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RESUMO

O céancer é considerado um grave problema de saude, estimativas indicam o surgimento
de 625 mil novos casos a cada ano do triénio 2020-2022 no Brasil. As terapias disponiveis para
o0 tratamento do cancer apresentam algumas limitagcGes como falta de seletividade e inducéo de
efeitos colaterais. Neste sentido, a busca por novas alternativas terapéuticas torna-se relevante.
O DNA e a albumina sérica sdo biomoléculas investigadas para o tratamento do cancer, o DNA
atua no controle das funcdes celulares, e a albumina sérica desempenha fungdes no transporte
de substancias no organismo. Moléculas que possuem a porcéo tiazol tém sido amplamente
investigadas, esse nucleo apresenta inumeras atividades descritas na literatura, com promissoras
atividades antitumorais. Nessa perspectiva, este trabalho propds a sintese, caracterizacdo
estrutural, estudos de interacdo e avaliacdo da atividade antitumoral de novos derivados
tiazélicos. Foram sintetizados dez derivados tiazolicos inéditos que se diferenciam pelas
substituicdes nas porgbes Ri e R2 da molécula, ambas tiveram suas estruturas quimicas
confirmadas pelas técnicas espectroscopicas de RMN 'H, RMN C®, e infravermelho (1V). A
investigacdo das interacGes com as biomoléculas foi realizada por meio de técnicas
espectroscopicas de absorcdo UV-vis e fluorescéncia. Nos ensaios de interacdo com o0 SSDNA
foram observados diferentes efeitos espectroscopicos como hipercrémico, hipocrémico e
hipsocromico, as constantes de afinidade (Kb) obtidas variaram entre 1.0 x 10" e 1.55 x 10%,
nos ensaios de fluorescéncia foram observados os efeitos hipocrémico, hipercrémico,
hipsocrémico e batocrémico e os valores da constante de supressao fluorescente (Ksv) variaram
entre 0.3 x 10* e 1.01 x 10% sugerindo que os compostos se ligam ao DNA pelos modos
intercalativos e por ligacdo ao sulco. Na interacdo com a BSA no teste de absor¢do UV-vis
foram observados os efeitos hipercrdmico e hipsocromico e os valores de Kb variaram entre
9.70 x 10* e 1.49 x 10° nos ensaios de emissdo fluorescente os efeitos observados foram
hipocromico e hipsocromico, e os valores de Ksv variaram entre 11.34 x 10* e 0.88 x 10%,
indicando que todos os compostos interagiram a BSA. Se destacaram nas interacfes os LQIT-
KLT’S 01, 03 e 06 que sao substituidos na porgao R1 pelos grupamentos CH3SO,, CF3 e OCF;
respectivamente e na por¢do R» pelo grupamento Br (KLT’S 01 e 03). A atividade
antiproliferativa foi avaliada frente a linhagem celular de cancer de mama (MCF-7) e a
linhagem ndo transformada de macrofago (J774), por meio da técnica de MTT. Neste ensaio 0s
derivados KLT’S 01, 03 e 06 apresentaram os melhores valores de 1Cso frente a linhagem celular
MCF-7 com 0,29, 0,52 e 0,60 uM respectivamente. No ensaio de citotoxicidade frente aos

macrofagos, os melhores derivados foram os compostos KLT-02 e KLT-08, com valores de



viabilidade celular de 100% e 60,16% respectivamente. O destaque deste estudo foi o derivado
KLT-01, com valores satisfatorios de interagdo ao DNA e de citotoxicidade, frente a linhagem
tumoral MCF-7, todavia, os resultados mostram que os derivados tiazolicos sdo promissores

agentes antitumorais e que o padréo de substituicdo influencia de forma positiva nos resultados.

Palavras-chave: Tiazol. DNA. Albumina. Atividade antitumoral.



ABSTRACT

Cancer is considered a serious health problem, estimates indicate the emergence of 625
thousand new cases each year of the 2020-2022 triennium in Brazil. The therapies available for
the treatment of cancer have some limitations such as lack of selectivity and induction of side
effects. In this sense, the search for new therapeutic alternatives becomes relevant. DNA and
serum albumin are biomolecules investigated for the treatment of cancer, DNA acts to control
cellular functions, and serum albumin plays a role in the transport of substances in the body.
Molecules that have the thiazole portion have been extensively investigated, this nucleus has
numerous activities described in the literature, with promising antitumor activities. In this
perspective, this work proposed the synthesis, structural characterization, interaction studies
and evaluation of the antitumor activity of new thiazolic derivatives. Ten unpublished thiazolic
derivatives were synthesized that differ by substitutions in the R1 and R> portions of the
molecule, both had their chemical structures confirmed by *H NMR, C** NMR, and infrared
(IV) spectroscopic techniques. The investigation of interactions with biomolecules was
performed using UV-vis and fluorescence spectroscopic techniques. In the assays of interaction
with the ssDNA different spectroscopic effects were observed, such as hyperchromic,
hypochromic and hypsochromic, the affinity constants (Kb) obtained varied between 1.0 x 10’
and 1.55 x 10%, in the fluorescence tests the hypochromic, hyperchromic, hypsochromic effects
were observed and bathochromic and the values of the fluorescent suppression constant (Ksv)
varied between 0.3 x 10% and 1.01 x 10% suggesting that the compounds bind to DNA by
intercalative and groove binding methods. In the interaction with the BSA in the UV-vis
absorption test, the hyperchromic and hypsochromic effects were observed and the Kb values
varied between 9.70 x 10% and 1.49 x 10°, in the fluorescent emission tests the observed effects
were hypochromic and hypsochromic, and the values of Ksv varied between 11.34 x 10* and
0.88 x 10%, indicating that all compounds interacted with BSA. The LQIT-KLT'S 01, 03 and 06
stood out in the interactions, which are replaced in the Rz portion by the CH3SO», CFs and OCF3
groups respectively and in the R2 portion by the Br (KLT’S 01 and 03) group. The
antiproliferative activity was evaluated against the breast cancer cell line (MCF-7) and the non-
transformed macrophage line (J774), using the MTT technique. In this assay, the KLT'S
derivatives 01, 03 and 06 showed the best 1Cso values compared to the MCF-7 cell line with
0.29, 0.52 and 0.60 UM respectively. In the cytotoxicity assay against macrophages, the best
derivatives were compounds KLT-02 and KLT-08, with cell viability values of 100% and

60.16% respectively. The highlight of this study was the KLT-01 derivative, with satisfactory



values of DNA interaction and cytotoxicity, compared to the tumor line MCF-7, however, the
results show that thiazolic derivatives are promising antitumor agents and that the substitution
pattern influences positively in the results.

Keywords: Thiazole. DNA. Albumin. Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

Cancer, neoplasia ou tumor maligno sdo termos atribuidos a um conjunto de doencas
que podem acometer todos o0s 6rgdos e tecidos do corpo em qualquer faixa etaria de idade. A
principal carateristica dessas células é a capacidade de se proliferar rapidamente e invadir
diferentes tecidos, além de seus limites usuais, podendo levar a ocorréncia de metéstase. Essas
neoplasias representam a segunda principal causa de morte em todo o mundo, sendo
responsavel por cerca de 9,6 milhdes de obitos em 2018, ou seja, 1 em cada 6 mortes fordo
atribuidas ao cancer (WHO, 2020). No Brasil, estimou-se para o triénio 2019-2022 a ocorréncia
de 625 mil novos casos para cada ano, sendo neste pais 0s tipos mais incidentes os canceres de
pele ndo melanoma, mama, prostata, célon, reto, pulméo e estomago (INCA, 2020).

O tratamento do cancer geralmente é realizado por meio de cirurgia, quimioterapia ou
radioterapia. No entanto, a utilizacdo da quimioterapia tem apresentado muitas limitacoes,
como falta de seletividade e surgimento de resisténcia a multiplas drogas, esses fatos tém
contribuido para o surgimento de muitos efeitos colaterais e uma baixa qualidade de vida dos
pacientes, desencadeando em impedimentos que dificultam a eficacia do tratamento (TURAN-
ZITOUNI et al., 2016; WHO, 2020).

Muitos farmacos utilizados no tratamento do cancer tém como alvo o DNA, como € 0
caso da Oxaliplatina, cisplatina e 5-fluorouracil, inclusive muitos medicamentos atuam por
meio de ligacdo a essa biomolécula (BAI et al., 2020; PALCHAUDHURI; HERGENROTHE,
2009). Em vista disso, 0 DNA é um alvo terapéutico consolidado na investigacdo de novos
protétipos a farmacos (IQBAL et al., 2019). Essa biomolécula € muito importante e esta
presente nas células de todos os seres vivos, desempenhando papeis essenciais no organismo
como na reproducdo, desenvolvimento e crescimento, aléem de participar dos processos de
mutacao e carcinogénese (LONG et al., 2018)

Neste sentido, o estudo do DNA € uma area de pesquisa muito significativa,
principalmente no estudo do cancer. A ligacdo de farmacos ao DNA pode alterar sua estrutura,
e prejudicar seu funcionamento, podendo levar a uma interrupcao do ciclo celular e até a morte
celular (OLIVEIRA et al., 2017; GHOSH et al., 2017). Um composto pode interagir com o
DNA de forma covalente e ndo covalente. A segunda forma pode ocorrer por meio de
intercalacao, interacdo ao sulco maior ou menor ou por atracao eletrostatica (ALl et al., 2017).
Todos 0os modos de interacdo sdo importantes e sdo dependentes das caracteristicas estruturais
de cada composto. As investigacdes sobre os modos de interagcdo entre biomoléculas e
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compostos organicos pode ser realizada por meio de técnicas espectroscopicas de absorcéao e
fluorescéncia, por meio de analises de alteraces em seus espectros (RIBEIRO et al., 2019).

Para melhorar a acdo desses farmacos é interessante a investigacdo da capacidade de
interacdo com as albuminas séricas. Essa interacdo pode contribuir para o conhecimento de
propriedades de distribuicdo, metabolismo e excrecdo, uma vez que essas proteinas
desempenham funcgdes especificas no transporte de substancias enddgenas e exdgenas no
sangue, ou seja, uma maior afinidade de ligacdo de medicamentos a proteinas pode melhorar
sua eficacia no tratamento (AMITHA et al., 2020; TOPALA et al., 2020). A albumina sérica
bovina (BSA) é um analogo estrutural da albumina sérica humana (HSA) e tem sido
amplamente utilizada na investigacdo da interacdo entre compostos e proteinas
(MANIKANDAMATHAVAN et al., 2017). Dessa forma, investigacGes sobre a ligacdo de
compostos bioativos a BSA, fornecem informacdes importantes sobre as caracteristicas
estruturais que favorecem a eficécia terapéutica e farmacoldgica de um medicamento (COCIC
etal., 2018).

Os derivados tiazolicos sdo compostos organicos amplamente estudados na quimica
medicinal por causa de seu potencial biologico e facilidade de obtencdo. A estrutura do anel
tiazol esta presente em diversos compostos biologicamente ativos, tais como produtos naturais
e farmacéuticos (TURAN-ZITOUNI et al., 2016). Muitos farmacos utilizados na clinica
possuem o anel tiazol em sua estrutura, tais como sulfatiazol (antimicrobiano) bleomicina,
tiazofurina (antineoplasicos) e ritonavir (antirretroviral), além de possuirem inGmeras
atividades bioldgicas relatadas (KASHYAP et al., 2012; ANURADHA et al., 2019).

Embora muitos agentes antitumorais ja sejam descritos na literatura e comercialmente
disponiveis, a busca por novas alternativas antitumorais se faz necessaria devido aos altos niveis
de citotoxicidade e falta de seletividade dos medicamentos ja disponiveis. Os derivados
tiazolicos sdo descritos com promissoras atividades anticancer e podem atuar em diferentes
alvos bioldgicos, tais como via mitocondrial, interrupcdo do ciclo celular, atividade
antiproliferativa, antimetastatica e inibidores de quinases (MORIGI et al., 2015; SANTANA et
al., 2018).

Nesta perspectiva, 0 objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de novos
derivados tiazolicos com diferentes substituicfes e avaliacdo de suas capacidades de interacédo
com o DNA e a BSA, bem como atividade antiproliferativa frente a linhagem celular MCF-7 e
J774 visando a investigacdo de um possivel mecanismo de acdo pelo qual os derivados

tiazdlicos podem atuar como agentes anticancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novas alternativas terapéuticas que sejam potenciais agentes anticancer por

meio da sintese dos novos derivados Tiazois substituidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de 10 novos derivados tiazdis

substituidos;

e Elucidar as estruturas quimicas por meio de técnicas espectroscépicas de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de Carbono (RMN 3C) e espectroscopia no

infravermelho (1V);

e Auvaliar a atividade antiproliferativa dos derivados tiazolicos sintetizados frente a linhagem
de célula tumoral MCF-7 (mama), e a linhagem de célula ndo transformada J774

(macrdéfagos).

e Avaliar a interacdo dos derivados sintetizados com o DNA e albumina sérica bovina (BSA)

por meio de técnicas espectroscépicas de absorcdo UV-visivel e fluorescéncia;
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 CANCER: ASPECTOS GERAIS

Cancer ou neoplasia maligna s&o termos analogos utilizados para descrever um conjunto
de doencas que podem afetar diferentes partes do corpo. As principais caracteristicas desse
conjunto de doencas sdo a capacidade de proliferacdo rapida e descontrolada, anti-apoptose e
angiogénese, podendo se espalhar para outros 6rgdos no corpo, processo denominado de
metastase (WHO, 2019; MOHAN et al., 2019; TANTAWY et al., 2017).

Segundo a Organizacdo mundial de satde (WHO, 2019), o cancer representa um grave
problema de salde, sendo a segunda causa mais comum de morte em todo o mundo, responsavel
por cerca de 9,6 milhdes de mortes em 2018. No Brasil estimativas indicam o surgimento de
625 milhGes de novos casos de cancer a cada ano para o triénio 2020-2022 (INCA, 2020). Sendo
os tipos de cancer mais comuns: pele ndo melanoma (177 mil casos novos), mama, prostata (66
mil cada), c6lon, reto (41 mil), pulmé&o (30 mil), e estdmago (21 mil) (WHO, 2020). No Brasil
estimou-se para o biénio 2018-2019 o surgimento de 600 mil novos casos por ano (figura 1).
Os casos mais prevalentes em homens e mulheres sdo o cancer de préstata e o cancer de mama,
respectivamente (INCA, 2018).

Figura 1- Distribuicdo dos dez tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2018 por sexo.

Prostata 58.220 31,7% Mama Feminina 59.700 29,5%
Homens Mulheres
Traqueia, Brénguio e Pulmio 18.740 8,7% Colon e Reto 18.230 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.270 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Tragueia, Brénguio e Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide £8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 5.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Qvario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema MNervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4,860 2,4%

Fonte: INCA, (2020)

O surgimento dessas neoplasias pode ser influenciado por fatores externos (presentes
no meio ambiente), fatores internos (horménios, condi¢fes imunologicas e mutacdes genéticas)
e ambos os fatores (INCA, 2019). A maior parte dos casos de cancer esté associada a fatores

externos, dentre os quais podemos citar: obesidade, bebidas alcodlicas, uso de tabaco, exposi¢do
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a radiacdo, poluentes ambientais, infec¢fes cronicas e dietas hipercaléricas (SIVEEN, et al.,
2014).

A carcinogénese € o processo pelo qual uma célula saudavel se transforma em maligna,
0 processo de desenvolvimento do cancer ocorre por meio de mutagdes genéticas cumulativas,
ou seja, alteracbes no DNA da célula que vao desencadear na desregulacdo de enzimas e
proteinas que controlam a divis&o e proliferagdo celular, ocasionando um mal funcionamento
da célula (INCA, 2019; KERRU, et al., 2017). Esse processo pode ocorrer por meio de
mutacdes génicas, translocacdo e delecdo cromossdmicas, e mecanismos epigenéticos, sendo
0s principais genes envolvidos nesse processo 0s proto-oncogenes, genes supressores de tumor
e genes relacionados ao reparo do DNA (DANTAS, et al., 2009; KLESZCZ; PALUSZCZAK;
BAER-DUBOWSK, 2015).

Segundo Hanahan e Weinberg (2000), as celulas cancerigenas apresentam seis
caracteristicas bioldgicas em comum, que consistem em alteracfes na fisiologia celular e em
conjunto levam ao surgimento de tumores malignos. Ou seja, na medida em que uma célula
normal se transforma em uma célula tumoral, ocorre a aquisi¢do de caracteristicas especificas
tais como: 1) Auto-suficiéncia em sinais de crescimento; 2) Insensibilidade a sinais de
crescimento; 3) Evasdo de morte celular programada; 4) Potencial replicativo ilimitado; 5)
Angiogénese; 6) Invasdo e metéstase de tecidos. Essas capacidades funcionais sdo adquiridas
por diferentes tipos de tumores, por meio de variados mecanismos durante todo o processo da
tumorigénese. Algumas marcas foram descritas mais recentemente e foram classificadas como
caracteristicas facilitadoras e marcas emergentes, que também atuam para a progressao do
cancer, sdo elas: desenvolvimento de instabilidade gendmica, estado inflamatério de lesbes pré-
malignas, metabolismo energético alterado e evasdo das células do sistema imune
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Essas caractetricas sdo denominadas de Hallmarks do

cancer e sdo descritos na figura abaixo (figura 2).
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Figura 2- Hallmarks do cancer - Caracteristicas apresentadas por células tumorais

Sustentacao dos Evitar Supressao do
sinais proliferativos crescimento

Desregulacao do
metabolismo
energético

Resisténcia a morte
celular
Instabilidade

genomica e mutagao

Indugdo da Ativagdo da invasao
angiogénese e metastase

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG (2011)

Evitar destruicdo do
sistema imune

Imortalidade
replicaiva

H Promocgao da

inflamacgao

O conhecimento do microambiente tumoral também é fundamental no estudo e
compreensdo da tumorigénese. Esse ambiente é formado por uma variedade de células ndo
cancerigenas como células do sistema imune (linfécitos, macrofagos), células endoteliais,
fibroblastos, adipdcitos, juntamente com 0s componentes da matriz extracelular, que
constituem um ambiente complexo e dinamico, podendo afetar diretamente no crescimento do
tumor (HANAHAN; WEINBERG, 2011; DIAS et al., 2019).

O microambiente tumoral é fundamental no processo de invasdo e metastase do cancer,
uma vez que, ao se alojar em um novo local, o 6rgao-alvo apresentard um conjunto de fatores
microambientais diferentes do tecido tumoral de origem, e as células cancerigenas
estabelecerdo novos mecanismos para se instalar e induzir o microambiente a cooperar com 0
crescimento do tumor no novo local (ZHUANG; ZHANG; HU, 2019).

Desta forma, o microambiente tumoral pode contribuir diretamente na busca por novas
alternativas para o tratamento do cancer. Diversos estudos tém destacado a importancia dos
componentes desse ambiente na progressdo do tumor, principalmente em relacdo aos
componentes imunes, que sdo considerados alvos terapéuticos importantes (ZHANG et al.,
2019; ZHANG Pet al., 2019).
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Um alvo bioldgico bastante investigado e considerado muito promissor no tratamento
do céncer é o DNA. A atividade de muitos compostos que interagem com o DNA esta
relacionada ao modo e a forca de ligacdo entre os compostos e essa biomolécula (ZHOU et al.,
2018). Além disso muitos medicamentos que ja sdo utilizados no tratamento de algumas
neoplasias tém como alvo terapéutico o DNA, como € o caso da Oxaliplatina, cisplatina e 5-
fluorouracil (figura 3), ambos atuam causando danos ao DNA e consequentemente inibindo o
ciclo celular (BAI et al., 2020).

Figura 3- Farmacos utilizados na terapia do cancer que atuam no DNA

H\ZP 0. P CI,/""Pt"‘\\NHS
Hg o 0 o’ Mu,
Oxaliplatina o Cisplatina

" [ NH
o

5-fluorouracil

Fonte: Elaboracédo propria do autor.

A terapia do cancer geralmente é realizada por meio de cirurgia, quimioterapia, e
radioterapia. Todavia, embora a quimioterapia seja uma das mais utilizadas, essa alternativa
tem apresentado muitas limitagGes (ZHOU, et al., 2019). Em muitos casos, a baixa seletividade
de medicamentos antineoplasicos pode ocasionar o surgimento de efeitos colaterais como
anemia, e resposta imunologica reduzida, além do surgimento a longo prazo de resisténcia ao
medicamento, diminuindo a eficacia do tratamento. Nesse sentido, a constante busca por novos
compostos capazes de atuar como quimioterapicos mais potentes e mais seletivos, visando a
melhora na qualidade de vida dos pacientes é de extrema importancia (HENDOUElI et al., 2019;
KLEIN-JUNIOR et al., 2019; ZHOU et al., 2019).
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3.1.1 DNA como alvo biolégico

O DNA ¢é uma biomolécula formada por uma hélice de fita dupla que pode adotar
diferentes conformagdes tridimensionais, sendo a mais comum a forma B, cada cadeia dessa
fita é constituida por quatro nucleotideos, sendo eles: adenina (A), timina (T), citosina (C) e
guanina (G). Esses nucleotideos sdo interligados por meio de ligacGes fosfodiéster, e as duas
fitas sdo unidas por ligacdes de hidrogénio, de forma que A-T forma duas ligacdes de
hidrogénio e G-C formam trés ligacdes de hidrogénio. Essas ligacbes formam sulcos entre as
fitas, que séo denominados sulco maior e sulco menor (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013;
RESCIFINA et al., 2014).

Essa biomolécula desempenha funcBes importantes nos processos biologicos,
controlando direta e indiretamente fungdes celulares, uma vez que ela atua no processo de
armazenamento, copia e transmissdo de mensagens genéticas, necessarias para a sintese de
proteinas e enzimas, por meio do processo de transcricao e replicacdo de informacdes genéticas
(REHMAN, et al., 2015; DEVI; PACHWANIA, 2018).

Diante das importantes funcdes desempenhadas pelo DNA, ele tem sido amplamente
investigado, sendo um dos receptores bioldgicos atraentes na busca por novos agentes
terapéuticos anticancerigenos. Nessa perspectiva, a busca por novos compostos que interajam
com o DNA e alterem sua conformacao séo de grande interesse. As interacGes entre ligantes e
DNA podem ocasionar, rigidez, alongamento e desenrolamento da hélice, e assim interferir na
sua atividade frente a regulacdo de funcdes celulares na expressdo génica, na sintese proteica e
nos processos de replicacéo, que estdo diretamente ligados as etapas de crescimento e diviséo
celular (REHMAN, et al., 2015; SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; HASSAN et al.,
2019).

Existem duas formas de ligacdo pelas quais um farmaco pode se ligar ao DNA, de forma
covalente e ndo covalente. O modo covalente de ligagéo é irreversivel, geralmente ocasiona
inibicdo completa das funcdes do DNA e consequentemente morte celular. Ja as ligagcdes néo
covalentes sdo reversiveis, podem ocasionar alteracfes na conformacdo do DNA, alterar a
tensdo da torgdo, impedir a interacdo proteina-DNA e consequentemente levar a quebras na fita
do DNA (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Mediante as funcdes estabelecidas pelo DNA fica evidente a importancia da busca de
novos farmacos que atuem nesse alvo. Porém, essa busca deve ser cada vez mais seletiva,
levando em consideracdo que esses prototipos a farmacos se liguem de forma seletiva ao DNA

e também de forma reversivel. Visto que as ligacGes covalentes podem acarretar efeitos
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secundarios indesejaveis devido a natureza de ligacdo irreversivel desse modo de ligacéo. Desta
forma, as ligacOes ndo covalentes reversiveis sao preferiveis (IQBAL, 2019).

Segundo Almeida et al., (2017), as formas de ligacdo nédo covalente podem ser divididas
em seis tipos: (1) atracdo eletrostatica (2) interacbes com o sulco maior do DNA; (3) interacdes
com o0 sulco menor no DNA,; (4) intercalacdo através do sulco principal do DNA; (5)
intercalacdo de pares de bases através do sulco menor de DNA; e (6) intercalacdo de

rosqueamento (figura 4).

Figura 4- Representacdo dos modos de ligacdo ndo covalente com o DNA.

ATRACAO LIGAGAO AO SULCO LIGAGAO AO SULCO
ELETROSTATICA MAIOR MENOR

% INTERCALAGAO DE 1 %
INTERCALAGAO ROSOUEALENTG BIS-INITERCALAGAO

Fonte: Adaptado de Almeida et al., (2017)

Os modos de ligacdo entre uma molécula e 0 DNA s&o determinados de acordo com as
caracteristicas quimicas da molécula. A atragéo eletrostatica ocorre por meio do grupamento
fosfato do DNA carregado negativamente e as extremidades positivas do composto submetido
a interacdo. As ligagcOes ao sulco maior e menor do DNA ocorrem por meio de ligacGes de
hidrogénio ou interacfes de van der waals, envolvendo moléculas que possuem anéis
aromaticos ndo fundidos e que apresentam maior facilidade de torcdo, geralmente esses

farmacos ndo promovem muitas perturbaces no rearranjo de sua estrutura. A intercalacéo é o
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modo de ligagdo mais forte, uma vez que a molécula é encaixada entre os pares de base do
DNA. Nas interagdes por intercalagdo moléculas aromaticas planares intercalam entre os pares
de bases adjacentes do acido nucleico, ocasionando o desenrolamento e alongamento da hélice
do DNA. Desta maneira, o complexo droga-DNA pode ser estabilizado por diferentes ligacGes
ndo covalentes como liga¢des de hidrogénio, interacdo de van der waals e forgas hidrofobicas
(NETO; LAPIS, 2009; WILLIAMS et al., 2012; TEMERK et al., 2015; ALMEIDA et al.,
2017).

Diversas técnicas espectroscopicas e hidrodinamicas sdo utilizadas na investigacao de
possiveis modos de ligacdo entre compostos organicos e 0 DNA, das quais podemos citar a
espectroscopia de absorcdo UV-Visivel, espectroscopia de emissdo de fluorescéncia, o
dicroismo circular e a viscosidade (EL-ASMY et al., 2016).

A espectroscopia eletrénica de absor¢do (UV-vis) é uma técnica bastante utilizada na
investigacdo dessas possiveis interagdes. O DNA apresenta um perfil de absor¢do ja
caracterizado, com uma banda de absorcdo em 260 nm devido a presenca de grupos
cromofaricos localizados nas bases nitrogenadas (BARRA, 2015). Desta forma, ao expor o
DNA a concentrac6es diferentes de um possivel agente de ligacdo, sdo observadas mudancas
em seu espectro de absor¢do, 0 mesmo pode ocorrer para o padréo de absor¢cdo do composto
em estudo.

Por meio dessa técnica podemos obter dados sobre a constante de ligacdo (Kb) entre o
ligante e 0 DNA (KOMAL et al., 2019). O céalculo dessa constante pode ser determinado
utilizando a equacdo de McGee e Von Hippel (1974), a partir da analise de mudancas no
espectro de absorbancia, o valor de Kb é obtido a partir da razdo da inclinacdo e da interceptacao
(LAFAYETTEetal., 2017; THAMILARASAN et al., 2016; SHAHABADI; HEIDARI., 2012).
A literatura descreve valores de constante de ligag&o no intervalo 10* a 10° M- %, como possiveis
intercaladores, ja os valores de constante que variam entre 10° a 10° M- !, geralmente s&o
indicadores de ligantes ao suco (ALMEIDA et al., 2017).

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia é uma técnica também muito utilizada
nos estudos de interacdo entre ligante-DNA. E sabido que essa biomolécula quase n&o apresenta
emisséo de fluorescéncia, porém, neste caso € possivel recorrer a utilizagdo do brometo de etidio
(BE), que apesar de também apresentar pouca emissdo de fluorescéncia livre em solucéo
aquosa, quando em contato com o DNA emite forte fluorescéncia em funcdo a intercalagédo
hidrofébica nos pares de bases de DNA (LAFAYETTE et al., 2017). Desse modo, o teste de

competicdo com o BE é amplamente utilizado, visto que a presenca de outro grupo intercalador


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003269711008128#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020169315005356#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523417303732#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1011134416301725#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512006087#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512006087#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523417303732#!

29

pode diminuir a emisséo de fluorescéncia do sistema BE-DNA, por causa da competi¢do pelos
sitios do biopolimero (JOKSIMOVIC et al., 2019; BARRA, 2015).

Por meio dessa técnica podemos obter dados quantitativos (Ksv) sobre a supresséo
fluorescente, utilizando a equacao de Stern-Volmer. O Ksv, € obtido pelo coeficiente angular
da reta de um gréfico lo/l em funcéo de r (BARRA, 2015).

Utilizando as técnicas espectroscdpicas mencionadas anteriormente, podemos observar
nos espectros de absorcéo e fluorescéncia alguns efeitos relacionados a interacéo entre 0 DNA
e o ligante (figura 5), como: (1) efeito hipercrémico, caracterizado pelo aumento da emissao ou
absorcéo de luz emitida; (2) efeito hipocromico, refere-se a uma diminuicdo da luz emitida ou
absorvida; (3) efeito batocrémico, correspondente ao desvio maximo de absor¢do ou emissao
para um comprimento de onda maior (regido do vermelho); (4) efeito hipsocrémico, referente
ao desvio do maximo de absorcdo para um comprimento de onda menor (regido do azul),
(ALMEIDA et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017).

Figura 5 - Representacdo dos efeitos espectroscopicos que podem ser observados nos ensaios
de interacéo.
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As propriedades de ligacdo ao DNA e a proteinas também podem ser analisadas por
meio da técnica de dicroismo circular (DC), nessa técnica é possivel medir a diferenca na
absorcéo da luz circularmente polarizada a esquerda e a direita. Sendo empregada para avaliar
alteracdes na estrutura secundaria do DNA e de proteinas na presenca de um ligante (RIBEIRO
et al., 2019; WElI et al., 2016). No dicroismo circular, o DNA apresenta duas bandas na regido
UV, a banda positiva aparece em 275 nm por causa da interagdo de empilhamento de bases e a
banda negativa aparece em 245 nm, sendo essas caracteristicas indicativas de sua conformacéo
B direita, ou seja, avaliacbes de mudancas nesses comprimentos de onda podem indicar um
possivel modo de intercalacdo com o DNA (ZAREI et al., 2020).

Técnicas hidrodindmicas, como a medi¢do de viscosidade também sdo utilizadas na
determinacédo dos possiveis modos de interacdo entre ligantes e DNA, investigando alteracdes
no perfil de viscosidade, como o aumento ou diminuicdo da viscosidade relativa (1) do
complexo ligante-DNA (RIBEIRO et al., 2019). O aumento da viscosidade esta relacionado a
ligagBes por intercalagdo ao DNA, que resultam em um aumento no comprimento da dupla
hélice, ocasionado pelo aumento nas separacdes dos pares de bases. J& a diminuicdo da
viscosidade esta relacionada a liga¢6es no sulco ou interacao eletrostatica, ocasionadas por uma
diminuicdo no comprimento da hélice, promovida pela formacéo de dobras na cadeia de DNA
(SAKATHI; RAMU, 2017).

As diferentes técnicas que podem ser utilizadas para determinar os possiveis modos de
interacdo com 0 DNA sdo cada vez mais utilizadas em investigacfes na terapéutica do cancer.
Muitos farmacos utilizados na clinica atuam por meio desse mecanismo de acao e apresentam
diferentes efeitos farmacol6gicos como antitumoral, antiviral e antiprotozoario (OZLUER,;
KARA, 2014; OLIVEIRA et al., 2017). Portanto, moléculas que possuem a propriedade de
ligagdo ao DNA sdo cada vez mais investigadas como agentes anticancerigenos, inclusive, de
acordo com as caracteristicas desta molécula, elas podem apresentar mais de um tipo de
interacdo, 0 que pode acarretar em efeitos importantes para esta atividade, tornando a
investigacao desse alvo valiosa na busca por novas alternativas terapéuticas para o tratamento
do cancer (STREKOWSKI; WILSON, 2007; WElI et al., 2016).

3.2 ESTUDOS DE INTERA(;AO COM A BSA
As proteinas séricas desempenham papeis fundamentais em uma grande variedade de

organismos, atuam no controle da pressdo sanguinea osmotica, no controle das funcGes

celulares e como transportadoras de plasma, enzimas e hormonios. Desta forma, essas
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biomoléculas sdo amplamente estudadas na busca por novas alternativas terapéuticas, inclusive
na terapia anticancerigena (FILHO et al., 2019; BOSE, 2016).

A compreensdo da interacdo entre ligantes e proteinas plasmaticas € de suma
importancia no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos, uma vez que essa ligagédo
pode contribuir positivamente na atividade do farmaco. A albumina sérica € a principal proteina
extracelular presente no sistema circulatdrio e desempenha diversas fungdes como, transporte
de aminodcidos, acidos graxos, esteroides, ions metalicos e medicamentos (FILHO et al., 2019;
SAKTHI; RAMU, 2017).

Estudos de interacdo envolvendo albuminas e medicamentos sdo importantes porque
essa interacdo pode contribuir para uma melhor distribuicdo do medicamento, favorecendo na
determinacdo de propriedades como biodisponibilidade, concentracdo livre, metabolismo e
toxicidade, consequentemente levando a uma melhora na eficicia do tratamento. Alguns
estudos apontam que um medicamento ligado a albumina apresenta melhor solubilidade, menor
toxicidade, maior tempo de meia vida, além de protecdo contra a degradacdo (FILHO et al.,
2019; SAKTHI; RAMU,2017; EBRAHIMIPOUR et al., 2017).

A albumina sérica humana (HSA), é a principal proteina presente no sistema circulatério
humano, ela é um polipeptidio globular de cadeia Unica que possui peso molecular de 66,8 kDa.
Sua estrutura é composta por 586 aminoacidos, dobrados em estrutura de trés dimensdes,
formando trés dominios homalogos (1, 11, I11), onde cada dominio € dividido em subdominios
(A e B). Dentro desses dominios existem duas regides onde geralmente ocorrem as interacoes
entre ligantes e a albumina, chamados de sudlow IIA e I1IA. No subdominio 1A existem
bolsdes hidrofébicos onde é encontrado o residuo de triptofano Trip-214 (JAHANBAN-
ESFAHLAN et al., 2019; FILHO et al., 2019; CAMARGO et al., 2018).

A albumina sérica bovina (BSA) tem sido extensivamente estudada devido a sua
homologia estrutural com a albumina sérica humana (HSA). A BSA apresenta 88% de
similaridade das sequéncias de aminoacido com a HSA, é altamente disponivel e de menor
custo, sendo considerada uma alternativa apropriada para ensaios comparativos de interacdo
(EBRAHIMIPOUR et al., 2017).

Essa biomolécula apresenta uma cadeia polipeptidica com 583 aminoacidos, pesando
aproximadamente 66,8 kDa. A estrutura da BSA apresenta trés dominios (II1,111), esses
dominios formam nove voltas (L1 a L9), contendo 17 ligacGes dissufeto que contribuem para a
estabilizacdo de sua estrutura, os dominios sdo divididos em subdominios (A e B), nesses
subdominios sdo encontrados os residuos do aminodcido triptofano, Trp-134 e Trp-212,
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localizados mais especificamente nos subdominios IB e 1A (FILHO et al., 2019; JAHANBAN-
ESFAHLAN et al., 2019; BELATIK et al., 2012).

Na BSA o residuo de triptofano Trp-212 esta localizado no subdominio I1A, e na HSA
0 Unico residuo de trioptofano existente (Trp-214) também esta localizado no subdominio 1A,
ambos dentro de um bolséo hidrofdbico. Essa caracteristica permite a investigacao de alteraces
na estrutura destas biomoléculas, j& que as interagdes ocorrem no mesmo sitio de ligacdo
(BELATIK et al., 2012).

Figura 6 — Estrutura terciaria da HSA e BSA, e seus respectivos residuos de triptofano.

Fonte: BELATIK et al., (2012)

Vérias técnicas sdo utilizadas para avaliar possiveis interacbes entre essas
macromoléculas e derivados quimicos. Os ensaios de fluorescéncia sdo bastante empregados,
uma vez que a BSA apresenta a capacidade de emissédo de fluorescéncia, caracteristica atribuida
a presenca dos residuos de triptofano, outras técnicas espectroscopicas também podem ser
utilizadas como espectroscopia de absorcdo e dicroismo circular (RIBEIRO et al., 2019;
GOUVEIA et al., 2018). Portanto, diante das capacidades fisioldgicas e importancia bioldgica
atribuidas a albumina, seu estudo no desenvolvimento de novos farmacos tem ganhado destaque

dentro da quimica medicinal, na investigacdo de muitas doencas, incluindo o cancer.
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3.3 COMPOSTOS HETEROCICLOS

Os compostos heterociclos sdo compostos organicos com estrutura de anel que contém
em seu ciclo atomos de carbono e pelo menos um outro elemento como nitrogénio (N), oxigénio
(O) ou enxofre (S). Os anéis heterociclos podem ser aroméaticos ou ndo aromaticos e 0 nimero
de &tomos presentes nos anéis pode variar entre trés, quatro, cinco, seis, sete e até mais, porém,
0s mais prevalentes sdo os anéis de cinco ou seis membros (MOLDOVEANU et al., 2019).

Essa classe de compostos constitui a maior familia de compostos organicos, por causa
disto é cada vez mais comum estudos referentes a sintese, propriedades e aplicacbes de
compostos heterociclos dentro da quimica orgénica. Eles estdo presentes em quase todas as
areas de pesquisa, sejam elas na quimica medicinal, na inddstria, agroquimica, dispositivos
moleculares, quimica combinatoria e produtos naturais (VICENTE; MATA et al., 2018).

Os heterociclos sdo uma classe de compostos de bastante relevancia nos processos da
vida e podem ser encontrados em vitaminas, enzimas, coenzimas DNA, RNA, atuando, por
exemplo, no fornecimento de energia, na transmissao de impulsos nervosos, metabolismo e na
transferéncia hereditaria de informacdes (MISHRA et al., 2015).

Um fato importante é que 75% dos medicamentos do mercado possuem em sua estrutura
quimica anéis heterociclos, e inimeras pesquisas demonstram a importancia desses compostos
como candidatos a farmacos que apresentam diversas propriedades bioldgicas, tais como
antibidtico, anti-tumoral, anti-inflamatério, antiviral, antimicrobiano, antifingico
e antidiabético. Ademais, a presenca do heterociclo em uma molécula pode contribuir para
alteracdo de propriedades fisico-quimicas, como absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo (MANJAL etal., 2017; SRIBALAN et al., 2019).

Sendo assim, o interesse pelo planejamento de farmacos que possuam em sua estrutura
anéis heterociclos, tem sido cada vez mais crescente. Uma vez que, a presenca de heterodtomos
dentro da estrutura ciclica denota mudancas notaveis nas atividades relatas por esses grupos,
por causa da presenca de pares de elétrons livres e a diferenca de eletronegatividade entre 0s
heterodtomos e o carbono do anel. Ou seja, a presenca de heterociclos na estrutura de prototipos
a farmaco que possuam substituicfes em posi¢Oes apropriadas sdo consideradas estruturas

privilegiadas para muitas atividades farmacoldgicas (KERI et al., 2017).
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3.3.1 O nucleo Tiazol

O nucleo tiazol foi descrito primeiramente por Hantzsch e Waber em 1887 e sua
estrutura foi estabelecida por Popp em 1889. O Tiazol é um aromatico heterociclico de 5
membros, cuja formula molecular € denominada CsHsSN (figura 7). Este nicleo apresenta em
sua estrutura molecular os heteroatomos enxofre (S) e nitrogénio (N). O enxofre é caracterizado
como um dominio de ligacdo de hidrogénio e o nitrogénio um potente doador de elétrons (JAIN
et al., 2018). Assim, o heterociclo tiazol pode se apresentar de duas formas isoméricas, o 1,3-
tiazol, denominado tiazol e o 1,2-tiazol conhecido como isotiazol. O 1,3-tiazol pode ser
encontrado dissubstituido ou trissubstituido, essas ramificacbes podem estar em posic¢des orto,
meta ou para dirigentes, e em sua maioria sdo substituidos por grupamentos arila ou heteroarila
(FRIJA et al., 2016).

Figura 7- Estrutura molecular do nucleo tiazol
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Fonte: Elaboracgdo prépria do autor.

O nucleo tiazol pode ser obtido por diferentes rotas sintéticas, seja pela funcionalizagéo
de um tiazol preexistente, ou pela ciclizacdo de moléculas aciclicas. A forma mais comum de
obtencdo desse nucleo se da pela sintese de Hantzsch, que ocorre por meio da ciclizagéo e
condensacéo de halocetonas com tioamidas. Esta reacéo inicia-se com um ataque nucleofilico
do enxofre da tioamida ao atomo de carbono da a-halocetona, levando a formacdo de um
intermediario a-tiocetona e, por fim, uma desidratacdo formando os tiazois de interesse
(esquema 1). Porém, outras formas de obtencdo sdo descritas na literatura como a reacéo de
Cook-Heilborn por meio da reacdo de a-aminonitrilas com dissulfeto de carbono, ditoacidos ou
ésteres, formando 5-aminotiazois, e a sintese de Gabriel que envolve o tratamento de a-

acilaminocetonas com quantidade estequiométrica de P2S5, amplamente utilizado para
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obtencdo de tiazois substituidos (MISHRA; KUMARI; TIWARI, 2015; FRIJA et al., 2016;
BUENDO, et al., 2016).

Esquema 1 - Obtencéo do anel tiazol pela sintese de Hantzsch.
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Fonte: MISHRA; KUMARI; TIWARI, (2015)

Um dos métodos de obtencdo de tiazdis envolve a utilizacdo de derivados de
tiossemicarbazona, uma vez que essa classe de compostos é bastante estudada na quimica
medicinal, devido as suas particularidades de facilidade de obtencéo, rendimentos satisfatorios,
baixo custo, e possibilidade de obtencdo de diferentes derivados. Além disso, as
tiossemicarbazonas apresentam muitas atividades biologicas descritas na literatura, tais como
atividade antitumoral, antiviral e antiparasitaria (OLIVEIRA et al., 2015; PACCA et al., 2016;
MOREIRA et al., 2012).

O anel tiazol € uma estrutura de destaque dentre os anéis heterociclos de 5 membros,
uma vez que muitas pesquisas tém apresentado as aplica¢fes do ndcleo tiazol na concepcao de
drogas e em muitos farmacos ja utilizados na clinica. Esse nucleo pode atuar como um
grupamento farmacoforico, bioisosteros e espacadores, além do mais, a presenca do anel tiazol
pode ser determinante nas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de um farmaco.

S&o inumeros 0s medicamentos que possuem o anel tiazol em sua estrutura, bem como,
as diversas doencas tratadas com esses farmacos, dentre os quais podemos citar, tiazofurina e 0

dasatinibe (antineoplésicos), ritonavir (anti-HIV), nitazoxanida (antiparasitario), meloxicam
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(anti-inflamatorio) tiabendazol (antifungico), entre outros (AYATI et al., 2015; PATHANIA;
NARANG; RAWAL, 2015). A estrutura quimica dos farmacos citados pode ser observada na
figura 8.

Figura 8 - Farmacos que possuem o anel tiazol em sua estrutura.
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Fonte: Elaboracédo propria do autor.

Este nucleo tem sido extensivamente estudado e testado com boas perspectivas na
quimica medicinal, atuando como um andaime de diversos alvos, em numerosos compostos
sintéticos e naturais (SIQUEIRA et al., 2019). Esse interesse por derivados tiazolicos também
esta atrelado a facilidade de obtencdo de seu nlcleo, bem como as diversas atividades bioldgicas
e farmacoldgicas que estao descritas na literatura (figura 9). Das quais podemos citar, atividade
antiparasitaria (FILHO et al., 2017; BUENO et al., 2016), anti-inflamatéria (SINHA; DOBLE;
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MANJU, 2018; KAMBLE, et al., 2016), antimicrobiana (GOUDA et al., 2010; BHARTI et al.,
2010), anti-HIV (KASRALIKAR et al., 2019), antituberculose (ANDREANI et al., 2001,
KARALE et al.,, 2019) e anticancer (EL-MESSERY et al., 2012; SANTOS et al., 2016;
SANTANA et al., 2018).

3.3.2 Atividade antitumoral de derivados tiazéis

O nucleo tiazélico € considerado um grupamento farmacoférico privilegiado, uma vez
que apresenta propriedades farmacol6gicas notaveis, além de ser uma classe bastante estudada
na quimia medicinal. As caracteristicas quimicas do nucleo tiazélico sdo fundamentais para as
atividades relatadas por esses derivados, a presenca de ligagcbes C-F contribui com efeitos
positivos em propriedades como lipofilicidade, permeabilidade da membrana, pKa, e
propriedades farmacocinéticas (SANTANA et al., 2018).

Avaliacgdes bioldgicas e estudos de mecanismo de acdo demonstram que essa classe
quimica atua por diferentes vias em células cancerigenas (SIQUEIRA et al., 2019). Alguns
estudos sobre a atividade antitumoral de derivados tiazélicos, apontam que moléculas que
possuem este anel podem atuar através da inibicdo de metaloproteinases da matriz (MMPS),
inibicdo de quinases e inibi¢do de proteinas da familia BCL2 (MORIGI et al., 2015).

Um estudo realizado com vinte e dois compostos hibridos de tiazol e 1,2,4-
triazinas mostrou que apds uma triagem contra um painel de diferentes linhagens celulares
tumorais foi observado que o composto 3d (figura 9) apresentou atividade antitumoral
promissora, com Glsp de 0,842 uM, mostrando-se equipotente ao composto de referéncia 5-
fluoracil. Estudos computacionais mostraram seu potencial como agente de ligagéo e causa de
dano ao DNA, o que pdde ser confirmado com ensaios de fluorescéncia. Os ensaios de absor¢ao
UV-vis também indicaram interacao entre o composto 3d e 0 DNA por meio de mudancas em
seu espectro de absor¢do com efeito hipercrdmico, que pode ser causado por um empilhamento
nos pares de bases do DNA. Confirmando que o composto 3d pode ser considerado um
potencial precursor de drogas (EL-WAKIL et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523412003650#!
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Figura 9 - Estrutura molecular do composto 3d
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Fonte: adaptado de EL-WAKIL et al., (2019)

Estudos in vivo em modelos de camundongos também comprovam que compostos com
a porcao tiazol podem atuar na diminuicdo do volume tumoral. Em um desses estudos, 0
derivado 13f foi mais promissor da série (figura 10), além de apresentar resultados positivos
nos ensaios in vitro frente as linhagens celulares de carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC)
e linfoma de Dalton (DLA), promovendo uma diminuicdo do volume do tumor ascitico de
Ehrlich, secregéo de ascites e um aumento na taxa de sobrevida dos animais tratados. Inclusive
0s ensaios de investigacdo de mecanismo de agdo, indicaram morte celular por apoptose, por
meio de degradacdo do DNA. Destaca-se neste estudo a importancia dos padrbes de
substituicdo, visto que o composto 13f é substituido com um grupamento metoxi no anel fenil
diretamente ligado ao anel tiazol, bem como com outro grupo metoxi na sétima posicéo no anel
cumarina, ambos doadores de elétrons (PRASHANTH et al., 2019).

Figura 10 - Estrutura molecular do composto 13f
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Fonte: adaptado de PRASHANTH et al,, (2019)

Silva et al., (2017) desenvolveram um estudo com uma série de compostos sintéticos
denominada 2-piridil 2,3-tiazole, onde os compostos TAP-07 e TP-07 (figura 11) se destacaram

com Otimos valores de IC50 (0,98 e 3,5 uM). Foram observados reducdo do volume celular,
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fragmentacdo do nucleo celular, e aumento na fragmentacdo do DNA internucleossémico,
promovendo morte por apoptose. Nos ensaios in vivo houve uma diminui¢cdo do volume
tumoral, ganho de peso corporal nos animais tratados, e 0s parametros bioquimicos avaliados
estavam normais, principalmente nas células tratadas com o derivado TAP-07. Confirmando a

atividade promissora dos compostos em evidéncia.

Figura 11 - Estrutura molecular dos compostos TAP-07 e TP-07
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Fonte: adaptado de Silva et al., (2017)

Sdo inlmeras as pesquisas que apresentam resultados promissores no desenvolvimento
de compostos para o tratamento do céncer. Dentre as diferentes vias de estudo para
compreensdo de mecanismo de acdo, a investigacdo da morte de células cancerigenas por
apoptose € bastante relatada. Recentemente, Wang et al., (2019) desenvolveram um estudo em
que foi constatado que o composto 5¢g (figura 13) induziu morte por apoptose de maneira dose
dependente em células HELA. Outro fato importante € que no composto 5g a presenca de grupo
fortemente doador de elétrons na posigéo para (R2=OH), pode estar diretamente relacionada ao
resultado positivo apresentado.

Outro estudo realizado por Santana et al., (2018), tambem confirmou que o0 mecanismo
de acdo pelo qual o composto 1d (figura 12) de sua série agiu nas células cancerigenas foi por
meio de morte apoptdtica. Aqui destaca-se a presenca de anel di-substituido, nas posic¢Ges orto
e para. Ambos estudos utilizaram de alguns métodos em comum para a confirmacao desses

resultados, como investigacdo do ciclo celular, onde foi possivel determinar que a parada do
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ciclo ocorreu na fase G1/mitose, além de fragmentacdo do DNA e alteracdo no potencial de

membrana mitocondrial.
Figura 12 - Estrutura molecular dos compostos 5¢ e 1d
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Fonte: adaptado de Wang et al., (2019) e Santana et al., (2018)

A influéncia positiva do ndcleo tiazol na atividade antitumoral pode ser confirmada
mediante apresentacdo de resultados de trabalhos que enfocam diferentes mecanismo de acéo
em que compostos tiazolicos podem atuar, tais como, atividade antiproliferativa de linhagens
celulares tumorais, interacdo com o DNA, diminuicdo do volume tumoral, morte apoptotica,
parada do ciclo celular e alteracdo no potencial de membrana mitocondrial. A gama de
pesquisas relatadas na literatura sobre candidatos a farmacos que apresentam o nucleo tiazol
em sua estrutura, evidencia a importancia desse grupo farmacoférico como potencial agente
anticancerigeno e impulsiona a proposicdo e estudos antitumorais de novos derivados

tiazélicos, como os relatados neste trabalho.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SECAO QUIMICA

4.1.1 Materiais e equipamentos

Os reagentes e solventes utilizados para a sintese dos derivados tiazélicos foram:
hidrazina, 4-metoxibenzeno-isotiocianato, 4-metilsufonil-benzaldeido, 4-trifluorometil-
benzaldeido,  4-metoxi-benzaldeido,  4-trifluorometoxi-benzaldeido,  4-dimetilamino-
benzaldeido, 2,4-dibromoacetofenona, 2-bromoacetofenona, diclorometano, etanol absoluto,
acido acético glacial, acetato de etila, n-hexano, metanol. Os reagentes foram obtidos da Sigma
Aldrich, e os solventes foram fornecidos pela Dinamica, Quimex e Quimica moderna.

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de silica gel da
Merk 60 F254 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), de 0,25 mm de espessura, que foram
reveladas na camara de luz UV (254 ou 366 nm) CN-15LC (Vilber Lourmat, Collégien,
Franca). A anélise das faixas de fusdo dos compostos obtidos foi realizada por meio do aparelho
fusibmetro Fisatom modelo 431D (Fisatom, S&o Paulo, Brasil), em tubos capilares e
visualizados em sistema Gtico com aumento de 4x.

A caracterizacdo estrutural dos derivados tiazdlicos foi realizada por meio de
Espectroscopia de Infravermelho (1V) registrados num espectrofotdmetro FTIR Bruker (Bruker
Daltonics, Billerica, EUA), utilizando pastilhas de KBr, com bandas de absorcao expressas em
cmt. As espectroscopias de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e de
Carbono (RMN *3C) foram realizadas em aparelhos Varian UnityPlus 300 MHz para H e 75

MHz para **C, utilizando como solvente DMSO-ds.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Obtencéo do derivado Tiossemicarbazida (LQIT/KL-001)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 100 mL, foram adicionados o
diclorometano (10 mL) e 1 mol do 4-metoxibenzeno-isotiocianato, apds solubilizacdo foram
adicionados 2 mols da hidrazina (50%), cerca de 5 minutos ap0s a adi¢do dos reagentes houve
formagéo de precipitado. A reacdo durou aproximadamente 60 minutos, sob agitagédo

magnética, temperatura ambiente e foi acompanhada pela realizacdo de CCD. Ao término a
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reacdo foi lavada com n-hexano para indugdo de maior precipitacdo, e esse precipitado foi
filtrado, lavado com diclorometano e secado a temperatura ambiente (esquema 2).

ESQUEMA 2- Esquema reacional para obtencdo do derivado 4-metoxifenil-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/KL-01)

H;CO H.CO
HZN“NHZ + O\ /S CH2C|2 3 \©\ ISI
T
N~ T.A /C\N,NHZ

N
H H

4.2.2 Obtencéo dos derivados Tiossemicarbazonas substituidos (LQIT/KL)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 250 mL, foram adicionadas
quantidades equimolares da 4-metoxifenil-tiossemicarbazida anteriormente sintetizada e do
benzaldeido substituido, em 10 mL do solvente etanol na presenca de 10 gotas do acido acético
como catalizador. A reacdo foi mantida sob agitagdo magnética, em temperatura ambiente por
cerca de duas horas, e foi acompanhada por CCD. O precipitado foi entdo lavado com agua

destilada e filtrado (esquema 3).

ESQUEMA 3 — Esquema reacional para obtencéo dos derivados Tiossemicarbazonas
substituidos (LQIT/KL).
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\QN’&‘N’NHZ 4 07 EtOH/ACOH "3 s 1
H H T.A ,C\ ’N\\
R N" N ﬁ

1

H H
Ry: e 5
43 D e
— o /{\ ‘
o FgF 7 FTF  CH;

F



43

Obtencéo do N-4-metoxifenil-2-(4-(metilsulfonil)-benzilideno)-hidrazina-
carbotioamida (KL-01): A mistura reacional do 4-metilsulfonil-benzaldeido (0.186 g, 1.013
mmol), e do 4-metoxibenzeno-isotiocianato (0.2g), em 10 mL de etanol e 10 gotas do
catalizador acido acético glacial, em temperatura ambiente e agitacdo magnética, por 2 horas.

Obtencdo do  N-(4-metoxifenil)-2-(4-(trifluorometil)benzilideno)-hidrazina-
carbotioamida (KL-02): A mistura reacional do 4- trifluorometil-benzaldeido (0.176 g, 1.013
mmol), e do 4-metoxibenzeno-isotiocianato (0.2 g), em 10 mL de etanol, sob a catalizacéo de
10 gotas do acido acetico glacial, em temperatura ambiente e agitacdo magnética por 2 horas.

Obtengdo do  N-(4-metoxifenil)-2-(4-(trifluorometoxi)benzilideno)-hidrazina-
carbotioamida (KL-03): A mistura reacional do 4-trifluorometoxi-benzaldeido (0.0963 g,
0.506 mmol), e do 4-metoxibenzeno-isotiocianato (0.1 g), em 10 mL de etanol, sob a
catalizacdo de 10 gotas do acido acético glacial, em temperatura ambiente e agitacdo magnética
por 2 horas.

Obtengdo do  2-(4-(dimetilamino)benzilideno)-N-(4-metoxifenil)-hidrazina-
carbotiamida (KL-04): A mistura reacional do 4-dimetilamino-benzaldeido (0.226 g, 1.520
mmol), e do 4-metoxibenzeno-isotiocianato (0.3 g), em 10 mL de etanol, sob a catalizacdo de
10 gotas do acido acético glacial, em temperatura ambiente e agitacdo magnética por 2 horas.

Obtencédo do 2-(4-metoxibenzilideno)-N-(4-metoxifenil)-hidrazina-carbotioamida
(KL-05): A mistura reacional do 4-metoxi-benzaldeido (0.138 g, 1.013 mmol), e do 4-
metoxibenzeno-isotiocianato (0.2 g), em 10 mL de etanol, sob a catalizacdo de 10 gotas do

acido acético glacial, em temperatura ambiente e agitacdo magnética por 2 horas.

4.2.3 Obtencao dos derivados Tiazdlicos (LQIT/KLT)

A sintese dos derivados tiazolicos foi realizada de acordo com o esquema 4. Em um
baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL, foram adicionadas quantidades
equimolares da tiossemicarbazona substituida, e da acetofenona, em 10 mL de etanol. O sistema
reacional foi acoplado a um condensador, sob a temperatura de 65°C e agitacdo magnetica. A
reacdo foi acompanhada por CCD, e durou aproximadamente 2 horas e 30 minutos. O

precipitado foi filtrado e lavado com etanol.
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ESQUEMA 4 — Esquema reacional para obtencdo dos derivados Tiazoéis substituidos

(LQIT/KLT).
OCH;
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Obtencdo do 4- (4-bromofenil) -3- (4-metoxifenil) -2 - (4- (metilsulfonil) -
benzilideno) hidrazono) -2,3-di-hidrotiazol (KLT-01): A mistura do 4-metoxifenil-4-
metilsulfonil-benzilideno-hidrazina-carbotioamida (0.05 g, 0.137 mmol), com a 24-
dibromoacetofenona (0.038 g), em meio etandlico, sob agitacdo magnética e faixa de
aquecimento entre 60-65°C, por aproximadamente 2hs.

Obtencéo do 3- (4-metoxifenil) -2 - (4- (metilsulfonil) benzilideno) - hidrazono) -4-
fenil-2,3-di-hidrotiazole (KLT-02): A mistura do 4-metoxifenil-4-metilsulfonil-benzilideno-
hidrazina-carbotioamida (0.05 g, 0.137 mmol), com a 2-bromoacetofenona (0.027 g), em meio
etandlico, sob agitagdo magnética e faixa de aquecimento entre 60-65°C, por aproximadamente
2hs.

Obtengcdo do 4- (4-bromofenil) -3- (4-metoxifenil) -2 -(4- (trifluorometil) -
benzilideno) hidrazono) -2,3-di-hidrotiazol (KLT-03): A mistura do 4-metoxifenil-4-
trifluorometil-benzilideno-hidrazina-carbotioamida (0.05 g, 0.141 mmol), com a 24-
dibromoacetofenona (0.039 g), em meio etandlico, sob agitagdo magnética e faixa de
aquecimento entre 60-65°C, por aproximadamente 2hs.

Obtengdo do 3- (4-metoxifenil) -4-fenil-2 - (4- (trifluorometil) - benzilideno)
hidrazono) -2,3-di-hidrotiazol (KLT-04): A mistura do 4-metoxifenil-4-trifluorometil-
benzilideno-hidrazina-carbotioamida (0.05 g, 0.141 mmol), com a 2-bromoacetofenona (0.028
g), em meio etanolico, sob agitacdo magnética e faixa de aquecimento entre 60-65°C, por

aproximadamente 2hs.
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Obtencdo do 4- (4-bromofenil) -3- (4-metoxifenil) -2 - (4- (trifluorometoxi)
benzilideno) - hidrazono) -2,3-di-hidrotiazol (KLT-05): A mistura do 4-metoxifenil-4-
trifluorometoxi-benzilideno-hidrazina-carbotioamida (0.05 g, 0.135 mmol), com a 2,4-
dibromoacetofenona (0.037 g), em meio etandlico, sob agitacdo magnética e faixa de
aquecimento entre 60-65°C, por aproximadamente 2:30 min.

Obtencdo do 3- (4-metoxifenil) -4-fenil-2 - (4- (trifluorometoxi) benzilideno) -
hidrazono) -2,3-di-hidrotiazol (KLT-06): A mistura do 4-metoxifenil-4-trifluorometoxi-
benzilideno-hidrazina-carbotioamida (0.05 g, 0.135 mmol), com a 2-bromoacetofenona (0.026
g), em meio etandlico, sob agitacdo magnética e faixa de aquecimento entre 60-65°C, por
aproximadamente 2:30 min.

Obtencdo do 4- (4- (4-bromofenil) -3- (4-metoxifenil) tiazol-2 (3H) - ilideno)
hidrazono) metil) -N, N-dimetilamina (KLT-07): A mistura do 4-dimetilamino-benzilideno-
4-metoxifenil-hidrazina-carbotiamida (0.1 g, 0.304 mmol), com a 2,4-dibromoacetofenona
(0.084 g), em meio etandlico, sob agitacdo magnética e faixa de aquecimento entre 60-65°C,
por aproximadamente 2:30 min.

Obtencéo do 4 - (3- (4-metoxifenil) -4-feniltiazol-2 (3H) - ilideno) hidrazono) metil)
-N, N-dimetilamina (KLT-08): A mistura do 4-dimetilamino-benzilideno-4-metoxifenil-
hidrazina-carbotiamida (0.1 g, 0.304 mmol), com a 2-bromoacetofenona (0.06 g), em meio
etandlico, sob agitacdo magnética e faixa de aquecimento entre 60-65°C, por aproximadamente
2:30 min.

Obtencdo do 4- (4-bromofenil) -2 - (4-metoxibenzilideno) hidrazono) -3- (4-
metoxifenil) -2,3-di-hidrotiazol (KLT-09): A mistura do 4-metoxibenzilideno-4-metoxifenil-
hidrazina-carbotioamida (0.05 g, 0.158 mmol), com a 2,4-dibromoacetofenona (0.044 g), em
meio etanolico, sob agitacdo magnética e faixa de aquecimento entre 60-65°C, por
aproximadamente 2:40 min.

Obtencgéo do 2 -(4-metoxibenzilideno) hidrazono) -3- (4- metoxifenil) -4-fenil-2,3-
di-hidrotiazol (KLT-10): A mistura do 4-metoxibenzilideno-4-metoxifenil-hidrazina-
carbotioamida (0.05 g, 0.158 mmol), com a 2-bromoacetofenona (0.031 g), em meio etandlico,

sob agitacdo magnética e faixa de aquecimento entre 60-65°C, por aproximadamente 2:40 min.

4.3 SECAO BIOLOGICA

4.3.1 Estudos de interacdo dos derivados Tiazélicos com o ssSDNA e BSA
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4.3.1.1 Materiais e equipamentos

O DNA de esperma de salmédo (ssSDNA) e a albumina de soro bovino (BSA), foram
obtidos da Sigma Aldrich. As amostras dos derivados foram preparadas em solvente DMSO e
diluidas em tamp&o Tris HCI (0,1M; pH 7,5). Os equipamentos utilizados para obtencdo dos
espectros ultravioleta-visivel (UV-vis) e emissao de fluorescéncia foram: Espectrofotdmetro de
UV-vis Ultraspec 3000 PRO, Espectrofluorimetro de JASCO FP-6300 (Toquio, Japéo).

4.3.1.2 Preparacdo das solugdes de ssDNA e BSA

Na preparacao da solucdo estoque de sSDNA, foi utilizado o tampé&o Tris HCI (0,1 M;
pH 8.0) e 0 DNA de esperma de salméo adquirido da Sigma Aldrich. A solucdo contendo o
ssDNA em tampdo Tris HCI, foi armazenada durante 24 horas, a temperatura de 8° C.
Posteriormente, a solucéo foi sonicada durante 30 minutos e sua concentracéo foi calculada por
meio do coeficiente de extin¢do molar 6600 Mt cm™a 260 nm (WOLFE; SHIMER; MEEHAN,
1987). O grau de pureza da solucdo de ssDNA foi determinado pelo valor das raz6es dos valores
de absorc¢do em 260/280 nm, respectivamente.

Na preparacéo da solucdo estoque de BSA, foi utilizado o tampéo Tris HCI (0,1 M; pH
7,5) e a BSA adquirida da Sigma Aldrich. A solucdo contendo a BSA em tampéo Tris HCI foi

preparada numa concentracdo de 1mM e mantida sob refrigeracéo a -20°C.

4.3.2 Espectroscopia de absorcéo eletronica

Primeiramente, foram preparadas as solugdes estoque de cada composto com a
concentragdo de 1ImM em DMSO. Em seguida, foram preparadas as solugdes de trabalho em
tampé&o Tris-HCI (0,1 M, pH 7.5) nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 45, e 50
MM, Esses compostos foram analisados em aparelho espectrofotdmetro Ultraspec 3000 PRO
por varredura na faixa de comprimento de onda de 200-600 nm, utilizando uma cubeta de
guartzo com 1 cm caminho Optico, a temperatura ambiente. Os dados coletados foram
processados no software Sigma Plot 10.0, onde foram analisados os picos de absorcao de cada
composto para posterior escolha da melhor banda e concentracdo especifica para os estudos de
interagdo com as biomoléculas.

Para andlise de interacdo com o ssSDNA, os derivados foram diluidos em tampdo Tris-

HCI (0,1 M, pH 7.5) em concentracdo fixa de 30 puM. Essas solucGes foram expostas a
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concentragdes crescentes do ssDNA de 10, 20, 40, 60, 80, e 100 pM, posteriormente foram
homogeneizadas e deixadas em repouso por aproximadamente 10 minutos em temperatura
ambiente, para estabilizacdo no tampéo. Todos os testes foram feitos em duplicata.

Na analise de interacdo com a BSA, os compostos foram diluidos em concentragdes que
variaram de 5 a 40 uM em tampéo Tris HCI (0,1 M; pH 7,5). Neste teste a BSA foi fixada em
20 UM e exposta as concentracBes crescentes dos compostos, que foram preparadas em
duplicata, homogeneizadas e deixadas em repouso por 10 minutos para estabilizacdo no tampéo.

A verificacdo de mudancas no perfil absortivo da BSA, DNA, e dos derivados
tiazélicos, bem como as andlises das possiveis formas de interacdes foram realizadas por
varredura na faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm, numa cubeta de quartzo com 1
cm de caminho oOptico, a temperatura ambiente. A constante de ligacdo intrinseca (Kb), foi

determinada por meio da equacdo de McGee e VVon Hippel (1974):

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

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

Nos quais, E? E° e Ef sdo os coeficientes de extincdo aparente, ligado e livre,
respectivamente. Os graficos da [KLTs]/ (Ea - Ef) versus [KLTs] e [DNA]/ (Ea - Ef) versus
[DNA] foram utilizados para obtencdo dos Kbs a partir da razdo entre a inclinacdo e o

intercepto. Os dados de ligacdo foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0.

4.3.3 Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

Inicialmente, foi realizada a varredura dos derivados tiazélicos com solucGes de anélise
nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pM, essas solu¢des foram preparadas em
tampé&o Tris HCI 0,1M, pH 7,5 em duplicata. As leituras foram realizadas na faixa de 220 a 700
nm com bandas excitagdo/emissdo de 5nm/5nm, 10nm/5nm e 5nm/10nm com sensibilidade alta
e velocidade de 100nm/min.

Na andlise de interagdo com a BSA, a biomolécula foi fixada em 20 pM e exposta a
concentragdes crescentes dos derivados, que variaram entre 5-40 uM em tampé&o Tris HCI (0,1
M, pH 7,5), as solucGes foram homogeneizadas e mantidas em repouso por cerca de 10 minutos

e em seguida foram analisadas no espepctrofluorimetro. A faixa de analise escolhida foi de 310-



48

400 nm, sendo o comprimento de onda de excitagdo de 280 nm, e as bandas de
excitagdo/emissdo de 2,5nm/2,5nm respectivamente.

Para o estudo de interacdo com o DNA, a concentracdo de 10 uM dos compostos foi
escolhida e exposta a concentracdes crescentes do sSDNA (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 uM) em
tampé&o Tris HCI (0,1 M, pH 8.0). As amostras foram homogeneizadas e mantidas em repouso
por aproximadamente 10 minutos, para estabilizacdo no tampéo, e em seguida foram analisadas.
Os parametros utilizados nesta etapa foram os adquiridos na varredura dos derivados tiazolicos,
sendo a faixa de analise entre 350-650 nm e as bandas de excitacdo e emissao foram 5nm/10nm,
10nm/5nm e 5nm/5nm.

Todas as medigcOes foram realizadas em temperatura ambiente, em uma cubeta de
quartzo retangular com comprimento de 1cm de caminho Optico. Os valores de aumento ou
supressdo da emissdo de fluorescéncia foram obtidos pela equacdo de Stern-Volmer (KSv)
(LAKOWICZ, 2006):

Fo/F =1 + Ksv [Q]

Onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca das
biomoléculas e dos derivados, Ksv é a constante de Stern-Volmer, e [Q] € a concentracdo de

inibidor. Os dados de ligacdo foram obtidos a partir do software de SigmaPlot 10.0.

4.3.4 Atividade antiproliferativa in vitro

Os testes foram realizados frente a duas linhagens celulares: A linhagem celular humana
ndo transformada, macrdéfagos (J774) e a linhagem transformada, adenocarcinoma mamario
(MCF-7). Estas células foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As
células foram mantidas em garrafas de poliestireno de 75 cm?, em estufa imida & temperatura
de 37°C e 5% de CO2, em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
e 1% de antibiotico.

A atividade antiproliferativa in vitro foi realizada em duas etapas para a linhagem celular
MCF-7 e em uma etapa para a linhagem celular ndo transformada J774. Inicialmente, ambas as
linhagens citadas foram testadas em uma concentracgdo unica de 50 uM dos derivados tiazdlicos
sintetizados. Apoés andlise destes resultados foram escolhidos os melhores compostos frente a
linhagem celular MCF-7, para serem testados em diferentes concentracgdes (50, 25, 12,5, 6,75,
e 3,125 pM).
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A avaliagdo da citotoxicidade foi determinada por meio do método colorimétrico 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT). Trara-se de uma andlise
colorimétrica que detecta a viabilidade celular a partir do estado metabdlico da célula. A analise
é baseada na conversdao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas desidrogenases mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas (SYLVESTER, 2011).

Para o ensaio, as células foram distribuidas em placas de 96 pocos, cada poco recebeu a
concentracio de 1x10° de células, que foram entdo cultivadas por 24 horas em estufa Gimida a
37 °C e 5% de CO, com meio RPMI sem fenol. Apds as 24 horas, foi adicionado em cada pogo
a concentracdo de 50 uM dos compostos, em triplicata. Como controle positivo foi utilizado o
composto Amsacrina (m-Amsa), ha mesma concentracdo. Mais uma vez as células foram
encubadas em estufa nas mesmas condi¢des citadas anteriormente por 48 horas para ambas as
linhagens.

Ap0s o periodo de incubacdo foram adicionados em cada pogo 20 pL da solucdo de
MTT na concentracdo de 5 mg/mL diluido em PBS, em seguida as placas foram protegidas da
luz e incubadas mais uma vez em estufa umida a 37 °C e 5% de CO_ por aproximadamente 3
horas. Por conseguinte, as placas foram retiradas da estufa, e foram removidos de todos os
po¢os 0 meio acrescido do MTT, para posterior adi¢do de 20 uL de DMSO filtrado, que foram
utilizados para a solubilizacdo dos cristais que foram observados no fundo dos pocos. Por fim,
as placas foram lidas em leitor de microplacas no comprimento de onda de 590 nm.

O potencial citotoxico dos compostos foi calculado em relacdo ao controle negativo
tratado apenas com meio RPMI. O ICso (concentragdo minima inibitéria de 50% do crescimento
celular) foi calculado com o auxilio do programa OriginPro 8 (Originlab Corporation®,
Northampton, MA, EUA).

Um segundo experimento foi realizado nas mesmas condi¢cbes que o citado
anteriormente, s6 para a linhagem tumoral MCF-7, com os melhores compostos do primeiro
ensaio. Porém, para obtencdo dos valores de ICso. Dessa forma o controle positivo m-Amsa

também foi utilizado nas mesmas concentra¢fes que os derivados tiazélicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO QUIMICO

As rotas sintéticas empregadas para obtencdo dos derivados tiazolicos (LQIT/KLT)
foram eficientes e apresentaram rendimentos satisfatorios, sendo necessario apenas métodos de
lavagem e purificacdo com agua destilada, etanol, diclorometano e n-hexano. O esquema geral
de sintese para obtencdo dos derivados tiazolicos € apresentado no esquema abaixo (esquema
5).

ESQUEMA 5 - Rota sintética empregada na preparacdo dos compostos tiazélicos
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5.1.1 Mecanismo de reacdo para obtencdo do derivado Tiossemicarbazida (LQIT/KL-
001)

Nesta etapa de sintese o hidrato de hidrazina reage com o 4-metoxi-benzeno-
isotiocianato. Inicialmente ocorre um ataque nucleofilico dos pares de elétrons livres do
nitrogénio da hidrazina ao carbono parcialmente positivo da tiocarbonila no isotiocianato,
desencadeando uma quebra da ligacdo pi (n) e posterior deslocalizagcdo dos elétrons para o
nitrogénio proximo. Em seguida, o nitrogénio carregado positivamente é desprotonado pelo
nitrogénio com carga negativa, levando assim a formacdo da tiossemicarbazida. Este
mecanismo reacional de obtencdo das tiossemicarbazidas apresenta rendimentos de
aproximadamente 70-90% (TENORIO et al., 2005).

ESQUEMA 6 - Mecanismo reacional da tiossemicarbazida (LQIT/KL-001)
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5.1.2 Mecanismo de reacdo para obtencao dos derivados Tiossemicarbazonas (LQIT/KL)

Esta etapa ocorreu por meio de uma reacdo de condensacdo, envolvendo a
tiossemicarbazida obtida na etapa anterior, e diferentes benzaldeidos substituidos, como
mostrado no esquema 7. Inicialmente ocorreu uma protonacéo do oxigénio do benzaldeido pelo
acido acético (catalizador), levando a formacdo do ion oxonio. Em seguida, o carbono do
benzadeido protonado sofreu um ataque nucleofilico do nitrogénio N* da tiossemicarbazida,
levando a uma quebra da ligacdo pi (w) e deslocamento do préton do nitrogénio para o oxigénio.
Por fim, ocorre uma deslocalizagdo dos elétrons do nitrogénio levando a uma desidratacéo e

posterior formacédo da tiossemicarbazona, caracterizada pela formagao da ligagéo imina (C=N).
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Esquema 7- Mecanismo reacional da tiossemicarbazona (LQIT/KL)
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5.1.3 Mecanismo de reac¢do para obtencéo dos derivados Tiazois (LQIT/KLT)

O mecanismo reacional para obtencdo dos derivados tiazolicos foi descrito
inicialmente por Hantzsch em 1887 (SOUZA et al., 2005). Um dos métodos de obtencéo ocorre
por meio de uma reacédo de cicliza¢ao intramolecular utilizando compostos a-halocarbonilicos
com tiossemicarbazonas substituidas (CARDOSO et al., 2014). A reagdo inicia-se por meio de
um tautomerismo da tiocarbonila, levando a formacao de uma imina. Posteriormente houve um
ataque nucleofilico dos pares de elétrons livres do enxofre da tioamida ao carbono a-halogenado
da acetofenona, 0 que desencadeou na saida do halogénio, funcionando como grupo
abandonador que logo abstrai o préton ligado ao enxofre.

Em seguida, os pares de elétrons livres do nitrogénio promovem um ataque nucleofilico

a carbonila, levando a formacdo do anel de cinco membros. O oxigénio carregado
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negativamente atrai os hidrogénios ligados ao nitrogénio que se apresentava com carga positiva
e do HBr formado na etapa anterior. Por fim, ocorre uma desidratacdo, conduzindo a formagéo

do tiazol de interesse.

Esquema 8 - Mecanismo reacional dos derivados tiazolicos (LQIT/KLT)

5.1.4 Andlise espectroscopica dos Derivados Tiazolicos.

Na elucidacdo das estruturas quimicas dos derivados sintetizados foram realizadas a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H), espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN 3C), e infravermelho (IV). Na espectroscopia
de RMN os deslocamentos quimicos séo expressos em ppm, as constantes de acoplamento (J)
estdo descritas em Hertz (Hz), e a multiplicidade de sinais esta expressa da seguinte forma:
simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), e multipleto (m). Por meio destas
analises foi possivel determinar as regides caracteristicas dos hidrogénios e carbonos presentes
nos derivados. Na espectroscopia de IV, os resultados sdo descritos por meio de bandas e

estiramentos caracteristicos dos grupamentos presentes nos derivados tiazolicos sintetizados.
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O composto KLT-03 foi escolhido para uma descricdo mais detalhada dos principais
sinais observados nas técnicas de analises espectroscopicas dos derivados. No RMN *H, foi
possivel identificar algumas regides caracteristicas dos derivados propostos, como a presenca
de um singleto em campo baixo que integra para trés hidrogénios em 3.75 & ppm, este sinal foi
atribuido aos hidrogénios do grupamento metoxi (-OCH3) que se encontram mais blindados
que os demais. Em um campo mais alto foi possivel observar um singleto em 8.22 & ppm, que
confirma a presenca do hidrogénio da ligacdo azometinica (-N=CH), este sinal ja foi encontrado
em outros trabalhos como o de Oliveira et al. (2017). Além disso, o hidrogénio da porcao tiazol
(S-CH) aparece como um singleto em 6.72 & ppm, como ja descrito nos trabalhos de GOMES et
al., (2016) e LINO et al., (2018), (figura 13).

Figura 13 - Espectro de RMN *H do KLT-03
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A presenca de seis dubletos em campo alto, foi atribuida aos hidrogénios dos anéis
aromaticos, eles aparecem geralmente entre 7.0 e 8.0 ppm (EL-METWALY et al., 2019). Esses
anéis possuem para substituicbes que justificam o acoplamento dos hidrogénios do mesmo
anel, levando ao aparecimento de dubletos que integram para dois hidrogénios. Desta forma, 0s
dubletos em 6.92 e 7.21 & ppm foram atribuidos aos hidrogénios presentes no anel fenil que

contém uma para substituicdo pelo grupamento metoxi, os sinais em 7.13 e 7.40 & ppm foram
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relacionados aos hidrogénios do anel fenil para substituido com o halogénio bromo (-Br), e 0s
sinais em 7.5 e 7.8 6 ppm foram atribuidos aos hidrogénios do anel fenil para substituido com

o grupamento trifluorometil (-CF3), como representado na figura abaixo (figura 14).

Figura 14 — RMN 'H do KLT-03.
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Os deslocamentos quimicos do RMN *H para as regides diagndsticas dos derivados

LQIT/KLT, estdo descritos na tabela abaixo:
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Tabela 1 — Principais deslocamentos quimicos observados no RMN *H dos derivados

LQIT/KLT.

DERIVADOS (-OCH3) (-N=CH) (S-CH)
KLT-01 3.75 8.23 6.74
KLT-02 3.73 8.22 6.67
KLT-03 3.75 8.22 6.72
KLT-04 3.74 8.22 6.64
KLT-05 3.75 8.18 6.69
KLT-06 3.73 8.10 6.62
KLT-07 3.75 8.01 6.61
KLT-08 3.74 8.01 6.53
KLT-09 3.74 8.0 6.63
KLT-10 3.73 8.09 6.55

Com atécnica de RMN *3C também foi possivel confirmar a estrutura do derivado KLT-
03. Podemos observar no espectro a presenca de sinais que podem ser atribuidos aos 24
carbonos presentes em nossa molécula. Destes sinais, alguns picos sdo caracteristicos da
formacéo do anel tiazol, como o sinal em 6 171.6 ppm, atribuido ao carbono C2 do anel tiazol
(N-C-S), e o sinal em 6 102.3 ppm atribuido ao carbono C5 do anel (H-C-S). Além disso, o
carbono da porcéo azometinica (HC=N) foi identificado em 149.6 ppm, e o carbono do grupo
CFs3, foi atribuido ao sinal em 125,5 ppm, sinais também descritos em regides similares nos
trabalhos de FILHO et al., (2017); SANTANA et al., (2018). Os demais sinais encontrados no
espectro foram atribuidos aos carbonos aromaticos e ao carbono do grupamento metoxi (figura
15).
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Figura 15 - RMN C do composto KLT-03.
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A tabela 2 apresenta os valores dos principais deslocamentos quimicos do RMN *3C

para todos os compostos da série LQIT/KLT.

Tabela 2 — Principais deslocamentos quimicos observados no RMN **C dos derivados

LQIT/KLT.
DERIVADOS (N-C-S) (S-C-H) (HC=N) (-OCH3)

KLT-01 1718 102.4 149.3 55.3
KLT-02 172.07 101.7 149.1 55.3
KLT-03 171.6 102.3 149.6 55.3
KLT-04 1717 1015 149.4 55.2
KLT-05 170.8 102.0 149.7 55.3
KLT-06 171.0 101.2 1495 55.2
KLT-07 168.2 101.9 152.6 55.7
KLT-08 168.5 101.1 151.73 55.7
KLT-09 169.1 101.6 151.2 55.2

KLT-10 169.4 100.8 151.1 55.2
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De forma complementar também foi realizada a espectroscopia de absor¢do no 1V, onde
é possivel observar estiramentos caracteristicos das fungdes organicas presentes nos derivados
LQIT/KLT. Conforme demonstrado na figura 16, foram observados alguns estiramentos de
intensidade forte, os quais foram atribuidos a diferentes grupos funcionais encontrados nas
moléculas, em destaque o estiramento em 1500 cm foi identificado e atribuido ao grupamento
funcional imina (C=N) (OLIVEIRA et al., 2017); outras bandas entre 1607 e 1576 cm™ foram
atribuidas as vibrac6es de grupamento C=C aromaticos (BRAGA et al., 2016). Por fim, outro
estiramento em 1250 cm™ corresponde ao grupamento metoxi, para substituido no anel
aromatico. A tabela 3 apresenta os resultados das principais frequéncias de absor¢édo observadas
nos espectros de absor¢do no IV para os compostos da série.

Figura 16 — Espectro de infravermelho do KLT-03
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Tabela 3 — Principais frequéncias de absor¢do observadas nos espectros de IV para 0s
compostos da série LQIT/KLT

DERIVADOS (C=N) (C=C) (O-CH3)
KLT-01 1505 1607 e 1564 1253
KLT-02 1485 1602 e 1566 1249
KLT-03 1500 1607 e 1576 1250
KLT-04 1509 1606 e 1572 1252
KLT-05 1506 1611 e 1585 1248
KLT-06 1500 1611 e 1583 1212
KLT-07 1504 1599 e 1554 1244
KLT-08 1507 1596 e 1565 1247
KLT-09 1506 1603 e 1572 1240
KLT-10 1502 1601 e 1573 1240

4-(4-bromophenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-2-(4-(methylsulfonyl) benzylidene) hydrazono)-
2,3-dihydrothiazole (LQIT/KLT-01)
OCH;

X _N N

N Br
o T Wwals
=S

o)

Foérmula Molecular: C2sH20BrN3O3S;

Massa molecular: 542,47 RMN 'H (300 MHz, DMSO de): § ppm:3,21 (s, 3H, metilico), 3,75
(s, 3H, metoxi), 6,74 (s, 1H, tiazolinico), 6,93 (d, 2H, J= 8,7 Hz, fenilico), 7,14 (d, 2H, J= 8,4
Hz, fenilico), 7,22 (d, 2H, J= 8,7 Hz, fenilico), 7,46 (d, 2H, J= 8,1 Hz, fenilico), 7,91 (m, 4H,
fenilico), 8,23 (s, 1H, iminico).

RMN 3C: & ppm: 55.34 (CH3), 102.47 (Cq), 149.37 (Cq), 171.89 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm™): 1505 (C=N), 1607 e 1564 (C=C), 1253 (O-CHs).
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3-(4-methoxyphenyl)-2-(4-(methylsulfonyl)benzylidene)hydrazono)-4-phenyl-2,3-

dihydrothiazole (LQIT-KLT-02)
OCH,

Férmula Molecular: C24H21N303S:

Massa molecular: 463,57

RMN H: & ppm:3,21 (s, 3H, metilico), 3,73 (s, 3H, metoxi), 6,67 (s, 1H, tiazolinico), 6,91 (d,
2H, J= 8,7 Hz, fenilico), 7,22 (m, 7H, fenilico), 7,91 (m, 4H, fenilico), 8,22 (s, 1H, iminico).
RMN 3C: § ppm: 55.33 (CH3), 101.7 (Cq), 149.1 (Cq), 172.0 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm™): 1485 (C=N), 1602 e 1566 (C=C), 1249 (O-CHs).

4-(4-bromophenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-2-(4-(trifluoromethyl)benzylidene)hydrazono)
-2,3-dihydrothiazole (LQIT/KLT-03)
OCH,

> _N N
O
F>(©A s
P F

Formula Molecular: C2sH17BrFaN3OS

Massa molecular: 532,38

RMN *H: & ppm: 3,75 (s, 3H, metoxi), 6,72 (s, 1H, tiazolinico), 6,92 (d, 2H, J= 9 Hz, fenilico),
7,13 (d, 2H, J= 8,4 Hz, fenilico), 7,21 (d, 2H, J= 8.7 Hz, fenilico), 7,4 (d, 2H, J= 8,4 Hz,
fenilico), 7,50 (d, 2H, J= 8,1 Hz, fenilico), 7.8 (d, 2H, J= 9 Hz, fenilico), 8,22 (s, 1H, iminico).
RMN C: & ppm: 55.31 (CH3), 102.32 (CH), 149.3 (Cq), 171.60 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm): 1500 (C=N), 1607 e 1576 (C=C), 1250 (O-CHs).



61

3-(4-methoxyphenyl)-4-phenyl-2-(4-(trifluoromethyl)benzylidene)hydrazono)-2,3-

dihydrothiazole (LQIT/KLT-04)
OCHj,4

X _N N
N =
F>(©ﬁ \g\/)’Q
F

F

Férmula Molecular: C2sH1sF3N3OS

Massa molecular: 453,48

RMN !H: § ppm: 3,74 (s, 3H, metoxi), 6,64 (s, 1H, tiazolinico), 6,85 (d, 2H, J= 8,7 Hz,
fenilico), 7,22 (m, 7H, fenilico), 7,5 (d, 2H, J=8,1 Hz, fenilico), 7,8 (d, 2H, J= 8,1 Hz, fenilico),
8,22 (s, 1H, iminico).

RMN 2C: & ppm: 55.2 (CHs), 101.5 (Cq), 149.4 (Cq), 171.7 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm™): 1509 (C=N), 1606 e 1572 (C=C), 1252 (O-CHs).

4-(4-bromophenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-2-4-(trifluoromethoxy) benzylidene)
hydrazono)-2,3-dihydrothiazole (LQIT/KLT-05)
OCH,

X, N N
F /
Fji\o S

Formula Molecular: C24H17BrF3Nz0.S

Massa molecular: 548,37

RMN H: § ppm: 3,75 (s, 3H, metoxi), 6,69 (s, 1H, tiazolinico), 6,91 (d, 2H, J= 9,6 Hz,
fenilico), 7,13 (d, 2H, J= 8,4 Hz, fenilico), 7,20 (d, 2H, J= 8,7 Hz, fenilico), 7,40 (d, 2H, J=8,1
Hz, fenilico), 7,46 (d, 2H, J= 9 Hz, fenilico), 7,79 (d, 2H, J= 8,7 Hz, fenilico), 8,18 (s, 1H,
iminico).

RMN 13C: § ppm: 55.3 (CH3), 102.0 (Cq), 149.7 (Cq), 170.8 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm): 1506 (C=N), 1611 e 1585 (C=C), 1248 (O-CHs).
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3-(4-methoxyphenyl)-4-phenyl-2-4-(trifluoromethoxy)benzylidene)hydrazono)-2,3-
dihydrothiazole (LQIT/KLT-06)
OCH,

XN N i: >
F /
F>I\O S

Formula Molecular: C2sH1gF3N302S

Massa molecular: 469,48

RMN !H: § ppm: 3,73 (s, 3H, metoxi), 6,62 (s, 1H, tiazolinico), 6,90 (d, 2H, J= 8,7 Hz,
fenilico), 7,20 (m, 7H, fenilicos), 7,40 (d, 2H, J= 8,1 Hz, fenilicio), 7,80 (d, 2H, J= 8,7 Hz,
fenilico), 8,18 (s, 1H, iminico).

RMN 3C: § ppm: 55.2 (CH3), 101.2 (Cq), 149.5 (Cq), 171.0 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm™): 1500 (C=N), 1611 e 1583 (C=C), 1212 (O-CHs).

4-(4-(4-bromophenyl)-3-(4-methoxyphenyl)thiazol-2(3H)-ylidene) hydrazono) methyl)-
N,N-dimethylaniline (LQIT/KLT-07)
OCHj5

Formula Molecular: C2sH23BrN4OS

Massa molecular: 507,45

RMN H: § ppm: 2,96 (s, 6H, amina),  ppm: 3,75 (s, 3H, metoxi), 6,61 (s, 1H, tiazolinico),
6,73 (d, 2H, J= 6 Hz, fenilico), 6,93 (d, 2H, J=12 Hz, fenilico), 7,14 (d, 2H, J= 6 Hz, fenilico),
7,19 (d, 2H, J= 6 Hz, fenilico), 7,47 (d, 2H, J=6 Hz, fenilico), 7,51 (d, 2H, J=12 Hz, fenilico)
8,01 (s, 1H, iminico).

RMN 13C: § ppm: 55.7 (CH3), 101.9 (Cq), 152.6 (Cq), 168.2 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm): 1504 (C=N), 1599 e 1554 (C=C), 1249 (O-CHs).
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4-(3-(4-methoxyphenyl)-4-phenylthiazol-2(3H)-ylidene)hydrazono)methyl)-N,N-
dimethylaniline (LQIT/KLT-08)

OCH;

Férmula Molecular: C2sH22N40S

Massa molecular: 428,55

RMN IH: & ppm: 2,95 (s, 6H, amina), § ppm: 3,74 (s, 3H, metoxi), 6,53 (s, 1H, tiazolinico),
6,73 (d, 2H, J= 6 Hz, fenilico), 6,90 (d, 2H, J=12 Hz, fenilico), 7,16 (m, 4H, fenilico), 7,24 (t,
3H, fenilico), 7,52 (d, 2H, J=12 Hz, fenilico), 8,01 (s, 1H, iminico).

RMN 2C: § ppm: 55.7 (CHs), 101.1 (Cq), 151.7 (Cq), 168.0 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm™): 1507 (C=N), 1596 e 1565 (C=C), 1247 (O-CH).

4-(4-bromophenyl)-2-(4-methoxybenzylidene)hydrazono)-3-(4-methoxyphenyl)-2,3-
dihydrothiazole (LQIT/KLT-09)
OCHj,

> /N N
N W@»Br

Formula Molecular: C24H20BrN3zO2S

Massa molecular: 494,40

RMN *H: § ppm: 3,74 (s, 3H, metoxi), 3,78 (s, 3H, metoxi), 6,63 (s, 1H, tiazolinico), 6,91 (d,
2H, J= 9 Hz, fenilico), 6,97 (d, 2H, J= 8,7, fenilico), 7,14 (d, 2H, J= 8,7, fenilico), 7, 20 (d, 2H,
J=9 Hz, fenilico), 7,46 (d, 2H, J= 9Hz, fenilico), 7,62 ( d, 2H, J= 8,7 Hz, fenilico), 8,0 (s, 1H,
iminico).

RMN 13C: § ppm: 55.2 (CH3), 101.6 (Cq), 151.2 (Cq), 169.1 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm): 1506 (C=N), 1603 e 1572 (C=C), 1240 (O-CHs).
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2-((E)-(4-methoxybenzylidene)hydrazono)-3-(4-methoxyphenyl)-4-phenyl-2,3-
dihydrothiazole (LQIT/KLT-10)
OCHj,

Férmula Molecular: C2sH21N302S

Massa molecular: 415,51

RMN H: & ppm: 3,73 (s, 3H, metoxi), 3,78 (s, 3H, metoxi), 6,55 (s, 1H, tiazolinico), 6,89 ( d,
2H, J= 8,7, fenilico), 6,97 (d, 2H, J= 8,7 fenilico), 7,20 (m, 7H, fenilicos), 7,62 (d, 2H, J= 8,7
Hz, fenilico), 8,09 (s, 1H, iminico).

RMN 3C: § ppm: 55.2 (CH3), 100.8 (Cq), 151.1 (Cq), 169.4 (Cq).

Infravermelho (KBr, cm™): 1502 (C=N), 1601 e 1573 (C=C), 1240 (O-CHs).

5.1.5 Caracteristicas fisico quimicas dos derivados tiazélicos

Os compostos sintetizados foram obtidos na forma de pd so6lido, em sua maioria de
coloracdo amarelada. As faixas de fusdo apresentaram oscilacdo de 2 a 5 °C, o sistema utilizado
para obtencdo do fator de retencéo foi 0 Hexano/acetato, e os rendimentos foram satisfatérios,
variando entre 37,95 e 95,68%.
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Tabela 4 — Compostos da série tiazol e suas respectivas caracteristicas fisico-

quimicas.
COMPOSTO COR FF (°C) Sistema Rf RENDIOM ENTO
LQIT/KLT-01 Sélido amarelo  261-266 n-Hex/Acoet 6(5?1)5
LQIT/KLT-02 Sélido amarelo  205-209 n—HeifAcoet 61,15
LQIT/KLT-03 Sélido amarelo  192-196 n-Hei}GAcoet 62,39
LQIT/KLT-04 Sélido amarelo  158-162 n—He?(},ZA\coet 84,15
LQIT/KLT-05 Sélido bege 195-198 n-Hei}i\coet 67,35
LQIT/KLT-06 So6lido bege 166-170 n—He?(},ZA\coet 67,65
LQIT/KLT-07 Sélido amarelo  212-215 n-Hei}ZAcoet 72,82
LQIT/KLT-08 Sélido amarelo  175-179 n—He>7<}i\coet 63,84
LQIT/KLT-09 Sélido bege 214-217 n-Hei}icoet 95,68
LQIT/KLT-10 So6lido bege 167-169 n—Hegécoet 37,95

F.F. — Faixa de fusdo, Rf — Fator de retencdo

5.2 ESTUDOS DE INTERACAO

5.2.1 Estudo de interagdo com o DNA

A investigacdo de possiveis modos de ligacdo entre compostos organicos e 0 DNA séo
cada vez mais utilizados na pesquisa por novos agentes antitumorais, uma vez que esta
biomolécula ja é um alvo estabelecido para muitos farmacos antineoplasicos. Desta forma,
investigacOes sobre como ocorrem as interacdes entre ligantes e 0 DNA podem ser cruciais para

0 entendimento de possiveis mecanismos de a¢do de um protdtipo a farmaco (ALl et al., 2017).
5.2.1.1 Espectroscopia de absorcao eletronica
Na espectroscopia de absorcdo UV-vis foram obtidos resultados da varredura dos

compostos livres em concentragdes crescentes (5-40 uM), onde foi observado que a faixa de

absorcéo dos compostos variou entre 300 a 460 nm. Posteriormente, a concentracéo de 30 uM
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dos derivados foi exposta a concentracOes crescentes do sSSDNA (0-100 M) o que permitiu a
observacgao de alteracOes espectrais no perfil absortivo dos derivados. Essas mudancas indicam
que os derivados testados se ligaram a dupla hélice do DNA, provavelmente afetando o
empilhamento dos pares de bases (HASSAN et al., 2019; EL-WAKIL et al., 2019). Os modos
de ligacéo podem ser indicados de acordo com os tipos de mudancas observadas nos espectros.
Em nossos estudos, as principais mudancas notadas foram o efeito hipercrémico caracterizado
por um aumento da intensidade de absorcéo, o efeito hipocrémico que se caracteriza pela
diminuicdo da intensidade de absorcdo e hipsocrémico que representa um desvio do maximo
de absorcao para a esquerda (COCIC et al., 2018).

Os valores dos comprimentos de onda de maxima absor¢do dos compostos livres e
ligados ao ssDNA, assim como os dados das constantes de ligacdo (Kb), estdo descritos na
tabela 5.

Tabela 5 — Dados espectroscépicos de absor¢do UV-vis dos compostos livres e ligados ao
sSDNA.

PROPRIEDADES ABSORTIVAS

Composto  Amax  livre  Amaxligado (nm) L Hiper? Hipo® Kb(M?') RiJR;
KLT-01 Ethn) 414 1 - 1252% 7g89yx10° CH,SO,/Br
KLT-02 415 414 1 - 837% 123410° CH,SO/H
KLT-03 389 388 1 - 806% q1gy19 -CF/Br
KLT-04 431 404 27 1262% -  3p1x10° -CF/H
KLT-05 375 375 0 3005% -  133x10° -OCF/Br
KLT-06 415 399 16 326% - g5709y10° -OCF/H
KLT-07 420 392 28 6348% -  4g9x10° (CH)N-
/Br
KLT-08 424 419 5 1130% -  155x10° (CH)N-H
KLT-09 351 352 1 2285% -  1g5410° OCH./Br
KLT-10 415 411 4 1297% -  g5ggx10° OCH/H

@Hipercromismo resultante da formagdo de complexo entre 30 uM dos derivados LQIT/KLTs e 100 uM

de ssDNA em comparacdo com os ligantes livres.

@8Hipocromismo resultante da formacdo de complexo entre 30 uM dos derivados LqIT/KLTs e 100 uM

de ssDNA em comparacdo com os ligantes livres.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004520681930392X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0162013418303714#!
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As diferencas encontradas nos dados dos resultados ap6s adicdo de DNA aos derivados
sintetizados confirmam a formacgdo de complexo (KLT-DNA), essas mudancas podem ser
atribuidas aos varios substituintes presentes nas extremidades das moléculas, que podem afetar
os efeitos cinéticos e termodinamicos de ligagdo ao DNA (LAFAYETTE et al., 2013),
conforme dados da tabela 5.

Trés compostos apresentaram o efeito hipocrémico, além de um sucinto desvio para o
azul (AX=1), foram eles 0 KLT-01, KLT-02 e KLT-03. Esse efeito ¢ resultante de contracéo e
de alteracbes conformacionais no eixo da hélice do DNA (ALI et al., 2014). A mudanga
hipocrémica geralmente caracteriza a liga¢do por intercalacdo aos pares de bases do DNA, o
que ocasiona a diminuicdo da intensidade de  absorcdo  observada
(MANIKANDAMATHAVAN et al., 2017; TOPALA et al., 2020). A intercalacdo é decorrente
da diminuigdo da energia de transi¢do m — ©*, que ocorre quando o orbital ©* do ligante se
acopla ao orbital © dos pares de base do DNA (CORREIA et al., 2015).

A maior porcentagem de hipocromicidade foi encontrada para o KLT-01 com 12,52 %.

A presenca do substituinte metilsulfonil (CH,SO,) na posi¢do R da molécula e do p-bromo

(Br) na posicdo Rz, podem ter contribuido para esse resultado. Além disso, a presenga de anéis
aromaticos na estrutura dos compostos geralmente resulta no modo intercalativo de ligagao,
causado por interagdes de empilhamento entre os anéis aromaticos do composto e os pares de
bases do DNA (ALI et al., 2014).

Ja para os demais derivados KLT-04 ao KLT-10, foram observados o efeito
hipercromico e desvios mais acentuados para a regido do azul (AA=1-28 nm), o aumento da
intensidade do maximo de absorc¢do indica possiveis quebras na estrutura secundaria do DNA,
que pode ser um indicativo de um possivel modo de ligacdo ao sulco do DNA ou atracGes
eletrostaticas (BALTAZAR et al., 2018; LAFAYETTE, et al., 2017; GHOSH et al., 2017;
LAFAYETTE, et al., 2013).

O hipercromismo mais acentuado foi observado para o KLT-07, que apresenta na

substituicdo em Ri do anel aromatico o grupamento dimetilamina ((CH,),N) e em Rz o

grupamento bromo (Br). Provavelmente a atividade deste derivado estd relacionada a
substituicdo em R1, uma vez que o KLT-01, também apresenta o grupamento bromo, porém,
ocasionando um efeito de interagdo oposto ao que ocorre com o KLT-7. As imagens dos
espectros UV-Vis do KLT-01 e KLT-07 podem ser observados na figura 17.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S022352341730288X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040403917304306#!

68

Figura 17 — Espectros de absor¢do do LQIT/KLT-01 e do LQIT/KLT-07 na presenca de
concentracgdes crescentes de ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. As setas (), (1), (<) e
sdo referentes aos efeitos hipocrémico, hipercromico e hipsocromico, respectivamente. Insercéo:
correspondente ao grafico de [DNA]J/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo de DNA, conforme

determinado a partir dos dados espectrais.
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As constantes de ligacdo intrinseca (Kb) também foram determinadas, elas indicam de
forma quantitativa a afinidade de ligagéo entre o composto e 0 DNA (TOPALA et al., 2020).
Os valores das constantes foram obtidos por meio da equacdo de McGhee e von Hippel (1974),
por meio dos dados dos espectros de absorcdo. As constantes de ligacdo dos derivados
sintetizados variaram entre 10* e 10”. O maior valor da constante relatado foi para o KLT-03,
seguidos dos KLT-S’ 05 > 01> 06 >09 > 02 > 10 > 07 > 04 > 08. Quanto maior a constante de
ligagdo, maior a afinidade do ligante com a biomolécula, neste caso o KLT-03 ganha destaque,
uma vez que possui Kb = 1.0 x 10’, vale ressaltar que esse composto apresentou efeito
hipocrémico no espectro de absorcao na presencga do ssDNA (figura 18).

O KLT-03 apresenta como principal diferencial a presenca do substituinte p-
trifluorometil (-CFs3) na posi¢do R1 em um dos anéis aromaticos da extremidade da molécula, e
a presenca de um substituinte p-bromo (-Br) na por¢do R2 de outro anel aromatico da estrutura.
Provavelmente a presenca do grupamento bromo contribuiu para essa maior afinidade de
ligacdo observada para 0 KLT-03, uma vez que o seu analogo estrutural o KLT-04 se diferencia
pela auséncia de substituicdo na posi¢éo R. (H) do anel aromatico, exibindo uma constante de
ligacdo na magnitude de 3,61x10% bastante inferior. Em outros estudos, a presenca de

halogénios também contribuiu para maiores valores de forca de ligacdo, como no estudo de ALI
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et al., (2017) por exemplo, onde a presenca de grupamentos halogénios em derivados de

oxopirrolidina contribuiram para valores de constantes de ligagdo mais altos.

Figura 18 — Espectros de absorcdo do LQIT/KLT-03 na presenca de concentracdes crescentes
de ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uM. As setas (), («) sdo referentes aos efeitos
hipocrémico, e hipsocrémico. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]J/(Ea - Ef) em funcdo da

concentracdo de DNA, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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O KLT-01 j4 mencionado anteriormente, com o maior valor de hipocromicidade,
também apresentou um valor de Kb significativo, na magnitude de 7,82x10°, o terceiro maior
valor de for¢a de ligagdo encontrado para os derivados. Esses valores podem ser justificados
pela presenga dos substituintes deste composto, na posi¢cdo R; h4 a presenca do grupamento
metilsulfonil, e na posi¢do R> o grupamento bromo. Mais uma vez o p-bromo ¢ fundamental
na justificativa do valor de Kb encontrado, uma vez que o KLT-02 que se diferencia do KLT-01

apenas pela auséncia do grupamento bromo, possui um valor de Kb menor, na magnitude de

1.23x 105. Além disso, a presenca do grupamento metilsulfonil provavelmente corroborou para
esse resultado, por causa da contribui¢do do efeito eletronico que induz no anel aromatico, como
o efeito indutivo/mesomérico negativo.

E importante ressaltar que os trés compostos com maiores valores de constante de
ligacao (KLT’S 03, 05, 01), bem como os compostos que apresentaram maior porcentagem de
hipocromismo e hipercromismo, KLT-S’ 01 e 07 respectivamente, contém o mesmo substituinte
na posi¢do R2 (para-bromo). A presenca desse substituite aumenta as propriedades lipofilicas

dessas moléculas, e essa caracteristica afetou de forma positiva a atividade de interacdo com o
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DNA. Além disso a presenca do atomo de Br, leva a um dipolo levemente alterado do ligante,

influenciando as interacdes dipolo-dipolo no local de ligacdo (ALMEIDA et al., 2015).

5.2.1.2 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia

Os resultados iniciais da varredura fluorescente em concentragdes crescentes dos
derivados tiazélicos livres permitiu conhecer suas propriedades emissivas com identificacao de
emissdo de fluorescéncia em comprimentos de onda que variaram na faixa de 400 a 650 nm.
Em seguida, foram analisadas as capacidades de ligacdo dos compostos com 0 sSSDNA com 0s
compostos em uma concentracdo fixa de 10 pM e expostos a concentragdes crescentes do
sSDNA (0-100 puM) constatando que ndo houve mudanca da faixa de emissédo de fluorescéncia
apos interacdo. A analise quantitativa da extingdo de fluorescéncia foi realizada utilizando o
grafico da intensidade relativa da fluorescéncia versus a concentracdo de ssDNA, a obtencéao
da constante de supressdo de fluorescéncia (Ksv) foi realizada por meio da equacdo de Stern-
Volmer. Os dados espectroscépicos de emissdo de fluorescéncia dos derivados LQIT/KLT,

estdo descritos na tabela 6.
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Tabela 6 - Dados espectroscopicos de emissdo dos derivados LQIT/KLTSs na presenca e auséncia do

sSDNA.

PROPRIEDADES EMISSIVAS

KLT’S Bandas Amax Mmax Al Hiper2  HipoP Ksv R1/R2
exc_emi  livre ligado (M-1)
(nm) (nm) (nm)

KLT-01 55 511 514 3 7.11% - - CHSSOZ/Br
KLT-02 55 505 503 2 28.80% - - CH 3802/ H
KLT-03 55 458 471 13 13.01 % - - -CFSIBr
KLT-04 55 471 473 2 20.80 % - - —CFSI H
KLT-05 55 453 465 12 15.42 % - - —OCFSIBr
KLT-06 55 458 424 34 - 8824% 101510 -OCF/H
KLT-07 510 455 433 22 - 4946% 54y 10" (CH,),N/Br
KLT-08 55 453 438 15 - 3769% (3x10° (CH)N-H
KLT-09 55 444 429 15 38.53 % - - OCH3/Br
KLT-10 510 443 429 14 25.01 % - - OCH3/H

@8Hipercromismo resultante da formacdo de complexo entre 10 uM dos derivados LQIT/KLTs e 100 uM
de ssDNA em comparacdo com os ligantes livres.

@Hipocromismo resultante da formacdo de complexo entre 10 uM dos derivados LqIT/KLTs € 100 uM
de ssDNA em comparacdo com os ligantes livres.

Inicialmente, € possivel observar que a adicdo de concentracGes crescentes de DNA aos
derivados tiazélicos causou mudancas acentuadas nos seus espectros de emissdo de
fluorescéncia. Os efeitos encontrados em nossos testes foram: diferencas nas faixas de emissao
com desvios para o vermelho ou azul (efeito batocromico e hipsocrémico) e mudangas do pico
méaximo de emissao de fluorescéncia para cima e para baixo (hipercrémico e hipocrémico). De
forma geral, trés compostos sofreram o efeito hipocrdmico, em ordem decrescente foram eles:
KLT-06 > KLT-07 > KLT-08, da mesma forma esses mesmos compostos também sofreram
desvio do pico maximo para a regido do azul, variando entre (AA=15 e 34 nm).

Entre todos os derivados tiazélicos analisados, para sete deles prevaleceu o efeito
hipercromico apos adicdo do DNA. Em ordem decrescente 0s compostos que tiveram maior
efeito hipercromico foram os KLT’S: 09 > 02 > 10 > 04 > 05 > 03 > 01 >. Provavelmente esse
efeito pode estar relacionado a uma reducao da flexibilidade conformacional do derivado no
complexo DNA-ligante. A presenca de pares de elétrons livres nas por¢des R1 e R2 da maioria

desses compostos, influenciam o efeito hipercromico (RIBEIRO et al., 2019). Para esses
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compostos também foram observados desvios para a regido do azul e do vermelho, que
variaram na faixa de (AA= 2-15 nm).

De acordo com a tabela 6 no quesito efeitos espectroscopicos mais acentuados, o
composto que apresentou a maior mudanca em relacdo ao efeito hipocrémico foi o KLT-06
(88.24 %), com o desvio para a regido do azul mais acentuado (AA=34) também para este
derivado. O KLT-06 apresenta 0 mesmo esqueleto central que os demais da série, porém com
mudancas nas porgdes distais, onde na posi¢do R1 encontra-se a substitui¢do pelo grupamento
p-trifluorometoxi e a posi¢do R2 ndo apresenta substituicdo. Em contrapartida, o derivado com
maior efeito hipercrémico foi o KLT-09 (38.53%), que também apresentou desvio para a regiao
do azul (AA=15), o mesmo Se diferencia do KLT-06 pelos substituintes nas por¢des R1 e R2,
no qual se encontram 0s grupamentos p-metoxi e p-bromo, respectivamente. A presenca desses
grupamentos provavelmente influenciou nos efeitos distintos observados.

Ambos os efeitos indicam a formacdo de complexo entre 0 DNA e os derivados
analisados. O efeito hipercromico pode ser decorrente da supressdo da flexibilidade
conformacional do derivado, no complexo DNA-ligante (RIBEIRO et al., 2019; ALMEIDA et
al., 2015). Vale salientar, contudo, que o efeito hipocrémico pode estar relacionado a ocorréncia
de ligacdo ao sulco, ou a ocorréncia de atracdo eletrostatica, ligagdes de hidrogénio ou
interacOes hidrofébicas. Os efeitos descritos para 0 KLT-06 e 0 KLT-09 podem ser observados
na figura 19.

Figura 19 — Espectros de fluorescéncia do LQIT/KLT-06 e 09 na presenca de concentracdes
crescentes de ctDNA. [DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uM. As setas (1), ({-), (¢) e s@o referentes
aos efeitos hipercrémico, hipocrdmico e hipsocrémico. Insercdo: Gréfico da Supressao de Stern-Volmer

da intensidade de supressdo relativa (FO/F) em funcdo da concentracdo do derivado, conforme

determinado a partir dos dados espectrais.
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As constantes de supressédo fluorescente Ksv foram calculadas para todos os derivados
que sofreram reducdo do pico maximo de emissdo de fluorescéncia apds adicdo de

concentragdes crescentes do DNA. Os derivados que apresentaram esse efeito foram em ordem

decrescente de forca: KLT- 06 (1.01 x 10) > KLT-07 (0.54 x 104)> KLT-08 (0.3 x 10%). O
grafico do KLT-06 pode ser visualizado na figura 19 ja mencionado, e os graficos do KLT-07 e
KLT-08 podem ser vistos na figura 20.

Os derivados KLT’S 07 ¢ 08 sdo analogos estruturais, eles apresentam a mesma
substituicdo na posicdo R1, pelo grupamento p-dimetilamina, e na posi¢cdo R2 a presenca do
radical p-bromo para o KLT-07 e a auséncia de substituicdo na mesma posi¢édo para o KLT-08.
A presenca desses substituintes pode ter corroborado para o efeito hipocromico observado, bem
como para os valores de Ksv obtidos. Portanto, pode-se sugerir que os efeitos eletronicos
mesoméricos doadores causados pelos substituintes contribuiram de forma positiva para 0s

efeitos observados. Os efeitos para esses compostos podem ser observados na figura 20.

Figura 20 — Espectros de fluorescéncia do LQIT/KLT-07 e 08 na presenca de concentragdes
crescentes de ssDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uM. As setas (|), (<) sdo referentes aos
efeitos hipocrémico, e hipsocromico. Insercéo: Grafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade
de supresséo relativa (FO/F) em fungédo da concentracéo do derivado, conforme determinado a partir dos
dados espectrais.
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Ja 0 KLT-06 (espectro ilustrado na figura 19) possui na posicdo R1 a presenca do

substituinte p-trifluorometoxi e a posicdo R2 € ausente de substituicdo. Os efeitos eletronicos
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induzidos pelo trifluorometoxi no anel aroméatico em que esta diretamente ligado, sdo indutivos
retirador e mesomérico retirador, portanto ndo existe relacdo entre os efeitos eletrénicos que
envolvem o KLT-06, 07 e 08. Porém, comparando esse resultado ao encontrado para as

constantes de ligacdo (Kb) na espectroscopia de absorcdo, o KLT-05, anadlogo estrutural do

KLT-06, apresentou o segundo maior valor de constante (1.33 x 106), ou seja, podemos

presumir que a presenca do trifluorometoxi € importante na interacdo com o DNA.
5.2.2 Estudo de interacdo com a BSA

As albuminas séricas sao as proteinas mais abundantes do sistema circulatorio. Podemos
compreender 0 mecanismo de transporte de farmacos no organismo por meio de estudos de
interacdo entre compostos quimicos e proteinas (BOSE, 2016). Por causa de sua vasta gama de
funcBes no organismo as proteinas também tém sido alvo bioldgico bastante estudados na
terapia anticancerigena (KARAMI et al., 2018). Neste estudo, realizamos a investigacdo da
capacidade de formacdo de complexo entre os derivados tiazolicos sintetizados e a BSA para
compreender se a ligacdo dos compostos a esta biomolécula pode contribuir para as

propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas dos compostos.
5.2.2.1 Espectroscopia de absorcéo eletronica

Para a andlise de interacdo dos derivados tiazolicos com a BSA, a proteina foi fixada
em uma concentracdo de 20 uM, e exposta a concentracdes crescentes dos compostos (5-40
MM). A partir dos resultados encontrados foi constatada mudanca no perfil absortivo da BSA,
sendo observado o efeito hipercromico por todos os derivados testados. Os dados
espectroscopicos das mudancas no padrdo absortivo da BSA ligada e livre, bem como os valores
de Kb, referentes a afinidade de ligac&o entre os derivados e a BSA, estdo descritos na tabela
7.
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Tabela 7 - Dados espectroscépicos de absor¢do UV-vis dos compostos livres e ligados
a BSA.

PROPRIEDADES ABSORTIVAS

Composto hmax livre hmax ligado Ak Hiper? Hipo Kb(MY) Ry/R;
(nm) (nm) b
KLT-01 278 277 1 6L0% - 13ayx10° CH,SO/Br
KLT-02 278 278 0 4732% - 126y100 CH,SO/H
KLT-03 278 278 0 3536% - g70x10° -CF/Br
KLT-04 278 278 0 4019% - q19x10° -CF/H
KLT-05 278 278 0 5369% - 131x10° -OCF/Br
KLT-06 279 278 1 2732% - g77y410° -OCF/H
KLT-07 279 278 1 4093% - q1gx10° (CH),N-/Br
KLT-08 279 278 1 2265% - ggpy10’ (CHp,N-H
KLT-09 279 278 1 4016% - q09x10° OCH,/Br
KLT-10 279 278 1 6349% - qa9x10° OCH/H

@Hipercromismo resultante da formacdo de complexo entre a BSA e 40 uM dos derivados LQIT/KLTs
em comparagdo com a albumina livre.

a8Hipocromismo resultante da formagéo de complexo entre a BSA e 40 uM dos derivados LQIT/KLTs em
comparacdo com a albumina livre.

Em estudos espectroscopicos de UV-vis com a BSA, podemos observar a presenca de
um pico maximo de absor¢do na regido de 280 nm (ZAREI et al., 2020). Este pico absortivo é
atribuido a presenca dos amino&cidos aromaticos presentes em sua estrutura, séo eles triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) (KARAMI et al., 2018, ADAM et al., 2014). Em nosso
estudo, o pico maximo absortivo da BSA foi observado nos comprimentos de onda de 278 e
279 nm, regido similar a encontrada em outros estudos.

Apos adigdo de diferentes concentragdes dos derivados tiazolicos a BSA, foi constatado
um aumento do pico maximo de absorcéo da BSA (efeito hipercrdomico) bastante significativo
para os dez derivados testados. Um leve desvio para o azul (efeito hipsocrémico) foi observado
para os derivados KLT-S’ 01, 06, 07, 08, 09, e 10. As mudancas observadas nos espectros da
BSA indicam que houve a formacdo de complexo entre os derivados tiazdis e a proteina
(RIBEIRO et al., 2019; FILHO et al., 2019).
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Podemos observar em ordem decrescente 0s compostos que apresentaram as maiores
porcentagens de hipercromismo: KLT-10 > KLT-01 > KLT-05 > KLT-02 > KLT-07 > KLT-
04 > KLT-09 > KLT-03 > KLT-06 > KLT-8. Também foram determinadas as constantes de

ligacdo (Kb) para a interacdo entre os compostos e a BSA, os valores variaram na magnitude

de 9.70 x 104 e1.49x10 0 que indica a ocorréncia de uma forte ligacéo entre os derivados e a
biomolécula. Em ordem decrescente 0s compostos que apresentaram as maiores constantes de
ligacdo foram: KLT-10 > KLT-01 > KLT-05 > KLT-02 > KLT-07 > KLT-04 > KLT-09 >
KLT-08 > KLT-06 > KLT-03.

Podemos observar que as porcentagens de hipercromismo e as constantes de ligacao
corroboram entre si, a medida que os melhores resultados se repetem nas duas analises.
Portanto, escolhemos os trés melhores resultados para realizar uma analise mais detalhada sobre
a contribuicdo dos grupos funcionais presentes nas estruturas dos compostos para esse

resultado, o grafico desses compostos pode ser visualizado na figura abaixo.

Figura 21 — Espectros de absorcdo dos LQIT/KLT-10 e LQIT/KLT-05 na presenca de
concentracdes crescentes de BSA. [BSA] = 20 uM. As setas (1), («) sdo referentes aos efeitos
hipercrémico, e hipsocrémico. Insercdo: correspondente ao grafico de [LQIT/KLT]/(Ea - Ef) em funcéo

da concentracao do derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais
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O KLT-10 promoveu o maior grau de hipercromicidade com 63,49 %, e a constante de
ligacdo no valor de 1,49x10°. Pode-se inferir que a presenca do substituinte para-metoxi-fenil
na posi¢do R: e a ndo substituicdo no anel aromatico ligado a posigéo 4 do tiazol contribuiram

para essa melhor atividade, vale ressaltar que as substituicbes presentes nesta molécula
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conferem a ela a caracteristica de ser menos lipofilica em comparacéo as demais substituicdes
dos tiazois em questao.

O KLT-01 apresentou o segundo melhor resultado, com porcentagem de
hipercromismo no valor de 61 % e o valor de Kb na magnitude de 1,34x10°. Esse derivado
possui em sua estrutura a presenca do grupamento metilsulfonil na posi¢éo R1, e na posi¢éo R»
0 grupamento bromo. Esses grupamentos também conferem a essa molécula a caracteristica de
ser menos lipofilica em comparagédo aos demais compostos.

Ja o KLT-05, terceiro melhor resultado, ocasionou 56,69 % de hipercromismo e
apresenta um valor de Kb na magnitude de 1,35 x10° Este dispe do grupamento
trifluorometoxi na posicdo R: de sua estrutura e o grupamento bromo na posi¢do Rz. O
trifluorometoxi € o grupo funcional com caracteristica mais lipofilica entre os 10 derivados,
portanto sua atividade pode estar relacionada a essa caracteristica fisico quimica.

A hipotese levantada para justificar os efeitos hipercromicos observados para todos os
dez derivados é de que, embora os grupos funcionais tenham caracteristicas fisico-quimicas
diferentes, os compostos se ligaram de modo efetivo a BSA, porém em sitios de ligacédo
distintos. Provavelmente os compostos com caracteristicas lipofilicas tiveram como sitios
preferenciais os sulcos hidrofébicos da proteina formando complexos com os residuos de
triptofano, e contribuindo para o aumento do pico de absorcdo. J& as moléculas com
caracteristicas menos lipofilicas, possivelmente formaram complexo com a BSA em outros
sitios de ligacdo, o que mudou a conformacdo da BSA e expbs os bolses hidrofébicos
favorecendo o aumento do pico de absorcdo. Testes futuros para analises estruturais da BSA,
como o dicroismo circular e estudos in silico permitirdo a confirmacdo da hipotese aventada.

De forma geral, as mudancgas observadas no pico maximo de absor¢do da BSA ao
adicionar quantidades crescentes dos compostos podem indicar que os derivados tiazois afetam
de forma mais significativa a a-hélice da estrutura da proteina, alterando o microambiente dos
aminoacidos aromaticos (PROTAS et al., 2018). Desta forma, quando os compostos formam
complexos com a BSA no seu estado fundamental, se caracteriza a ocorréncia de um
mecanismo de ligacdo estatico, o que justifica as mudancas observadas nos espectros de
absorcdo (ZAREI et al., 2020).

5.2.2.2 Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

A capacidade de ligacdo entre compostos organicos e a BSA pode ser investigada por

meio da espectroscopia de fluorescéncia, devido as caracteristicas estruturais dessa proteina.
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As propriedades de fluorescéncia da BSA estdo relacionadas a presenca dos residuos de
aminoacidos, triptofano, fenilalanina e tirosina (TOPALA et al., 2020; KARAMI et al., 2018).
Nesta etapa, a BSA foi excitada no comprimento de onda de 280 nm em concentracdo fixa de
20 uM, em seguida foi exposta a concentrac@es crescentes dos derivados tiazélicos (0-40 puM).
Foram observadas mudangas na intensidade e na posi¢do do pico maximo de fluorescéncia da
BSA, indicadas pelos efeitos hipocromicos e hipsocromicos. A extin¢do da fluorescéncia foi
analisada pelo diagrama linear de Stern-Volmer, e foi determinada usando a equacéao de Stern-
Volmer (Ksv). As mudancas no perfil fluorescente da BSA e os valores de KSv referentes a

forca de ligacdo dos complexos podem ser observadas na tabela 8.

Tabela 8 - Dados espectroscdpicos de emissdo de fluorescéncia da BSA livre e ligada aos

derivados tiazolicos.

PROPRIEDADES EMISSIVAS

Composto  Bandas Amax Amax AL Hiper® Hipo® Ksv(M?) R1/R2
Exc_Emi livre ligado
(nm) (nm) (nm)
KLT-01 25 25 343 343 0 - 129.12% 407 x 10" CH,SO,/Br
KLT-02 25 25 343 342 1 - 79.45% 547y 10" CH,SO,/H
KLT-03 25 25 343 343 0 - 14.80% ggx 10" -CF,/Br
KLT-04 25 25 343 343 0 - 43.22% 197x 10" -CF/H
KLT-05 25 25 343 343 0 - 78.82% 2.85x 104 -OCF3/Br
KLT-06 2525 344 343 1 - 217.04% 41410° -OCF/H
KLT-07 2525 344 343 1 - 182.34% 54410 (CH),N-
/Br
KLT-08 2525 344 343 1 - 6812% 15410° (CH),N-/H
KLT-09 2525 344 343 1 - 121.78% 392410 OCH./Br
KLT-10 2525 344 341 3 - 452.13% 11.34 x OCH/H

4
10

sHipercromismo resultante da formacdo de complexo entre a BSA e 40 uM dos derivados LQIT/KLTs
em comparagdo com a albumina livre.
bHiporcromismo resultante da formacao de complexo entre a BSA e 40 uM dos derivados LQIT/KLTs

em comparagdo com a albumina livre.
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O comprimento de onda de maior emissdo de fluorescéncia da BSA foi identificado
entre 341 e 344 nm, esse padrdo de emissao foi atribuido ao aminoacido triptofano (AMITHA,
VASUDEVAN., 2020). Apos adicéo de concentracfes crescentes dos compostos, foi observada
uma diminuicao da emissao de fluorescéncia para todos os derivados tiazdlicos e para alguns
compostos também foi observada a ocorréncia de um desvio para a regido do azul (efeito
hipsocrémico). A ocorréncia dessas mudancgas nos espectros de fluorescéncia da BSA confirma
a interacdo entre os tiazdis e a proteina, provavelmente decorrente de mudancas em sua
estrutura e consequente mudancgas no ambiente dos residuos de triptofano (KARAMI et al.,
2018).

Os compostos que apresentaram maior porcentagem de hipocromismo serdo descritos
em ordem decrescente de efeito, a sequir: KLT-10 > KLT-06 > KLT-07 > KLT-01 > KLT-09
> KLT-02 > KLT-05 > KLT-08 > KLT-04 > KLT-03. Para as constantes de supressao
fluorescente (Ksv) os resultados também serdo descritos em ordem decrescente: KLT-10 >
KLT-07 > KLT-06 > KLT-01 > KLT-09 > KLT-05 > KLT-02 > KLT-04 > KLT-08 > KLT-
03. O composto que apresentou maior variacdo de efeito hipsocréomico foi o KLT-10 (AL =03
nm), para os KLT’S 02, 06, 07, 08, 09, esse efeito foi menor (AL =01 nm).

Podemos observar que para a maioria dos compostos testados, os valores de
porcentagem de hipocromismo e de Ksv se equivalem, porém, alguns compostos sofreram
algumas diferencas na ordem de posicao. Todavia, podemos confirmar que, de forma geral, 0s
melhores resultados foram observados para os KLT’S 10, 07, 06. As imagens relativas aos
graficos de emissdo de fluorescéncia da BSA em exposicdo a concentracdes crescentes dos

derivados KLT-10 e KLT- 07 podem ser observados na figura 22.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0277538719306539#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0277538719306539#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0277538719306539#!
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Figura 22 — Espectros de supressdo fluorescente da BSA (20 uM) na auséncia e na presenga
dos derivados LQIT/KLT-10 e 07. As setas (|) e («) indicam os efeitos hipocrdmico e hipsocromico
respectivamente. Inserido: Gréfico da Supresséo de Stern-Volmer da intensidade de supressdo relativa
(FO/F) em funcéo da concentragéo do derivado (Q), conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Mais uma vez, o derivado tiazélico KLT-10 foi o melhor composto da série no que diz
respeito a interacdo com a proteina BSA. Este derivado apresentou hipocromicidade de
452,13%, o valor de Ksv foi encontrado na magnitude de 11.34 x 10%, e o efeito hipsocrémico
foi 0o mais acentuado (AA = 03 nm). Este resultado pode ser atribuido aos efeitos eletrénicos e
de lipofilicidade devido a presenca do substituinte p-metoxifenil no anel aromatico. Este grupo
funcional (OCHs3) e a ndo substituicdo na posi¢do R2 da molécula (H) contribuem para um
carater menos lipofilico em comparacdo aos substituintes dos demais derivados, além disso
induzem efeitos eletronicos indutivos doadores, ou seja, promovem uma maior contribuicdo
eletronica no anel, o que desencadeou maior interagdo com a BSA.

O KLT-07 também promoveu mudangas mais significativas na diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia em relacdo aos demais derivados. O hipocromismo para este
derivado foi de 182,34%, o valor de Ksv foi de 5.4 x 10*, e o efeito hipsocromico foi de (AL =1
nm). Este derivado possui em sua estrutura a presenca do grupamento dimetilamina na posic¢ao
para do anel aromatico, j& sua segunda substitui¢do é pelo grupamento bromo (R2), também na
posi¢do para do anel aromatico. Esses grupos possuem caracteristicas semelhantes ao KLT-10,
quando se trata da lipofilicidade e das contribuicfes dos efeitos eletrdnicos que os substituintes
causam a molécula. O grupamento dimetilamino € menos lipofilico em relacdo aos demais

substituintes inclusive ao metoxi, presente no KLT-10, mas que por sua vez possui um
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grupamento bromo, que causa aumento da lipofilia. Além disso, tanto o bromo quanto o
dimetilamino também promovem efeitos indutivos doadores na molécula.

A extincdo da fluorescéncia observada para todos 0os compostos esta dentro da faixa
considerada 6tima: 10%- 10 Mt (PROTAS et al., 2018). Os resultados sugerem a formagéo de
complexos entre os derivados e a BSA que causam modificagbes no microambiente onde se
situa os residuos de triptofano, os quais s@o responsaveis pela emissao de fluorescéncia. Essa
diminuicdo pode estar atrelada a uma ligacdo mais precisa a estrutura terciaria dessa proteina,
gue consequentemente levou a mudancgas no ambiente hidrofébico em questdo (RIBEIRO et
al., 2019; FILHO et al., 2019).

As mudancas observadas nos graficos das espectroscopias de absorcédo e de emissao de
fluorescéncia corroboram para a ocorréncia da formacdo de complexos entre os derivados
tiazois e BSA, por meio do mecanismo de ligacdo estatico. Estes resultados indicam que 0s
compostos se ligam a proteina e causam modificagfes em sua estrutura a medida que
concentracdes crescentes dos compostos foram adicionados, levando ao surgimento das

mudancas nos espectros e dos valores descritos de Ksv.

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO

Os derivados tiazolicos LQIT/KLT’S foram avaliados quanto a sua atividade
antiproliferativa in vitro frente a duas linhagens celulares, o adenocarcinoma mamario (MCF-
7) e a linhagem celular ndo transformada, macrofago (J774). A anélise das propriedades
antiproliferativas dos compostos foi realizada na fase exponencial do crescimento celular, apds
exposicdo das células anteriormente citadas a concentracfes previamente determinadas dos
compostos sintetizados. Na primeira etapa de investigacdo, as células MCF-7 e J774 foram
expostas a concentracdo de 50 pM de todos os compostos sintetizados, por meio do qual foram
obtidos os valores de viabilidade celular apds 48 de tratamento das celulas. Os dados obtidos

neste experimento estdo descritos na tabela 9.
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Tabela 9 — Valores de viabilidade celular (%) para as linhagens celulares MCF-7 e J774 ap6s
exposicdo a 50 UM dos derivados tiazolicos.

DERIVADOS LQIT/KLT

LINHAGEM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 m-

MCF-7 8,41 100 35,16 29,98 3546 27,80 5252 100 14,95 89,07 19,358
J774 458 100 19,14 16,32 19,30 15,13 28,59 60,16 8,14 48,49 10,55

m-Amsa: Controle positivo

Os compostos que apresentaram viabilidade celular abaixo de 50% foram selecionados
para a segunda etapa da avaliacdo da atividade antiproliferativa referente a um novo ensaio
onde a linhagem celular MCF-7 foi exposta a diferentes concentracbes dos compostos
selecionados (50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 uM) que permitiu a obtencdo dos valores de ICso
(concentracdo molar do composto capaz de inibir 50% do crescimento celular). Os valores

obtidos sdo descritos na tabela 10.

Tabela 10 — Valores de ICso (UM) para a linhagem celular MCF-7 apds exposi¢éo a diferentes

concentracdes dos derivados tiazolicos.

DERIVADOS LQIT/KLT

LINHAGEM 01 03 04 05 06 09
CELULAR
MCF-7 0,29 0,52 0,53 0,43 0,60 0,35

Dentre os dez derivados analisados frente a linhagem celular MCF-7, seis apresentaram
a melhor poténcia em relacdo a diminui¢do da viabilidade celular, foram eles o KLT’S 01, 03,
04, 05, 06, e 09. Todos os derivados apresentam a mesma estrutura central com a presenca do
anel tiazélico, possuindo diferentes substituintes nas por¢oes distais de sua estrutura. Podemos
classificar os cinco melhores compostos em ordem decrescente em: KLT’S 01 > 09 > 06 > 04

> 03 > 05.
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Podemos observar que o KLT-01 apresentou o menor valor de viabilidade celular
(8,41%), este apresenta em sua estrutura a substituicdo na por¢do Ri pelo grupamento p-
metilsulfonil e na porgéo R a presenca do substituinte p-bromo-fenil. Vale ressaltar que o seu
analogo o KLT-02, que se diferencia pela auséncia de substituinte na posicdo R2, apresentou
um valor de viabilidade celular de 100%, indicando que ndo possui atividade antiproliferativa
frente a linhagem celular utilizada. Este resultado indica a importancia do grupamento bromo
na porcdo R2 da molécula para a atividade antiproliferativa.

O segundo melhor resultado encontrado foi para o KLT-09, que exibiu um valor de
viabilidade celular de 14,95%, 0 mesmo apresenta em sua estrutura a presenca do grupamento
p-metoxi-fenil, e p-bromo-fenil, nas posi¢des Ri e Rz respectivamente. Notavelmente a
presenca do grupamento bromo foi fundamental para o resultado apresentado por este
composto, uma vez que o seu analogo estrutural o KLT-10, exibiu um valor de viabilidade de
89,07%, que por sua vez sugere que ndo foi citotoxico para a linhagem MCF-7.

O terceiro melhor valor de viabilidade celular foi obtido para 0 KLT-06 (27,80%), este
composto possui a presenca dos substituintes p-trifluorometoxi na porcdo R; e ndo contem
substituintes na porcdo R.. O seu analogo estrutural o KLT-05 foi o sexto melhor composto
com viabilidade inferior a 50%, ele se diferencia pela presenca do grupamento p-bromo na
posicdo Rz, e apresentou viabilidade celular de 35,46%, que por sua vez é bastante proximo
para o resultado observado para o KLT-06. Neste caso, a atividade relatada para esses
compostos possivelmente estd relacionada ao grupamento trifluorometoxi, e é pouco
influenciada pela presenca do bromo.

Seguindo a andlise dos resultados observados para os seis melhores resultados de
viabilidade celular, o quarto e quinto melhor efeito observado foi para os KLT’S 04 e 03, com
porcentagens de viabilidade de 29,98% e 35,16% respectivamente. Os substituintes presentes
nestes compostos sdo o p-trifuorometil na posicdo R: de ambos 0s compostos, e 0 p-bromo na
posicdo R> do KLT-03, uma vez que o KLT-04 ndo possui substituintes nesta posi¢ao. Desta
forma, os resultados observados para esses derivados sugerem que a presenca do substituinte
trifluorometil e bromo sdo importantes para o efeito citotéxico observado. Vale destacar que
auséncia do halogénio bromo influenciou muito pouco no referido resultado.

Estes seis compostos que apresentaram os melhores potenciais na diminui¢do da
viabilidade celular, tiveram seus resultados confirmados no teste de ICso, 0 qual descreve
mudancas sucintas em relacdo a ordem dos melhores efeitos observados. Os melhores valores

de 1Cso sdo em ordem decrescente para os KLT’S 01 > 09 > 05 > 03 > 04 > 06. E importante
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ressaltar que todos os valores verificados sugerem que os cinco derivados sdo citotoxicos para
a linhagem celular testada.

Todavia, de forma mais detalhada, podemos analisar como os substituintes e seus efeitos
eletrénicos podem contribuir para os resultados dispostos aqui. Destacando a posicdo R1 dos
derivados KLT-01, KLT-03, KLT-04, KLT-05 e KLT-06, eles séo substituidos pelos seguintes
grupamentos: metilsulfonil (KLT-01), trifluorometil (KLT-03/04), e trifluorometoxi (KLT-
05/06). Esses grupamentos possuem caracteristicas eletrdnicas semelhantes, ambos s&o
fortemente retirados de elétrons, causando um forte efeito indutivo retirador (I") e mesomerico
retirador (M") no anel fenil diretamente ligado. No estudo de Sadashiva et al., (2017), também
foi observado que a presenca de grupamentos retiradores de elétrons na posi¢do para, como 0
(CI) e (F), apresentaram uma melhor atividade inibidora para a linhagem celular MCF-7.

O grupamento trifluorometil presente nos KL’S 03 e 04, também foi investigado num
estudo realizado por HE et al., (2016) que avaliaram a presenca de diferentes substituintes nas
porcdes R1, R2 e R3 de seus derivados 1,3-tiazois contendo a porcdo hidrazida-hidrazona e
carboxamida. Os resultados obtidos permitiram concluir que a presenca do substituinte
trifluorometil (CFz) foi fundamental na atividade citotoxica observada para o derivado T38,
inclusive que a presenca desse radical em diferentes por¢des melhora a atividade.

Migrando para a anélise da posi¢do R dos seis compostos testados, podemos observar
para os KLT’S 01, 05, 09 e 03 a presenca do substituinte bromo. Apesar de também possuir a
caracteristica de ser um elemento eletronegativo que induz ao efeito indutivo retirador,
contribui de forma mais forte com o efeito mesomérico doador, neste lado da porcdo do
composto. Um estudo realizado por Turan-Zitouni et al., (2016), mostrou que a presenca do
grupamento bromo na para substituicio do anel fenil de derivados bis-tiaz6is também
apresentou uma melhor atividade citotoxica frente a linhagem tumoral. A presenca do
elemento Br também foi relatada como potenciadora da atividade antitumoral frente a linhagem
MCEF-7 no estudo realizado por WANG et al., (2018), no qual foi constatado que a substitui¢éo
por halogénios como Br e F em posicdes especificas desencadeou em melhores valores de ICsy,
como nos resultatdos observados para os compostos E2 (ICs0=2,14), E8 (ICs0=1,24) e E6
(ICs50=3,5). Os autores concluiram que a presenca de elementos fortemente retiradores de
elétrons melhoraram a atividade dos seus derivados.

O KLT-09 é o mais diferenciado desses cinco compostos, por apresentar na posicao Ry
a presenca de um grupamento fortemente doador de elétrons, o p-metoxi. Esse substituinte
contribui com um efeito mesomérico doador (M+). Além disso, a presenga do grupamento

bromo na posi¢cdo R1 dessa molécula contribui também com um efeito mesomeérico positivo.
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Em um estudo realizado por SANTANA et al., (2018), foi observado que a presenga do
substiuinte metoxi em derivados tiazdlicos apresentou atividades significativas frente a 3
linhagens celulares, com melhor atividade frente a linhagem de leucemia promielocitica
humana (HL-60) com ICso de 3,67 pM. A presenca do substituinte metoxi também contribui de
forma positiva para outras classes de derivados quimicos. Um estudo realizado por
LACZOWSKI et al., (2016) demonstrou que a substituicdo pelo grupamento metoxi em
mostardas de nitrogénio foi promissora na atividade citotoxica frente a linhagem celular de
cancer de mama (MCF-7), com ICso de 4,18 pg/ml. Dessa forma, podemos concluir que o
metoxi atua de forma positiva na atividade antiproliferativa desses compostos.

Jé os resultados de viabilidade celular verificados para a linhagem J774 (macréfagos),
indicam que os derivados KLT’S 02, 08 e 10 foram os melhores da série, com os respectivos
valores de 100%, 60,16% e 48,49% de celulas viaveis, embora a maioria dos derivados testados
tenham sido melhores que o controle positivo a m-Amsa (10,55%). Os substituintes
encontrados na posi¢do R; desses compostos sdo para 0 KLT-02 o grupamento p-metilsulfonil,
para 0 KLT-08 o grupamento p-dimetilamina, e para 0 KLT-10 o grupamento p-metoxi. Na
posicdo Rz, ambos os derivados séo ausentes de substituicdo. Os resultados mostram que 0sS
derivados tiazolicos sdo promissores agentes antitumorais e que o padrdo de substituicdo
diferenciado pode influenciar de forma positiva nos resultados obtidos. Além disso, é
importante realizar esse experimento frente a outras linhagens celulares n&o transformadas, a
fim de calcular o indice de seletividade e testar os compostos para outros tipos de células.

Em resumo podemos observar que 0s compostos que apresentaram atividade
antiproliferativa mais significativa frente a linhagem MCF-7, apresentam-se substituidos nas
porcdes R1 e Rz, por grupamentos contendo halogénios como fltor (F) e bromo (Br). E sabido
gue esses grupos aumentam as caracteristicas lipofilicas de compostos e consequentemente
permitem uma melhor permeacdo em membranas celulares (SANTANA et al., 2018). Porém
no ensaio realizado frente a linhagem J744, os compostos que se destacaram apresentam-se
substituidos nas mesmas por¢Ges por grupamentos mais hidrodilicos. Indicando que
possivelmente esses compostos ndo atravessaram as membranas celulares em quantidade

suficiente para causar um efeito antiproliferativo mais acentuado.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foram sintetizados 10 derivados tiazolicos inéditos, esses compostos foram obtidos por
meio de rotas sintéticas eficientes, apresentando rendimentos reacionais satisfatorios. Todos 0s
compostos tiveram suas estruturas quimicas determinadas por meio de técnicas
espectroscopicas de RMN de H, 3C, IV e suas caracteristicas fisico-quimicas também foram
determinadas.

Nos ensaios de interacdo com ssDNA foi observado a ocorréncia de diferentes efeitos
espectroscopicos, indicando diferentes modos de ligagdo a esta biomolécula, os efeitos foram
se modificando a medida que compostos com diferentes padrGes de substituicdo eram
analisados. Apos analise dos resultados de forca de ligacdo (Kb), os compostos que melhor se
ligaram ao DNA foram os KLT’S 03, 05 e 01. Para os derivados KLT-03 (Kb = 1.0 x 107) e

KLT-01 (7.82 x 10°), 0 mecanismo mais provavel de interacdo ¢ o modo intercalativo, e para o

KLT-05 (Kb=1.33 x 106), a interacdo por ligacdo ao sulco. Na analise de extin¢do fluorescente
0 composto que apresentou maior constante de extingdo fluorescente foi o KLT-06 (Ksv=1.01
x 10%). Esses resultados apontam que os padrdes de substituicio desses compostos nas posi¢des
Ri e Rz (R1= CF; ou OCF; ou CH3S0O2/ R2=Br) contribuiram para os resultados observados.

No ensaio de interagdo com a BSA foi confirmado que todos os compostos se ligavam
a essa biomolécula. No ensaio de absor¢cao UV-Vis, os dados da constante de ligacao (Kb)
sugerem que os compostos que se ligaram de forma mais forte a BSA foram os KLT’S 10, 01 e
05, esses derivados possuem em sua estrutura a presenga dos seguintes substituintes nas porgdes
R1= OCH3 ou CH3SO; ou OCF3, e nas por¢des R2= Br/H. J4 no ensaio de emissdo de
fluorescéncia os derivados que causaram maior extingao fluorescente de acordo com os valores
de Ksv foram os KLT’S 10,07 e 06, os substituintes presentes nas posi¢coes R1 sdo (OCH3,
(CH3)2N, OCF3) e na por¢ao R2 (H ou Br). Os resultados indicam que diferentes substituintes
contribuem para a ligacdo dos derivados com a BSA e que isso pode influenciar nos locais de
ligacdo, principalmente quando analisamos as caracteristicas lipofilicas dos compostos.

Nos ensaios de atividade antiproliferativa frente a linhagem celular MCF-7
(adenocarcinoma mamario), os compostos que apresentaram melhores valores de ICso foram os
KLT’S 01, 09, 05 e 03. Esses derivados possuem na por¢ao R1 a presenca dos substituintes
CH3S0,, OCHs, OCF; e CFs, respectivamente. Na porcao R2, os trés compostos possuem a

presenca do grupamento Br. Podemos observar a contribui¢do dos diferentes substituintes na
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melhora da atividade citotoxica, bem como a presenca do grupamento bromo, que
provavelmente influenciou bastante nos resultados obtidos.

Os derivados também foram analisados frente a linhagem celular J774 (macrofagos), a
fim de avaliar a citotoxicidade frente a linhagem celular nao transformada. Os compostos que
causaram maior viabilidade celular na concentra¢dao de 50uM foram os KLT’S 02 (100%), 08
(60,16%) e 10 (48,49%). Vale ressaltar que em comparagdo ao nosso controle positivo a m-
Amsa com viabilidade de 10,35%, apenas os compostos KLT-01 ¢ KLT-09 ndo superaram o
controle positivo. Porém, outros testes devem ser realizados, frente a outras linhagens celulares
ndo transformadas.

Em resumo, todos os derivados sintetizados sdo capazes de interagir com as
biomoléculas analisadas, bem como induzir efeitos importantes na atividade antincancer
proposta. Desta forma, sugerimos que derivados KLT’S 01, 03, 06 se destacam entre os
compostos sintetizados, uma vez que apresentaram os melhores resultados para interagdo com
DNA, BSA e atividade antiproliferativa. Além disso, podemos concluir que a presenga dos
diferentes substituintes presentes nesses derivados em conjunto, com nosso grupo
farmacoforico, foram relevantes para os resultados observados. Sendo assim, estudos mais
especificos devem ser realizados com os derivados em questdo para confirmar a atividade

antitumoral proposta.
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6.1 PERSPECTIVAS

v Realizar estudos in silico como o docking molecular para compreender melhor quais 0s

sitios de ligacdo entre os derivados sintetizados e as biomoléculas;

v' Realizar estudos de Dicroismo circular e viscosidade para confirmar os modos de

ligacdo entre as biomoléculas e os derivados tiazdlicos;

v" Avaliar a capacidade de ligagdo entre os derivados e a HSA (albuma sérica humana);

v Realizar o ensaio de inibigdo das topoisomerases I e Ila. com os melhores derivados;

v Avaliar a citotoxicidade in vitro dos derivados sintetizados pelo método do MTT,
utilizando linhagens de células ndo transformadas e linhagens tumorais de cancer de
mama e préstata: MCF-7, T47D, MDA-MB-231, PC-3, LNCaP;

v Avaliar o tipo de morte celular (necrose ou apoptose) e as alteracdes causadas nas

diferentes fases do ciclo celular.
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APENDICE B - ESPECTROS DE ABSORCAO UV-VIS DE INTERACAO
ENTRE OS DERIVADOS LQIT/KLT’S E O SSDNA
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APENDICE C - ESPECTROS DE EMISSAO FLUORESCENTE DA
INTERACAO ENTRE OS DERIVADOS LQIT/KLT’S E O SSDNA
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APENDICE D - ESPECTROS DE ABSORCAO UV-VIS DA INTERACAO
ENTRE OS DERIVADOS LQIT/KLT’S E A BSA
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APENDICE E - ESPECTROS DE EMISSAO FLUORESCENTE DA
INTERACAO ENTRE OS DERIVADOS LQIT/KLT’S E A BSA
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