&o de aromaticos do composto JF-243.

= JF - 243 - THRMN
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O deslocamento apresentando pelo sinal em 7,19 ppm é justificado pelo fato de o spin
do fltor (*°F) ser %, idéntico ao spin do hidrogénio, justificando-se o acoplamento destes
hidrogénios com os hidrogénios meta e com o atomo de fluor. Além deste fato, a constante de
acoplamento (J) deste sinal é de 9,39 Hz, ratificando o acoplamento dos hidrogénios orto com
o fluor, como tratado na literatura (PAVIA et al.,, 2015). Em & 7,58 ppm (em azul) é
evidenciado outro sinal referente ao acoplamento dos hidrogénios meta com o fltor (J %) e
com os hidrogénios orto (LIAO et al., 2015), também apresentando constante de acoplamento
de 9,39 Hz.

Protons quimicamente equivalentes sdo, por vezes, também magneticamente
equivalentes; no entanto, quando prétons quimicamente equivalentes ndo sdo magneticamente

equivalentes, geralmente ha inconsisténcias na aparéncia do espectro de RMN. Nucleos que
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s80 magneticamente equivalentes dardo “espectros de primeira ordem” que podem ser
analisados usando a Regra n + 1. Nucleos que ndo sdo magneticamente equivalentes as vezes
fornecem espectros de segunda ordem, nos quais sinais podem aparecer em multipletos, como
foi verificado no espectro acima descrito (PAVIA et al., 2015).

Em relacio aos espectros de RMN C destes compostos, sdo apresentados os sinais de
deslocamentos que corroboram a obtencdo das tiossemicarbazonas, tais como o carbono da
tiocarbamida, os carbonos acridinicos e o carbono iminico (Figura 46; tabela 5).

Figura 46- Espectros de RMN **C (campo baixo) dos compostos JF-242 e JF-243.
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Tabela 5- Deslocamentos quimicos dos carbonos da tiocarbamida, os carbonos acridinicos e o
carbono iminico dos compostos LqlT/JF-242 e JF-243.

Carbonos/Compostos JF-242 JF -243 AS*
Tiocarbamida 178,7 ppm 177,3 ppm 1,4 ppm
Acridinicos 148,2 ppm 148,7 ppm 0,5 ppm
Iminico 141,1 ppm 140,6 ppm 0,5 ppm

*Ad = Diferengas entre os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos compostos.

Como ha nas tiossemicarbazonas o carbono sp? iminico, existe a possibilidade da
formacdo de isbmeros Z e E. Para verificacdo do calor (entalpia) de formacéo e realizar
inferéncias acerca do isdbmero mais estavel, ou seja, aquele em que € verificado o menor calor
de formac&o, as energias foram calculadas utilizando o software MOPAC 2016, no método
PM6. Para o composto LqlT/JF-115 em questdo foram verificados os seguintes valores das
energias de formacdo, na tabela 6.

Tabela 6- Valores da entalpia de formacdo do composto LglT/JF-115 nas conformagbes Z-sin-

periplanar, Z-anti-periplanar, E-sin-periplanar e E-anti-periplanar.

Compostos Isbmeros Z
Isdmeros Sin Anti
JF-115
r H{\ ‘
{
-
C ¢
LS
AHs = 373,31 kJ mol? AHs = 328,94 kJ mol*
Isbmeros E
Sin Anti

AHs = 365,78 kJ mol™ AHs = 337,92 kJ mol™

Fonte: Desenhado e otimizado pelo autor nos softwares Avogadro 1.0.2 e MOPAC 2016.
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Por meio do célculo destas energias, pode-se constatar que 0s isdbmeros com menor
energia de formag&o séo os isdmeros E, fato que é corroborado pela literatura em um estudo
realizado por Moreira et al. (2014). Dentre estes isdmeros, 0s de conformagéo anti-periplanar
mostram o menor valor de calor de formacgéo, e quando confrontado ao estudo de Casas et al.
(2000), evidencia-se o fato de que as tiossemicarbazonas, quando analisadas quanto ao
hidrogénio tioamidico e o nitrogénio iminico, podem formar ligacdes de hidrogénio (em azul),
estabilizando a molécula (Figura 47). Estes dados podem ser confrontados com os dados de
Tendrio et al. (2005), que propuseram que as tiossemicarbazonas de conformacdo anti-

periplanar sdo as que apresentam menores valores para energia de formacao.

Figura 47- Estrutura do composto LgIT/JF-242 em conformacbes E-sin-periplanar e E-anti-

periplanar.

JF - 242 JF-242
Conformacéo Conformacao
E-sin-periplanar E-anti-periplanar

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

Com o objetivo de caracterizacdo do composto tiazolinico LqlT/JF-248, foram
empregadas as técnicas unidimensionais RMN de 'H, 3C e DEPT, bem como as técnicas
bidimensionais COSY (Correlation spectroscopy) e HSQC (Heteronuclear single quantum
correlation).

Os espectros de RMN do ligante tiazolinico LglT/JF-248 foram confrontados com os
espectros da tiossemicarbazona LglT/JF-240, obtida por Almeida et al. (2015), mostrados na

figura 48.
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Figura 48- Estruturas moleculares dos compostos LqIT/JF-240 e LglT/JF-248.

LqIT/IF-248

Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.

Quando comparados, os espectros de RMN !H evidenciam alteragcdes nos
deslocamentos dos hidrogénios acridinicos e aromaticos, fundamentais para diferenciar a
tiossemicarbazona do respectivo derivado tiazolinico JF-248. Pelo fato de tratar-se de
compostos acridinicos, no RMN de 'H sdo evidenciados multipletos dos hidrogénios H1,
H11, H6 e H13 (em preto e vermelho) e multipletos dos hidrogénios H3, H12, H5 e H14 (em
verde e azul) dos hidrogénios acridinicos que fundamentam a caracterizacdo destes compostos
(Figura 49). Nos seguintes espectros estdo também evidentes os sinais do hidrogénio
azometinico (em marrom), sinal diagndstico da obtencdo do composto tiazolinico. Os dados

comparativos sao mostrados na tabela 7.

Figura 49- Espectros de RMN *H dos compostos JF-248 (campo baixo) e JF-240 (completo).
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Tabela 7- Deslocamentos quimicos (6 em ppm), multiplicidades e constantes de acoplamento (J) dos
hidrogénios dos compostos LglT/JF-240 e LqlT/JF-248.

Hidrogénios/Compostos LqgIT/IF-240 LqIT/JF-248
Azometinico 9,39 (s, 1H) 9,35 (s, 1H)
Acridinicos 8,61 (m, 2H, J =8,7 Hz) 9,03 (m, 2H, J = 8,6 Hz)
Acridinicos 8,20 (m, 2H, J = 8,7 Hz) 8,23 (m, 2H, J = 8,6 Hz)
Acridinicos 7,89 (m, 2H, J = 8,4 Hz) 8,14 (m, 2H,J=7,7 Hz)
Acridinicos 7,72 (m 2H, J =8,4 Hz) 7,81 (m, 2H, J=7,7 Hz)

Na regido de aromaticos do composto JF-248 (Figura 50) sdo evidenciadas duas

regibes de multipletos de deslocamentos distintos. Esta constatacao se deve ao fato de um dos

anéis aromaticos ser ligado ao nitrogénio da tiazolina, que por ser elétron doador, exerce

efeito de blindagem do anel, sendo apresentado por deslocamentos entre 6 7,30 - 7,19 ppm. Ja

0 outro aromatico é representado por um multipleto em regido de deslocamento menos

blindada, entre 6 7,47 — 7,38 ppm. Nesta imagem, o hidrogénio tiazolinico é evidenciado por

um simpleto em 6 7,01 ppm, que representa um sinal diagndstico da obtencédo da tiazolina.

Para a tiossemicarbazona LqlIT/JF-240, os hidrogénios aromaticos (retangulo

vermelho) séo representados por dois sinais em & 7,19 ppm (m, 1H, J = 7,5 Hz) e 7,36 ppm
(m, 2H, J =7,8 Hz) e um sinal em 7,60 ppm (m, 2H, J = 7,8 Hz) (Figura 49).
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Figura 50- Deslocamentos quimicos da regido de aromaticos do composto JF-248.
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No espectro de RMN *3C, os sinais que atestam a obtencdo da tiazolina sio os que
indicam o carbono iminico e os trés carbonos que formam o heterociclo tiazolinico (Figura
51), sendo dois deles provenientes da 2-bromoacetofenona (C4 e C5) e um da
tiossemicarbazona (C2), blocos construtores deste composto. O sinal do C2 quaternario €
destacado em 6 170,8 ppm, ja os sinais para 0s C4 e C5, estdo presentes respectivamente em

141,7 ppm e 105,22 ppm. O sinal do carbono azometinico é evidenciado em 145,2 ppm.

Figura 51- Espectros de RMN **C dos compostos JF-244 e JF-248.
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Para o composto LqlT/JF-244, o sinal do C2 quaternario ¢ mostrado em 6 175,7 ppm,
ja os sinais para 0s C4 e C5 da tiazolina, estdo salientados respectivamente em & 140,9 ppm e
105,2 ppm. Ja o sinal do carbono azometinico é evidenciado em 145,2 ppm (BRAGA et al.,
2016).

Para confirmacdo deste fato, bem como para corroboracdo de acoplamentos entre
carbono e hidrogénios do LqlT/JF-248, o composto foi submetido as tecnicas de HSQC
(Figura 52), DETP (Figura 53) e COSY (Figura 54).

Figura 52- Espectro bidimensional de HSQC do composto LqlT/JF-248.
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A correlacdo do simpleto do hidrogénio em & 7,01 ppm com o carbono & 105,1 ppm
denota a posicdo do hidrogénio do C5 no anel tiazolinico, que no DEPT é mostrado como CH.

O sinal de carbono em & 145,2 ppm, no DEPT mostrado como CH, esta correlacionado ao
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simpleto do hidrogénio azometinico, que é evidenciado em deslocamento de 9,35 ppm. Os
sinais em 6 9,03 e 8,21 ppm caracteristicos de hidrogénios acridinicos acoplam carbonos CH
(DEPT), cujos sinais estdo nos deslocamentos 127,9 ppm e 122,2 ppm, respectivamente.

Os sinais em & 7,78 ¢ 8,12 ppm também caracteristicos de hidrogénios acridinicos
acoplam com carbonos CH (DEPT), cujos sinais estdo nos deslocamentos 128,1 ppm e 135,4
ppm, respectivamente.

Figura 53- Espectro DEPT do composto LglT/JF-248.
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Na tecnica de COSY (Figura 54), verifica-se a correlacdo entre os sinais em 6 7,81
ppm e o sinal em & 9,03 ppm, gerado pelo acoplamento J 3 entre os hidrogénios H5 e H6,
como também dos hidrogénios H3 e H4 da porc¢édo acridina da molécula. Outro acoplamento
também evidenciado se revela entre os sinais em & 7,80 ppm e 8,12 ppm, constituidos pelos
acoplamentos entre os hidrogénios H6 e H7, bem como entre os hidrogénios H2 e H3. Por
fim, é mostrada a correlacdo entre o sinal em & 8,12 ppm e o sinal em 6 8,19 ppm, denotada
pela vizinhanca entre os hidrogénios H7 e H8, como ainda entre os hidrogénios H1 e H2.

Os sinais em & 7,42 ppm, 7,43 ppm e 7,46 ppm correspondem aos hidrogénios da
fenila ligada ao C4 da tiazolina. Ja os sinais em o 7,22 ppm, 7,23 ppm e 7,26 ppm
correspondem aos hidrogénios da fenila ligada ao nitrogénio N3 da tiazolina. Todos os dados

foram confrontados com Lafayette et al. (2013) e Almeida et al. (2015).



Figura 54- Espectro bidimensional de COSY do composto LqlT/JF-248.
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5.2.2 Dados espectroscopicos, espectrométricos e fisico-quimicos dos derivados

tiossemicarbazonicos e tiazolinicos (LqlT/JF)

(LqglT/JF-73) (E)-2-(quinolin-2-ylmethylene)hydrazinecarbothioamide

H
N\ N__NH
Y N
~ s

Sélido branco. Formula molecular: Ci11H10N4S. Rendimento: 54,62%.

1 (ppm)

Faixa de fusdo: 235-237°C. Fator de retencéo: 0,39 (n-hexano/acetato de etila 4:6).
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RMN H (400 MHz, DMSO-dg): § 11,7940 (s, 1H, NH hidrazinico), 8,4590 (d, 1H, J = 8,68
Hz, CH quinolinico), 8,4373 (s, 1H, NH tioamida), 8,3596 (d, 1H, J = 8,76 Hz, CH
quinolinico), 8,3447 (s, 1H, NH tioamida), 8,2350 (s, 1H, CH azometinico), 8,0122 (d, 1H, J
= 8,16 Hz, CH quinolinico), 7,9779 (d, 1H, J = 8,36 Hz, CH quinolinico), 7,7597 (t, 1H, J =
8,36 Hz, CH quinolinico), 7,6038 (t, 1H, J = 8,36 Hz, CH quinolinico).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): § 178,94 (tioamida), 154,36 (C2 da quinolina), 147,78 (C9
da quinolina), 142,99 (azometinico).

IR, (v/cm™): 3392 (NH), 3262 (NH/NH>), 1604 (C=N), 1527, 1501 (C=C aromético), 1056
(C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 230,0626; encontrada 230,0440.

(LqlT/JF-74) (E)-2-(quinolin-3-ylmethylene)hydrazinecarbothioamide

Sélido branco. Férmula molecular: C1:1H10N4S. Rendimento: 59,81%.

Faixa de fusdo: 247-249°C. Fator de retencdo: 0,39 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN !H (400 MHz, DMSO-dg): § 11,6288 (s, 1H, NH azometinico), 9,4798 (s, 1H, CH
quinolinico), 8,5930 (s, 1H, CH quinolinico), 8,3054 (s, 1H, NH tioamida), 8,2340 (s, 1H, CH
azometinico), 8,2220 (s, 1H, tioamida), 8,0308 (d, 1H, J = 8,44 Hz, CH quinolinico), 7,9840
(d, 1H, J = 8,44 Hz, CH quinolinico), 7,7628 (t, 1H, J = 7,28 Hz, CH quinolinico), 7,6222 (t,
1H, J = 7,32 Hz, CH quinolinico).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): § 178,67 (C14 tioamida), 149,34 (C3 da quinolina), 148,15
(C10 da quinolina), 140,24 (C11 azometinico).

IR, (d/cm™): 3444 (NH/NH)), 3264 (NH/NH.), 1601 (C=N), 1541, 1462, 1401 (C=C
aromatico), 1056 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 230,0626; encontrada 230,0960.
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(LqlT/JIF-75) (E)-2-(quinolin-4-ylmethylene)hydrazinecarbothioamide

Sélido branco. Formula molecular: C1:H10N4S. Rendimento: 85,37%.

Faixa de fusdo: 257-259°C. Fator de retencéo: 0,38 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): § 11,6921 (s, 1H, NH hidrazinico), 8,9306 (d, 1H, J = 4,64
Hz, CH quinolinico), 8,8761 (s, 1H, CH azometinico), 8,4802 (s, 1H, NH tioamida), 8,2937
(d, 1H, J = 8,40 Hz, CH quinolinico), 8,2192 (s, 1H, NH tioamida), 8,1818 (d, 1H, J = 4,56
Hz, CH quinolinico), 8,0829 (d, 1H, J = 8,40 Hz, CH quinolinico), 7,8060 (t, 1H, J = 6,72 Hz,
CH quinolinico), 7,7068 (t, 1H, J = 7,76 Hz, CH quinolinico).

RMN C (100 MHz, DMSO-ds): & 178,91 (C14 tioamida), 150,56 (C4 da quinolina), 148,82
(C10 da quinolina), 138,22 (C11 azometinico).

IR, (v/cm™): 3444 (NH/NHy), 3145 (NH), 3095 (=C-H), 1601 (C=N), 1537, 1506 (C=C
aromatico), 1075 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 230,0626; encontrada 230,0640.

(LqlT/JIF-97) (E)-2-((1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

Sélido amarelo. Formula molecular: Ci0H10N4S. Rendimento: 80,19%.

Faixa de fusdo: 237-239°C. Fator de retencdo: 0,48 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN H (400 MHz, DMSO-de): § 11,5794 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,1616 (s, 1H, NH
indolico), 8,2987 (s, 1H, CH azometinico), 8,2184 (d, 1H, J = 7,84 Hz, inddlico), 8,0015 (s,
1H, NH tioamida), 7,7971 (d, 1H, J = 2,68 Hz, CH indélico), 7,4254 (d, 1H, J = 8,20 Hz, CH
indolico), 7,3959 (s, 1H, NH tioamida), 7,1873 (t, 1H, J = 8,12 Hz, CH inddlico), 7,1187 (t,
1H, J = 7,96 Hz, CH indélico).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): § 176,99 (tioamida), 141,28 (azometinico), 137,50 (C7a
indol), 131,21 (C2 indol).

IR, (v/cm™): 3445 (NH/NH,), 3141 (NH), 3039 (=C-H), 1611 (C=N), 1535 (C=C aromatico),
1250 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 218,0626; encontrada 217,9850.
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(LqlT/JF-98) (E)-2-((5-methyl-1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

HzC

Cristal bege. Formula molecular: C11H12N4S. Rendimento: 63,62%.

Faixa de fuséo: 237-239°C. Fator de retencéo: 0,54 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): § 11,4686 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,1235 (s, 1H, NH
inddlico), 8,2706 (s, 1H, CH azometinico), 7,9760-7,9384 (d, 2H, NH tioamida), 7,7420 (d,
1H, J = 2,56 Hz, CH indélico), 7,3878 (s, CH inddlico), 7,3062 (dt, 1H, J = 8,44 Hz, CH
indolico), 7,0153 (d, 1H, J = 8,44 Hz, CH inddlico), 2,4161 (s, 3H, metila).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): § 176,8724 (tioamida), 141,5195 (azometinico), 135,8424
(C7a indol), 131,4555 (C2 indol), 21,6932 (metila).

IR, (v/cm™): 3391 (NH/NH,), 3250 (NH), 3155 (=C-H), 1617 (C=N), 1535 (C=C aromatico),
1252 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 232,0783; encontrada 231,9760.

(LqlT/JIF-99) (E)-2-((5-methoxy-1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

Sélido branco. Férmula molecular: C11H12N4OS. Rendimento: 47,65%.

Faixa de fusdo: 248-250°C. Fator de retencdo: 0,44 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 11,4693 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,1101 (s, 1H, NH
indolico), 8,2578 (s, 1H, CH azometinico), 7,8722 (s, 2H, NH tioamida), 7,7263 (d, 1H, J =
2,72 Hz, CH indélico), 7,5404 (s, 1H, J =1,96 Hz CH inddlico), 7,3368 (d, 1H, J = 8,64 Hz,
CH ind6lico), 6,8405 (dd, 1H, J =9 Hz — 2,36Hz), 3,7631 (s, 3H, metila).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): & 178,9288 (tioamida), 144,0160 (azometinico), 134,5744
(C7a indol), 133,9672 (C2 indol), 57,9410 (metila).

IR, (v/cm™): 3433 (NH/NH,), 3128 (NH), 3045 (=C-H), 1616 (C=N), 1549 (C=C aromatico),
1252 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 248,0732; encontrada 248,1650.
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(LglT/JF-100) (E)-2-((5-bromo-1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

Br

Sélido amarelo. Formula molecular: C1oHgBrN4S. Rendimento: 22,68%.

Faixa de fusdo: 226-228°C. Fator de retencéo: 0,37 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 11,7816 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,1199 (s, 1H, NH
inddlico), 8,2715 — 7,9466 (s, 2H, NH tioamida), 8,2432 (s, 1H, CH azometinico), 7,8301 (d,
1H, J = 2,36 Hz, CH inddlico), 7,5061 (s, 1H, CH inddlico), 7,4033 (d, 1H, J = 8,6 Hz, CH
inddlico), 7,3103 (dd, 1H, J = 8,6 Hz — 1,96Hz).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): & 179,1261 (tioamida), 143,3102 (azometinico), 138,3693
(C7aindol), 134,8476 (C2 indol).

IR, (v/cm™): 3435 (NH/NH>), 3267 (NH), 3188 (=C-H), 1619 (C=N), 1546 (C=C aromatico),
1232 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 295,9731; encontrada 296,368.

(LglT/JF-101) (E)-2-((4-nitro-1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

NO>
S N
. NH»>
TN
HN S

Sélido laranja. Formula molecular: C10HoNsO2S. Rendimento: 77,54%.

Faixa de fusdo: 258-260°C. Fator de retencdo: 0,32 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,4785 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,3279 (s, 1H, NH
indolico), 8,4357 (s, 1H, CH azometinico), 8,3692 (d, 1H, J = 2,36 Hz, CH inddlico), 8,0678
(s, 1H, NH, tioamida), 7,8702 (d, 1H, J =10,96 Hz CH inddlico), 7,8310 (d, 1H, J = 10,16 Hz,
CH inddlico), 7,4475 (d, 1H, J = 3,12 Hz, NH tioamida), (t, 1H, J = 10,20 Hz, CH inddlico).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): § 177,0207 (tioamida), 142,2152 (azometinico), 139,0734
(C7a indol), 132,4832 (C2 indol).

IR, (v/cm™): 3372 (NH/NH,), 3268 (NH), 3173 (=C-H), 1611 (C=N), 1537 (C=C aromatico),
1261 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 263,0477; encontrada 263,1950.
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(LqlT/JIF-102) (E)-2-((1H-benzo[g]indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

H  NH

N 2
S
=y 3

N
H

Sélido cristalino incolor. Formula molecular: C14H12N4S. Rendimento: 99,05%.

Faixa de fusdo: 248-250°C. Fator de retencéo: 0,54 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 12,496 (s, 1H, NH inddlico), 11,238 (s, 1H, NH
hidrazinico), 8,399 (s, 1H, CH azometinico), 8,376-8,327 (m, 2H, C4 inddlico e C4 naftil),
8,061(s, 1H, NH, tioamida), 7,973-7,794 (1H, C2 inddlico); 7,918-7,908 (1H, NH, tioamida),
7,593-7,425 (m, 4H, C5 inddlico e C1, C2 e C3 naftil).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg): & 176,69 (tioamida), 140,795 (azometinico), 131,813 (C7a
indol); 130,265 (C6 indolico); 128,595 (C2 inddlico); 112,8036 (C3 indolico).

MALDI/TOF: massa exata calculada 268,0783; encontrada 268,1350.

(LqlT/JF-114) (E)-2-((5-cyano-1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

NC

Sélido branco. Formula molecular: C11HoNsS; Rendimento: 75,32%.

Faixa de fusdo: 260-263°C. Fator de retencéo: 0,60 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,0723 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,1248 (s, 1H, NH
indolico), 8,7384 (s, 1H, CH azometinico), 8,2725 (s, 1H, CH inddlico), 7,9740 (d, 2H, J =
9,8 Hz tioamida), 7,8017 (s, 1H, CH inddlico), 7,5893 (d, 1H, J = 8,6 Hz, CH inddlico),
7,5325 (d, 1H, J = 8,2 Hz, CH inddlico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): § 179,2475 (tioamida), 142,8093 (azometinico), 141,4128
(C7a indol), 135,8495 (C2 indol).

IR, (v/cm™): 3450 (NH/NH,), 3337 (NH), 3179 (=C-H), 2224 (C=N); 1617 (C=N), 1541
(C=C aromético), 1252 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 243,0579; encontrada 243,1740.
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(LqglT/JF-115) (E)-2-((5-chloro-1H-indol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

Cl

Sélido branco. Férmula molecular: C1o0HoCIN4S. Rendimento: 48,05%.

Faixa de fusdo: 256-258°C. Fator de retencéo: 0,33 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): § 11,7679 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,1121 (s, 1H, NH
inddlico), 8,2490 (s, 1H, CH azometinico), 8,1590 (d, 1H, J = 2,36 Hz, NH inddlico), 7,9368 -
7,5316 (s, 2H, tioamida), 7,8409 (s, 1H, CH inddlico), 7,4454 (d, 1H, J = 8,6 Hz, CH
indélico), 7,1948 (d, 1H, J = 8,6 Hz).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): & 179,1033 (tioamida), 143,3557 (azometinico), 138,1264
(C7a indol), 135,0602 (C2 indol).

IR, (v/cm™): 3441 (NH/NH>), 3253 (NH), 3177 (=C-H), 1619 (C=N), 1548 (C=C aromatico),
1232 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 252,0236; encontrada 252,1570.

(LqlT/JF-116) (E)-2-((1H-pyrrol-2-yl)methylene)hydrazinecarbothioamide

Sélido branco. Formula molecular: CsHgN4S. Rendimento: 48,05%.

Faixa de fusdo: 175-177°C. Fator de retencdo: 0,33 (n-hexano/acetato de etila 4:6).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 11,3453 (s, 1H, NH hidrazinico), 11,2455 (s, 1H, NH
pirrélico), 8,0480 — 7,9443 (s, 2H, NH tioamida), 7,8308 (s, 1H, CH azometinico), 6,9659 (d,
1H, J = 1,2 Hz, CH pirrdlico), 6,3925 (m, 1H, J = 6,9 Hz, CH pirrdlico), 6,1108 (dd, 1H, J =
6,6 Hz, CH pirrolico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): § 177,2029 (tioamida), 133,6615 (azometinico), 127,5771
(C2 pirrol), 121,7379 (C5 pirrol), 112, 7874 (C3 pirrol), 109,1705 (C4 pirrol).

IR, (v/cm™): 3444 (NH/NH,), 3258 (NH), 3150 (=C-H), 1616 (C=N), 1531 (C=C aromatico),
1267 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 168,0470; encontrada 168,0910.
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(LqlT/JIF-242) (E)-2-(acridin-9-ylmethylene)-N-(4-nitrophenyl)hydrazinecarbothioamide

Sélido amarelo. Formula molecular: C2:HisFNsO2S. Rendimento: 52,77%.

Faixa de fusdo: 224-226°C. Fator de retencéo: 0,41 (n-hexano/acetato de etila 3:7).

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): § 12,5214 (s, 1H, NH hidrazinico), 10,5900 (s, 1H, NH
tioamida), 9,4198 (s, 1H, azometinico), 8,5999 (m, 2H, J = 8,79 Hz, CH acridina) 8,2399 (m,
2H, J = 8,82 Hz, CH acridina), 8,2281 (m, 2H, J = 9,39 Hz, CH fenil), 8,0520 (m, 2H, J =
9,39 Hz, CH fenil), 7,9013 (m, 2H, J = 8,79 Hz, CH acridinico), 7,7193 (m, 2H, 8,82 Hz, CH
acridinico).

RMN C (100 MHz, DMSO-ds): § 176,1002 (tioamida), 148,2068 (N-C acridina), 145,3101
(C-NO»), 141,0801 (azometinico).

IR, (v/cm™): 3337 (NH-fenil), 3316 (NH), 3117 (=C-H), 1613 (C=N), 1543 (C=C
aromatico); 1332 (nitro); 1266 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 401,0946; encontrada 401,1020.

(LqglT/JIF-243) (E)-2-(acridin-9-ylmethylene)-N-(4-fluorophenyl)hydrazinecarbothioamide

Sélido amarelo. Formula molecular: C21HisFN4S. Rendimento: 51,73%.

Faixa de fusdo: 210-212°C. Fator de retencdo: 0,48 (n-hexano/acetato de etila 3:7).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,2221 (s, 1H, NH hidrazinico), 10,1948 (s, 1H, NH
tioamida), 9,3827 (s, 1H, azometinico), 8,6039 (m, 2H, J = 8,22 Hz, CH acridinico), 8,2145
(m, 2H, J = 8,82 Hz, CH acridinico), 7,8896 (m, 2H, J = 8,79 Hz, CH acridinico), 7,7077 (m,
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2H, J = 8,82 Hz, CH acridinico), 7,6118 (m, 2H, 9,39 Hz, CH fenil), 7,1930 (m, 2H, 9,39 Hz,
CH fenil).

RMN BC (100 MHz, DMSO-ds): § 177,3377 (tioamida), 161,7052 (C-F), 148,6780 (N-C
acridina), 140,5705 (azometinico).

IR, (d/em™): 3337 (NH-fenil), 3316 (NH), 3125 (=C-H), 1610 (C=N), 1534 (C=C
aromatico), 1264 (C=S).

MALDI/TOF: massa exata calculada 374,1001; encontrada 374,0770.

(LqlT/IF-244) (2)-2-((E)-(acridin-9-ylmethylene)hydrazono)-3-(4-chlorophenyl)-4-phenyl-
2,3-dihydrothiazole

Cl

Solido azul escuro. Formula molecular: C29H19CIN4S. Rendimento: 62%.

Faixa de fuséo: 272-274°C. Fator de retencdo: 0,60 (n-hexano/acetato de etila 7:3).

RMN H (400 MHz, DMSO-de): § 9,424 (s, 1H, azometinico), 9,113 (m, 2H, J = 8,7 Hz, H4-
H5 acridina), 8,319 (m, 2H, J = 8,1 Hz, H1-H8 acridina), 8,217 (m, 2H, J = 8,1 Hz, H2-H7
acridina), 7,877 (m, 2H, J = 8,7 Hz, H3-H6 acridina), 7,536 — 7,493 (m, 5H, fenil C4-
tiazolina), 7,345 — 7,217 (m, 4H, fenil N3-tiazolina), 7,063 (s, 1H, H5-tiazolina).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): § 175,746 (C2-tiazolina), 144,974 (azometinico), 140,943
(C4-C5 acridina), 140,253 (C4 tiazolina), 104,9670 (C5-tiazolina).

IR, (v/cm™): 3060, 3046, 3024 (=CH; -CH); 2599 (C=C-S); 1624 (C=C); 1583 (C=N), 1350
(N=C-S), 1260 (N-N=C); 1058 (CI-C aromatico).

MALDI/TOF: massa exata calculada 490,1019; encontrada 490,1850.
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(LqlT/IF-245) (2)-2-((E)-(acridin-9-ylmethylene)hydrazono)-3-(4-fluorophenyl)-4-phenyl-
2,3-dihydrothiazole

Sélido marrom. Férmula molecular: CagH19FN4S. Rendimento: 35,4%.

Faixa de fusdo: 264-266°C. Fator de retencéo: 0,56 (n-hexano/acetato de etila 7:3).

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): § 9,440 (s, 1H, azometinico), 9,119 (m, 2H, J = 8,8 Hz, H4-
H5 acridina), 8,291 (m, 2H, J = 8,2 Hz, H1-H8 acridina), 8,203 (m, 2H, J = 8,2 Hz, H2-H7
acridina), 7,877 (m, 2H, J = 8,8 Hz, H3-H6 acridina), 7,562 - 7,515 (m, 2H, fenil N3-
tiazolina-H-orto), 7,343 — 7,286 (m, 5H, fenil-C4-tiazolina), 7,270 — 7,237 (m, 2H, fenil-N3-
tiazolina-H-meta), 7,033 (s, 1H, H5-tiazolina).

RMN ®C (100 MHz, DMSO-ds): & 175,778 (C2-tiazolina), 159,946 (C-F), 145,003
(azometinico), 141,141 (C4-C5 acridina), 140,543 (C4 tiazolina), 104,5428 (C5-tiazolina).

IR, (v/cm™): 3106, 3057, 3021 (=CH; -CH); 2598 (C=C-S); 1624 (C=C); 1583 (C=N), 1351
(N=C-S), 1233 (N-N=C); 1128 (F-C aromatico).

MALDI/TOF: massa exata calculada 474,1314; encontrada 474,1770.

(LqlT/JF-248) (2) - 2 - ((E) - (acridin - 9 - ylmethylene) hydrazono) - 3, 4 - diphenyl - 2, 3-
dihydrothiazole

Soélido azul escuro. Formula molecular: CogH20N4S. Rendimento: 77%.

Faixa de fusdo: 251-253°C. Fator de retencdo: 0,54 (n-hexano/acetato de etila 7:3).

RMN !H (400 MHz, DMSO-de): § 9,3476 (s, 1H, azometinico), 9,0387 (m, 2H, J = 8,6 Hz,
H4-H5 acridina), 8,2330 (m, 2H, J = 8,6 Hz, H1-H8 acridina), 8,1402 (m, 2H, J = 7,72 Hz,
H2-H7 acridina), 7,8108 (m, 2H, J = 7,68 Hz, H3-H6 acridina), 7,4515 — 7,3992 (m, 5H,
fenil-C4-tiazolina), 7,2780 — 7,2167 (m, 5H, fenil-N3-tiazolina), 7,0131 (s, 1H, H5-tiazolina).
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RMN 13C (100 MHz, DMSO-dg): & 176,2142 (C2-tiazolina), 145,2530 (azometinico),
141,7067 (C4-C5 acridina), 140,543 (C4 tiazolina), 105,2179 (C5-tiazolina).

IR, (v/cm™): 3107, 3046, 3025 (=CH; -CH); 2576 (C=C-S); 1625 (C=C); 1583 (C=N), 1350
(N=C-S), 1260 (N-N=C).

MALDI/TOF: massa exata calculada 456,1409; encontrada 456,1030.

5.3 ENSAIOS DE INTERACAO

Nesta secédo serdo discutidos os resultados para interagdo dos compostos LglT/JF com
0 ctDNA e a albumina do soro bovino (BSA), obtidos por espectroscopia de absorgdo e

fluorescéncia.

5.3.1 Estudos de ligacdo com o ctDNA - Espectroscopia de absorc¢ao eletronica

Para os derivados tiossemicarbazonicos quinolinicos (LgIT/JF-73; LqlIT/JF-74;
LqlT/JF-75) os valores maximos de absor¢do, nos espectros de absorcdo eletrénica, foram
evidenciados em comprimentos de onda (1) que se estendem de 300 a 400 nm. Intervalos
semelhantes para compostos quinolinicos sdo mostrados em estudos de absorbancia com
bases de Schiff quinolinicas e hidroxiquinolinas (KUMAR et al. 2015; HALDER; DEY;
ROY, 2015).

Em relacdo aos derivados tiossemicarbazénicos inddlicos (LglT/JF-97; LqlT/JF-98;
LglT/JF-99; LqglT/JF-100; LqlT/JF-101; LqlT/JF-102; LqIT/JF-114; LglT/F-115) e o
derivado tiossemicarbazonico pirrolico (LqlT/JF-116) foram observados valores de absor¢édo
no intervalo de comprimento de onda (A) de 300 a 380 nm, valores também notados em
derivados inddlicos contendo anéis tiazolidinonas (LAFAYETTE, 2015; LIMA, 2017).

Para os derivados acridinicos tiossemicarbazonicos e tiazélicos (LglT/JF-242;
LqlT/IF-243; LqlT/IF-244; LqlT/JF-245; LqlT/JF-248) os maximos de absorbancia sdo
evidenciados em comprimentos de onda (A) que alcancam intervalos de 320 nm a 500 nm,
fenbmeno também constatado em ensaio de absorbancia de derivados acridinicos
(ALMEIDA, 2015). Os diferentes compostos foram obtidos com o objetivo de verificar a
influéncia de substituintes doadores e retiradores de elétrons, bem como a influéncia dos
diferentes ciclos nitrogenados planares como a quinolina, pirrol, tiazol e acridina, no perfil de

afinidade dos compostos com o ctDNA.
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Para esta finalidade, foram analisadas as absorc¢Ges dos derivados livres (LgIT-JF) e
comparadas com a absorcéo provocada pelo ctDNA em concentragdes molares crescentes (0-
100 uM), sendo verificada a similaridade quanto aos comprimentos de onda em que houve 0s
picos de absorgéo, evidenciados entre 300 e 500 nm. De modo a verificar comportamentos
espectroscopicos caracteristicos da provavel interacdo entre os ligantes e a dupla hélice do
CtDNA, foram verificados os efeitos batocromico (desvio para o vermelho), hipsocrémico
(desvio para o azul), hipercrémico e hipocrémico, bem como o célculo das constantes de
ligacdo ao DNA (Ky) (McGHEE; VON HIPPEL, 1974). Os valores referentes aos
comprimentos de onda (A) de maxima absor¢do (ligante livre e ligado ao ctDNA),

hipercromicidade e Ky, estdo descritas na tabela 8.

Tabela 8- Dados espectroscopicos de absor¢cdo UV-Vis dos derivados LglT/JF na presenca e auséncia

do ctDNA e constantes de ligacdo Kp.
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JF-248 486 478 8 26,84 2,796 x 10°

@Hipercromismo resultante da formagéo de complexo entre os derivados LQIT/JF ¢ 100 uM de ctDNA em comparagdo com

os ligantes livres.

Para todos os derivados foi observado um aumento da absorcéo (efeito hipercromico),
variando de 8,14 a 84,12% denotando interagdo do ligante com o ctDNA, em concentragcdes
crescentes deste em solucdo (0-100uM), concentragdo fixa dos ligantes (20uM), em
comprimentos de onda (Amax) que alcancaram de 318 a 478 nm. Os fendomenos
espectroscopicos evidenciados se devem a interacGes ligante-DNA que podem ser de
intercalacdo (reduzindo ou alterando a conformacgdo do empilhamento dos anéis das bases
nitrogenadas do ctDNA), por ligacdo aos sulcos ou por atracdo eletrostatica (IHMELS,
OTTO, 2005; MUKHERJEE, SASIKALA, 2013; ARSHAD et al., 2017), promovendo a
desnaturacdo da estrutura, suscitando o aumento da absorbancia (Figura 55).

Figura 55- Distor¢do da estrutura de helicoidal do DNA por intercalagdo de ligante.
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agent

Distorted
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nao

Fonte: REHA et al. Intercalators. 1. Nature of stacking interactions between intercalators (ethidium, daunomycin, ellipticine,
and 4',6-diaminide-2-phenylindole) and DNA base pairs. Ab initio quantum chemical, density functional theory, and
empirical potential study. J. Am. Chem. Soc. 124:3366-76, 2003.
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Dentre os derivados indolicos, o LglT/JF-97 se destaca pela hipercromicidade de
84,12%, sugerindo intercalacdo do anel inddlico ndo substituido entre as bases nitrogenadas
do ctDNA, resultado corroborado em estudo com derivados ind6licos, no qual um composto
analogo com radical naftil apresentou 13% de hipercromicidade (OLIVEIRA, 2017). Tal
diferenca pode se dever ao fato de o andlogo indol-naftil se demonstrar um ligante volumoso
frente a estrutura helicoidal do DNA, apesar de o naftil apresentar uma estrutura aromatica
planar desejavel para eventos de intercalag&o. Em contrapartida, o derivado inddlico
LqlT/JF-97 por ndo possuir grupamentos ligados ao anel indol, nem o grupamento naftil no
NH da carbotioamida, se apresenta como um ligante semelhante a ligantes enzimaticos
enddgenos, por possuir o padrdao [(N)(N)C=S(N)] terminal livre, permitindo uma melhor
interacdo com as bases da estrutura helicoidal do DNA (Figura 56).

Figura 56- Estruturas dos compostos intercalantes de DNA LqIT/LT-51 e LgIT/JF-97.
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Fonte: Desenhado pelo autor no software ChemDraw Ultra 10.0.
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Quanto ao valor da constante de ligacdo intrinseca (Ky) para o LqlT/JF-97, segundo
modelo proposto por McGhee e Von Hippel (1974), foi estimado em 7,3 x 10° M, ja para o
seu analogo indol-naftil LqlT/LT-51 foi estimado um valor de 4,3 x 10* M, ratificado uma
maior intensidade de interacdo daquele com o ctDNA. A mudanca dos maximos de absorcao
para o azul (efeito hipsocrémico) para o LglT/JF-97 (AX= 1 nm) é outra evidéncia analisada
para sugerir a interacdo ligante-DNA (Figura 57).

Outro fator preponderante para a intensa ligacdo ao ctDNA se deve a presenca dos
grupos NH doadores de hidrogénio na estrutura hidrazinacarbotioamida e NH do indol, que
no caso do LqlT/JF-97, sdo totalizados quatro sitios doadores (HASSAN e RAUF, 2016;
PAKRAVAN e MASOUDIAN, 2015; BENNER et al., 2014).
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Figura 57- Espectros de absorcdo do LgIT/JF-97 e LgIT/LT-51 na presenca de quantidades crescentes
do ctDNA.
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respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA)/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo de DNA, conforme
determinado a partir dos dados espectrais.
Fontes: LqlT/JF-97. Desenvolvido pelo autor no software SigmaPlot 10.0.

LglIT/LT-51 OLIVEIRA, J. F. et al. European Journal of Medicinal Chemistry. v. 136, p. 305-314, 2017.

Efeitos de hipercromicidade semelhantes ocorreram com os derivados LgIT/JF-102 e

LqlT/JF-115, cujos valores atingiram 54,28 e 48,22%, respectivamente (Figura 58).

Figura 58- Espectros de absor¢do do LqIT/JF-102 e LqIT/LT-115 na presenca de quantidades

crescentes do ctDNA.
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respectivamente. Insercdo: correspondente ao gréafico de [DNA] / (Ea - Ef) em funcédo da concentracdo de DNA, conforme
determinado a partir dos dados espectrais.

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software SigmaPlot 10.0.
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No caso do derivado benzo[g]indol (LqlT/JF-102), houve um prolongamento da
cadeia planar do nucleo ind6lico, promovendo uma maior area de interagcdo de empilhamento-
7 do ligante com as bases nitrogenadas, resultando em um valor considerdvel da constante de
ligacdo intrinseca (Kp), alcancando 9,3 x 10° M.

Em relagdo ao LqIT/JF-115, a influéncia da doag&o de elétrons pelo atomo de cloro ao
nacleo inddlico, por conjugacdo, além da interacdo deste atomo em interacdes n-halogénio
com 0s anéis aromaticos da adenina e guanina da estrutura helicoidal do ctDNA (Figura 59),
classificadas como interacdo anion-n (QUINONERO et al., 2002; DEMESHKO et al., 2004;
DE HOOG et al., 2004; BERRYMAN et al., 2006; DAWSON et al., 2010; HORI et al., 2011;
HEROVEN et al., 2018), podem ter influenciado sobremaneira na interagdo deste ligante ao
ctDNA, resultando em consideravel hipercromicidade, além de uma constante de ligacdo
intrinseca de 4,5 x 10° M.

Figura 59- InteracGes entre os ligantes LqIT/JF-102 e LglT/JF-115 com o ctDNA.

LqlT/IF-102 LglT/JF-115

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0

Para todos os ligantes acridina tiossemicarbazonas e tiazois LqlT/JF-242, LglT/JF-
243, LqlT/JF-244, LqIT/JF-245 e LqlT/JF-248 foram obtidos valores de Ky tipicos de
complexos obtidos por intercalagdo ligante com DNA, que alcangam de 1 x 10* a 1 x 10°
(IHMELS, OTTO, 2005; ALMEIDA et al., 2015). Dentre estes, se destacam o LqlT/JF-244 e
LqlT/JF-245, para os quais foram obtidos relevantes valores de hipercromicidade e de
constante de ligacdo intrinseca, que alcancaram 64,7%, K, = 2,4 x 10° M e 23,9%, K, = 5,1 x

10° M, respectivamente (Figura 60).
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Figura 60- Espectros de absorcdo do LqlT/JF-244 e LqIT/LT-245 na presenca de quantidades
crescentes do ctDNA.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor no software SigmaPlot 10.0

A hipercromicidade do LqglT/JF-244 deve-se, possivelmente, ao grau interacdo por
empilhamento-n-r, com participacdo do nucleo tiazolina e dos anéis aromaticos fenil e fenil-
4-cloro presentes no ligante, além da influéncia da intera¢dao n-halogénio do atomo de cloro
com a adenina do ctDNA. Em relacdo ao LqIT/JF-245, estdo presentes interacdes por
empilhamento n-nt parallel-displaced e sandwich para os grupos fenil, fenil-4-fllor e tiazol
com a adenina e timina do ctDNA (Figura 61). Os halogénios provocam uma sutil alteracao
do momento dipolar do ligante, intensificando as interagcdes dipolo-dipolo no sitio de ligacao

e podem ainda funcionar como aceptores de ligacdes de hidrogénio (BENNER et al., 2014).

Figura 61- InteracGes entre os ligantes LqIT/JF-244 e LglT/JF-245 com o ctDNA.

LqlT/JF-244 (-13,47 kcal/mol) LqglT/JF-245 (-13,25 kcal/mol)

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.
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Os resultados de hipercromicidade e constante de ligacdo intrinseca para os derivados
LqlT/JF-242 (4-nitro) e LqlT/JF-243 (4-fluor) séo corroborados por estudos de interacdo entre
acridina tiossemicarbazonas e o ctDNA, no qual os derivados contendo os halogénios cloro e
bromo em posicdo para foram empregados em ensaios de absorbancia para ligagdo com o
CtDNA (ALMEIDA et al., 2015).

Quando analisamos os resultados obtidos para o LqlT/JF-243 (4-fluor), verificamos
uma hipercromicidade inferior a dos ligantes do mencionado estudo (4-Cl = 39,59% > 4-Br =
24,4% > 4-F = 19,57%), porém um Kj intermediério (4-Cl=1x 10° M1 > 4-F=2x10°M* >
4-Br = 1 x 10° M), denotando uma atividade de intercalcdo semelhante a dos compostos
acridinicos halogenados descritos por Almeida et al. (2015). Em contrapartida, para o
derivado LqIT/JF-242 (4-nitro) foi observado um Ky (1,6 x 10° M™) ligeiramente inferior ao
do ligante 4-F, porém uma hipercromicidade (38,63%) comparada ao derivado 4-Cl (39,59%),
ratificando a razoavel propriedade de intercacdo do nitro composto (Figura 62). Todos 0s
derivados acridinicos tiossemicarbazonicos e tiazolicos apresentaram efeito batocromico
superiores a AA=4 nm, com excecao para o LqlT/JF-248, que apresentou efeito hipsocromico
de AA=8 nm.

Figura 62- Espectros de absorcdo do LqIT/JF-242 e LqIT/LT-243 na presenca de quantidades
crescentes do ctDNA.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor no software SigmaPlot 10.0.

O maior Ky, verificado foi para o derivado LqlT/JF-116, alcangando 1 x 106 M para o
qual foram observadas interacbes por empilhamento dos tipos n-m parallel-displaced e
sandwich entre o anel pirrol e as bases adenina e timina, além de ligacbes de hidrogénio do
hidrogénio pirrélico com a base timina e da tioamida com elementos do sulco (VAN

BERGEN et al., 2016), o que foram determinantes para o perfil da constante de ligacdo
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intrinseca apresentado (Figura 63). Em contrapartida, ndo foi observado uma
hipercromicidade tdo expressiva para este composto como obervado para os demais, atingindo
a faixa de 14,4%.

Figura 63- Espectro de absor¢do do LglT/JF-116 na presenca de quantidades crescentes do ctDNA e
interacdo do ligante com o ctDNA.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor nos softwares SigmaPlot 10.0 e Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

As quinolinas LqlT/JF-73, LqlT/JF-74 e LglT/JF-75 apresentaram porcentagens de
hipercromicidade, bem como valores de Ky, consonantes com valores obtidos na literatura
(RIBEIRO, 2018). Os maiores valores de K (3,395 x 10° M?) e hipercromicidade (57,83%)
foram constatados para os derivados LqlT/JF-73 e LglT/JF-74, respectivamente, devido a
posicao da ligacdo do grupamento hidrazinacarbotioamida no anel quinolinico, nas posicdes 2
e 3 respectivamente, o que permitiu uma acomodacdo mais favoravel da molécula entre as
bases nitrogenadas do DNA, durante o0 processo de interacéo.

As interacdes de empilhamento n-x do tipo parallel-displaced (ligante-timina; ligante-
adenina), aléem das ligacdes de hidrogénio da porcao hidrazinacarbotioamida com elementos
do sulco contribuiram sobremaneira para o valor de Ky do ligante LglT/JF-73 (Figura 64).

Por outro lado, os menores valores foram encontrados para o derivado LglT/JF-75
(1,039 x 10° MY, 47,60%), em razio da posicdo da ligacdo do grupamento
hidrazinacarbotioamida no anel quinolinico (posic¢éo 4), o que permite uma maior liberdade
de rotacédo da ligacdo carbono iminico-quinolina, gerando maior probabilidade de a molécula

assumir diferentes conformac@es, podendo dificultar o processo de empilhamento (Figura 65).
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Figura 64- Interacdo do ligante LqIT/JF-73 com o ctDNA e espectro de absorcdo do LgIT/JF-74 na

presenca de quantidades crescentes do ctDNA.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor nos softwares SigmaPlot 10.0 e Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

Figura 65- Espectro de absorcdo do LgIT/JF-73 e LqlT/JF-75 na presenca de quantidades crescentes
do ctDNA.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor no software SigmaPlot 10.0.

5.3.2 Estudos de interacdo com a Albumina do Soro Bovino (BSA) - Espectroscopia de

fluorescéncia

Dentre as etapas para descoberta de novos farmacos, se enquadra a busca de interacdes
dos ligantes com proteinas de importancia farmacoldgica, tais como a albumina, responsavel

pela ADME de compostos, tanto enddgenos como exdgenos, por meio da composicdo de
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adutos (PETERS JR., 1995; SLEEP; CAMERON; EVANS, 2013; PETERS JR.; STEWART,
2013; DE SOUZA et al., 2014).

Por possuir fluor6foros (aminoécidos com cadeias laterais que promovem a
fluorescéncia) em sua molécula, a BSA quando excitada em 280 nm, apresenta fluorescéncia
intrinseca com o maximo de emissdo em aproximadamente 345nm, que estd vinculada a
presenca dos L-aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano. Dentre estes, as emissdes mais
relevantes se devem ao triptofano-134 (Trp-134), no subdominio IB e ao triptofano-212 (Trp-
212), no subdominio IlIA, devido ao ambiente quimico que circunda estes aminoacidos
(PETERS JR., 1995; EFTINK et al., 2000; NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

A espectroscopia de fluorescéncia é empregada para mensurar 0 grau de extingdo da
fluorescéncia devido a complexacdo da BSA com o ligante, que se configura na modificacéo
do ambiente quimico dos fluoréforos por desnaturacdo, associacdo de subunidades e
transicbes conformacionais da proteina (KUZNETSOVA et al., 2012). Os dados dos
comprimentos de onda obtidos deste metodo foram empregados para calcular a
hipocromicidade provocada pelos ligantes, como também as constantes de supressdo da
fluorescéncia de Stern-Volmer (Ks). Também conhecido como modelo de supressao
dindamica da fluorescéncia, ele depende da colisdo entre a molécula da proteina excitada e a
espécie supressora (ligante), nesse modelo chamado de quencher (Q) (LAKOWICZ, 2006).

Entretanto, as colisdes entre o supressor (Q) e a proteina podem ocorrer no estado
fundamental levando a geracdo de um complexo ndo fluorescente, sendo, portanto, avaliado
como um processo de supressdo estatica da fluorescéncia. As constantes de supressao da
fluorescéncia (Ksv) foram obtidas pela regressdo linear dos graficos de emisséo relativa (Fo/F)
versus as concentragdes dos ligantes (Q).

Para todos os derivados desse estudo foi evidenciada a supressao da fluorescéncia em
concentragdes crescentes dos ligantes (0O - 40uM), mantendo-se a concentracdo fixa da BSA
(20 puM). Excetuando-se o ligante LqlT/JF-245, que ndo provocou nenhum desvio do pico
maximo de emissdo (40uM), todos os compostos propiciaram desvios para o vermelho (efeito
batocromico), com excecdo dos compostos LglT/JF-242 e LglT/JF-243, que promoveram

desvios para o azul (efeito hipsocrdomico) (Tabela 9).
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Tabela 9- Dados espectroscopicos de fluorescéncia dos derivados LglT/JF na presenca e auséncia da
BSA e constantes de ligagdo K.

Amax Amax .
Composto livre  ligado Ak Hipocrom* Ko (M™)
(nm) (nm) (nm) (%)

LglT/JF-73 343 349 6 74,65 0,76 x 10*
LqIT/JF-74 343 384 41 90,33 2,94 x 10*
LglT/JF-75 343 348 5 87,32 1,90 x 10*
LqlT/JF-97 343 360 17 87,18 1,86 x 10*
LqlT/JF-98 343 365 22 89,73 2,46 x 10*
LqlT/JF-99 343 367 24 90,04 1,73 x 10
LqlT/JF-100 343 360 17 85,59 1,73 x 10
LqlT/JF-101 343 345 2 51,90 0,08 x 10*
LqlT/JF-102 343 367 24 87,50 1,88 x 10*
LqlIT/JF-114 343 369 26 85,19 1,87 x 10*
LqIT/JF-115 343 362 19 89,83 2,08 x 10*
LqIT/JF-116 343 366 23 87,34 1,90 x 10*
LqIT/JF-242 343 339 4 77,16 1,12 x 10
LqIT/JF-243 343 342 1 84,77 1,13 x 10*
LqIT/JF-244 343 345 2 85,18 1,56 x 10*
LqIT/JF-245 343 343 0 72,86 0,72 x 10*
LqIT/JF-248 343 346 3 81,78 0,91 x 10*

8Hipocromismo resultante da formagdo de complexo entre a albumina e 40 uM dos derivados LgIT/JF em
comparacdo com a albumina livre (20 pM).

Dentre estes, destaca-se o LqIT/JF-74 por apresentar elevada porcentagem de
hipocromismo (90,33%), altos valores de AXA (41nm) e de Ke (2,94 x 10* M), o que denota
uma afinidade muito significativa pela proteina albumina, corroborando estudos de interacdo
de derivados quinolinicos com a BSA (THIRUNAVUKKARASU et al.,, 2017; RIBEIRO,
2018) (Figura 66).
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Figura 66- Espectro de emissdo de fluorescéncia da albumina do soro bovino (BSA) na presenca de
guantidades crescentes do composto LqlT/JF-74.
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respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de Fo/F em funcédo da concentragdo molar de LqIT/JF-74, conforme
determinado a partir dos dados espectrais.

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software SigmaPlot 10.0.

Alguns fatores preponderantes para tais resultados sdo o fato de este ligante poder
interagir com energia favoravel (AG = -7,39 kcal/mol, ver tabela 3) com sitio alvo da BSA
(entre os sitios I1A e 111A), bem como a possibilidade de interagdo por empilhamento n-n com
0 residuo Triptofano-212 (Trp-212). Como relatado anteriormente para a interacdo deste
ligante com o DNA, a posi¢cdo 3-quinolina favorece a interacdo ligante receptor devido a
restricdo de conformacBes do ligante e melhor acomodacdo deste no sitio alvo da BSA
(Figura 67).

Comportamento semelhante foi observado para todos os derivados inddlicos e o
derivado pirrélico, com diferentes intensidades de hipocromicidade e desvios do pico maximo
de emissdo, com excecdo para o LqlT/JF-101, que por apresentar um grupo nitro, um forte
desativante, que pode desfavorecer a interacdo do nucleo inddlico com os fluoroforos

aromaticos da BSA.
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Figura 67- Posicdo de interacdo do ligante LqlT/JF-74 entre os sitios I1A (verde) e 1A (azul escuro)
da BSA e interagdes de empilhamento entre o ligante e 0 Trp-212.

Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

Os derivados inddlicos contendo grupos ativantes ou desativantes fracos na posi¢cdo 5
foram os que apresentaram os maiores valores, tanto para hipocromicidade como para 0 Ky €
A\, caracteristicas que estdo presentes nos ligantes LglT/JF-98 (5-metil), LqlT/JF-99 (5-
metdxi) e LqlT/JF-115 (5-cloro). Para os desativantes fracos, como o halogénio cloro do
LqlT/JF-115, a perda eletrénica por efeito indutivo é equilibrada pelo ganho eletrénico por
conjugacéo, o que ndo prejudica a capacidade do ligante interagir com a BSA. Por outro lado,
o ligante LglT/JF-102 apresenta um anel aromatico adicional, o que favorece a interacdo por

em empilhamento n-r com o Trp-212 (Figura 68).

Figura 68- Espectro de emissdo de fluorescéncia da albumina do soro bovino (BSA) na presenca de
guantidades crescentes dos compostos LglT/JF-98, LqgIT/JF-99, LqlT/JF-102 e LglT/JF-115 e
interacOes de empilhamento entre os ligantes e o Trp-212.
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Todos os derivados acridinicos, tiossemicarbazonas e tiazdis, apresentaram valores
razodveis para os parametros hipocromismo, Ak e Ks, porém sempre inferiores aos valores
das quinolinas, indois e pirrol, excetuando-se a quinolina LqlT/JF-73 e o indol LglT/JF-101.
Coincidentemente ao resultado evidenciado para os ligantes do ctDNA, o LqlT/JF-244 (4-
cloro) demonstrou ser um dos mais promissores dentre os derivados acridinicos, no que
concerne a hipocromicidade, que alcancou 85,18%, e um valor de Ksy de 1,56 x 10* M.

Provavelmente, devido ao baixo valor da area de superficie polar topoldgica (TPSA)

dos derivados acridinicos em relacdo aos anteriores (ver tabela 10), ha apenas uma moderada
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interacdo do ligante com o Trp-212, causando uma razodvel acomodagdo do ligante ao sitio
ativo da BSA, por interagdes de n-rt do tipo T-shaped (Figura 69).

Figura 69- Espectro de emissdo de fluorescéncia da albumina do soro bovino (BSA) na presenca de

guantidades crescentes do composto LglT/JF-244 e interacOes entre o ligante e 0 Trp-212.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor nos softwares SigmaPlot 10.0 e Discovery Studio Visualizer 17.2.0.

5.4 PROPRIEDADES ADME DOS LIGANTES

Em virtude de priorizar compostos com possibilidade de sucesso em fase clinica, é
indispensavel buscar virtualmente (in silico) propriedades que influenciem nas interagdes
entre 0s compostos e o sistema bioldgico. Com o intuito de que tais ligantes possam ser
eleitos para futuros testes in vitro e in vivo, torna-se fundamental a previsdo de propriedades
como solubilidade aquosa, ligacGes rotacionaveis, superficie polar topologica (VEBER et al.,
2002), bem com propriedades farmacocinéticas, tais como absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo e eliminacdo (ADME) (DO AMARAL,; PICCIRILLO, 2018).

Desta forma, foram verificadas as propriedades que visem atender parametros
estabelecidos para que um composto tenha o potencial de se tornar um farmaco
(druglikeness), de acordo com métodos tradicionais de previsdo de biodisponibilidade, tais
como a regra dos cinco de Lipinski (Lipinski's rule of five) (LIPINSKI et al., 1997), bem
como suas derivagdes, como a regra dos quatro (TEAGUE et al., 1999; OPREA et al., 2001),
a regras dos trés (visando fragmentos) (CONGREVE et al., 2003; MAKARA, 2007) e a regra
dos dois (building blocks) (GOLDBERG et al., 2015).
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Por meio da verificagdo de propriedades fisico-quimicas, estruturais e
farmacocinéticas dos compostos, pode-se realizar um filtro de modo que eles possuam
caracteristicas desejaveis para um farmaco, tais como solubilidade em 4&gua e
biodisponibilidade por via oral. Assim, foram estabelecidas por meio das plataformas online
SwissADME (ZOETE et al., 2017) e pkCSM (PIRES et al., 2015) as seguintes propriedades:
logP, logS, HBA (aceptores de ligacdo de hidrogénico), HBD (doadores de ligagdo de
hidrogénio), RTB (ligacbes rotaveis), TPSA, permeabilidade Caco-2, absor¢do intestinal,
VDss (Tabela 10).

Tabela 10- Dados fisico-quimicos e farmacocinéticos in silico calculados nas plataformas
SwissADME e pkCSM.

MM d Absor.

HBA/HBD/ TPSA® Perm. t Volume de

Compostos (g imol  MLogP" LogS" . Ay  Caco INteSt” \/psss  distribuicio

1 2 (%) (Vd) (L/kg)
LqIT/JF73 230,066 084 129  2/2/3 9539 0507 92,100 -0,077 0,84
LqIT/JF74  230,0626 084 320  2/2/3 9539 0390 92689 -0,066 0,86
LqIT/JF75 230,066 084  -177  2/2/3 9539 0368 91,803 -0,071 0,85
LqIT/JF-97 218,066 059 300  1/3/3 9829 0,725 89,572 0,029 1,07
LqIT/JF-98  232,0783 083 337  1/3/3 9829 0687 92104 005 112
LqIT/JF99 2480732 032 316  2/3/4 107,52 0841 97,582 0,061 115
LqIT/JF-100 2959731 1,29 371  1/3/3 9829 0082 88,003 0,005 1,01
LqIT/JF-101  263,0477 038 3,78  3/3/4 14411 035 75948 0,023 1,05
LqIT/JF-102  268,0783 1,51 429  1/3/3 9829 0856 89,501 0,223 1,67
LqIT/JF-114 2430579 003 320  2/3/3 122,08 0,85 57,537 -0,084 0,82
LqIT/JF-115  252,0236 1,15 364  1/3/3 9829 0087 88,070 -0,000 0,98
LqIT/JF-116  168,0470 0,78  -1,05  1/3/3 9829 0,754 82,126 -0,084 0,82
LqIT/JF242 401,006 332 600 4/2/6 12722 17334 96928 0,313 0,49
LqIT/JF243 374,001 384 631 3/2/5 8140 1094 91,095 0,032 1,08
LqIT/JF244  490,1019 561 911  3/0/4 70,78 1,080 96879 -0,265 0,54
LqIT/JF-245 4741314 551 856  4/0/4 70,78 1,053 95330 -0,589 0,26
LqIT/JF-248 456,140 515 846  3/0/4 70,78 1014 9539 -0,505 0,31

4SwissADME log do coeficiente de particio octanol/agua; PS\issADME log de solubilidade aquosa; “SwissADME HBA — Hydrogen-
Bond acceptors; HBD — Hydrogen-Bond donors; RTB — Rotatable bonds; d5\issADME Célculo do da Area de Superficie Polar
Topoldgica (TPSA); ®Predicio de pkCSM da permeabilidade das células Caco-2 como estimativa de absorgdo na mucosa intestinal

humana; fPredigéio de pkCSM da proporcdo de absorcdo de composto pelo intestino delgado humano; %Predicio pkCSM do log do
volume de distribuicdo em estado estacionario (VDss).
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Dentre os pardmetros de carater estrutural e de biodisponibilidade relatados por
Lipinski (LIPINSKI et al. 1997), sdo preconizados: massa molar < 500 g/mol; LogP < 5
(MLogP < 4,15); aceptores de ligacdes de hidrogénio (HBA < 10); doadores de ligacGes de
hidrogénio (HBD < 5). Além destes, parametros como o ndmero de ligagdes rotacionaveis
(RTB < 10) e a 4rea de superficie polar topolégica (TPSA < 140A2%), devem ser considerados
(VEBER et al., 2002).

De acordo com as propriedades recomendadas por Lipinski (1997) e Veber (2002)
para uma aceitavel biodisponibilidade oral dos compostos, tais como LogP, massa molar
(MM), HBA, HBD e TPSA, praticamente todos os farmacos se enquadram nos parametros,
com excecdo dos tiazois acridinicos (LqlT/JF-244, LqglT/JF-245 e LqlT/JF-248) por
apresentaram altos valores de logP e o composto indélico LglT/JF-101 (4-nitro), que
apresenta elevada area de superficie polar topologica (TPSA), 0 que categorizam 0s primeiros
como demasiadamente apolares, e 0 segundo como altamente polar.

Tais caracteristicas podem ser corroboradas pelo parametro logS, que indica a
solubilidade aquosa dos compostos. Neste quesito, apenas os derivados inddlicos e
quinolinicos se enquadram, visto que, o aceitavel € que o composto apresente logS acima de -
6, 0 que categoriza os derivados acridinicos como pouco soluveis, e 0s quinolinicos e
indolicos como moderadamente sollveis (-6 < logS < -4), solGveis (-4 < logS < -2) e muito
soluveis (-2 < logS < 0). A quantidade superior de aneis aromaticos dos derivados acridinicos,
principalmente os tiazolicos, promovem uma alta lipofilicidade (logP), baixa de
hidrofilicidade (logS) e uma baixa superficie polar topolégica (TPSA) (LAMBERTUCCI et
al. 2018).

A monocamada de células Caco-2 é utilizada como um modelo in vitro da mucosa
intestinal humana para predizer a absor¢cdo de drogas administradas oralmente. Os
coeficientes sdo expressos em logaritmo da permeabilidade aparente (logPapp), onde
compostos que apresentem valores acima de 0,9 sdo considerados como altamente permeaveis
as células Caco-2, e valores proximos sdo considerados moderadamente permeaveis ou pouco
permeaveis.

Ja a absorcdo intestinal humana propriamente dita do composto é evidenciada em
termos de porcentagem (Absor. Intest.), sendo considerados moderadamente ou altamente
absorviveis 0s compostos que apresentem essa propriedade acima dos 30%, ja 0s que estdo
abaixo desse limiar sdo considerados pobremente absorviveis (PIRES et al., 2015). Com base
em ambos 0s parametros, todos os compostos, com exce¢do do LqlT/JF-101 (4-nitro) que

exibiu baixo valor para a permeabilidade em Caco-2, se adéquam ao preconizado, de modo
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que todos podem ser classificados como moderadamente a altamente permeéveis, ou
absorviveis, pelas células intestinais humanas.

O volume de distribuicdo (VDss) é o volume tedrico representado pelo volume de
liquido necessario para conter a quantidade total do farmaco absorvido no corpo, numa
concentracdo uniforme equivalente a do plasma no estado de equilibrio dindmico (GOLAN, et
al., 2016). Quanto mais alto o VD, maior a concentracdo em que o farmaco se distribui nos
tecidos. Na plataforma pkCSM, os valores sdo atribuidos na forma do logaritmo do VDss
(logVvDss), assim para obtermos o volume de distribuicdo por quilograma, devemos langar
mao da seguinte relacdo: 10'°9°%= \/d. Para este parametro, a baixa distribuicdo do composto
nos tecidos é denotada por valores abaixo de 0,71 L/kg, ja uma moderada distribuicdo €
expressa em valores entre 0,71 e 2,81 L/kg. Desta forma, todos os compostos se delimitam
neste intervalo, com excec¢édo dos tiazois acridinicos e a tiossemicarbazona acridinica LglT/JF-
242, por consequéncia de seus logP muito elevados e logS muito baixos.

Em vista de tais consideragdes, todos os compostos quinolinicos, inddlicos e pirrdlico
se harmonizam com as regras estruturais e fisico-quimicas supracitadas (LIPINSKI et al.,
1997; VEBER et al., 2002), bem como para os descritores farmacocinéticos (ZOETE et al.,
2017; PIRES et al., 2015), o que as tornam aptas a demonstrarem biodisponibilidade oral
desejavel.

Apesar dos resultados de ADME menos satisfatérios para os compostos acridinicos,
estudos recentes mostram compostos com estruturas similares sendo utilizados com sucesso
em ensaios para atividade antiproliferativa, como ligantes de DNA e inibicdo da
topoisomerase | (LAFAYETTE et al,, 2013; ALMEIDA et al., 2015). Além destes, 0s
resultados de ligacdo dos ligantes ao ctDNA por espectroscopia de absorcao eletrdnica, bem
como os resultados para ligacdo com a BSA por espectroscopia de fluorescéncia, obtidos para

os ligantes deste trabalho, impulsionam ensaios semelhantes futuros para estes compostos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio de técnicas espectroscopicas, espectrofotométricas, espectrofluorimétricas e
de modelagem molecular foi possivel identificar, elucidar estruturalmente e tracar perfis de
interagdo molecular entre os derivados do estudo e as macromoléculas ctDNA e albumina do
soro bovino.

A sintese dos derivados tiossemicarbazonicos e tiazolinicos evidenciou a versatilidade
quimica destes compostos, visto que seus processos de obtencdo sdo exequiveis em questdo
de minutos a poucas horas, 0 que torna atraente a busca por novos derivados destas séries de
moléculas. Com um alcance de rendimentos que variam de 22% a 85%, € evidente que alguns
processos de sintese ja se encontram otimizados, porém outros demandam aperfeicoamento,
almejando uma melhor desempenho nos processos de sintese.

Pelo fato de consistirem em compostos com sistemas aromaticos conjugados, ligacdes
sigma rotaveis, bem como ligacbes duplas que permitem a obtencdo de moléculas
apresentando conformacdes E e Z, estudos conformacionais por meio da metodologia semi-
empirica MOPAC e do algoritmo genético no docking molecular, foram indispensaveis para
determinagdo de parametros que sdo utilizados para estipular calor de formacéo, momentos
dipolares e geometria molecular dos compostos.

Através do estudo de docking foi possivel verificar que todos os ligantes do estudo se
inter-relacionam com o ctDNA e a albumina do soro bovino, principalmente por meio de
interacdes ndo covalentes, tais como, empilhamentos n-m (T-shaped; sandwich; parallel
displaced), m-alquil, n-enxofre, n-sigma e ligacdes de hidrogénio com as bases nitrogenadas
do DNA, bem como com os aminoécidos que compdem as proteinas. Tal condicdo é
fundamental para candidatos a intercaladores com atividade antiproliferativa.

Os estudos de espectrofotometria e espectrofluorimetria permitiram determinar a
interacdo dos ligantes com o ctDNA e a albumina, visto que foram evidenciados relevantes
resultados de hiper/hipocromicidade, bato/hipsocromicidade, K, e Ks para a maioria dos
compostos, com destaque para os ligantes LqlT/JF-73, LqlT/JF-74, LglT/JF-75, LqlT/JF-97,
LglT/JF-98, Ll T/IF-99, LqIT/JF-102, Ll T/JF-115, LqlT/JF-116, LqlT/JF-244, LqlT/JF-245
e LqlT/JF-248.

Em vista disso, a elucidacdo molecular e estudos de interacdo dos compostos em
estudo por meio das técnicas supramencionadas foram satisfatoriamente alcancados,
fomentando o presente trabalho a abarcar estudos mais rebuscados que promoverdo a

aplicabilidade dos compostos como potenciais agentes intercaladores de DNA, visando a
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atividade antiproliferativa, bem como ligantes eficientes da proteina albumina, almejando

perfis farmacocinéticos satisfatorios.

6.1 PERSPECTIVAS

Realizar estudos de ligacdo com o ctDNA, por meio de espectroscopia de emisséo de
fluorescéncia para analisar as propriedades de ligacdo dos derivados com o ctDNA;
Efetuar estudo de espectroscopia de dicroismo circular para averiguar mudancas na
estrutura secundéria do ctDNA na presenca dos derivados;

Verificar a capacidade de inibi¢do da atividade das enzimas topoisomerase Ila humana dos
derivados mais ativos em testes proliferativos, bem como seu potencial citotoxico em
celulas ndo transformadas;

Avaliar as alteragBes ultramorfologicas causadas pelo tratamento com derivados
acridina tiossemicarbazonas sobre linhagem tumoral de mama (MCF-7);

Analisar o tipo de morte celular programada, se por apoptose (tipo I) ou autofagica
(tipo 11).
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APENDICE A - ESPECTROS DE RMN *H E 3C, COSY, HSQC, DEPT,
INFRAVERMELHO E MALDI-TOF DOS DERIVADOS LQIT/JF
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RMN 'H DO COMPOSTO LQIT/JF-100
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Amcets FO-JF-102
Solicitaces N. Q16264
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Data 31.90.18_UFPE
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RMN 'H DO COMPOSTO LQIT/JF-116
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RMN 3C DO COMPOSTO LQIT/JF-243
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RMN 3C DO COMPOSTO LQIT/JF-244
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MALDI-TOF-LqgIT/JF-73

EXACT MASS: 230,0626 g-mol*
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MALDI-TOF-LgIT/JF-75

EXACT MASS: 230,0626 g-mol*

Intens. [a.u.]
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MALDI-TOF-LqIT/JF-99

EXACT MASS: 248,0732 g'mol*
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MALDI-TOF-LqgIT/JF-114

EXACT MASS: 243,0579 g-mol*
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MALDI-TOF-LqIT/JF-116

EXACT MASS: 168,0470 g'mol*

Intens. [a.u.]
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MALDI-TOF-LqgIT/JF-243

EXACT MASS: 374,1001 g-mol*

S x104
@

Intens. [:

1.09

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

T
185

h n ’ 194.862

T T
190 195
miz

374.085

283555
370132
383471
200.171 312,012 342.033 396.139
La Aot ULWMWMM
T T T T T T . - - ;
300 320 360 380 400

m/z



178

MALDI-TOF-LqgIT/JF-244

EXACT MASS: 490,1019 g-mol*
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INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LqlIT/JF-73

Unidade arbitraria (a.u)
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INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LqlIT/JF-74

Unidade arbitraria (a.u)

] LglT-JF-74
_Wﬁ
/'1 \3.115 45 .
3434,51 cm S om /
N-H /NH_ c-H 1sp? 1608, 18 -:m_1
C=N
-1
3249,2% cm
N-H -1
_ 1088,36 cm
C=5
- H
= Z S
N
T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 16500 1000

Numero de onda (cm™)

179



INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LqlIT/JF-75

Unidade arbitraria (a.u)
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INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LqlIT/JF-100
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INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LqlT/JF-114
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INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LqlT/JF-243
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INFRAVERMELHO DO COMPOSTO LqlT/JF-245
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APENDICE B - ESPECTROS DE ABSORCAO DOS LIGANTES LQIT/JF-98,
LQIT/LT-99, LQIT/LT-100, LQIT/LT-101, LQIT/LT-114 E LQIT/LT-248 NA
PRESENCA DE QUANTIDADES CRESCENTES DO ctDNA
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APENDICE C - ESPECTROS DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA DA ALBUMINA
DO SORO BOVINO (BSA) NA PRESENCA DE QUANTIDADES CRESCENTES DOS
COMPOSTOS LQIT/JF-73, LQIT/JF-75, LQIT/JF-97, LQIT/JF-100, LQIT/JF-101,
LQIT/JF-114, LQIT/JF-116, LQIT/JF-242, LQIT/JF-243, LQIT/JF-245 E LQIT/JF-248
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