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RESUMO

O cancer ¢ uma doenca complexa e multifatorial caracterizada pelo crescimento celular
descontrolado e configura-se como uma das principais causas de morte no mundo. Classificam-
se em tumores hematologicos e solidos, onde os hematoldgicos sdo compreendidos pela
leucemia, linfomas Hodgkin e ndo-Hodgkin e acometem homens e mulheres em todo o globo.
Entre os tumores sélidos, o cancer de prostata é a segundo tipo mais prevalente nos homens,
enquanto que nas mulheres, o cancer de mama é o tipo mais comumente diagnosticado e a
principal razéo de morte, principalmente quando da ocorréncia do cancer de mama inflamatorio.
O que reforca a existéncia de uma relagdo funcional entre inflamacgéo e o cancer. Dentre as
estratégias disponiveis para o tratamento do cancer, a quimioterapia continua sendo a
abordagem terapéutica mais estabelecida e utilizada atualmente. Porém a toxicidade e
resisténcia aos farmacos disponiveis é uma barreira para a resolubilidade desse conjunto de
doencas, fazendo-se necessario a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos tratamentos mais
eficazes e confidveis contra o cancer. Algumas analises, como o estudo de ligacdo a proteina
sérica humana (HSA), e aos alvos biolégicos: DNA e a topoisomerase Il-alfa (topo),
viabilizam o processo de descoberta de novos agentes terapéuticos. Nesta perspectiva, este
trabalho propds a avaliacdo antiproliferativo e de seus possiveis mecanismos de acdo de vinte
compostos inddlicos-tiossemicarbazonas com atividade anti-inflamatoria previamente
descrita. Oscompostos LT foram analisados quanto a capacidade de ligacdo a HSA e ao DNA,
e teste de ligacdo competitiva através das técnicas espectroscopicas de absorcdo e
fluorescéncia. No estudo antiproliferativo, foi utilizada a técnica de MTT com as linhagens
tumorais DU-145, Jukart, MCF-7 e T-47D e de macréfagos J774A.1. O ensaio de migracao,
foi realizada atravésdo teste de ranhura. A eletroforese em gel de agarose foi empregada para
analise da inibi¢do daenzima topo Ilo. Na absor¢cdo com HSA, a maior constante de ligacéo
foi 3,70 x 106, referenteao LT89 (alil/ 7-CH3) e na fluorescéncia, todos os compostos com
excecdo do LT76 e LT87, foram capazes de ocasionar a supresséo fluorescente com a maior
constante de Stern-Volmer para o LT88 (alil/ pirrol[2,3-b]piridina) 3,55 x 104. Na interacéo
por absorcdo com o DNA, foram observados efeitos hipercromico e hipocrémico, tendo o
LT88 a maior constante de ligacdo (Kb) 1,05 x106 M-1. No ensaio com as sondas
fluorescentes laranja de acridina (AO) e 4’-6-diamina-2’-fenilindol (DAPI), foi possivel
identificar que o modo de ligagdo ao DNA dos compostos LT € preferencialmente por
intercalacdo entre os pares de bases. No ensaio antiproliferativo com a DU-145 e a Jurkat os
compostos LT76, LT77 e LT87 se destacaram. Jacom a MCF-7 e T-47D, o menor IC50 foi do
LT81 (1-naftil/4-NO2) em ambas as linhagens com valor de 0.74+0.12 e 0.68+0.10

respectivamente, seguido dos compostos LT76 e LT87.



No ensaio de migracdo com a MCF-7, os trés compostos mencionados anteriormente séo
capazes de inibir o processo de invasédo celular com destaque para o LT76 que o fez em ambas
as concentracdes do teste (0,5 e 1,0 uM). Enquanto que na T-47D o processo de inibicao
ocorre principalmente por acdo dos compostos LT76 e LT87. Assim como o controle positivo
amsacrina, os compostos LT76, LT81 e LT87 foram capazes de inibir a acdo enzimatica da
topo Il-alfa. Associados a esses resultados, outros estudos se tornam necessarios para

consolidar omecanismo de ac¢éo tumoral desses compostos.

Palavras-chave: DNA,; albumina; espectroscopia; topoisomerase; antiproliferativo.



ABSTRACT

Cancer is a complex and multifactorial disease characterized by uncontrolled cell growth and
is one of the main causes of death in the world. They are classified into hematological and solid
tumors, where hematological tumors are comprised of leukemia, Hodgkin and non-Hodgkin
lymphomas, and affect men and women across the globe. Among solid tumors, prostate cancer
is the second most prevalent type in men, while in women, breast cancer is the most commonly
diagnosed type and the main reason for death, especially when inflammatory breast cancer
occurs. What reinforces the existence of a functional relationship between inflammation and
cancer. Among the available strategies for the treatment of cancer, chemotherapy remains the
most established and currently used therapeutic approach. However, the toxicity and resistance
to available drugs is a barrier to the resolution of this set of diseases, making it necessary to
research and develop new, more effective and reliable treatments against cancer. Some
analyses, such as the study of binding to human serum protein (HSA), and to biological targets:
DNA and topoisomerase ll-alpha (top), enable the process of discovering new therapeutic
agents. In this perspective, this work proposed the antitumor evaluation and its possible
mechanisms of action of twenty indole-thiosemicarbazone compounds with anti-inflammatory
activity previously described. LT compounds were analyzed for binding ability to HSA and
DNA, andcompetitive binding assay by absorption and fluorescence spectroscopic techniques.
In the antiproliferative study, the MTT technique was used with the DU-145, Jukart, MCF-7
and T- 47D tumor lines and J774A.1 macrophages. The migration test was carried out through
the groove test. Agarose gel electrophoresis was used to analyze the inhibition of topo Ila
enzyme. In absorption with HSA, the highest binding constant was 3.70 x 106, referring to
LT89 (allyl/7-CH3) and in fluorescence, all compounds except LT76 and LT87 were able to
cause fluorescent suppression with the highest Stern-Volmer constant for LT88
(allyl/pyrrole[2,3- b]pyridine) 3.55 x 104. In the interaction by absorption with DNA,
hyperchromic and hypochromic effects were observed, with LT88 having the highest constant
of link (Kb) 1.05 x106 M-1. In the assay with acridine orange (AO) and 4'-6-diamine-2'-
phenylindole (DAPI) fluorescent probes, it was possible to identify that the DNA binding
mode of LT compounds is preferentially by intercalation between base pairs . In the
antiproliferative assay with DU-145 and Jurkat, the compounds LT76, LT77 and LT87 stood
out. With MCF-7 and T-47D, the lowest IC50 was for LT81 (1-naphthyl/4-NO2) in both
strains with a value of 0.74+0.12 and 0.68+0.10 respectively, followed by the compounds
LT76 and LT87. In the migration assay with MCF-7, the three compounds mentioned above

are able to inhibit the process of cell



invasion, especially LT76, which did so at both test concentrations (0.5 and 1.0 uM). While in
T-47D the inhibition process occurs mainly through the action of the compounds LT76 and
LT87. As well as the positive control amsacrine, the compounds LT76, LT81 and LT87 were
able to inhibit the enzymatic action of topo ll-alpha. Associated with these results, other

studies arenecessary to consolidate the tumor mechanism of action of these compounds.

Keywords: DNA,; albumin; spectroscopy; topoisomerase; antiproliferative.
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1 INTRODUCAO

O céncer é a segunda principal causa de morte no mundo, precedida apenas pelas
doencas cardiovasculares, sendo responsavel por mais de 7,6 milhGes de Obitos por ano
(RUSSO e SUNDARAMURTHI, 2019). Apesar de acometer pessoas de diferentes classes
sociais de forma semelhante, sdo nos paises de baixo e médio desenvolvimento que
encontramos a lideranga na lista de casos confirmados precedidos de mortes prematuras
(TORRE et al., 2015; FERLAY et al., 2012).

Dentre as vérias formas de terapia voltadas para o tratamento do cancer como a:
radioterapia, cirurgia oncoldgica, hormonioterapia, dentre outras, a quimioterapia ainda é a
mais utilizada (VIDEIRA, REIS & BRITO, 2014). Os principais antitumorais utilizados
produzem seus efeitos atuando sobre o DNA, interferindo na sua replicacdo, transcricdo e
inibicdo da expressdo génica, 0 que consequentemente afeta a proliferacdo celular (ALl &
BHATTACHARYA, 2014; DOBBELSTEIN, MOLL, 2014). Outros farmacos ainda atuam
inibindo as enzimas topoisomerase, elas estdo envolvidas na regulacdo topolégica do DNA
durante o processo de desenvolvimento celular, garantindo a manutencdo e integridade
genémica (IACOPETTA et al., 2017; WANG 2002).

Apesar dos grandes avangos no tratamento do cancer, a toxicidade e resisténcia aos
farmacos disponiveis constitui uma das principais barreiras para a garantia de um tratamento
seguro e eficaz com diminuicdo dos efeitos colaterais (BRANDAO et al., 2010). Nesse
contexto, a busca por novos farmacos antineoplasicos é continua e necessaria. Uma ferramenta

utilizada para a identificacdo de substancias biologicamente ativas é a Quimica Medicinal.

A Quimica Medicinal constitui uma ferramenta importante na descoberta e
desenvolvimento de novas moléculas bioativas que possam aumentar ou melhorar a atividade
desejada e minimizar ou eliminar as propriedades farmacologicas indesejaveis. Essa ciéncia
multidisciplinar auxilia no entendimento das razées moleculares da acdo dos farmacos, seu
metabolismo e a determinacgdo da relagdo estrutura quimica atividade biolégica (BARREIRO
& FRAGA, 2008).

O conhecimento prévio dos mecanismos bioquimicos envolvidos no processo
fisiologico ou patoldgico, sdo importantes para direcionar 0s grupos ou porcdes ativas que
constituirdo os novos candidatos a farmacos no processo de desenvolvimento, a fim de conduzir
ao potencial terapéutico desejado (DHIMAN et al., 2019).
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Neste contexto, tiossemicarbazonas e o heterociclo indol apresentam-se como nucleos
importantes para a resposta antitumoral, tendo varios relatos na literatura que sustentam a
importancia e a efetividade dessas por¢des em estudos citotdxicos, de intercalacdo com o DNA
e inibigéo da topoisomerase (LAFAYETTE et al, 2017; ZHANG et al., 2016).

Nesta perspectiva, 0 presente trabalho propds avaliar a capacidade de interagdo dos
derivados LT com a molécula de DNA, a fim de compreender a maneira pelos quais 0s
compostos teste podem interferir nos processos de replicacdo celular. Bem como sua interacéo
com a proteina albumina sérica humana (HSA) importante para o auxilio da chegada de farmaco
ao seu alvo bioldgico. Além de tracar o perfil antiproliferativo em linhagens celulares de
préstata, leucemia e mama, e seu potencial inibidor de invasdo celular e enzimético frente a

topoisomerase Ila.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de interacdo com o DNA e albumina humana (HSA), bem como

avaliar sua acdo antiproliferativa em linhagens tumorais de cancer humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Analisar a interacdo com o DNA e HSA dos derivados por meio da espectroscopia de

absorcdo UV-visivel e fluorescéncia;

v" Analisar as interagfes com as sondas fluorescentes DAPI e laranja de acridina;

v" Realizar ensaio de citotoxicidade em macréfagos J774-Al.;

v" Realizar ensaio antiproliferativo em células tumorais humanas DU-145, Jurkat, MCF-7 e
T-47D;

v' Realizar ensaio de migracgdo celular com as linhagens MCF-7 e T-47D;

v" Realizar ensaio de inibicdo da enzima topoisomerase Ila;

v" Realizar estudo de Docking molecular.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 CANCER

O cancer ¢ um complexo de doencas multifatorial, que ameaca a vida e pode aparecer
nos diferentes tecidos e em qualquer parte do corpo (CORREIA et al., 2021; JEMAL et al.,
2011). A nivel mundial, ¢ um dos principais contribuintes para a mortalidade, sendo precedida
apenas pelas doencas cardiovasculares (DCV) (SUBIA et al., 2021; SABNIS e BIVONA,
2019).

Tendo como base os dados de 2020, a agéncia internacional para pesquisa em cancer
(IARC), publicou no inicio de 2021 um relatério com a estimativa de incidéncia e mortalidade
por cancer em todo mundo e as projecOes para 2040. De acordo com o estudo haverd uma
incidéncia de aproximadamente 19 milhdes de novos casos de cancer, com 10 milhdes de
mortes por ano (Figura 1) (AGENCIA INTERNACIONAL PARA PESQUISA EM CANCER,
2022).

Figura 1: Estimativa de incidéncias de novos casos de canceres no mundo até 2040.
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Fonte: Adaptado de IARC 2022

Os principais tipos de canceres estdo relacionados com seus indices de mortalidade,

estando presentes na lista, cancer de pulmao (1,76 milhdo mortes/ano), colorretal (953 mil
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mortes/ano), figado (830 mil mortes/ano), estbmago (783 mil mortes/ano), mama (684 mil
mortes/ano) e prostata (374 mil mortes/ano) (Figura 2) (IARC 2022; OMS 2022).

Figura 2: NUmeros estimado de morte a nivel mundial dos principais tipos de canceres
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O surgimento do tumor pode ser compreendido como a disfuncdo das redes de
transducéo de sinal (STNs) que regulam as comunicagdes moleculares e 0s processos celulares
(CHEN et al., 2018) além da associacdo aos fatores extrinsecos como: expansdo populacional
e aquisicdo de novos hébitos cotidianos relacionados ao tabagismo, consumo de bebidas
alcoolicas, ma alimentagdo, sedentarismo e exposi¢do a fatores de risco como a radiacao
(TORRE et al., 2015; FERLAY et al., 2012).

Caracterizado pelo crescimento descontrolado e disseminacdo celular, o cancer possui
capacidade de se desprender do tumor de origem, entrar na corrente sanguinea ou sistema
linfatico e formar neoplasias malignas secundarias em outros locais do organismo num processo
conhecido como disseminacao metastatica (DAS et al., 2019).

A tumorigénese e o desenvolvimento do tumor dependem de uma série de capacidades
bioldgicas adquiridas durante os estagios de progressdo dos tumores humanos, que variam de
acordo com cada tipo de cancer (MOSES et al., 2018). Em meados dos anos 2000, Hanahan e
Weinberg sugeriram alguns pontos para o estudo funcional do cancer estabelecendo os
“hallmarks” — traduzido como as marcas do cancer ou capacidades.

Foram identificadas dez capacidades essenciais que as células transformadas séo
capazes de driblar para manter sua maquinaria em pleno funcionamento, estando relacionadas

com a inducdo da angiogénese, ativacdo da invasdo e metéastase, resisténcia a morte celular,
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imortalidade replicativa, inibicdo dos fatores de crescimento e ativacdo da sinalizacdo
proliferativa, instabilidade gendmica, capaz de gerar mutacOes aleatorias; a inflamacao, que
alimenta e acelera a tumorigénese; a epigenética e a reprogramacdo do metabolismo energético,
responsavel por impedir a destruicdo imune em anormalidades genéticas na iniciacdo da
progressdo do tumor (Figura 3) (HANAHAN & WEINBERG, 2011; MENYHART et al.,
2016).

Figura 3: Hallmarks do cancer.
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Fonte: Adaptado de HANAHAN & WEINBERG, 2011

3.1.1 Cancer de proéstata

A prostata € uma glandula muscular presente nos homens, formada por células
musculares lisa, fibroblastos, células nervosas e células imunes em uma matriz extracelular
colagena com proteoglicanos e outras proteinas da matriz que estdo em contato constante entre
si e com a via de sinalizagdo receptor de androgeno (AR) (SAFARULLA et al., 2021;
LEVESQUE & NELSON 2018). Apds o cancer de pulmédo, o cancer de prdstata é o segundo
cancer masculino mais comum em todo o0 mundo (WANG et al., 2022), sendo responsavel por
1.414.259 novos casos em 2020 (IARC 2022; OMS 2022). A agressividade da doenga esta no
desenvolvimento lento do crescimento do tumor, que durante o estagio inicial pode ser
assintomética dificultando o diagnostico e favorecendo a répida disseminacdo metastatica que
se d& nos ossos, pulméo e cérebro (SHAKEEL & MANOGARAN 2020). J& no estagio
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avancado, a sintomatologia inclui dor ao urinar, sangue na urina € no sémen, dor nos 0Ssos,
edema, perda de peso entre outros (HAROON et al., 2022).

Apesar de regular a diferenciacdo celular e atuar de forma antiproliferativa na préstata
sadia, os androgenos e receptores de andrégeno, tornam-se alterados na tumorigénese e passam
a compor o eixo de sinalizagdo pelas quais essas células promovem a formac&o e invasividade
do tumor (KAMADA et al.,, 2020; CHATURVEDI & DEHM 2019). As principais vias
bioldgicas sob controle do AR incluem proliferacdo e sobrevivéncia de células cancerigenas,
resposta a danos no DNA e secrecdo de proteases como PSA e TMPRSS2 (SCHIEWER &
KNUDSEN 2021). A terapia de privacdo androgénica (ADT) é um método de tratamento eficaz
e continua sendo atualmente, a terapia padrdo para o tratamento do cancer de prostata
metastatico. Um dos medicamentos padrdes para o tratamento é o paclitaxel, porém ja vem
apresentando resisténcia e consequentemente falhas ao tratamento (LEI et al., 2020; LI et al.,
2022). Assim ¢ necessario encontrar formas de aumentar a sensibilidade do cancer de prostata

a quimioterapia.

3.1.2 Leucemia

A leucemia € um dos tipos de cancer que afeta as células do sangue, resultante de uma
proliferacdo irregular clonal de células progenitoras hematopoiéticas (LUBEGA et al., 2020;
GAO et al., 2017). Dois tipos de leucécitos podem se tornar cancerosos: células mieldides, que
causam a leucemia mieldide e os linfdides, que sdo responsaveis pela leucemia linfoblastica
(ABHISHEK et al., 2022). E podem ser classificados em quatro amplos subtipos: linfoblastico
agudo (LLA), mieléide agudo (LMA), linfocitico cronico (LLC) e miel6ide crénico (LMC)
(DAVIS et al., 2014). A leucemia aguda, tanto mieldide quanto linfoide, vem com morbidades
e mortalidades significativas. Nas criancas, a leucemia linfoblastica aguda (LLA), ocorre com
maior frequéncia e, apesar de curavel na maioria das vezes através da quimioterapia prolongada,
nos Ultimos anos tornou-se uma das principais causas de mortes em criangas e adolescentes
(DECKER et al., 2020).

As leucemias agudas de origem linféide B (LLA-B) ocorrem num percentual de
probabilidade de 80 — 85% em comparac¢do com a derivacdo de células T (LLA-T) que ocorre
em cerca de 10 — 15% (MERCADO et al., 2020). Onde o progndstico dos pacientes com LLA-
T é mais agressivo do que os com LLA-B, devido ao risco aumentado de recidiva extramedular
envolvendo o sistema nervoso central (TEACHEY & PUI 2019). O diagnostico se da através

da puncgé@o lombar com andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR) e o tratamento padrdo é
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baseado em trés etapas visando bilhGes de células em proliferacdo continua, com uso continuo
de VCAP (vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina, prednisolona), AMP (doxorrubicina,
ranimustina, prednisolona) e VECP (vindesina, etoposido, carboplatina, prednisolona) (INABA
& PUI 2021; BAZARBACHI et al., 2011). Embora a LLA seja responsiva a quimioterapia, a
leucemogénese esté associada a varios fatores bioldgicos como alteragdes cromossémicas do
tipo aneuploidia e rearranjo, que acabam por causar falhas ao tratamento (COLLINS-
UNDERWOOD & MULLIGHAN 2011), causando reaces toxicas e efeitos colaterais graves,
tornando necessaria a pesquisa € 0 desenvolvimento de novos agentes eficazes e

especificamente direcionados para a quimioterapia da leucemia.

3.1.3 Cancer de mama

Um dos tipos de cancer mais prevalentes em mulheres em todo o mundo, o cancer de
mama (CM), é caracterizado pelo controle hormonal de seu crescimento (PENG et al., 2022).
O desenvolvimento do CM, como qualquer outra neoplasia, € um processo complexo com
heterogeneidades moleculares e morfoldgicas que acaba por auxiliar a progressao do tumor,
metastase e dificultar a acdo de farmacos (GODONE et al., 2018; VENEMA et al., 2019;
WANG et al., 2021). O aumento do conhecimento molecular e genético, permite classificar o
cancer em pelo menos cinco subtipos moleculares diferentes: luminal A (ER+, PR+, HER2-,
|Ki67), luminal B (ER+, PR+ ¢ HER2+, 1Ki67), HER2 (ER-, PR-, HER2+), triplo negativo
(ER-, PR-, HER2-) e basal (ER+, PR+, HER2-, |Ki67). Esses subtipos reagem de formas
distintas ao progndstico e a resposta ao tratamento (LIU et al., 2021; WANG et al., 2019;
ROULOT et al., 2016).

Apesar da alta incidéncia, os pacientes afetados com o cancer de mama tém melhor
sobrevida, quando comparados aos canceres mais fatais, provavelmente pelo fato de o tecido
mamario ndo ser um 6rgdo necessario para a sobrevivéncia humana (QIU et al., 2018; FENG
et al., 2018). A retirada da mama pelo processo de mastectomia e a quimioterapia melhoram
muito e prolongam a vida dos pacientes, além de novos procedimentos cirirgicos menos
invasivos que tém sido aplicados para minimizar o impacto psicoldgico pés-tratamento
(MUNIR et al., 2018; WANG et al., 2020).

No entanto, a eficiéncia da prevencdo e do tratamento esta diretamente ligada a
identificacdo e compreensdo do mecanismo de desenvolvimento e patogénese do cancer de
mama, isso inclui idade e estilo de vida do paciente como por exemplo: ganho de peso e
obesidade, fatores reprodutivos como menarca e menopausa, dependéncia de alcool ou tabaco,
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predisposicdo genética como as mutagdes dos genes BRCAL ou BRCA2, exposic¢do a radiacao,
densidade mamaria, hiperlipidemia ou uso de hormonioterapia, estagio e subtipo do cancer,
status do receptor hormonal (LEWIN et al., 2019; CORREIA et al., 2021).

A fisiologia da mama humana é constituida por parénquima e elementos do estroma,
onde o parénquima consiste em lobos e ductos com os espagos preenchidos por tecido adiposo
e mausculos peitorais que sustentam o tecido mamario localizado sob a mama. E o tecido
estromal é formado por tecido adiposo e outros tecidos conjuntivos, que fornecem um ambiente
favoravel para o desenvolvimento do parénquima mamario. O cancer de mama pode se
desenvolver em areas distintas da mama, como os ductos, os I6bulos ou o tecido intermediario,
tendo a sua tipologia determinada pelas células especificas afetadas, levando em consideragéo
a origem celular envolvida. Os canceres de mama se dividem em dois tipos: carcinomas e
sarcomas, sendo os carcinomas 0s mais decorrentes, estes ainda podem ser classificados quanto
ao componente de origem, podendo ser: lobular ou ductal, in situ e invasivo (FENG et al.,
2018).

Varios medicamentos foram aprovados pelo US-FDA para o tratamento de neoplasias
mamarias, mas o surgimento frequente de resisténcias leva a necessidade da busca por novos

farmacos capazes de superar essa problematica (AHMED et al.; 2019).

3.1.4 Celulas inflamatdrias e o microambiente tumoral no cancer

Em 1863, Rudolph Virchow levantou a hip6tese de uma relacdo funcional entre
inflamacdo e o céncer (VIRCHOW 1989). E nas ultimas décadas, vérios estudos tem
comprovado o papel desempenhado pelo processo inflamatério na promocdo do cancer
(COUSSENS & WERB, 2002), visto que muitos canceres surgem de locais de infecgéo,
irritagdo cronica e inflamagéo (FABBRI et al., 2020).

Sabe-se que existem trés principais mecanismos pelos quais as infec¢cdes podem causar
cancer e eles estdo relacionados com o inicio e a promocdo da carcinogénese. O primeiro
mecanismo, relaciona-se com a inflamacéo crénica proveniente da persisténcia de um agente
infeccioso dentro do hospedeiro que tende a elevar os niveis de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ROS e RNOS respectivamente). Essas substancias tem o potencial de danificar o
DNA, proteinas e membranas celulares, além de modular a atividade enzimatica e a expressao
génica, favorecendo a carcinogénese (KUPER et al., 2001).

Em segundo lugar, os agentes infecciosos podem inserir oncogenes ativos no genoma

do hospedeiro inibindo a supressé@o do tumor ou estimulando a mitose 0 que resulta num
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aumento no numero de células em divisdo sujeitas a danos ao DNA e promovendo o
crescimento de células malignas. E em terceiro lugar os agentes infecciosos induzem a
imunossupressao, e esse comprometimento da imunidade para o cancer resulta num quadro
mais agressivo da doenca (KUPER et al., 2001). Percentualmente, a inflamacgéo cronica é
responsavel por cerca de 20% de todos os canceres humano e a inflamacéo induzida por
infeccdo esta envolvida na patogénese de 15% a 20% dos tumores humanos.

Em resposta a leséo tecidual, durante o processo inflamatorio, uma rede de sinalizacao
celular e quimica se inicia afim de preparar o local para 0s processos reparativos, como
cicatrizacdo e regeneragdo do tecido afetado (CHEN et al., 2018). Isso envolve ativagéo e
migracdo coordenada de diversas células do sistema imune para o local do dano, além da
liberacdo de citocinas e quimiocinas, que proporcionam e regulam o nicho para reconstituicdo
do microambiente normal (COUSSENS & WERB 2002).

As citocinas e quimiocinas que persistem no local da inflamacdo s&o importantes
precursoras no desenvolvimento de doengas crbénicas como doenca de Crohn, artrite
reumatoide, diabetes e o cancer (ERKOC et al., 2021). Associado a presenca das citocinas pro-
inflamatoria TNF-o (fator de necrose tumoral o) e TGF-B1 (fator de transformacdo do
crescimento beta 1) que regulam positiva e negativamente os processos de inflamacéo e reparo,
0 ganho de peso e a obesidade resultam no aumento dos niveis circulantes de insulina e de IGF
(fator de crescimento semelhante a insulina) que sdo responsaveis por estimular o crescimento
das células epiteliais da mama induzindo a transformacéo neoplésica, principalmente nos
canceres de mama dependente de estrogénio (EDBC) (MADEDDU et al., 2014; DELORT et
al.; 2015). O céncer de mama inflamatério (CMI), apesar da pouca ocorréncia, cerca de 1% a
5% dos casos, é um dos tipos mais agressivos de cancer de mama, o que sugere fortemente que
a inflamacéo pode estar ligada a esse tipo de neoplasia (FENG et al., 2018).

O microambiente tumoral pode ser definido por quatro principais fatores: 1-fatores
bioquimicos (substancias sollveis), 2- Tipos de células (imunes e fibroblastos), 3- fatores
mecanicos, como fluxo de fluido intersticial e 4- Matriz extracelular (MEC). Esses fatores sdo
responsaveis de maneira direta ou indiretamente, pela manutencdo do tumor, induzindo a
proliferacdo celular, recrutando células inflamatorias, aumentando a producdo de espécies
reativas de oxigénio levando a danos oxidativos ao DNA e reduzindo a capacidade de reparo
do mesmo, bem como aumentando a demanda energética e a geracdo de residuos (COUSSENS
& WERB, 2002).
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Dentre esses fatores é possivel destacar a matriz extracelular (MEC), que juntamente
com células do estroma (endoteliais, imunes, fibroblastos e adipocitos) regulam o
desenvolvimento e mantém a homeostase tecidual local, refletindo o estado fisiolégico do
tecido mamario (MAMMOTO & INGBER, 2010). No entanto, os tumores promovem uma
modificacdo pds-traducionais das proteinas da MEC e alteram sua organizagdo, histopatologia
e comportamento, favorecendo a construgdo de um nicho tumoral distinto que leva os tumores
a um fendtipo mais agressivo (PICKUP et al., 2014; MANDA et al., 2015).

Desde o inicio do tumor até a metastase, a MEC se adapta para reforcar a progressao da
doenca através da promocéo dos hallmarks (WEIGELT et al., 2014; SUBIA et al., 2021). As
moléculas da MEC se ligam aos receptores da superficie celular ativando as vias de sinalizacao
intracelular. Essa sinalizagcdo modula a acdo de enzimas sendo capaz de controlar o crescimento
autossuficiente do tumor e limitando a inducdo da apoptose através da enzima p53
(PYLAYEVA et al., 2009). No entanto, a subversdo dos processos de morte e/ou reparo celular
é observada em tecidos cronicamente inflamados, resultando na replicagdo do DNA e na
proliferacdo de células que perderam a regulacdo para o crescimento celular normal. Esse
descontrole celular estd relacionado com o fato de a inflamacgdo cronica ser decorrente da
persisténcia dos fatores iniciadores ou da falha dos mecanismos necessarios para resolver a
resposta inflamatéria. O mesmo ndo é observado na inflamacdo aguda, uma vez que essa é
autolimitada, tendo um equilibrio entre a producdo de citocinas anti-inflamatérias e proé-
inflamatdrias (COUSSENS & WERB 2002).

O conhecimento e avaliagdo da fisiologia do microambiente tumoral revelaram uma
série de alvos moleculares prospectivos para intervencdo terapéutica seletiva de agentes
anticancerigenos, como a topoisomerase Ila ¢ o0 DNA que sdo alvos que estdo diretamente

relacionados com a atividade bioldgica (SAYED et al., 2015).

3.2 ALVOS TERAPEUTICOS DO CANCER
3.2.1 DNA

Um dos alvos mais promissores para a terapia do cancer é o DNA, tendo em vista que
este tem papel fundamental em varios mecanismos de divisdo e multiplicacdo celular
(RIBEIRO et al., 2019). Devido ao papel que desempenha em varios processos biologicos, o
DNA é tido como um alvo para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos,
moléculas que se ligam ao DNA podem causar danos a estrutura primaria da dupla hélice,

favorecendo a introducdo de novas ligagcbes quimicas, ou adutos volumosos que ndo se
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encaixam na dupla fita padréo e consequentemente, essas lesdes causam a quebra da fita de
DNA, mutacdes e rearranjos cromossoémicos (VODICKA et al., 2019).

O estudo da interacdo entre os quimioterapicos e 0 DNA é fundamental para entender e
estabelecer o desenvolvimento de fArmacos mais seletivos. As moléculas podem interagir com
0 DNA de formas variadas, podendo ser por atragdes eletrostaticas, interagdes com o sulco
principal do DNA, interacfes com o sulco menor do DNA, intercalacdo de pares de bases
atraves do sulco principal do DNA, intercalacdo de pares de bases através do sulco menor de
DNA. Além desses tipos, moléculas com duas por¢es intercalativas ligadas por um espagador
adequado produzem a chamada bis-intercalagéo (Figura 4) (STREKOWSKI & WILSON, 2007;
KURUVILLA et al., 2005).

Figura 4: Representacdo esquematica dos modos de interacdo com o DNA.
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Fonte: BARRA & NETO, 2015.

3.2.1.1 Investigagéo de interagOes ligante-DNA

A avaliacdo do modo de interacéo entre o farmaco e o DNA, auxiliam na proposic¢éo de
agentes anticancer por meio da elucidacéo de seus multiplos mecanismos (SIRAJUDDIN et al.,
2013; MAJI et al., 2014). A realizagdo desse estudo pode ser realizada por meio de técnicas
espectroscopicas de absorcdo, fluorescéncia e dicroismo circular (DC) além da anélise
hidrodinamica, a viscosidade (AHAMD et al., 2017).

Diferentes modos de acdo podem ter efeitos distintos na estrutura de dupla hélice do
DNA e levar a diversos efeitos fisiologicos (MARKO 2015). A técnica espectroscopica de
absorcdo UV-vis pode ser empregada para estudar a formagdo do complexo composto-DNA
sendo possivel obter a constante de ligacdo (Kb), uma medida quantitativa da interagdo
(REHMAN et al., 2015). Constantes de ligagéo para intercaladores tipicos estdo no intervalo de

10* a 10° M! e séo significativamente menores do que constantes de ligacdo para agentes
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ligantes em sulcos de DNA que variam de 10° a 10° M?' (JANGIR et al., 2012;
THAMILARASAN et al., 2016). Ja a espectroscopia de fluorescéncia é capaz de inferir o tipo
de interacdo por meio do calculo da constante de Stern-Volmer (Ksv) onde observa-se o
aumento ou diminuicdo da intensidade da fluorescéncia (GENG et al., 2013; Bl et al., 2012).

As técnicas de dicroismo circular e viscosidade avaliam possiveis alteragdes estruturais
capaz de explicar o porqué de determinada forma de interacdo farmaco-DNA, corroborando
com os resultados obtidos nas espectroscopias de UV-vis e fluorescéncia (KASHANIAN &
DOLATABADI, 2010).

3.2.1.2 Investigacdo de interacdes ligante-Albumina

As albuminas séricas sd@o 0s principais constituintes protéicos sollveis do sistema
circulatério e incluem 50 — 60% da quantidade total de proteinas plasmaticas (JALALI et al.,
2014). A propriedade mais importante desse grupo de proteinas é a capacidade de ligar-se a
uma variedade de substancias enddgenas e exdgenas e realizar o seu transporte. O mecanismo
de interacdo entre fa&rmacos e a albumina é crucial para a determinagdo da farmacodinamica e
farmacocinética das substancias no organismo (KHAN et al., 2012).

A albumina sérica bovina (BSA) é uma das mais extensivamente estudadas desse grupo
de proteinas, principalmente devido a sua homologia estrutural de 76% com a albumina sérica
humana (HSA) (SAMARI et al., 2012). Diferenciando-se pela presenca de um triptofano (Trp-
214) no subdominio 1A na HSA, enquanto a BSA possui duas porg¢des de triptofano (Trp-134
e Trp-212) localizadas nos subdominios IB e 1A, respectivamente (Figura 5) (BELATIK et al.
2012).

Figura 5: Diferenca estrutural da HSA e BSA.

Fonte: MOREIRA et al., 2014
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As interacdes medicamentosas no nivel de ligacdo a albumina s&o responsaveis por fornecer
informacdes sobre a caracteristica estrutural que determina a eficacia terapéutica, o volume de
distribuicdo aparente da substancia, sua taxa de eliminacdo e a fixacdo de limites de dose
(LONG et al., 2018).

3.2.2 Topoisomerase

As topoisomerases foram estabelecidas como alvos moleculares para o desenvolvimento
de agentes anticancer, desde a sua descoberta em 1971 por J. C. Wang (KADAYAT et al.,
2015). As topoisomerases sdo enzimas nucleares que transitoriamente quebram uma ou duas
cadeias de DNA e permitem resolver varios problemas topoldgicos do DNA associados a

replicacdo, transcricdo, recombinacao e outros processos celulares vitais (ISLAM et al., 2017).

Elas classificam-se em topoisomerase | (Topo 1) e topoisomerase Il (Topo II),
apresentando o mesmo mecanismo catalitico, sendo diferenciadas quanto ao seu mecanismo de
acdo, fazendo quebras de fita simples ou dupla, respectivamente (SHERER & SNAPE, 2015).
No ser humano, existem isomeros de dois tipos de topoisomerase: a topoisomerase Ilo e
topoisomerase II (HUANG et al., 2013). A topo ITa. € uma enzima dependente do ciclo celular
que é superexpressa em células em proliferacdo no final da fase S, com pico de concentracdo
entre as fases G2 e M, sendo essencial para a conclusdo da mitose, ja a topoisomerase IIf} esta
presente em todas as células, sendo indispensavel ao desenvolvimento celular normal, mas néo

é essencial para a proliferacdo celular (TIWARI et al., 2012).

Ambas as classes de topoisomerases foram pesquisadas como alvos terapéuticos para o
tratamento do céncer, elas sdo expressas em diferentes niveis nos variados tipos celulares. A
Topo | é reconhecida como um dos mais promissores alvos para descoberta de farmacos
anticancer por sua superexpressdao em células cancerigenas (CHEN et al., 2016). Ela esta
presente nas linhagens celulares de cancer de colo, enquanto as topoisomerases Il sdo mais

frequentes em linhagens celulares de cancer de mama e ovério (HOLDEN et al., 1990).

O conhecimento da estrutura e importancia das topoisomerases sdo essenciais para o
desenvolvimento de agentes antitumorais mais potentes. Os inibidores de topo s&o utilizados
na quimioterapia anticancer, por saber que esses farmacos sdo capazes de formar um complexo
ternario farmaco-enzima-DNA, resultando em danos irreversiveis ao DNA e destruicdo das
celulas cancerigenas (DRWAL et al., 2011).
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Os inibidores de Topo | podem ser de dois tipos: supressores da Topo | - que impedem
o relaxamento do DNA, ou venenos topoisomerases - que estabilizam o complexo covalente
intermediario, mantendo as quebras do DNA, promovendo a estagnacdo do ciclo celular e
consequentemente levando a apoptose. Medicamentos como a Camptotecina e seus derivados
ja estdo em uso clinico, porém, enfrentam algumas limitagdes como efeitos colaterais,
principalmente leucopenia o que limita a dose e a eficacia dos mesmos (Figura 6) (ZHANG et
al., 2016).

Figura 6: Estrutura quimica da Camptotecina.

Camptotecina

Fonte: Autor (2022).

Os inibidores Topo Il induzem o blogueio pré-mitético no final da fase S ou no inicio
da fase G2, inibindo a funcdo dessa enzima e consequente repara das duas fitas de DNA que
foram previamente quebradas (UESAKA et al., 2007). Farmacos como o etoposideo e 0
teniposideo foram introduzidos no tratamento clinico e tem uma participa¢do muito importante
no tratamento quimioterapico do cancer (HANDE 2008). O etoposideo comumente causa
supressdo de medula 0ssea, nausea, vomitos e alopecia e em doses muito altas pode causar
hepatotoxicidade, febre e ardor. Reacdes de hipersensibilidade, incluindo alteracbes motoras
nos sistemas pulmonar e gastrointestinal. Enquanto o teniposideo apresenta reacfes de
hipersensibilidade, e nefrotoxicidade (Figura 7) (BRANDAO et al., 2010).
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Figura 7: Estruturas quimicas do etoposideo (esquerda) e teniposideo (direita).

Fonte: Autor (2022).

3.3 AQUIMICA MEDICINAL NO PLANEJAMENTO DE FARMACOS

A Quimica Medicinal caracteriza-se por ser uma ciéncia multidisciplinar apoiada pelas
ciéncias bioldgicas, quimica computacional, farmacologia entre outras e utiliza os
conhecimentos e ferramentas de cada area para estudar as possibilidades de invencédo,
descoberta, desenho, identificacdo e preparacdo de farmacos (GUIDO, ANDRICOPULO &
OLIVA, 2010). O principal objetivo € interpretar as razdes moleculares da acdo dos farmacos,
seu metabolismo e a determinacdo da relagdo estrutura quimica atividade biolégica
(BARREIRO & FRAGA, 2008).

A identificacdo de compostos bioativos e de suas propriedades fisico-quimicas, sdo
essenciais para o planejamento de farmacos, por possibilitar modificacdes estruturais no
composto protétipo para adequagdo de suas propriedades bioldgicas afim de conduzi-las ao
potencial terapéutico desejado, aumentar a seletividade em determinados receptores ou
enzimas, reduzir os efeitos adversos e até mesmo otimizar a farmacocinética (NEPALI et al.,
2014). O conhecimento das estruturas de alvos moleculares ou de complexos do tipo ligante-
receptor, também é uma estratégia de planejamento que auxilia no desenvolvimento de um novo
farmaco (GUIDO, ANDRICOPULO & OLIVA, 2010).

Vale salientar que a presenca de um nucleo ou grupo farmacoforico inserido em um

composto planejado ndo determinara efetivamente sua atividade farmacologica, uma vez que
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as caracteristicas intrinsecas das moléculas poderdo ser influenciadas e é resultante do meio em
que a molécula se insere. Porém conhecer 0s grupos quimicos presentes num farmaco se torna
importante por eles serem capazes de conduzir a manifestacdo de uma determinada agéo
biol6gica em razdo de sua reatividade quimica e/ou disposi¢do espacial, bem como modular a
intensidade da acdo bioldgica decorrente de seus efeitos caracteristicos que exercem (GUIDO
& ANDRICOPULO, 2008).

Os farmacos em geral desempenham sua acdo inibindo uma enzima ou bloqueando
receptores, mas para que isso aconteca é necessario que haja uma interacéo entre o receptor e o
ligante. Diante disso, conhecer bem o alvo terapéutico que se quer modular auxilia na aplicagéo
de estratégias de modificacbes moleculares para desenho de ligantes do alvo desejado (GUIDO
et al., 2010). Sdo estratégias classicas de modificacdo molecular: o bioisosterismo, hibridacéo
molecular, simplificagdo molecular, quimica computacional e combinatdria, entre outras
(LIMA, 2007).

A modificacdo molecular representa uma estratégia Util na busca de novos compostos
biologicamente ativos. Este processo € capaz de melhorar as propriedades farmacocinética e
farmacodinamica (SERAFIM et al., 2014). Um dos processos de modificacdo molecular mais
utilizado é o bioisosterismo, uma estratégia baseada nos atomos ou grupos de atomos com o
mesmo numero de elétrons de valéncia (LIMA & BARREIRO, 2005). O bioisosterismo pode
ser do tipo: Classico ou Néao Classico. Segundo a definicdo de Burguer, 1970, 4&tomos ou
subunidades moleculares ou grupos funcionais da mesma valéncia e anéis equivalentes sdo
considerados bioisosteros classicos, enquanto 0s ndo classicos estdo voltados para a ciclizagéo,
retroisosterismo e grupos funcionais (BURGUER, 1970). Baseado no bioisosterismo néo

classico as moléculas deste presente trabalho foram planejadas.

3.3.1 Estratégias e ferramentas para o planejamento de farmacos

O surgimento das metodologias de triagem de alto rendimento (HTS) contribuiu para
revolucionar todo o processo de descoberta de farmacos, tornando a identificacdo de novos
candidatos mais eficientes (MURRAY & BLUNDELL 2010). Entre os métodos potenciais de
descoberta de medicamentos os modelos FBDD (Design de medicamentos baseado em
fragmentos) e 0 SBDD (Design de medicamentos baseado em estruturas) se apresentam como
ferramentas essenciais para fornecer informacdes sobre as interagdes proteina-ligante, e assim

eleger um composto lider (HAJDUK et al., 2007). Definido como aquele com maior
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probabilidade de apresentar atividade terapéutica e possibilidade para servir como molde para
a construcdo de novos analogos (WANG et al., 2021), um composto lider pode ser obtido
atraves de analises extensas das relacdes estrutura-atividade e propriedades fisico-quimicas a
fim de que o agente seja Gtil quando administrado em pacientes reais (SCHAFFHAUSEN
2012).

A capacidade de identificar pequenas moléculas que interagem com um alvo biologico
é um passo fundamental na descoberta de medicamentos. A abordagem do tipo FBDD, se
tornou mais robusta e rapida para triagem de muitos candidatos clinicos (HALL et al., 2014).
Usando essa técnica, 0s hits ou compostos lider como sdo chamados, sdo identificados e
geralmente obedecem a “Regra dos Trés”, onde fragmentos de baixo peso molecular se ligam
com eficiéncia aos ligantes devido a sua baixa complexidade (CONGREVE et al., 2003;
MURRAY & REES 2009) sendo possivel gerar uma nova classe de compostos partindo de um
scaffold. Baseado no bioisosterismo ndo classico e no processo FBDD as moléculas deste
presente trabalho foram planejadas, com a finalidade de ligar-se mais especificamente ao DNA

e topoisomerase, resultando em uma acéo antiproliferativa eficaz.

3.4 QUIMICA DO INDOL

O nucleo indol é um heterociclo presente em diversos compostos naturais e sintéticos
(NOREEN et al., 2017). Além de serem comercializados, uma variedade de rotas de sintese
para formacdo do anel indol é reportada na literatura, 0 que possibilita aos pesquisadores
escolher a melhor via de obtencéo, resultando em melhores rendimentos e menor tempo de
reacdo (JOULE et al., 2010; GORE et al., 2012).

Devido a sua versatilidade em obtencéo e diversidade em atividades biologicas, esse
nucleo caracteriza-se como uma estrutura privilegiada no desenho e desenvolvimento de novos
farmacos (OLIVEIRA et al., 2017; ZHANG et al., 2016). A presenca do indol em horménios
vegetais, alcaldides e o reconhecimento da importancia do aminoacido essencial triptofano
como constituinte de muitas proteinas e precursor biossintético do neurotransmissor serotonina,
despertou o interesse em estudos mais aprofundados sobre a quimica do indol (LAFAYETTE
etal., 2017; ALVES et al., 2009).

Quimicamente, o indol é formado pela fusdo do benzeno ao anel pirrol, dando origem a

um sistema aromatico biciclico planar com dez elétrons pi (Figura 8) (SRAVANTHI et al.,
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2016). A eletrofilia e nucleofilia desse nucleo favorecem a sintese de véarios derivados indélicos,
levando a formacdo dos compostos através de adicdo nucleofilica e cicloadi¢do. Essas
possibilidades de sinteses contribuem para a obtencdo de diversos derivados indolicos
(BANDINI 2013; QUEIROZ et al., 2008).

Figura 8: Estrutura do 1H-benzol[b] pirrole.

Fonte: Autor (2022).

O potencial farmacologico e médico tem feito desse heterociclo um importante
farmacoforo, estando presente em farmacos e protétipos a farmacos com atividades bioldgicas
diversas como: anticancerigena (SAHA et al., 2017; SINGH et al., 2010), antibacterianas e
antimicrobianas (NIKHILA et al., 2015), anti-inflamatérias (SINGH et al., 2017) e
antimalaricas e citotoxicas (ABDELBASSET et al., 2018) e antituberculose (YAMUNA et al.,
2012).

3.4.1 Indol e Cancer
3.4.1.1 Derivados Naturais

O 1H-benzo [b] pirrole & amplamente distribuido em produtos naturais como alcaloides,
plantas, animais, produtos microbianos e hormonios (KAUSHIK et al., 2013). Alguns
alcaloides inddlicos de ocorréncia natural ganharam aprovacgéo do FDA, e estdo disponiveis na
clinica para o tratamento de diversas doengas como vincristina, vinblastina, vinorelbina para
atividade antitumoral, ajmalina para atividade antiarritmica e fisostigmina para glaucoma e
doenca de Alzheimer (Figura 9) (CHADHA et al., 2017).
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Figura 9: Alcald6ides inddlicos com diferentes propriedades farmacolégicas.
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Fonte: Autor (2022).

Os agentes antimitoticos Vincristina e Vimblastina (Figura 7) tém sido amplamente
empregados no tratamento de varios tipos de cancer, incluindo doenca de Hodgkin,
linfoma ndo-Hodgkin, sarcoma de Kaposi, de mama e canceres testiculares (ALMAGRO et al.,
2015). Esses compostos sdo derivados da Catharantus roseus (Vinca résea), sdo medicamentos
citotoxicos especificos de ciclo e agem inibindo a polimerizacdo da tubulina em células que se
encontram em divisédo (TAKIMOTO et al., 2009).

Outro exemplo de alcaldides inddlicos anticancerigenos ¢ a Mitomicina C e a
Jenantinine A. O primeiro contém um nuacleo indol oxidado, e sofre ativagdo biorredutiva in
vivo para formar ligagOes cruzadas inter e intra-cadeias com o DNA (YUTKIN et al., 2012). Ja
a Jerantinine A, isolado da Tabernaemontana corymbosa, possui atividade citotoxica contra
células de carcinoma nasofaringeo resistentes a vincristina, cancer de mama (MDA-468, MCF-
7), cancer de célon (HCT-116, HT-29) e cancer de pulmao (A559) (Figura 10) (LIM et al.,
2008).
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Figura 10: Estrutura quimica dos alcaldides antitumorais Mitomicina C e Jerantinine A.
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Fonte: Autor (2022)

Estudos do mecanismo de acdo identificaram que a Jerantinine A promove a inibi¢éo da
polimerizacdo da tubulina, além de inibir de forma dose-dependente a ciclina B1 envolvida na
transicdo G2/M (RAJA et al., 2014).

3.4.1.2 Derivados Sintéticos

O nacleo indol é precursor para a sintese de muitos produtos farmacéuticos, estando
presente em mais de 200 compostos que atualmente estdo em ensaios clinicos ou ja estdo
disponiveis no comércio para atender aos pacientes (SHAMIM et al., 2019). Como exemplos,
temos 0s medicamentos sunitinibe e o osimertinibe, que sdo utilizados no tratamento do
carcinoma de células renais, do tumor estromal gastrointestinal (CHADA et al., 2017).

Esses compostos inibem a tirosina quinase (RTK), receptor do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFR) e o receptor do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFR), interrompendo assim o estimulo na formagdo de novos vasos sanguineos e
consequentemente a chegada de oxigénio e nutrientes essenciais para 0 crescimento e
proliferacdo do tumor (CHADA et al., 2017).

Outros alvos importantes para os inddis anticancerigenos sao as histonas desacetilases
(HDAC:S), sirtuinas, PIM quinases, receptores 6 € DNA topoisomerase, sendo este Gltimo um
dos alvos mais estudados na atualidade (DADASHPOUR et el., 2018). Compostos como a
camptotecina e seus analogos, o topotecan, irinotecano e o belotecano, sdo conhecidos como
venenos da Topo | (POMMIER 2006), enquanto que a elipticina possui 0 mecanismo de a¢ao
baseado principalmente na intercalacdo do DNA e/ou inibicdo da Topo Il. A elipiticina se liga
a Topo Il e estabiliza o complexo DNA-Topo Il na sua forma desprotonada, a inibi¢do da Topo
Il estd associada com quebras no DNA induzidas por este farmaco (Figura 11) (CANALS et
al., 2005)
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Figura 11: Estrutura quimica dos Inibidores da Topo I e II.
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Fonte: Autor (2022).

Em estudo recente Lafayette et al. (2017) descreveram a atividade citotdxica de uma
série de derivados indol-tiazolidinona frente a linhagens humana de adenocarcinoma mamario
(MCEF-7), carcinoma ductal de mama (T47D), leucemia aguda promieldcito (HL60) e leucemia
mieldide cronica (K562). Dentre os compostos testados, o derivado (LQIT/5b) apresentou
atividade promissora frente a todas as linhagens testadas, se destacando nas linhagens de mama
com valores de IC50 de 11.72 para T-47D e de 3.65 para MCF-7 (Figura 12) (LAFAYETTE

etal., 2017).

Figura 12: Derivado indol-tiazolidinona.
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Fonte: Autor (2022).

3.5 QUIMICA DAS TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (TSC) constituem um importante grupo de derivados de imina

cujas propriedades quimicas e bioldgicas foram extensivamente estudadas em Quimica
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Medicinal (ZHAO et al.,, 2017). As TSCs juntamente com seus bioisosteros tiazol e
tiazolidinona possuem um perfil farmacoldgico notavel, incluindo acdes antifangicos,

antivirais, antitumoral entre outras (Esquema 1) (SIQUEIRA et al., 2019).

Esquema 1: Representacdo da tiossemicarbazonas e seus bioisosteros e suas aplicacdes

farmacoldgicas.
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Fonte: Adaptado de SIQUEIRA et al., 2022.

E esses “scaffolds” (estrutura base) tornaram-se interessantes por sua sintese quimica
ser acessivel com baixos custos, apresentam boa reatividade e bons rendimentos sendo capazes
de gerar uma série de analogos colaborando com a descoberta de novos candidatos a farmacos
(SCARIM et al., 2019).

As TSC podem ser obtidas sinteticamente por duas principais vias: direta, que ocorre
atraves da reacdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas, ou indireta, através da preparacéo
prévia das tiossemicarbazidas (TENORIO et al., 2005). As tiossemicarbazidas por sua vez,
podem ser obtidas comercialmente, ou sinteticamente por rea¢des de condensacao entre hidrato
de hidrazina e &cido tiocarbamoiltioglicélico, ditiocarbamatos, dissulfeto de carbono ou ainda

isotiocianatos. A utilizacdo dos isotiosianatos € mais comuns e normalmente as reagdes sao
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rapidas e apresentam bons rendimentos variando de 70- 90% (Esquema 2) (OLIVEIRA et al.,
2015).

Esquema 2: Formacdo das tiossemicarbazidas a partir de isotiocianatos na presenca de hidrazina.
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Fonte: Autor (2022).

3.5.1 Tiossemicarbazonas e o Cancer

O estudo das TSCs tem se intensificado nos ultimos anos devido a sua facilidade de
seremencontradas em produtos naturais e sintéticos, além de sua extensa aplicacdo bioldgica,
em especial a agdo antitumoral. Como exemplo, temos a Triapina ®, (3-aminopiridina-2-
carboxaldeido-tiossemicarbazona), que se apresenta como 0 primeiro derivado
tiossemicarbazonicos com atividade anti-leucémica, estando atualmente em ensaios clinicos de

fase 11 como um medicamento antineoplasico (SU et al., 2018).

Apesar de ja se apresentar em fase avancada de avaliacdo, os ensaios clinicos usando a
Triapine® geralmente apresentam efeitos colaterais notdveis observados apds a sua
administracao, levando a formacgdo de metemoglobina e hipoxia. Esses problemas indicam a
necessidade do desenvolvimento de outras TSCs mais ativa e seletiva com potente atividade
antitumoral (SERDA et al., 2014; KUNOS et al., 2013).

A acgdo antitumoral também é observada em outros derivados da tiossemicarbazona que
se encontra como parte constituinte de moléculas sintetizadas pelo nosso grupo de pesquisa.
Em 2015, Oliveira et al., propuseram a sintese de derivados de 2-tiofeno-tiossemicarbazona e
os testaram in vitro em um painel de nove linhagens tumorais humana: U251 (glioma); UACC-
62 (células ovarianas multiresistentes); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (Adenocarcinoma
seroso ovariano de alto grau); 786-0 (adenocarcinoma de células renais); NCI-H460
(adenocarninoma pulmonar ndo pequeno); PC-3 (prostata); HT-29 (adenocarcinoma

colorretal): K-562 (leucemia). O composto mais promissor foi ativo contra todas as linhagens
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celulares, exceto a leucemia (K-562), com valores de GI50 (concentracdo necessaria para
inibir em 50% o crescimento celular) variando de 0,74 a 79,4 pM, esses dados foram
necessarios para escolher esse composto para estudos posteriores contra a linhagem celular
786-0 de tumores renais humanos, onde a exposicdo do composto as células apds 24
horas de tratamentopromoveu a letalidade de 50% das células a uma concentracdo de 91,8
Mm (OLIVEIRA et al.,2015).

Ja em 2019, Ribeiro et al., (2019) descreveram a agdo de doze novos derivados de 4-
quinolina-tiossemicarbazona frente a duas linhagens tumorais humana, MCF-7 e T-47D ambas

linhagens de cancer de mama. O melhor composto apresentou um valor de IC50 para a

linhagemMCF-7 de 0,82 uM, fator determinante para conduzi-lo a teste mais especificos como
a inibicdoda enzima topoisomerase Ila, no qual, no teste de eletroforese foi capaz de observar a
expressaoda banda referente ao DNA enovelado (Figura 13) (RIBEIRO et al.; 2019).

Figura 13: Derivados tiossemicarbazdnicos com agao antiproliferativo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PREPARACAO DAS SOLUCOES DE ssDNA E ALBUMINA

No preparo da solugdo contendo sSDNA (DNA de esperma de salmao), foi utilizado
tampao Tris-HCL (50M, pH 8,0). A solucdo de ssSDNA em tampao Tris-HCI foi deixada durante
24 horas, a geladeira em temperatura de 8°C. Apos este periodo, a solugdo foi sonicada durante
30 minutos e sua concentragdo determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar 6600 M-
1 cm-1a 260 nm (WOLFE et al., 1987). A pureza do DNA foi determinada através da analise

do valor da relacdo de absorbancia em 260/280 nm.

A solucéo de albumina foi preparada a partir da pesagem da mesma e solubilizacdo em
tampdo Tris-HCI (0,1M, pH 7,4 — 7,6) a uma concentracdo de 1 mM.

4.1.1 Espectroscopia de absor¢do UV-visivel e fluorescéncia

Os compostos foram dissolvidos em DMSO numa concentracdo de 1 mM (solugédo
estoque) e as solugdes para teste preparadas por diluicdo em tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4 -
7,6) nas seguintes concentragbes 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 puM. Em concentragdes
otimizadas (5-40 uM), os compostos foram expostos a albumina (20 uM). O sistema foi agitado

e deixado a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Os derivados, em concentracdo fixa de 20 uM, também foram expostos as concentragdes
crescentes de ssDNA (0-100 uM), e deixados a temperatura ambiente por 10 minutos. As
medicbes das solucdes de HSA-compostos e ssSDNA-compostos foram realizadas em uma

cubeta de quartzo retangular com um comprimento do percurso de 1cm.

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

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

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

dados de ligagdo foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0.
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Na fluorescéncia, os espectros de emissdo da proteina foram obtidos entre 290 e 380
nm, utilizando 283 nm de comprimento de excitacdo da HSA e bandas de excitacdo e emissédo
de 5 e 2,5 nm, respectivamente. As medicdes também foram realizadas em cubeta de quartzo
retangular e a equacdo para calcular a constante de Stern-VVolmer (Ksv), foi a formulada por
Lakowicz, 2006:

FO/F =1+ Ksv[Q]

onde, FO e F sdo as intensidades de fluorescéncia da HSA no estado estacionario na auséncia e
na presenca dos compostos LT, Ksv é a constante de Stern-Volmer, e [Q] é a concentracdo de
inibidor. Todos os gréaficos foram construidos com o software SigmaPlot 10.0.

4.1.2 Espectroscopia de fluorescéncia com sondas fluorescentes

As emissoes fluorescentes da laranja de acridina e DAPI foram medidas na auséncia e
na presenca de sSDNA, a uma concentracdo de 3 uM de laranja de acridina e 30 uM de sSDNA
e 3 uM de DAPI e 30 uM de ssDNA, apos 10 min de incubagdo a 25 °C. As medidas foram
realizadas em cubeta retangular de quartzo com trajeto de 1 cm e espectrofluorémetro JASCO
FP-6300 (Tdquio, Japdo). Os espectros de fluorescéncia do complexo AO ou AO-ssDNA foram
obtidos por excitagdo a 526 nm e varredura da emisséo de 500 a 600 nm. Solugdes contendo
AO-ssDNA foram analisadas na presenca de varias concentracfes de derivados (5, 10, 15, 20,
25 e 30 uM) em tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH 8,0). Por outro lado, os espectros de fluorescéncia
do complexo DAPI ou DAPI-ssDNA foram obtidos por excitagdo a 364 nm e varredura da
emissdo de 400 a 600 nm. Entdo, solugdes contendo DAPI-ssDNA foram analisadas na
presenca de varias concentragdes de derivados (5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM) nas mesmas
condigbes. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. As solugdes foram
homogeneizadas e deixadas para estabilizar por 10 min no tampdo e, posteriormente,
submetidas a analise de fluorescéncia. O comportamento de supressdo de emisséo foi analisado
usando a equagdo 5 de Stern-Volmer (Ksv) (LAKOWICZ, 2006).

4.2 ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO

4.2.1 Citotoxicidade em Macrofagos
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Macréfagos murino da linhagem J774A.1 foram incubados em placa de 96 pogos (1x10°
celulas/pogo, em 100 pL) em meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB-Gibco®) e solucdo de penicilina: estreptomicina (1000 UI/mL:1000 pug/mL, 1%),
e mantidos por 24h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Como controle positivo foi utilizado a
Amsacrina. Os compostos foram solubilizados em DMSO e diluidos em meio RPMI 1640 e
foram testados na concentracao de 50 uM, em triplicata. Apos adi¢cdo dos compostos, as placas
foram incubadas em estufa com 5 % de CO2 a 37 °C por 72 horas. Passado o tempo, no dia da
leitura foi adicionado 20 pL/poco de MTT e incubado por 3h. A leitura no espectrofotbmetro

foi realizada a 590 nm.

4.2.2 Citotoxicidade em células tumorais humana

As células da linhagem MCF-7 (1x10* células/pogo, em 100uL), T-47D (2x10*
células/pogo, em 100 pL), DU-145 (1x10* células/pogo, em 100 pL) e Jurkat (1x10°
células/pogo, em 100 pL) em meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB-Gibco®) e solucdo de penicilina: estreptomicina (1000 Ul/mL:1000 ug/mL, 1%),
e mantidas por 24h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Como controle positivo foi utilizado a
Doxorrubicina, Amsacrina e Asulacrina. Os compostos foram solubilizados em DMSO e
diluidos em meio RPMI 1640 e foram testados na concentracdo de 50 puM, em triplicata. Essa
concentracdo foi escolhida como ponto de corte para os compostos que fossem capazes de inibir
0 crescimento de 50% da populacéo celular. Os compostos selecionados foram testados nas
concentracdes de 25; 12.5; 6.25 e 3.125 uM. Apds adicdo dos compostos, as placas foram
incubadas em estufa com 5 % de CO2 a 37 °C por 72 horas. Passado o tempo, no dia da
leiturafoi adicionado 20 pL/pogo de MTT e incubado por 3h. A leitura no espectrofotémetro

foi realizada a 590 nm. Os valores de IC50 foram calculados utilizando leituras obtidas em

trés experimentos independentes.

4.3 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

O ensaio de migracgdo celular foi realizado com a finalidade de avaliar o potencial
invasivo de tecidos vizinhos e se espalhar por todo o corpo e formar lesdes metastaticas em
locais distantes, conforme descrito por (LIANG et al.; 2007; ALMEIDA et al.; 2019; PIJUAN
et al.; 2019) com poucas modificagdes. As linhagens celulares MCF-7 e T47D foram lavadas
2x usando tampédo PBS para remover quaisquer detritos ou células destacadas e tripsinizadas
usando solucdo de Tripsina-ETDA 0,25% por 2 min. Posteriormente, as células foram

ressuspensas em meio RMPI suplementado com 5% de FBS, e a quantidade de 20 x 10* de cada
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celula foi transferida para uma placa de 24 pocos e incubada em diferentes tempos Oh, 24h e
48h a 37°C e 5% de CO2. Apds 24h a ranhura das células foi realizada com ponta estéril. A
maior fenda foi medida em um. O meio RPMI foi removido e as células destacadas foram
lavadas suavemente usando solugéo de PBS. As linhagens MCF-7 e T-47D foram incubados
com Amsacrina (m-Amsa) como controle positivo, e 0os compostos LT-76, LT-81, LT-87 em
uma concentracdo de 1mM e 0,5mM.

A coloracdo do MCF-7 e T-47D foi realizada usando 0,2% de violeta de cristal em um
poco de uma placa de 24 pogos por 20 min em temperatura ambiente sob agitacdo lenta. A
solucdo de violeta de cristal foi removida suavemente para evitar a remocéo de células MCF-7,
e as células coradas foram lavadas suavemente 2x usando dgua destilada para remover o excesso
de solucdo de coloragdo. A placa de 24 pocos foi seca a temperatura ambiente. A obtencdo das
imagens foi realizada em microscdpio Motic Panthera tec MAC acoplado a uma camera com
lente 4x. O % de invaséo foi calculado segundo Almeida et al. (2019). Todos os experimentos

foram realizados em duplicata.

%invasdo = [A (0) — A (t)] x 100

Onde a area no tempo zero (0) e a area ap6s o tempo de incubacéo (t) foram utilizadas

para calcular a porcentagem de fechamento da ranhura.

4.4 ENSAIO DE INIBICAO DA TOPOISOMERASE Ila. HUMANA

Para avaliar a capacidade de inibicdo da enzima topoisomerase pelos compostos LT,
foram utilizados 100 ng de DNA do plasmideo pUC19 e duas unidades de topoisomerase Ila
humana recombinate em tampé&o de relaxamento (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM KCI, 10
mM MgCl 2, 0,5 mM ATP e 0,5 mM ditiotreitol) (ALMEIDA et al. 2015; ALMEIDA et al.
2016). Os derivados LT foram utilizados na concentragdo de 10 uM e incubados por 45 min, a
37°C. O mesmo procedimento foi utilizado para o controle positivo m-AMSA. A eletroforese
em gel de agarose (0,8%) foi aplicada e o brometo de etidio utilizado para corar o gel e facilitar
a visualizagdo das bandas sob luz UV. Para andlise qualitativa dessas bandas (DNA
superenovelado e relaxado) foi utilizado o software de processamento de imagem (Adobe
Photoshop CS4 11.0x2007, San Jose, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDOS DE INTERACAO COM HSA

A investigacdo das interacdes de ligacdo entre os compostos biologicamente ativos e a
HSA sdo importantes para determinar a disponibilidade do composto no organismo, dado que
uma das principais funcdes das albuminas séricas € o transporte de ativos (GURUSAMY et al.,
2021; CHATTERJEE et al., 2012). A fim de avaliar as mudancas estruturais em HSA
provocadas pela adicdo dos compostos indol-tiossemicarbazonas LT70 — LT89 e determinar
sua constante de ligacdo (Kb) e de extin¢do fluorescente (Ksv) os espectros de absorcdo e

fluorescéncia foram medidos.

Os espectros de UV-vis da HSA, mostram um pico fraco de absorbéncia em 279 nm
originado da transicdo n — * correspondente aos residuos de aminoacidos aromaticos triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) (BASAK et al., 2021; WARSI et al., 2021). Apos a
adicao dos derivados em concentragdes crescentes (0-20 uM) foi possivel observar um aumento
gradual na intensidade de absor¢do num efeito conhecido como hipercromismo indicando a
formacdo de um complexo entre a HSA e 0s compostos teste. Isso ocorre porque 0s residuos
dos aminoacidos aromaticos, que originalmente residem em uma cavidade hidrofobica da
proteina, sdo expostos a0 meio permitindo que ocorra uma interagcdo ndo covalente entre 0s
compostos e a HSA (RIBEIRO et al., 2021; ZANGAR & WANI 2021; AGRAWAL et al.,
2019).

A avaliacdo entre estrutura quimica e interacdo dos derivados com a biomacromolécula
mostrou uma grande diversidade de resultados devido as variagcBes quimica dos substituintes
que foram utilizados para construcdo dos compostos LT. Porém alguns compostos se destacam
por produzir efeitos singulares em relacdo aos demais, como no caso do composto LT72, LT74,
LT83, LT87 e LT89 que promoveram o efeito hipsocromico com uma variagdo de AL =12a 3
nm, sendo o LT72 substituido em N-1 pelo fenil e em N-4 por benzo[g], o responsavel pelo
maior desvio, esse comportamento indica mudangas na polaridade em torno do residuo Trp.
(HAN et al., 2012). Os outros compostos ndo provocaram desvios ou foram capazes de provocar
o efeito do tipo batocrédmico, com destaque para o LT85 que provocou o maior desvio do pico
maximo de emissdo AL =5 nm. Além disso o composto LT88 foi responsavel pelo maior efeito
hipercrémico com valor percentual de 75,65%. Considerando os valores de Kb (Tabela 1) que
revelam a intensidade da afinidade de HSA para um determinado ligante, a magnitude de
ligacdo dos derivados LT foi de 10° e estdo dispostas em ordem crescente:
LT79<LT76<LT70<LT71<LT85<LT86<LT88<LT80<LT84<LT73<LT82<LT87<LT75<LT
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83<LT78<LT77<LT72<LT81<LT74<LT89. Uma excecdo é vista para o derivado LT89 que

apresenta um valor de kb de 3,70 x 10°.

Associado aos dados obtidos na absorcéo, a espectroscopia de fluorescéncia é uma
técnica qualitativa utilizada para verificar o modo de ligacdo entre HSA e os compostos teste,
uma vez que estes sdo capazes de alterar a fluorescéncia intrinseca das biomoléculas devido a
mudancas em seus microambientes (PARVEEN et al., 2021; BARMA et al., 2022). Essa
avaliacdo do modo de ligagdo &€ um importante pardmetro, para controlar a resposta
farmacoldgica dos farmacos e definir o desenho das formas farmacéuticas (RAJA et al., 2012).
O estudo de ligacdo é frequentemente realizado usando a metodologia de supresséo fluorescente
(KUMAR et al., 2019), que pode ocorrer de forma dindmica ou estatica (BAGHERI & FATEMI
2018) de acordo com a dependéncia da interacdo entre biomacromolécula e dos compostos em
diferentes temperaturas, ou pela detec¢do do tempo de vida de fluorescéncia (ZHAO et al.,
2017). Em geral a forma dindmica ocorre em altas temperaturas pois permite a difuséo e coliséo
de maneira mais rapida entre as moléculas e consequentemente eleva a constante de extingao
molar. Por outro lado, 0 oposto pode ser observado para a extingdo do tipo estatica (LI &

YANG, 2015), como no perfil observado para a maioria dos compostos LT.



Tabela 1: Dados de absorcdo UV-Vis de derivados indol-tiossemicarbazona na auséncia e presenca de albumina sérica humana (HSA).
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ABSORCAO FLUORESCENCIA
max max . ma max Bandas . .
Composto I?vre Ii)éado (r?n;jl) H(Ioaf )rbc. Kb M~1¢ R2d % Ii)g;ado (nm) H('(%';C' H('(f}:)%r' Ksv M R2d
(nm)? (nm)? livre (nm) 2 Exc_Emi
(nm)a
LT-70 279 280 1 19,61 1,51 x 10° 0,9993 338 329 9 525 - 40,86 2,28 x 10*  0,9900
LT-71 279 279 - 42,56 1,64 x 10° 0,9976 338 338 - 525 - 44,53 0,92 x 10*  0,9936
LT-72 279 275 4 56,61 481x10° 0,9997 338 338 - 525 - 34,08 1,92x10* 10,9972
LT-73 279 283 4 50,03 3,13x10° 0,9974 338 341 3 525 - 32,22 1,21x10* 0,9937
LT-74 279 278 1 57,62 5,49 x10°  0,9988 338 338 - 525 - 89,96 3,43x10* 10,9935
LT-75 279 279 - 33,12 3,69x10°  0,9999 338 338 - 525 - 77,39 3,35x10* 10,9938
LT-76 279 279 - 45,68 1,21 x 10° 0,9847 338 335 3 525 15,47 - 0,76 x 10*  0,9931
LT-77 279 280 1 37,06 4,66 x 10° 0,9990 338 330 8 525 - 29,80 2,10 x 10*  0,9901
LT-78 279 280 1 37,18 4,08 x 10° 0,9998 338 330 8 525 - 68,28 2,20 x 10*  0,9944
LT-79 279 279 - 42,00 1,00 x 10° 0,9995 338 329 9 525 - 98,53 1,09 x 10*  0,9908
LT-80 279 282 3 46,48 2,95 x 10° 0,9966 338 338 - 525 - 45,69 1,73x10* 0,9926
LT-81 279 280 1 49,02 5,37 X 10°  0,9996 338 329 9 525 - 76,50 1,02 x 10* 0,9901
LT-82 279 280 1 35,10 3,14 x 10° 0,9952 338 329 9 525 - 96,21 1,75x 10* 0,9930
LT-83 279 278 1 55,70 4,07x10° 0,9993 338 329 9 525 - 110,77 2,37 x10* 10,9914
LT-84 279 279 - 56,73 2,97 x 10° 0,9973 338 330 8 525 - 55,83 2,02x10* 10,9941
LT-85 279 284 5 34,78 1,82 x 10° 0,9957 338 329 9 525 - 43,01 2,18 x 10* 0,9923
LT-86 279 283 4 36,98 2,02x10°  0,9959 338 339 1 525 - 19,99 0,87 x10* 10,9843
LT-87 279 278 1 37,55 3,15x10°  0,9998 338 338 - 525 0,14 - 1.17 x 10*  0,9958
LT-88 279 282 3 75,65 2,52 x 10° 0,9930 338 359 21 525 - 100,62 3,55x10* 10,9929
LT-89 279 278 1 60,37 3,70x10®  0,9999 338 368 30 525 - 94,75 2,34x10* 10,9922

4Dados referentes a absorbancia dos compostos na presenca e auséncia de diferentes concentragdes da HSA (2-40 uM).
°Hipercromismo e hipocromismo resultante da formacéo de um complexo entre HSA e derivados de LTs em comparacdo com compostos livres.

°Constante de ligagcdo (Kb) obtida com base na absorbancia dos compostos na presenca de diferentes concentracdes do ssDNA (10-100 puM).

dCoeficiente de correlago.
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Durante a titulacdo dos compostos LT70 — LT89 com HSA, foi possivel observar
algumas alteragdes na intensidade maxima de fluorescéncia em 338 nm. Com a adicdo dos
compostos, com excegdo do LT76 e LT87, ocorreu uma diminuicdo da fluorescéncia, sugerindo
que o sitio de ligacao dos compostos LT ocorra proximo ao residuo de triptofano-214 localizado
no subdominio 1A da HSA (HUANG et al., 2016). Além de que a extingdo pode ser uma
consequéncia de uma variedade de interacdes moleculares como transferéncia de energia ou
extingdo por coliséo e reacdes do estado excitado e/ou fundamental (KUMAR et al., 2019;
YASREBI et al., 2019). Por outro lado, os compostos LT76 e LT87 promoveram um aumento
na emissdo da fluorescéncia, refletindo que a adicdo desses compostos promove um
microambiente menos polar em torno do triptofano e que nesse caso possivelmente a emisséo
fluorescente seja atribuida ao residuo de tirosina (ARJIMAND et al., 2010).

Os percentuais de hipocromismo ficaram entre 29,80 e 110,77%, com o maior
percentual para o LT83. Todos os valores da constante de supressao fluorescente (Ksv) da HSA
pelos derivados LT foram na magnitude de 10% na seguinte ordem crescente:
LT86<LT71<LT81<LT79<LT73<LT80<LT82<LT72<LT84<LT77<LT85<LT78<LT70<LT
89<LT83<LT75<LT74<88. E valores de hipercromismo de 0,14 para o LT87 e de 15,47 para
0 LT76. Os dados de extincdo fluorescente foram tratados usando a conhecida equacdo de
Stern-Volmer (HU et al., 2010) e estdo dispostas na Tabela 1.

5.2 ESTUDOS DE INTERACAO COM ssDNA

A espectroscopia de absorcdo pelo UV-vis € uma técnica amplamente utilizada para
determinar a constante de ligacdo intrinseca (Kb) obtida pela formacdo do complexo entre
macromoléculas e drogas e que podem ser monitoradas pelas mudangas nos espectros de
absorcdo (DUSTKAMI & TORSHIZI 2017; CHAURASIA et al., 2019). Essa técnica permite
identificar a compatibilidade com o sistema bioldgico e as formas pela qual um composto pode
se ligar ao DNA, sendo elas a substituicdo por pares de bases, interacdes nao covalentes, como

eletrostatica e intercalacdo ou ainda ligagdo aos sulcos (AMEEN et al., 2022).

As moléculas ao interagirem com o DNA, promovem alteracbes na distribuicédo
eletrdnica e nos niveis de energia das moléculas que sdo UV-vis ativas (NIMAL et al., 2020).
Com isso mudancas na absorbancia e na posicdo das bandas sdo esperadas, sendo possivel
prever o modo de ligacdo entre moléculas e 0 DNA, salientando que quanto maior for o efeito

hipercrémico ou hipsocrémico maior € a interacdo entre um composto e 0 DNA (DEHNAYEBI
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etal., 2021; YANG et al., 2017). Os compostos LT70 — LT89 quando expostos a concentracdes
crescentes de sSDNA (Tabela 2) foi observado, para a maioria deles, um aumento na
absorbancia acompanhado de desvio do pico maximo para a regido do vermelho, no efeito
conhecido como batocrémico. Tendo o derivado LT83 exibido o maior efeito hipercrémico
com 60,79% e o0 LT84 o maior desvio batocromico com variacao de AL = 06 nm. Para outros
compostos como o LT70, LT72, LT77, LT79, LT86 e LT87, houve um desvio hipsocrémico,
onde o LT77 apresentou a maior variagdo de AL = 3 nm. Esse tipo de comportamento ¢ tipico
de interacdes ndo covalentes entre os compostos e 0 DNA, que é capaz de promover danos na
dupla hélice e quebras da estrutura secundaria do DNA (SHl et al., 2017; DORRAJI & JALALL,
2015).

Mudangas hipocrémicas foram observadas nos espectros dos compostos LT71, LT75,
LT78, LT85 e LT88 associado ao desvio batocromico, resultante da interacao de empilhamento
n-7 entre os anéis aromaticos dos compostos e os pares de base do DNA. Esse comportamento
geralmente esta associado a agentes intercalantes, bem como indicativo de ligagdo eletrostatica
devido a estabilidade do complexo com o DNA (KHAJEH et al., 2018; QAIS & AHMAD
2018). Para esse conjunto de moléculas o LT71 apresentou o maior percentual de hipocromismo
com 51,33% e o maior desvio batocrdmico com variagdo de Ak =04 nm. Os resultados de todos
0s compostos podem ser verificados na tabela 2. Levando em consideragédo os valores de Kb
(Tabela 2), que revela a intensidade da afinidade do ssDNA para um determinado ligante, a
ordem crescente foi a
seguinte:LT75<LT79<LT71<LT76LT<LT74<LT83<LT87<LT82<LT85<LT84<LT8I<LT78
<LT89<LT70<LT73<LT86<LT72<LT80<LT77<LT88. Portanto, o derivado LT88 apresentou
a maior constante de afinidade com o ssSDNA em relagio aos demais, com valor de 1,05 x10°

m-1,



Tabela 2: Absor¢do UV-vis dos compostos LT na presenca e auséncia de sSDNA.
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Compostos Amax livre ﬁg?;é Al Hiper(%)  Hipo(%)P Kb Rr2d
(nm)? i (m)e b mhe

LT-70 313 312 01 10,03 - 439 x 10° 0,9939
LT-71 308 312 04 - 51,33 6.10 x 10* 0,9928
LT-72 323 322 01 20,33 - 4.62 x 10° 0,9904
LT-73 323 324 01 28,81 - 4.56 x 10° 0,9929
LT-74 335 336 01 20,52 - 8.12 x 10* 0,9950
LT-75 345 346 01 - 21,63 6.04 x 10* 0,9924
LT-76 480 482 02 14,00 - 6.49 x 10* 0,9904
LT-77 336 333 03 38,65 - 9.89 x 10° 0,9973
LT-78 334 334 - 9,87 - 2.32x10° 0,9939
LT-79 344 343 01 43,45 - 6.04 x 10* 0,9923
LT-80 328 328 - 12,61 - 7.65 x 106 0,9981
LT-81 309 311 02 49,98 - 2.04 x 108 0,9944
LT-82 328 331 03 23,78 - 1.30 x 10° 0,9928
LT-83 323 325 02 60,79 - 1.02 x 10° 0,9922
LT-84 339 345 06 40,39 - 1.62 x 10° 0,9962
LT-85 337 337 - - 31,21 1.45 x 10° 0,9934
LT-86 320 319 01 36,04 - 4.73 x 10° 0,9906
LT-87 321 320 01 14,77 - 1.10 x 10° 0,9940
LT-88 313 314 01 - 15,62 1.05 x 108 0,9927
LT-89 331 331 - 11,54 - 3.65 x 10° 0,9926

4Dados referentes a absorbancia dos compostos na presenca e auséncia de diferentes concentracdes do

sSDNA (10-100 pM).

Hipercromismo e hipocromismo resultante da formacgéo de um complexo entre ssSDNA e 20 uM de
derivados de LTs em comparagdo com compostos livres.
¢Constante de ligacdo (Kb) obtida com base na absorbancia dos compostos na presenca de diferentes

concentragdes do sSSDNA (10-100 pM).
dCoeficiente de correlagdo.

5.2.1 Ensaio de ligacdo competitiva com Laranja de acridina (AO) e DAPI por emisséo

fluorescente

Para obter mais evidéncias sobre 0 modo de ligagdo dos compostos LT ao ssDNA, foi

realizado experimentos com sondas fluorescentes com modos de ligagcdo bem conhecidos, como

a laranja de acridina (AO) e 4’-6-diamina-2’-fenilindol (DAPI). Essas sondas exibem maior

fluorescéncia quando ligadas a hélice de DNA do que em contato com moléculas de solvente

(AFRIN et al., 2017), por isso a deducdo do modo de ligacdo dos compostos € possivel. A

molécula deve ser capaz de deslocar competitivamente a sonda ligada ao DNA, ocupando assim

0 seu lugar e consequentemente promovendo alteragcdes na intensidade de fluorescéncia que
pode ser medida (CHAKRABORTY et al., 2019).
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A laranja de acridina é um tipo de corante catiénico, muito utilizado como sonda
fluorescente e que se liga ao DNA de forma intercalativa (XIONG et al., 2014; ZHANG et al.,
2012). Devido a sua geometria aromatica planar, a AO pode se inserir entre dois pares de bases
adjacentes em uma hélice de DNA (LIU & SADLER 2011) resultando na emissdo da
fluorescéncia entre o complexo AO-DNA. Em geral, a intensidade de emisséo fluorescente do
complexo AO-DNA € muitas vezes maior do que AO livre. No teste de competicdo, as
moléculas provocam o deslocamento da sonda, e com isso é esperado uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia do sistema AO-DNA (TIAN et al., 2017).

Em consonancia com o descrito na literatura (REHMAN et al., 2015; LONG et al.,
2014), no ensaio de competitividade, os derivados indol-tiossemicarbazonas (LT70 — LT89),
foram capazes de reduzir a intensidade da emissdo fluorescente do complexo AO-DNA
gradativamente com o aumento da concentracdo dos compostos. Indicando que os compostos
LT podem ter se inserido entre os pares de bases do sSDNA e substituido o AO no complexo
AO-DNA. Também € possivel observar que ndo houve mudanca significativa na posicdo do
pico revelando que o microambiente de AO-DNA permaneceu inalterado apos a adicdo dos

compostos LT. As constantes de intercalacio dos compostos estdo entre o intervalo de 10° a

10° M1 como disposto em ordem crescente:
LT71<LT73<LT85<LT84<LT77<LT83<LT75<LT78<LT74<LT86<LT88<LT79<LT70<LT
87<LT82<LT81<LT89<LT76<LT72<LT80. Estando de acordo com o enunciado por
(ALMEIDA et al., 2017), em que descreve o intervalo compreendido entre 10* a 10° M como
o0 das constantes de ligacdo para intercaladores tipicos. Todos os resultados estdo dispostos na
Tabela 3.

Semelhante ao AO, foi realizado o ensaio de competicdo com o DAPI, uma sonda
ligante do sulco menor, que se liga nas regides ricas em A-T do DNA de dupla fita (YANG et
al., 2020; LIU et al., 2015). A titulacdo de DAPI com concentracdo crescente de complexo
mostra, na maioria dos compostos, uma extin¢do da intensidade de emissdo de DAPI ligada a
ssDNA a 470 nm. O que sugere que 0s compostos LT também sdo capazes de ligar-se ao sulco
menor do ssDNA. Comparando os valores de Ksv (Tabela 3) obtidos para AO-DNA e DAPI-
DNA, podemos inferir que existe uma variagdo significativa nos valores das constantes de
extingdo, principalmente na presenca dos compostos LT. Esta variagdo pode ser atribuida a uma
preferéncia pela interacdo do tipo intercalativa do que pela ligagdo ao sulco menor e esses dados
estdo de acordo com aqueles obtidos por UV-vis. E posteriormente podera ser comprovado por

calculos de docking molecular.
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Diferentemente dos outros compostos da série LT, os derivados LT70, LT87 e LT88
ndo foram capazes de diminuir a intensidade de emissao fluorescente, levando a concluséo que
0 modo de ligagéo desses compostos nédo se faz pelo sulco menor do DNA. A fraca ligagdo dos
compostos LT ao complexo DAPI-DNA sdo comprovadas pelas constantes de ligacdo se
encontram na magnitude de 10° e 10° M1, muito diferente do que € relatado na literatura em
que a magnitude fica em torno de 10°— 10° M (ALMEIDA et al., 2017; IHMELS & OTTO
2005). Os valores de Ksv encontram-se em ordem crescente:
LT88<LT87<LT89<LT86<LT84<LT71<LT74<LT70<LT77<LT81<LT78<LT76<LT75<LT
85<LT80<LT82<LT72<LT73<LT83<LT79.



Tabela 3: Dados de emisséo fluorescente de complexos AO-ssDNA e DAPI-ssDNA na auséncia e na presenca de compostos de LT.
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FLUORESCENCIA

AO DAPI
A Amax ipocr. Amax Amax Hipercr ipocr.
Compost livre ligado H('o%%r KsvM™ R2 liv @ ligado . I?%) b H'(E/g;r Ksv M™ R2
0 (nm)? (nm)?2 (n (nm)*? b
m)

LT-70 528 527 86,20 5,96 x 10 0,9922 470 471 163,9 - 1,92 x 104 0,9916
LT-71 528 526 4,67 7,80 x 103 0,9912 470 474 - 9,63 1,79 x 10 0,9838
LT-72 528 530 154,60 1,28 x 105 0,9925 470 475 - 61,68 4,52 x 10* 0,9903
LT-73 528 527 1,66 7,90 x 103 0,9923 470 473 - 98,53 6,26 x 10 0,9899
LT-74 528 527 76,02 3,47 x 10* 0,9970 470 476 - 26,17 1,81 x 10 0,9956
LT-75 528 525 100,00 3,08 x 10° 0,9917 470 474 - 68,40 2,80 x 10* 0,9860
LT-76 528 526 224,04 9,50 x 10* 0,9945 470 473 - 20,12 2,77 x 10* 0,9921
LT-77 528 526 30,80 2,57 x 10 0,9863 470 470 - 57,05 2,03 x 10 0,9939
LT-78 528 528 71,02 3,30 x 10* 0,9960 470 473 - 57,34 2,67 x 10 0,9911
LT-79 528 526 100,00 4,92 x 10* 0,9908 470 471 - 138,93 9,68 x 10* 0,9901
LT-80 528 527 239,39 1,69 x 105 0,9897 470 479 - 62,60 3,46 x 10* 0,9832
LT-81 528 528 113,28 7,86 X 10* 0,9902 470 478 - 50,27 2,25 x 10 0,9908
LT-82 528 527 123,68 7,29 x 10 0,9876 470 483 - 100,00 4,27 x 10* 0,9903
LT-83 528 527 9,67 3,01 x 10* 0,9867 470 474 - 179,66 9,01 x 10* 0,9932
LT-84 528 527 52,60 1,46 x 10 0,9940 470 479 - 15,18 1,78 x 10* 0,9916
LT-85 528 528 21,85 1,33 x 10 0,9960 470 467 - 48,02 2,88 x 10 0,9901
LT-86 528 527 54,29 3,82 x 10* 0,9890 470 475 - 16,14 1,15 x 10 0,9921
LT-87 528 527 107,93 6,14 x 10 0,9903 470 472 3,61 5.20 x 103 0,9940
LT-88 528 527 56,68 4,39 x 10* 0,9907 470 479 3,82 3,90 x 103 0,9935
LT-89 528 527 135,43 8,30 x 10* 0,9925 470 474 - 9,20 7,70 x 103 0,9971

aDados referentes ao perfil emissivo do complexo AO-ssDNA e DAPI-ssDNA em diferentes concentraces dos compostos teste (3-30 pM).

Hipercromismo e hipocromismo resultante da formagdo de um complexo entre HSA e derivados de LTs em comparagdo com compostos livres.
¢Stern- constante de supressao de Volmer (Ksv) obtida com base em dados de fluorescéncia com ssDNA.
dCoeficiente de correlagio.
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5.3 ENSAIO CITOTOXICO IN VITRO FRENTE A LINHAGEM J774A.1

Todos os compostos sintetizados (LT70 ao LT89) foram avaliados in vitro quanto a sua
citotoxicidade. O teste realizado em macréfagos J774 revelou que 0s compostos apresentaram
resultados citotoxicos distintos, sendo menos citotoxicos que a m-Amsa que obteve valor de
CC50 3.111 2.86. Os compostos da série apresentam uma variagéo citotoxica de 7.0£0.6 a >
75 UM, onde é possivel destacar os compostos LT73, LT75, LT77, LT80, LT82, LT83, LT85,

LT86 e LT88, que apresentaram CC50 maior do que 75 UM, sugerindo que esses compostos

témbaixa toxicidade em células normais.

Os demais compostos apresentam uma citotoxicidade variando entre 38.7+3.9 a
6014.3uM, indicando uma citotoxicidade mediana. Dentre os compostos o LT78 apresentou
CC50 de
7.0 £ 0.6 uM, sendo este 0 composto mais tdxico da série, ainda assim, este € duas vezes menos
citotoxico que o farmaco padrdo. Aparentemente essa elevada citotoxicidade pode ser atribuida
a presenca do p-Cl no fenil, uma vez que seu analogo o LT73 ndo apresenta substituicdo no

fenil e obteve uma CC50 de 79.4 3.0. Os resultados de todos 0s compostos sdo apresentados

na(Tabela 4).

5.4 ENSAIO CITOTOXICO IN VITRO FRENTE AS LINHAGENS TUMORAIS HUMANAS
DU-145 E JUKART E SEU INDICE DE SELETIVIDADE

Os efeitos citotoxicos provocados pelos derivados indol-tiossemicarbazonas (LT70-
LT89) no tratamento das células tumorais humanas de cancer de préstata (DU-145) e leucemia
(Jurkat), em sua maioria, foi inferior ao observado apos o tratamento com 0s compostos padrao
m-Amsa, Dox e Asul. No entanto os compostos LT76, LT77 e LT87 atuaram citotoxicamente

de forma semelhante para ambas as linhagens.

Na DU-145, os compostos apresentam valor de IC50 variando de 0.94+0.05 uM a
1.72+0.50 uM, onde os derivados que se apresentaram como 0s mais ativos da série para essa
linhagem sdo o LT77 (0.94+0.05) e LT87 (0.94+0.12) que diferem entre si apenas pela
substituicdlo em N-1 da tiossemicarbazona que ocorre pelo p-Cl-fenil e pelo alil
respectivamente. Pelo o que se observa, a substituicdo em N-4 da tiossemicarbazona de carater
hidrofébico do substituinte benzo [g], parece contribuir com as respostas citotoxicas, uma vez
que 0s compostos LT72 (1.13+0.12) e LT82 (1.62+0.04), também apresentaram bons

desempenhos. No entanto, ao manter o benzo [g] e inserir os grupos hidrofébicos fenil (LT72)
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e 1-naftil (LT82) na posicdo N-1 da tiossemicarbazona ndo se observa melhora da resposta

citotoxica.

Ja aincluséo de grupos retiradores de elétrons ao mesmo tempo nas posi¢des N-1 e N-4
da tiossemicarbazona, como ocorre no LT76 em que ele € substituido por p-Cl-fenil e 4-NO2
favorecem a atividade citotoxica tendo o composto citado uma IC50 de 0.98+0.10 puM. No
entanto essa mesma contribui¢cdo ndo é observada quando da ocorréncia da substituicdo em

apenas uma porc¢do da molécula como pode ser conferido na Tabela 4.

Para a linhagem leucémica Jurkat, os derivados LT70 - LT89 apresentaram valores
inibitorios significativos, tendo varios compostos como o LT76, LT77, LT78, LT80, LT86,
LT87 e LT89 apresentado valor de IC50 menor ou semelhante estatisticamente aos farmacos
padrdes. Os compostos (LT76 - LT79) substituidos em N-1 da tiossemicarbazona pelo p-Cl-
fenil, com seu efeito eletronico -1 e +M, sendo considerado um fraco retirador de elétrons,
conferiu a esse conjunto de moléculas valores de IC50 variando entre 1.18+0.08 uM a
1.64+0.06 uM. Tendo destaque os compostos LT76 com IC50 de 1.23+0.32 uM, e o LT77
com IC50 de 1.18+0.08 uM que foram menores que os valores de 1C50 dos padrdes m-Amsa
com 1.41+0.11uM e Asul com 1.33+0.08 uM. O p-Cl-fenil, parece ter sido o responsavel pelo
efeito citotoxico favoravel dos compostos, uma vez que seus analogos estruturais (LT70 —
LT74) quando substituidos na mesma posicéao pelo fenil apresentam valores de IC50 superior

ao observado noscompostos LT76 — LT79.

Assim como o observado na linhagem anterior, a presenca de grupos hidrofobicos em
N-1 da tiossemicarbazona (fenil/1-naftil) ndo conduziram a uma melhora na resposta bioldgica.
No entanto o conjunto de moléculas LT85 — LT89 que possuem o alil, grupo hidrofébico com
sistema 7 linear, obtiveram resultados de IC50 variando entre 0.84+0.09 pM a 1.56+0.06 pM.
Com destaque para o derivado LT87 que em ambas as por¢oes da molécula é substituido com
grupos hidrofébicos e ainda assim, € o composto mais ativo da série tendo valor de 1C50
igual a 0.84+0.09 UM sendo menor que os valores apresentados pelos compostos padrdo m-
Amsa (1.41£0.11 uM) e Asul (1.33£0.08 uM) e semelhante estatisticamente com a Dox que
apresentalC50 de 0.74+0.03 uM.



Tabela 4: Resultados de IC50, CC50 e IS dos derivados LT frente a DU-145 e Jurkat
3
N yR
LTy
Ry A ”
J774 DU-145 IS Jukart IS
Composto R1 R2 CC50 uM IC50 uM 1C50 pM
70 fenil 5-CN 64.745.1 1.12+0.20 57.77 ND ND
71 fenil 4-NO2 37.9+0.9 1.01+0.05 37.52 1.63+0.04 23.23
72 fenil benzo[g] 34.9+1.9 1.13+0.12 30.88 1.75+0.40 19.94
73 fenil pirrol[2,3- 79.4+3.0 1.36+0.05 58.38 1.56+0.06 50.89
b]piridin
74 fenil 7-CH3 32.9+25 1.43x0.07 23.00 1.52+0.28 21.64
75 p-cloro- 5-CN >75 1.34+0.04 55.97 1.44+0.83 52.08
fenil
76 p-cloro- 4-NO2 24.5£1.3 0.98+0.10 25.00 1.23+0.32 19.91
fenil
77 p-cloro- benzo[g] >75 0.94+0.05 79.78 1.18+0.08 63.55
fenil
78 p-cloro- pirrol[2,3- 7.0+0.6 1.52+0.05 4.60 1.37+0.10 5.10
fenil b]piridin
79 p-cloro- 7-CH3 30.0+2.6 1.46x0.12 20.54 1.64+0.06 18.29
fenil
80 1-naftil 5-CN >75 1.36+0.07 55.14 1.36+0.07 55.14
81 1-naftil 4-NO2 21.8+1.8 1.51+0.06 14.43 1.53+0.02 14.24
82 1-naftil benzo[g] >75 1.62+0.04 46.29 1.48+0.24 50.67
83 1-naftil pirrol[2,3- >75 1.60+0.04 46.87 1.49+0.11 50.33
b]piridin
84 1-naftil 7-CH3 38.7+3.9 1.65%0.02 23.45 1.60+0.56 24.18
85 alil 5-CN >75 1.07+0.06 70.09 1.48+0.42 50.67
86 alil 4-NO2 >75 1.41+0.08 53.19 1.26+0.07 59.52
87 alil benzo[g] 18.7+£5.0 0.94+0.12 19.89 0.84+0.09 22.26
88 alil pirrol[2,3- >75 1.72+0.50 62.50 1.56+0.06 48.07
b]piridin
89 alil 7-CH3 60+4.3 1.60+0.04 37.50 1.36+0.23 4411
Doxo - - - 1.12+0.06 - 0.74+0.03 -
m-Amsa - - 3.11+2,8 0.80+0.03 3.88 1.41+0.11 2.20
Asul - - - 0.66+0.20 - 1.33+0.08 -

IC50 — concentracdo que inibe 50% do crescimento celular
CC50 — concentracdo capaz de causar a perda da viabilidade em 50% dos
macrdfagoslS (Iindice de seletividade) — CC50 Macrdfagos/IC50 DU-145 e Jurkat
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5.5 ENSAIO CITOTOXICO IN VITRO FRENTE AS LINHAGENS MCF-7 E T-47D

Na investigacdo da atividade antiproliferativa em células de cancer de mama humano
MCF-7 e T-47D foi possivel verificar que todos 0s compostos se comportam de maneira similar
aos farmacos padr@es utilizados, m-Amsa, Dox e Asul em ambas as linhagens. Para a MCF-7
foi possivel verificar que ao fim do tratamento, as células mostraram-se mais sensiveis aos
compostos LT76, LT81, LT84, LT86, LT87 e LT88 apresentando valor de IC50
correspondentea 0.93+0.31, 0.74+0.12, 0.80+0.03, 0.82+0.14, 0.83+0.46 e 0.92+0.13 uM
respectivamente,
sendo menores que 0s padrdes m-Amsa, Asul e Dox que obtiveram valores de 1.14+0.009,
1.11+0.86 e 1.18+0.06 UM nessa ordem.

Essas diferencas na resposta bioldgica, estdo possivelmente associadas as modificacdes
dos grupos substituintes, realizadas na estrutura quimica das moléculas. A inser¢do do p-NO2-
indol, um grupo fortemente retirador de elétrons com efeito -1 e -M nos compostos LT71, LT76,
LT81 e LT86, aparentemente garante a efetividade da acédo bioldgica, que apresenta pequenas
alteracbes na resposta ao variar 0s grupos hidrofébicos substituidos em N-4 da
tiossemicarbazona por fenil, p-Cl-fenil, 1-naftil e alil. Os compostos destacados apresentam
IC50 correspondente a 1.14+0.22, 0.93+0.31, 0.74+0.12 e 0.82+0.14 UM respectivamente,

sendoo LT81 o mais ativo para essa linhagem.

As substituicbes em N-1(7-CH3, benzo[g] e pirrol [2,3-b]piridina) e N-4 (1-naftil, alil)
encontradas nos compostos LT84, LT87, e LT88 respectivamente sdo de carater eletronico
doador de elétrons por +I e +M que resultou numa significativa resposta antiproliferativa.
Comparando as atividades dos compostos LT81 e LT84, é possivel confirmar a importancia do
p-NO2 para obtengdo de uma resposta bioldgica mais efetiva. Estudos anteriores mostram que
a presenca de atomos eletronegativos aumenta a lipofilicidade da molécula e é responsavel pelo
aumento da citotoxicidade no modelo MTT (HARI et al., 2008). O estudo de SAR realizado
por (GUDIPATI et al., 2011) e (NAYAK et al., 2021) também comprova gue 0S compostos
com grupos retiradores de elétrons, conduzem a uma atividade notavel contra as linhagens
MCF-7, HeLa e HT29. Todos os compostos foram mais seletivos do que a m-Amsa que
apresentou IS de 2.72, contudo o composto LT78 foi 0 menos seletivo da série com IS de 6.09

e 0s demais encontram-se expressos na tabela 5.



Tabela 5: Resultados de IC50, CC50 e IS dos derivados LT frente a MCF-7 e T-47D

A
N~ “/H-

_|
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J774 MCF-7 IS T-47D IS

Composto R1 R2 CC50 1IC50 uM IC50 pM
uM

70 fenil 5-CN 64.7C5.1 1.30+0.06 49.77 1.41+0.05 45.89
71 fenil 4-NO2 37.9C0.9 1.14+0.22 33.25 1.13+0.48 33.54
72 fenil benzo[g] 34.9C1.9 1.17+0.11 29.83 1.16+0.04 30.09
73 fenil pirrol[2,3-b]piridin ~ 79.4C3.0  1.07+0.4 74.21 0.66+0.34 120.30
74 fenil 7-CH3 32.9C2.5 1.1+0.21 29.91 1.11+0.16 29.64
75 p-cloro-fenil 5-CN >75 1.4+0.66 53.57 1.39+0.91 53.96
76 p-cloro-fenil 4-NO2 24.51.3 0.93+0.31 26.34 0.95+0.36 25.79
77 p-cloro-fenil benzo[g] >75 1.43+0.90 52.45 0.81+0.05 92.59
78 p-cloro-fenil  pirrol[2,3-b]piridin 7.000.6 1.15+0.09 6.09 1.15+0.10 6.09
79 p-cloro-fenil 7-CH3 30.02.6 1.36%0.36 22.06 1.24+0.34 24.19
80 1-naftil 5-CN >75 1.27x0.27 59.06 1.27+£0.27 59.06
81 1-naftil 4-NO2 21.8r1.8 0.74+0.12 29.46 0.68+0.10 32.06
82 1-naftil benzo[g] >75 1.32+0.56 56.82 1.32+0.56 56.82
83 1-naftil  pirrol[2,3-b]piridin > 75 1.23+0.06 60.98 1.29+0.03 58.14
84 1-naftil 7-CH3 38.73.9 0.82+0.14 47.20 0.76+0.07 50.92
85 alil 5-CN >75 1.19+0.18 63.03 1.04+0.14 72.12
86 alil 4-NO2 >75 0.83+£0.46 90.36 1.61+0.98 46.58
87 alil benzo[g] 18.7¢50  0.80%0.03 23.38 0.74+0.03 25.27
88 alil pirrol[2,3-b]piridin >75 0.92+0.13 81.52 0.98+0.1 76.53
89 alil 7-CH3 604.3 1.09+0,2 55.05 1.09+0.25 55.05
Doxo - - - 1.11+0.86 - 1.03+0.27 -
m-Amsa - - 3.1112,8 1.14+0.09 2.72 1.25+0.38 2.48
Asul - - - 1.18+0.07 - 1.26+0.43 -

IC50 — concentracdo que inibe 50% do crescimento celular
CC5s0 - concentracao capaz de causar a perda da viabilidade em 50% dos

macrdfagoslS (Iindice de seletividade) — CC50 Macrdfagos/IC50 MCF-7 e T-47D.
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Um comportamento semelhante na acdo farmacologica, € observado na linhagem T-
47D, onde todos os compostos se assemelham aos resultados obtidos pelos farmacos controle.
Com destaque para os derivados LT73, LT76, LT77, LT81, LT84, LT87 e LT88 que
apresentam valor de IC50 correspondente a 0.66+0.34, 0.95+0.36, 0.81+0.05, 0.68+0.10,
0.76+£0.07, 0.74+0.03 e 0.98+0.1 pM respectivamente, sendo menor dos que os valores m-
Amsa, Asul e Dox que obtiveram valores de 1.03+£0.27, 1.25+0.38 e 1.26+0.43 UM nessa

ordem.

O composto LT73 foi o mais ativo para essa linhagem, em sua estrutura ha a presenca
do pirrol [2,3-b]piridina substituido em N-1 e do fenil em N-4 ambos com carater hidrofobico
e efeito eletrénico doador de elétrons por +1 e +M. Outros grupos quimicos, como o 1-naftil,
benzo[g] alil e 7-CH3, com efeitos similares ao observado no LT73 também foram
importantespara melhora na resposta antiproliferativa. Assim como observado na MCF-7, o
grupo p-NO2 contribuiu para a acdo positiva dos compostos com destaque para o LT76 e
LT81 queapresentam IC50 de 0.95+0.36 e 0.68+0.10 puM, sendo este Gltimo o segundo mais

ativo para esta série.

Em contrapartida, o grupo p-NO2 n&o foi determinante para garantir melhora na
respostado LT76 em relagdo ao LT77 que obteve IC50 igual a 0.81+0.05 puM apresentando

como substituinte em N-1 o benzo[g], que também esta presente no LT87 e juntamente com 0
alil substituido em N-4 foi responsavel por uma IC50 de 0.74+0.03 uM. Com excecdo dos
compostos LT73 e LT77, os compostos LT76, LT81, LT84, LT87 e LT88 apresentam uma
dualidade de agéo frente as linhagens MCF-7 e T-47D.

Assim como na MCF-7, o LT78 foi 0 menos seletivo com IS de 6.09, ainda assim todos
0s compostos foram mais seletivos do que a m-Amsa com IS de 2.48, os demais compostos

encontram-se expressos na tabela 5.

Vale salientar que a formacgdo de tumores de mama € enriquecida com constituintes
inflamatorios, como células e fatores soltveis principalmente TNF-a ¢ IL-6 que promovem
ativamente o desenvolvimento e a progressdo do cancer (GOLDBERG et al., 2010). Os
compostos LT76, LT81 e LT87 mostraram-se ativos frente as duas linhagens tumorais e como
descrito no trabalho de (JACOB et al., 2021) esses mesmos compostos se destacaram por
apresentar uma atividade anti-inflamatdria promissora, sendo capaz de inibir a producdo das
citocinas IL-2, IL-6, TNF- a ¢ NO. Além de serem inibidores da enzima ciclo-oxigenase 1l

(COX-2). Esses resultados se associam as evidéncias existentes de uma correlagdo entre os
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mecanismos inflamatdrios e a promocéo da carcinogénese, bem como da ocorréncia do cancer
de mama inflamatério (CMI) (ROBERTSON et al., 2010). Reforcando a hipotese de
(RAYBUM et al., 2009) de que farmacos anti-inflamatorios podem ser utilizados na terapia

anticancer.

Com base nesses dados os compostos LT76, LT81 e LT87 foram conduzidos a testes

mais especificos a fim de comprovar sua agdo antiproliferativa.
5.6 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

A metastase de células de cAncer de mama, sua invasdo em vasos e veias linfaticas locais
e a migracao dessas células para outros 6rgdos distais sao os principais desafios no sucesso do
tratamento desse tipo de cancer (RAVASAN et al., 2021; VALASTYAN & WEINBERG
2011). Por isso o ensaio de migracgdo celular é de suma importancia para entender a capacidade
de inibicdo dos compostos teste em inibir a migragdo das células cancerosas e,
consequentemente a supressao da progressdo do tumor (RAMADAN et al., 2021; ALMEIDA
etal., 2019).

O teste de invasdo com células MCF-7 mostra que os derivados testados LT76, LT81 e
LT87 sdo capazes de reduzir o processo de invasdao de maneira mais eficaz que o controle
positivo a m-Amsa. Apds 48h de incubacdo ndo foi observada diferencas estatisticas (p<0,2)
em nenhumas das concentracdes testadas entre a m-Amsa e o controle ndo tratado que
apresentou valores de 40,66 £ 6,25a1 uM e 42,64 £ 1,58 a 0,5 UM e 49,7 + 4,9 respectivamente.
Por outro lado, ao fim do tratamento, 0 composto LT76 em ambas as concentracfes de 0,5uM
(26,93 0,2) e 1uM (25,87« 1,4) foi capaz de diminuir estatisticamente o processo de invaséo,
enquanto que para 0os compostos LT81 e LT87 apesar da diminuigéo visual do quantitativo de
celulas e da inibicdo da invasdo, apenas na concentracdo de 1uM, de 25,67+ 1,4 (LT81) e
29,90+ 1,8 (LT87), foram estatisticamente significativos (Tabela 6).

Estes resultados sugerem que essas moléculas poderiam prevenir a disseminacdo de
celulas cancerosas de uma lesdo primaria para outro tecido, uma vez que a migracao celular
pode estimular a sinalizagdo reciproca entre as células-tronco mesenquimais e as células

cancerosas que promovem a metastase do cancer (KSIKSI, et al., 2022; SUHAIL et al., 2019).

Em contraste ao observado na linhagem MCF-7, no ensaio com T-47D, a m-Amsa é
capaz de reduzir o processo de invasdo a 0,5uM enquanto que a 1uM néo apresenta diferenca

estatistica quando comparado ao controle ndo tratado (Tabela 6). Em contrapartida, 0s
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compostos teste ndo obtiveram o mesmo éxito de inibicdo para esta linhagem. O composto
LT81 ndo mostra ser capaz de reduzir o processo de invasao a quaisquer concentragoes testadas,
enquanto que o LT87 tem a capacidade de reducao a 1uM com valor de 32,51+ 0,5 e p=0,04
assemelhando-se a reducdao demonstrada nas celulas MCF-7. No entanto, o LT76, assim como
na linhagem anterior, em ambas as concentracoes de 0,5uM (31,67« 1,1) e 1uM (51,66 5,4)
foram estatisticamente significativos para a inibi¢cdo da invasao celular. Vale salientar, que a
1uM, o composto em questdo promove uma habilitacdo inesperada na invasdo das células T-

47D, resultante de uma reconexdo das células ap6s o ensaio.

Tabela 6: Dados inibigdo da invasdo com MCF-7 e T-47D

Composto Concentragdo Invaséo (%)
MCF-7 T-47D
Control 48h - 49.76 +4.9 4112+ 1.7
m-AMSA 1uM 40.66 + 6.2 4321+1.2
m-AMSA 0.5 uM 4264+ 15 31.23+09*
LT-76 1uM 25.87 £1.4* 51.66+5.4*
LT-76 0.5 uM 26.93+0.2* 3167+1.1*
LT-81 1uM 25.67 £1.4* 3271+19
LT-81 0.5 uM 3478+ 3.1 4441+ 04
LT-87 1uM 29.90+1.8* 3251+ 05#
LT-87 0.5 uM 34.78 £ 3.2 41.04+£0.7

*p< 0.01, * p< 0.02
#p<0.04

5.7 ENSAIO DE INIBICAO DA TOPOISOMERASE Ila

As enzimas Topoisomerases (Topo), em suas isoformas | e I, s&o um dos principais
alvos farmacoldgicos dos quimioterapicos anticanceres, por apresentarem funcao crucial no
ciclo celular e nos processos de replicacéo, reparo e transcricdo do DNA (KAUR et al., 2020;
KELES et al., 2019). A Topo Il, em especial é responsavel por clivar irreversivelmente as duas
fitas do DNA, levando a célula a apoptose. Além disso apresenta-se superexpressa em alguns
tipos de linhagens celulares, por esse motivo € um alvo relevante da acdo dos farmacos
anticancer (RIBEIRO et al., 2019).
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A inibi¢do da topoisomerase Ila pelos derivados LT76, LT81 e LT87 foi analisada e
mostrada na Figura 14. Onde é possivel observar que ambos 0s compostos inibiram a atividade
enziméatica na mesma concentracdo do controle positivo a m-Amsa. A inibicdo pode ser
observada pelas diferencas nas conformacdes circulares do plasmideo pUC19, onde a enzima
topo Ila ¢ capaz de relaxar o DNA de plasmideo na auséncia dos compostos. Em contraste, a
m-Amsa e 0S compostos teste causaram a inibi¢do da enzima que resultou no aparecimento da
banda correspondente ao DNA superenrolado.

Figura 14: Efeito dos derivados de LT e m- Amsa na inibicdo da topoisomerase Ilo. humana.

pUCIY oell® mAMSA  LI-76 LT-81 LT-87

Relaxed
Linear

Supercoiled

Fonte: Autor (2022)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Todos os derivados demonstraram se ligar a HSA, apresentando diferentes afinidades
de ligacéo, de acordo com suas estruturas quimicas e suas propriedades fisico-quimicas, a qual
pode favorecer a biodisponibilidade destes compostos no meio bioldgico. Também foi possivel
confirmar o modo preferencial de ligacdo ao DNA dos compostos LT, que se da por intercalacéo
entre os pares de bases, podendo ser comprovado através da técnica de ensaio de competicao

com sondas fluorescentes laranja de acridina e DAPI.

Nos estudos citotoxicos com a linhagem ndo transformada, J774A.1, 0s compostos
apresentaram uma variacao citotdxica de 7.0+0.6 a > 75 uM, na qual alguns compostos como
0 LT78 se apresentam como o mais citotoxico da série. No entanto, ainda assim todos 0s
compostos foram menos citotoxicos que o farmaco padrdo m-Amsa. Ja na analise
antiproliferativa os derivados apresentam efeitos promissores em todas as linhagens tumorais
humanas testadas. Para as linhagens DU-145 e Jurkat os compostos LT76, LT77 e LT87 se
destacaram com IC50 0.98+0.10, 0.94+0.05 e 0.94+0.12 pM respectivamente. Para as

linhagensde cancer de mama MCF-7 e T-47D, os derivados LT76, LT81, LT84, LT86, LT87
e LT88 apresentaram valor de IC50 correspondente a 0.93+0.31, 0.74+0.12, 0.80+0.03,

0.82+0.14, 0.83+0.46 e 0.92+0.13 pM respectivamente, enquanto que para a T-47D o0s
derivados LT73, LT76, LT77, LT81, LT84, LT87 e LT88 apresentaram valor de IC50

correspondente a 0.66+0.34, 0.95+0.36, 0.81+0.05, 0.68+0.10, 0.76+0.07, 0.74+0.03 e
0.98+0.1 uM

respectivamente. Onde observa-se uma dualidade de acéo frente as linhagens para 0s compostos
LT76, LT81, LT84, LT87 e LT88.

Os compostos LT76, LT81 e LT87 apresentam a capacidade de inibigdo da migragéo de
células cancerosas do tipo MCF-7, sugerindo que essas moléculas podem evitar o
desenvolvimento do processo de metastase, com destaque para 0 composto LT76 que foi ativo
em ambas as concentracfes do teste. No entanto, 0 mesmo ndo € observado para a linhagem T-
47D, que apesar da atividade dos derivados LT76 e LT87, o LT81 ndo mostra capacidade de
reducdo do processo de invasdo a quaisquer concentracOes testadas. Esses compostos
apresentam ainda capacidade de inibig¢ao parcial da Topo Ila, podendo considera-lo como um

inibidor interfacial e aplica-lo em estudos mais aprofundados.
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7 PERSPECTIVA

e Utilizar a técnica de Dicroismo circular dos derivados LT com a HSA para verificar

possiveis mudancas nas estruturas secundérias da albumina;

e Aplicar estudo in silico com o intuito de estudar outros possiveis alvos biolégicos do

cancer com estes derivados;

e Analisar o efeito antiproliferativo com as linhagens MCF10A e VERO;

e Analisar em qual etapa do ciclo celular os derivados atuam e investigar o tipo de morte

celular.
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APENDICE B- ESPECTROS DE ABSORCAO UV-VIS DO ssDNA COM
OS DERIVADOS LT
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APENDICE C- ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DO ssDNA COM
DAPI E LARANJA DE CRIDINA (AO) COM OS DERIVADOS LT
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APENDICE D- FOTOS DA MIGRACAO 101
CELULAR

MCF-7
Controle Negativo m-Amsa 0.5 uM m-Amsa 1.0 uM
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Resumo: A presente invencao se refere a moleculas ativas sobre processos

Fgura a publicar:

inflamatorios, analgésicos e inibidoras da ciclooginagenase 2. Mais
especificamente, as moléculas da presente invencdo referem-se a
derivados N-{2-indol-3-il) metileno-N-hidrazina-carbotioamidas Uteis
no tratamento de processos inflamatdrios ou de cutras
manifestacdes clinicas que requeiram o uso de anti-inflamatdérios e
analgésicos. Os resultados sugerem uma resposta anti-inflamtona
dos derivados testados, onde o composto LQIT/AT-81 na dose de
10mg/Kg promoveu uma reducao no volume da pata em relacdo ao
grupo controle negativo. Estatisticamente o LQIT/LT-81 comportou-
se de maneira similar ac grupo conftrole positivo inibindo © edema em
até 70,20%. Os compostos testados exibiram atividade inibitoria da
COX-2 (0,14 e 0,049 M, respectivamente) maior gue o celecoxib
(0,26 uM). Os resuitados obtidos com a linhagem de macrofagos
J774 tratados in vitro com os composios mostraram a regulacdo
imunoldgica para resposta Th2. Parametros como a diminuicdo das
citocinas IL-6 e TNF-a, associados a menor liberacdo de oxido nitrico
e a linfoproliferacdo. As citocinas Th2. como IL-4 e IL-10, foram
produzidas em altos valores, e o TNF-a foi produzido em valores
mais baixos para todos os compostos testados, reforgcando a inibicdo
do perfil Th1.

1



APENDICE E- PUBLICACOES PARALELAS

Pamrpante & Matremd Crmmtotey M | 2000 11T

ELSFVIER

Bioorganic & Medicinal Chemistr

Journst RomApage: wews sl wumiasmmhime

COVID-19 therapy: What weapons do we bring into battle?
°, Jose Cleberson Santus Soores ',

Sinnn Méniu Vigalino de Aleeida'

_ ol 22 Licha dos 5 ", Josival l-:uunmll‘emlmmvetf.hmémcaldmmwm.

.hn:nou l’en:lmdeouvdra Lmnmrm decnnal&slunlnf Mairia da Carmu Alves de Lima'

" Latrear s de Bt AP [ seriidnde & Pveedars. Cewmee P Bl
* Latwraninns & hswace « Inovesin T 10T Iy -

e watem Feded & Mvsowta, B (4 ad

mnmma—xm |w~m~mw e St

ARTIFERISNED ARATEXCT

107

Erpeers

uwm'-mn*m mh.num-nﬁ: m»«mwmum»m
diA e mmnmwmmm ¥y 100 20ty comerrnty, Secace vae thing b oorrals axddet de
MRS T SaTio secaalkutel i CONVISS8 kaeebnipe b the swans e daoent e B produa v et
QN IR e (18 ghdad hsons Bera i (0 Wl e 8 Ve Aeebl sre mih sheuiing b il
Aoy pe tuﬁv;wtmlgthmmlmn&pwwhnmﬁuuldalmmbm&mwnm
o don el arn 43 the ey Thrve grvst S0 @ A b4a) rebed 53 COVEL T8 s wieai#had foe
mma&t\cmmu S ES ¢ da i aed parsephiilodgy of
mnov-m.wm»mmmwmumau.ﬂmmn
e Biviiey oF scieswes The Peril comtpraeOds S afkmepts b faal 0 seabeted deag (hat son b wned b it
CEONTD-10 By dewg reperpeasng. B 1 rewicrs, L drogs e honoe bewn regarprsed mhnwm
o Deir chariod dam Thee wil be p W proa kb betrer ol % o deu strseusd
mamuﬂm.mmu“namwmuumus
Prerrserg Mgk aperts
L. Introduction peeto ton ol Haresanity. Nevartheon, tie rigocom sadure of sty is

14 weeld o feong 4 Boge chalbagge be e rsnrcinm dimse
COIARTD 190 parsdemiie Hhw 10 fig0) o0 esetey Wittt weaperis 1
ten of henps” Dafmieaoly, oven Sefore e Sevse Acue
Besperanry Spadeacne Conmvinn 1 (OSUS Cod' 21w hadde sprend,
TRete oy 0 CIO0H TIRMIRe I 206 prehention sImmsngess vvat [l de fie
wey Nomwany oaroeen i’ 1 e coniwestandable thee Both sechen and
s bery Unge e dlwrvery of new cosspoaads er even of a deog than
» coverwecialy avallable thert can b erxprioved by paysatanc resdnity
for putienly ool e estrorme proseriiativn of COVRLIS There & alwi
stgetcs (n the divosivey of musdichw iead pragrtylactic athan o pre
wart (hw ertxy of the vino i et ool aller cipranre Vaoabe teseanh
SAPATS (VR Ik e 1en oo i Ten SARS CoVe 2wl oo from o
g br eTective pemes oo pivedsee o sesine” Wik s & ot a
reabity, the sohmanile community, wckaibog reedain chesmis and
Ava s whon acomperry peaienis, are oyleg to seneds dyerigaite a)
Armrevtiees. THN % 2 swrimdds rraudet The siommmitment with the

e Showery of o e drag weensd I distwgardad, even derng »
i and be Sve Sun of Thie wrgens 1 bt an m ek
eveyiteal mismyees and Qarias hope

CThe (rcosase I madies redared 0 SARSLaV-2 Aning the fen e
mesier D0 has slloswed the oather speedy sdeatiBraron of pos
s vnpentic copets foc it Sevebhping lorimcthsrapirs s
predachg ldamtiag aathviral dregs. 11 i natesartny e 16crooss 11
renthemson of SARSCoY (JONZ 1 and MENS-Col 1201001, sl it seoderuind
poovaethan af kiarnieder on stese HOoVa. miach Sae been vy (nefid
for ogotng brvestigations on SARS-CaV-L O erenple o dw -
shilty of sectsdhegrad Jesdeon il sllmal the fol sqoreing of
SARS LoN-2 greoton avd 1be edoxidelniet of o pretiinag drcipn .
e 5 Hanipronsn Sorethickeis. die SewsiQmen of & ludtves Seaie
e ke years. epmeafls Tedime enploving esmerpenl tecimiogies
Inpidres Sretaie frHy fests and expadsion 1o barge scale prodixcios
I ool o amia &Mdpwlﬂb« a5 nanasd 3 the cots of e
CORVIEH 9 pemshri, |

—nm-;p«tn e ot Labsaiirss de Bisoghs Makrsar, Listanihale &0 Fromeaabaor, Garortenn ML, Mol

Boaas addno: srerumenr e A 1SN o Armends),

Wi Aty LTI | b 20 LTI

Nepedind 28 base JUUAL Mocoteedd (n srvtsed domn 28 Al SRR Ascepied f Segitnthes T30

Avnibic satew 13 Yepoerrhee 20023
IR € 131 v er 130 W1 ighm meerond



Mect i C fuerssry etegr
Rty ok ang10. 100 14 D004-0.27- 417 14662

108

o

Albumin roles in developing anticancer compounds

Amdia Gadino Fbewro' « mmmr«mw José Oebarson Santos Soases' -
Xesolaine Uma dos Samos’ - s Trindade Tendilo Jacob’ - Qndy Suliane da Sihe Ferreda’ -
Masca Cderino dos Santos” - wwﬁmdow Sina MAnica Vialino de Almada)' " -

Maria do Casno Atves de Lima'

Nucwvwed 23 Nurdh 2021 Kzt 28 My 0021

© D Auttundy), e sdisdw oo 1 Sormger Sderns & Buiinen Meda LLC pat af Sarmge Netuw 2000

Abstraa

ARarnn 520 AMadar poosss B Eue wat seveed Diolog@cE Tacions. s e Busnas dorly, Bodh s Reat and s aea
25 maipont T 006 o Mghliglont by fie basdl g 0 sabic dul dings and cosaquent dlbudon & e Dlcodarean o Re
s of com. Ths U pasiodsly sicvam for astioascer DeaDiwnfs, Soce B peodcls aosuplits i Be e
G0 Vit 10 dupply e eacgetic demands of cacer e Differsl pectoroogy, Bemuadpeance wd B oo
sudies echaspes cm be cmpdoyad w0 vedly how adunds hinda 0 Sgani by waieg o sher hsags sengn 4 Rusis (HSA) or
Sorane sern aBusss (BSA N due 00 el antomun ! samilanc s TREE & as acasay o ale oy 10 mie aBuss o aadyiss of
abaswpeion, G busion, seslokae aad excreton (ADME ) progertes of anticgeces molaculies, which Tider desscastrgat
Do peetisiey Gamciy of B pveipaios Tor groposing sew dega

Neywonts Alwpmis - Cancey - Tramspoet ~ Dot o Gos » Degia

Introduction

Plusux dogual properies of dtugs ae afliewat by Be
Baadting odthe afiony w0 plasss peaesas. oo sonus
Abaie aad ghcogoless Thin deg pecctis bisding =
reverule i apue aal Be balasce becwer s Sie hoead and
fee douy swclecule U expeciad. Thempedic cfiom we caly
down by S whomt Panos of e dug axd e degree
of grossa hianding woes ficen dug oo dug 11, 2] Theve.
foee, e pecie i diug Doaling endescy M cocaadeed coe of
Be twoid spafices Do o the cwlumos of speci
pharssaviogiod xodues 13|

T3 Semes Momes Veslno de Amends
mxmecx®inebe

! lsvemeo d Qusras k Bovaco Tostecs (LT -
de Ambizom. Uemabde Sodor &
et , Koo, B, Boo

¥ Ltrentido de bnmmgmecioga K Ames (LIKAL
Iy mrabde Yokrw e Feruoecn, Bt M e

Mricods . Umvessdak: s Rongrdnee
P o)

Il o de
e w Clamanfem s,

Fubshaned welloe: 08 Juew 202 )

s e 22 yoam Dee Rasbérs an indyene o 8 guader
of ules parbene d b dete miar B mvoliesent of sxws
prdeis e De Seripeuny sapoest = bod heddh axd
doeie D hating cmoee AZes setim prodein Madisg S
Bl Sfe of o dmug cas be dmgroned by esasiag vl
and dec e sy 00Oy, whick ¢ s leat 10 hete s evapeutic
cutconses TA 5] 11 e Qo pronsis hisliag affiaary towads
sertim procens 6 el De dog will he stesdbedoed ant

ewead Sam Be dody vesy quoily 20 o Rerpenc
efex will be 3k wed. On e other bud eclevaal

By affiary dmglic s 2 Der oy g 1o 000 e s B
body, which cas afer loat 50 hagh noucey aud sadeaind
sale effecss orts cxviendad B ipeuty beacies (6] 1s ofer
woald e biading of componda 10 Mol sanu pacasie)
=y aftex dr dusshedon, Be oo siomgion od e
e Basem Of 40000 of doga [7]. BeCiuse vestg oot an
dng-prodsis bisdag Bp o poadicr fe Sevapenng effad
aaf posdify W wsgow Qo eficay [§| bedeph
Dowiedie of Be bavaron befwecs Etum pecosnd aad
dogis @ exoesmely lsmpamnt and spalficass da claacal
madicue, e sueades ad ey 1, 10]
Abcmbs o preceut i evenl stued Gaded adh
mpnmad bl fid cepeies and wnpiy as Wil ap 0
40% of swecsuul wesliemy (1] b gesenl S proges o
sared axdandig w he ogatium of ofge, S ctangls

£ Bproge



