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RESUMO

A quimica medicinal ¢ uma area essencial na descoberta de novos compostos com
atividade terapéutica e possibilita o desenvolvimento de novos medicamentos para
tratamento de diversas doencas. Além disso, modificagcdes racionais em esqueletos
quimicos possibilitam a melhora da atividade terapéutica de tratamentos atualmente
disponiveis na Clinica. Nesse sentido, os tiazois e as tiossemicarbazonas tém sido objeto
de pesquisas devido as suas diversas atividades farmacoldgicas. Neste trabalho
objetivamos sintetizar e caracterizar sete novos compostos quinolinicos-
tiossemicarbazonicos (CG-1 a CG-7), e avaliar suas propriedades ADMET in silico ¢ in
vitro, atividade antioxidante, citotdxica, antifingica e interacdo com Albumina Sérica
Bovina (BSA). Os compostos foram obtidos pela reagdo indireta com derivados
tiossemicarbazidas, por adicdo nucleofilica entre hidrazina e isotiocianatos
correspondentes. Os derivados foram caracterizados através de técnicas espectroscopicas
e por ferramentas bioinformaticas. Acerca da previsio ADMET, os compostos foram
classificados como moderadamente soliveis por ligagdo com as proteinas séricas, e
inibidores das principais isoformas de citocromo P450, com baixos valores teoricos de
clearance total. Além disso, o composto CG3 foi o que apresentou previsao de maior
risco de toxicidade. Todos os compostos presentaram previsdo de boa biodisponibilidade
oral, sem violacdo para as regras de Lipinski e Veber. Os compostos apresentaram fraca
a moderada atividade antifiingica in vitro, com melhor agcdo contra Candida tropicalis
(HAM 44). Quanto a atividade antioxidante o CG-1 apresentou a melhor atividade em
relagdo aos outros compostos, com resultados de 38.9% e 99.4% nos testes de DPPH e
ABTS respectivamente. Na avaliagdo da atividade citotoxica in vitro, os compostos
apresentaram altos valores de ICso para diferentes tipos de células e atividade hemolitica
>7.0%, indicando que os compostos ndo sao citotoxicos € nem hemoliticos. O mecanismo
de supressao de fluorescéncia promovido pelos compostos frente a albumina bovina ¢ de
natureza dindmico e reversivel, por interacdes hidrofobicas e eletrostaticas, processo
espontaneo e com alta probabilidade de transferéncia de energia. Esses resultados
contribuem fortemente com os estudos na area de inovagao terapéutica na busca por novos

compostos de interesse.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonas; ADMET; Tiaz6is; BSA; Antimicrobiano.



ABSTRACT

Medicinal chemistry is an essential field in the discovery of new compounds with
therapeutic activity, enabling the development of new drugs to treat various diseases.
Additionally, rational modifications in chemical skeletons allow for the improvement of
therapeutic activity of treatments currently available in clinical settings. In this context,
thiazoles and thiosemicarbazones have been the subject of research due to their diverse
pharmacological activities. In this study, our aim was to synthesize and characterize seven
new quinoline-thiosemicarbazone compounds (CG-1 to CG-7) and evaluate their in silico
ADMET properties and in vitro antioxidant, cytotoxic, antifungal, and interaction with
Bovine Serum Albumin (BSA). The compounds were obtained by the indirect reaction
with thiosemicarbazide derivatives, through nucleophilic addition between hydrazine and
corresponding isothiocyanates. The derivatives were characterized through spectroscopic
techniques and bioinformatics tools. Regarding ADMET prediction, the compounds were
classified as moderately soluble by binding with serum proteins and inhibitors of the main
isoforms of cytochrome P450, with low theoretical values of total clearance. Additionally,
compound CG3 showed the highest predicted toxicity risk. All compounds had good oral
bioavailability prediction without violation of Lipinski and Veber rules. The compounds
showed weak to moderate in vitro antifungal activity, with better action against Candida
tropicalis (HAM 44). Regarding antioxidant activity, CG-1 showed the best activity
compared to other compounds, with results of 38.9% and 99.4% in DPPH and ABTS
tests, respectively. In the evaluation of in vitro cytotoxic activity, the compounds showed
high IC50 values for different cell types and hemolytic activity >7.0%, indicating that the
compounds are not cytotoxic or hemolytic. The fluorescence suppression mechanism
promoted by the compounds against bovine albumin is dynamic and reversible, through
hydrophobic and electrostatic interactions, a spontaneous process with a high probability
of energy transfer. These results strongly contribute to studies in the field of therapeutic

innovation in the search for new compounds of interest.

Keywords: Thiosemicarbazones; ADMET; Thiazoles; BSA; antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a resisténcia microbiana tornou-se uma ameaca crescente. O
surgimento de patdgenos multirresistentes representa uma grande ameaga a satde publica
anivel global. Esta problematica se faz cada vez mais presente na clinica médica humana
e veterindria. Ocasionam potentes septicemias, onde os tratamentos com 0s
antimicrobianos vem cada vez mais perdendo sua eficicia, uma vez que as propriedades
evolutivas desses patdgenos multirresistentes, como a aquisi¢ao de genes de resisténcia,
ocasionada por mecanismos de transferéncia horizontal, praticas de prescrigao
inadequadas da antibioticoterapia e demais processos que induzem o processo de
resisténcia, conseguem anular as a¢des dos farmacos disponiveis no mercado (Neto et al.
2020; Qin et al. 2012).

Essa problematica traz consigo riscos para diversas areas da sociedade, como
saude, seguranca alimentar, comércio internacional e desenvolvimento econdmico. A
Organizacao Mundial de Saude (OMS) afirma que a resisténcia antimicrobiana resulta no
aumento dos custos com saude, internagdes hospitalares, tratamentos ineficazes, doengas
graves e até mesmo mortes (700 mil por ano) (WHO, 2022).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa uma ameaca em todo o mundo, ¢
uma das principais causas de morte principalmente em locais com pouco recursos. Em
2019 foi estimada 4,95 milhdes de mortes, destas, 1,27 milhdo das mortes foram
diretamente relacionadas com as consequéncias da resisténcia aos medicamentos, onde
especialistas preveem que estes nimeros podem aumentar ainda mais nos proximos anos
(Gutsanu et al. 2020). Além disso, estimativas da OMS preveem a faléncia completa da
antibioticoterapia até 2050. (Haldar, 2023.) Associado a isso, as poucas opcdes
terapéuticas atualmente disponiveis sdo frutos diretos da era de ouro dos antibidticos,
onde atualmente o desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos apresenta uma
série de desafios a serem superados (Uddin et al., 2021.).

Além das bactérias, espécies fungicas também vem causando preocupagdes no
cenario clinico, onde nos ultimos anos ha um aumento alarmante de infecgdes fingicas,
principalmente daquelas causadas por Candida sp. € Cryptococcus sp. A alta incidéncia
dessas infecgdes causadas por essas leveduras representa um grande desafio, devido as
dificuldades no diagndstico. A candidiase ¢ responsavel por cerca de 2-3% de todas as

infec¢des na Europa, a taxa média de mortalidade causada por candidemia ¢ de 43%,
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praticamente maior que qualquer outro tipo de infeccdo do fluxo sanguineo (Lee et al.,
2017).

Infeccdes causadas por espécies de Candida resistentes a antifungicos ¢ um
problema emergente, mostram uma taxa de resisténcia ao fluconazol de 0-5%, os valores
mais altos estdo estabelecidos na Africa do Sul. Na Dinamarca o aparecimento de espécies
Candidas ndo albicans resistentes ao fluconazol é ainda maior, cerca de 5-65%. Esse
cenario € preocupante, pois esse triazol € o unico antifungico disponivel no mercado para
o tratamento da candidiase em muitas partes do mundo (Khan et al., 2017; Neto et al.
2020). Diante deste cendrio alarmante da RAM recomenda-se a busca de novos
“scaffolds”, e as tiossemicarbazonas aparecem como uma potencial alternativa. Outro
fator encorajador ¢ a facilidade na obtencdo de novos derivados bioativos. Na quimica
medicinal as tiossemicarbazonas tém ganhado grande atencao devido a sua versatilidade
estrutural, 13 promissoras aplicagdes bioldgicas associada ao seu potencial
farmacoldgico, dentre suas atividades, seu potencial antimicrobiano ja estd bem
estabelecido (Gunduz et al., 2021).

Neste trabalho apresentamos a sintese, caracterizagdo quimica, absorg¢ao,
distribuicao, metabolismo e excre¢ao (ADME), atividade antioxidante in vitro, além um
estudo preliminar de citotoxicidade in vitro dos compostos frente as linhagens J774-Al
de macrofagos, células Vero, fibroblastos (V79), HepG2 e eritrocitos de hamster. Além
do estudo de mecanismo de supressao de fluorescéncia promovido pelos compostos frente
a albumina bovina (BSA) e avaliagdo da atividade antimicrobiana dos compostos frente

as cepas padroes e isolados clinicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Sintetizar e caracterizar compostos quinolinicos-tiossemicarbazonicos, ¢ avaliar
suas propriedades ADMET in silico e in vitro como atividade antioxidante, citotoxica,

antifungica e estudo de interacdo com Albumina Sérica Bovina (BSA).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar sete compostos quinolinicos-tiossemicarbazonicos inéditos através de
reac¢ao indireta com derivados tiossemicarbazida;

e Realizar o estudo in silico ADMET de compostos quinolinicos-tiossemicarbazonicos;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos compostos quinolinicos-
tiossemicarbazonicos;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro dos compostos frente as linhagens J774-A1 de
macrofagos, células Vero, fibroblastos (V79), HepG2 e eritrocitos de hamster;

e Avaliar o mecanismo de supressdo de fluorescéncia promovido pelos compostos
frente a albumina bovina (BSA);

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos frente as cepas padrdes e isolados

clinicos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 ANTIBIOTICOTERAPIA

Antes da descoberta da penicilina em 1928, existiam poucos recursos disponiveis
para o tratamento de infecgdes bacterianas. Durante a Primeira Guerra Mundial os
médicos dependiam principalmente de tratamentos ndo antibidticos, como banhos,
compressas de agua quente e cirurgia. No entanto, foram utilizados alguns
antimicrobianos de forma experimental, como sulfato de cobre, mercurio e prata para
tratar infecgOes bacterianas (Cook; Wright, 2022). Na mesma ocasido também foram
utilizados agentes quimicos para limpeza de feridas, como solugdo de iodo e peroxido de
hidrogénio. Contudo, havia uma elevada toxicidade nessas formas de tratamento. Além
da ineficacia resultante das limitacdes no combate as infec¢des bacterianas, muitos
soldados acabavam morrendo de infec¢des secundarias (Patrick, 1995; Pita;Pereira, 2014;
Walsh, 2003)

O bacteriologista alemao Paul Erlich deu inicio a quimioterapia antimicrobiana ha
mais de um século, durante seus estudos para encontrar compostos que combatessem a
sifilis (Sepkowitz, 2011). Em 1910, Erlich estabeleceu os conceitos fundamentais de que
substancias quimicas poderiam interromper a proliferagdo de micro-organismos. Apds
experimentar mais de 600 compostos sintéticos, desenvolveu-se a arsfenamina, o primeiro
antibiodtico sintético, comercialmente conhecido como Salvarsan (Figura), utilizado no

tratamento da sifilis (Bosch; Rosich, 2008).

Figura 1. Arsfenamina ( 3,3'- diamino-4,4'- di-hidroxi-arsenobenzol)

OH

H,N As
NS
a¢ NH,

" Fonte: O autor (2023).

A arsfenamina foi amplamente utilizada no tratamento da sifilis até que a
penicilina, descoberta por Alexander Fleming em 1928, substituiu-a. Fleming isolou e
identificou a penicilina como o primeiro antibidtico natural eficaz contra varias bactérias,
incluindo aquelas responsaveis por pneumonia, meningite e infec¢des urinérias. Além da
descoberta da penicilina, as técnicas de pesquisa in vitro para novos antimicrobianos

foram desenvolvidas como resultado de seu trabalho. Apesar de seus efeitos colaterais, a
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penicilina abriu novos horizontes na ciéncia e permitiu o desenvolvimento de uma nova
geracdo de antimicrobianos, as sulfonamidas, na década de 1930. (Figura 2) (Patrick,
1995; Walsh, 2003).

Durante a Segunda Guerra Mundial, a crescente demanda por antimicrobianos
impulsionou os esfor¢os de pesquisa e producdo. Nos Estados Unidos, a produgdo em
massa de penicilina comecou em 1941, liderada por cientistas como Howard Florey e
Ernst Chain, em colaboracdo com a industria farmacéutica. A penicilina, substituindo as
sulfonamidas, juntamente com outros antimicrobianos, foi crucial no tratamento de
feridos de guerra, salvando muitas vidas de infeccdes graves (Nicolau, 2008; Walsh,
2003). A partir dos anos 50, diversos novos antibidticos, como eritromicina, tetraciclina,
cloranfenicol e aminoglicosideos, foram desenvolvidos para combater bactérias
resistentes a penicilina, ampliando as opg¢des de tratamento contra infecgdes. A descoberta
de antimicrobianos continuou a acelerar nas décadas seguintes, incluindo antibidticos [3-
lactamicos, andlogos de penicilina e cefalexina, acido clavulanico e aztreonam, além de

novos medicamentos antivirais, antifingicos e antiprotozoarios (Guimaraes et al., 2010).

Figura 2. Classes quimicas dos antimicrobianos que surgiram ap6s a arsfenamina

Sulfonamidas
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Tetraciclina Lineczolida

Salvarsan

| Eritromicina Vancomicina  Daptomicina
Cloranfenicol Cefalosporinas
Penicilina G Ceftolozona +tazobactam

Estreptomicina

Sulfonamidas . . o
Descoberta de antibisticos e Resisténcia microbiana aos antibidticos

Fonte: Adaptado de UNEP (2023)

3.2 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A Organizac¢ao Mundial de Saude (OMS) afirma que a resisténcia antimicrobiana
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gera aumento dos custos de saude, internagdes hospitalares, falha no tratamento, doengas
graves ¢ morte. O rdpido aumento da resisténcia antimicrobiana constitui uma das
ameagas mais urgentes do mundo a saide humana, animal, vegetal e ambiental,
colocando em risco a seguranca alimentar, o comércio internacional, o desenvolvimento
economico e prejudicando o progresso em direcdo aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) (WHO, 2020).

Um dos primeiros relatos de resisténcia antimicrobiana data de 1947, quando
isolados de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina foram encontrados em um
hospital nos Estados Unidos. Em 1952, um surto de infec¢des por Salmonella
typhimurium nao pdde ser tratado com sulfonamidas devido a resisténcia do patogeno,
causada por uma mutacdo no gene que codifica a enzima alvo do farmaco. Em 1960, foi
relatada a resisténcia a multiplas drogas (MDR) pela primeira vez, com uma cepa de S.
aureus resistente a penicilina, estreptomicina e cloranfenicol. Na década de 1990, novas
classes de antimicrobianos, como fluoroquinolonas e cefalosporinas, foram
desenvolvidas para combater bactérias resistentes, mas a resisténcia antimicrobiana
persistiu como um desafio crescente, resultando em aumento da morbidade e mortalidade
associadas as infecgdes (Jevons, 1961; Luria; Delbruck, 1943).

O crescente aumento da resisténcia antimicrobiana tem sido impulsionada pela
disseminagdo excessiva e irresponsavel de medicamentos antimicrobianos, o que leva a
selecdo de resisténcia, e continuam a se reproduzirem conduzindo as novas geracdes de
bactérias resistentes. Isso ¢ um cendrio perigoso, uma vez que as infec¢des resistentes a
medicamentos podem refutar qualquer tipo de antibidtico disponivel. Os esfor¢os para
desenvolver novas classes de antimicrobianos continuam, mas € necessario também
promover a utilizagdo racional desses medicamentos, a fim de reduzir a velocidade do
desenvolvimento da resisténcia. Além disso, ¢ importante desenvolver novas alternativas
de antimicrobianos, como terapias imunologicas e vacinas (WHO, 2015).

Dados da OMS indicam que a resisténcia antimicrobiana (RAM) resulta em
aproximadamente 700 mil mortes anuais globalmente, com projecdes alarmantes de até
10 milhdes de mortes até 2050, caso medidas urgentes ndo sejam adotadas para prevenir
e controlar sua disseminacdo. A RAM ja estd comprometendo o tratamento de varias
doengas, incluindo tuberculose, HIV/AIDS, malaria e infecgdes bacterianas comuns,
como pneumonia, infecgdes urinarias e sepses. Portanto, ¢ essencial um esforgo global
coordenado e sustentado, abrangendo investimentos em pesquisa e desenvolvimento,

prevengao e controle de infecgdes, uso criterioso de antimicrobianos, fortalecimento da
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vigilancia e monitoramento, além do desenvolvimento de novos antimicrobianos para
enfrentar esse desafio (BRASIL, 2018; WHO, 2020).

No ano de 2017 a OMS divulgou uma lista com 12 bactérias e ou familias
bacterianas resistentes a antibidticos, nela encontram-se as bactérias com maior
representatividade de ameaga a saide humana (Tabela 1). A lista foi elaborada para
orientar e promover pesquisa ¢ desenvolvimento de novos antibioticos, como parte dos
esforcos da OMS para enfrentar a crescente resisténcia. As bactérias foram divididas em
trés categorias: Critica (que se enquadram as bactérias multirresistentes presentem em

hospitais), Alta e Média (bactérias causadoras de infecgdes leves a graves).

Tabela 1. Lista de bactérias resistentes a antibidticos. Dividida em trés categorias: Critica, Alta e Média

prioridade.
Bactéria ou familia bacteriana Resisténcia
Prioridade: Critica
Acinetobacter baumannii Carbapenem
Pseudomonas aeruginosa Carbapenem
Enterobacteriaceae Carbapenem
Prioridade: Alta
Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina, Vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp. Fluoroquinolona
Salmonellae Fluoroquinolona
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporina, Fluoroquinolona
Prioridade: Média
Streptococcus pneumoniae Nao suscetivel a penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp Fluoroquinolona

Fonte: OMS, 2017.

A cada ano, milhdes de pacientes em todo o mundo sdo internados em unidades
de terapia intensiva (UTI), este ambiente hospitalar ¢ frequentemente chamado de
epicentro de infeccdes oportunistas e da propagacao de microrganismos multirresistentes
(Johani et al., 2018). Cepas bacterianas enquadradas dentre as prioridades da OMS,
geralmente sdo encontradas nos ambientes hospitalares. Acinetobacter spp. sdo grandes
causadores de infec¢des hospitalares adquiridas, capazes de colonizar e infectar varios
locais, possuindo a caracteristica peculiar de serem resistentes a multiplos farmacos (Patel
etal., 2019).

Pseudomonas aeruginosa tem sido reconhecida como uma bactéria mais comum
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associada a infecgoes nosocomiais. Além disso, apresenta resisténcia a uma variedade de
antibioticos, incluindo aminoglicosideos, quinolonas e f-lactamicos, sendo listada como
prioridade critica pela OMS no desenvolvimento de novos antibidticos (Pang et al.,
2019). Cepas resistentes de Staphylococcus aureus vém causando muitos danos a
pacientes hospitalizados, sendo a principal causa de doengas infecciosas disseminadas e
potencialmente letais, incluindo pneumonia necrotizante, endocardite, osteomielite e
bacteremia (Tafvizi et al., 2019).

Também destacamos a emergéncia mundial de New Delhi metalo-f-lactamase-1
(NDM-1) como uma carbapenemase capaz de hidrolisar quase todos os antibioticos f-
lactamicos disponiveis, fato que marcou a ultima década, colocando em risco tratamentos
antibacterianos eficazes. Nenhum inibidor de NDM-1 esté disponivel em terapia, nem ha
compostos promissores em andamento para futuros inibidores de NDM-1 (Linciono et
al., 2018).

Muitas infecg¢des hospitalares sdo causadas por microrganismos multirresistentes,
o0 que prolonga o tempo de tratamento. Kato er al. (2018) observaram que o uso
prolongado de antibidticos pode resultar em infec¢des fungicas nosocomiais, associadas
a 20 espécies de Candida. Candida albicans € o agente causador principal da candidiase,
a infec¢do fungica mais comum em humanos, sendo a principal causa de Candidemia.
Candidas spp ndo-albicans, como C. tropicalis, também podem estar presentes (Ying et
al., 2019).

Chew et al. (2019) conduziram um estudo com trés pacientes com sepse, nos quais
C. tropicalis, Trichosporon asahii e C. glabrata foram identificados, resultando em 6bito
devido a falta de eficacia dos tratamentos utilizados, sugerindo uma possivel resisténcia
das cepas aos antifingicos. O nimero de isolados clinicos resistentes esta em crescimento
anual, associado a resisténcia cruzada entre os antifingicos, aumento de pacientes
imunocomprometidos e uso prolongado ou incorreto desses medicamentos pela
populagdo (Bianchin et al., 2019).

De acordo com relatorio dos Centros de Controle e Prevencao de Doencas dos
EUA, C. glabrata ¢ uma ameaca crescente devido a sua frequente resisténcia aos
antifungicos (Alnajjar et al., 2018). A terapia disponivel para infec¢des por Candida spp.
¢ restrita a quatro classes principais de antifingicos: azois, polienos, fluoropirimidinas e
equinocandinas. Muitas cepas apresentam resisténcia intrinseca aos azois, polienos e
fluoropirimidinas, tornando as equinocandinas uma alternativa para os isolados

resistentes (El-Houssaini et al., 2019). De acordo com a OMS a resisténcia ¢ um problema
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que ameaga a saude publica, devido ao surgimento de cepas bacterianas e fungicas
resistentes aos antimicrobianos convencionais, portanto, a pesquisa e o desenvolvimento

de novas alternativas terapéuticas tornam-se necessarias ao combate a estes organismos.
3.3 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas, também chamadas de bases de Schiff, sio compostos
organicos versateis com diversas atividades biologicas. Sao ligantes organicos contendo
atomos de nitrogénio (N) e enxofre (S) que atuam como doadores de elétrons. Podem
existir em equilibrio tautomérico na forma tiona ou tiol, sendo uteis como intermedidrios
na sintese de heterociclicos ¢ armazenadas facilmente sem necessidade de condigdes
especiais, sendo resistentes a luz (Tenorio ef al., 2005; Silva, 2016).

Essas bases sao facilmente acessiveis e de baixo custo na sintese quimica, com
boa reatividade e altos rendimentos, permitindo a produ¢ao de uma variedade de analogos
(Scarim et al., 2019). Podem ser obtidas diretamente, pela reagdo da tiossemicarbazida
comercial com aldeidos ou cetonas em meio alcodlico com catalisador acido, ou
indiretamente, pela prévia preparacao da tiossemicarbazida e subsequente reagao com o

composto carbonilado desejado (Oliveira et al., 2015;Tenorio et al., 2005; Silva, 2016).

Figura 3. Tiossemicarbazonas e processos de obtencao.
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Fonte: O autor (2023).
Alteracdes estruturais podem resultar em diferentes atividades bioldgicas. Por

exemplo, tiossemicarbazonas derivadas da piridina com grupos alquila no nitrogénio
terminal tém maior atividade antiviral do que os andlogos ndo substituidos. Grupos
volumosos no nitrogénio terminal aumentam a atividade antitumoral, enquanto os

substituintes volumosos na acetilpiridina melhoram a eficicia como agentes antimalaria
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(Tasdemir et al., 2014).

Nas décadas de 1950 e 1960, as tiossemicarbazonas foram estudadas como
potenciais agentes antitumorais devido a sua capacidade de complexar ions metalicos e
inibir a atividade de enzimas como a ribonucleotideo redutase e a Topoisomerase II
(Tasdemir et al., 2014). As tiossemicarbazonas, quando reagem com acetofenonas, geram
seus bioisosteros tiazol e tiazolidinona, que demonstram um perfil farmacologico notavel,
incluindo atividades antifingicas, antivirais e antitumorais, entre outras (Siqueira et al.,

Figura 4. Representacao da tiossemicarbazonas, seus bioisosteros e suas aplicagdes farmacolodgicas.
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Fonte: Adaptado de SIQUEIRA et al. (2022)

As tiossemicarbazonas e seus complexos metalicos t€ém sido estudados nos
ultimos 50 anos por suas diversas aplicacdes biologicas. Acredita-se que a presenga do
atomo de enxofre e sua capacidade de se ligar aos metais no sistema bioldgico seja a
principal razdo para suas atividades biologicas, como anticancerigena, antitumoral,
antifiingica, antibacteriana, antimalarico, antiviral e anti-HIV (Nehar et al. 2020; Sivaraj

et al. 2019).

Figura 5. Estruturas geral das tiossemicarbazonas
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As tiossemicarbazonas sdo consideradas ligantes organicos e sdo compostas por
atomos de nitrogénio e enxofre. Essas moléculas destacam-se pela presenga das partes
hidrazona (HC=N-NH-) e tioamida (S=C-N-). Essa classe de compostos ¢ conhecida por
sua facil obtengdo, baixo custo de sintese e pela sua versatilidade no uso tanto como
composto final quanto como intermediario na sintese de outras classes de compostos
organicos. Sdo moléculas com excelentes propriedades quelantes, podendo formar
complexos estaveis e encontrar aplicagdes em diversas areas (Neto ef al., 2017; Oliveria
etal., 2016).

Em 1963, a metisazona, também conhecida como N-metilisatina
tiossemicarbazona, teve sua eficdcia comprovada na prevencdo do virus da variola. O
medicamento, denominado Marboran (Figura 6) quando comercializado, foi utilizado
como profilaxia contra a variola na India. No entanto, devido aos efeitos colaterais

(nduseas e vomitos), o uso do composto foi suspenso (Bauer, 1965).

Figura 6. Estruturas de derivados tiossemicarbazonicos importantes na medicina
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Fonte: Adaptado de SIVARAI et al. (2019).

A tioacetazona, uma tiossemicarbazona sintetizada por Behnisch, Mietzsch e
Schmidt, foi estudada por Domagk para avaliar a inibi¢do do crescimento do bacilo da
tuberculose in vitro e no tratamento da tuberculose experimental. Em 1950, demonstrou-
se benéfica no tratamento de pacientes com tuberculose pulmonar avangada, embora com
limitacOes devido aos efeitos adversos (Cohen;Frost;Yue, 1953). Atualmente, diversos

compostos tiossemicarbazonicos, como o Triapine (3-amino-2-piridinocarboxaldeido),
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DpC (di-2-piridilcetona-4-ciclohexil-4-metil-3-tiossemicarbazona) e COTI-2 ((E)-N'-
(6,7-dihidroquinolina-8(5H)-ilideno)-4-(piridina2-il)piperazina-1-carbotiohidrazida),
estdo sendo testados em ensaios clinicos de fase | e Il contra varios tipos de cancer
(Sivaraj et al., 2019).

As atividades biologicas concernentes as tiossemicarbazonas resultam da
habilidade de formar complexos com ions metalicos. Por consequéncia da deslocalizagdo
de elétrons =, elas podem coexistir nas formas tiona e tiol em equilibrio tautomérico. A
forma tiona atua como ligante neutro bidentado enquanto a forma tiol se desprotona e

atua como ligante anibnico (Figura 7) (Kurup; Joseph, 2006; Tenorio et al., 2005).

Figura 7. Representacéo das configuracBes E e Z das tiossemicarbazonas
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Fonte: O autor (2023).

As tiossemicarbazonas, no estado solido, geralmente se apresentam como
misturas dos isomeros E e Z (Afrasiabi ef al., 2003). Em solucdo, ha uma isomerizagao
da configuracdo Z para E devido a maior estabilidade termodinamica do isémero E,
influenciada pela presenga de acido e pelos grupos substituintes ligados ao carbono
azometina e ao nitrogénio da tioamida (N-4). Tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos
tendem a formar preferencialmente o isdmero E, mais estavel, enquanto a propor¢ao entre
os isomeros E e Z em tiossemicarbazonas derivadas de cetonas assimétricas depende da

estrutura dos substituintes ligados a carbonila (; Costa et al., 2003; Ota et al., 1998).

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS TIOSSEMICARBAZONAS

As chalconas associadas as tiossemicarbazonas vém se destacando na literatura
pela variedade de atividades biologicas, entre elas a antimicrobiana. As chalconas-
tiossemicarbazonas permitem a formagao de complexos metalicos com manganés, cobre

e zinco. Em seguida, realizaram a avaliacao da atividade biologica de todos os complexos
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preparados contra bactérias S. aureus, Bacillus megaterium, Escherichia coli e Proteus
vulgaris. A maioria dos produtos sintetizados exibiu poténcia moderada a boa contra
bactérias em comparacdo aos farmacos padrdo (Hirapara et al., 2023).

Um estudo realizado por Abu-Reidah et al. (2022) descreveu a sintese de
compostos chalconas-tiossemicarbazonas contendo substituintes trifluorometil e
trifluorometoxi e a avaliacdo da atividade antibacteriana contra cepas patogénicas de
bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. subtilis) e Gram-negativas (E. coli) e fingicas
(C. albicans e Aspergillus niger). Neste estudo, os compostos com grupo trifluorometoxi
foram mais eficazes do que aqueles com grupo trifluorometil. Entre os vintes compostos,
dois compostos apresentaram a maior atividade antimicrobiana em comparagdo aos
padrdes, sem mostrar citotoxicidade.

Jaafar et al. (2022) destacam a sintese de complexos metalicos com
tiossemicarbazonas como possiveis antimicrobianos. Foram testadas as atividades desses
complexos e de vanilina-4-metil-tiossemicarbazonas e 3,4-dihidroxibenzaldeido-3 metil-
tiossemicarbazona contra Enterococcus faecalis, B. subtilis, A. baumanii, Paracoccus
yeei, A. fumigatus e C. albicans. Os resultados mostraram atividade antibacteriana dos
ligantes contra E. faecalis e A. baumanii, com destaque para o complexo de zinco, que
apresentou atividade especifica contra 4. baumanii. No entanto, os complexos de cadmio
foram inativos contra bactérias Gram-positivas, mas exibiram atividade antibacteriana em
uma faixa de concentracdo de 1,25 £ 0,02 e 2,08 + 0,4 ug/mL contra Gram-negativas P.

yeei e A. baumanii, respectivamente.

Figura 8. Estruturas das vanilina-4-metil-tiossemicarbazonas e os complexos metalicos
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Than et al. (2015) realizar Fonte: O autor (2023).  rje de N-(tetra-O-acetil-B-D-
glucopiranosil)-tiossemicarbazonas (Figura 9) constataram que dentre os diversos
compostos testados, quatro compostos (4k, 41, 4m e 4n) se destacaram. Os derivados
tiossemicarbazonicos foram os mais ativos contra todas as cepas bacterianas testadas,
especialmente contra S. epidermidis, B. subtilis e E. coli. Os valores de MIC nesses casos

sao 0,156, 0,156 e 0,313 pg/mL, respectivamente. Todos os compostos apresentaram
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atividade antifiingica de fraca a moderada contra C. albicans e A. niger do que a nistatina
MIC = 0,156 — 0,625 pg/mL vs. MIC = 0,078 upg/mL de nistatina), e as
tiossemicarbazonas 41, 4m e 4n exibiram atividade significativa com MIC = 0,156 pg/mL.
Esses compostos também apresentaram boa atividade antifungica contra F. oxysporum

semelhante a nistatina (CIM = 0,156 pg/mL).

Figura 9. Estruturas quimicas das N-(tetra-O-acetil-f-D-glucopiranosil)-tiossemicarbazonas
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Fonte: O autor (2023).

Trés novos derivados de tiossemicarbazona O-carboximetilquitosana (Figura
10) foram obtidos por meio de uma reacdo de condensagdo de tiossemicarbazida O-
carboxi-metil-quitosana com o-hidroxibenzaldeido, p-metoxibenzaldeido e p-
clorobenzaldeido, respectivamente. Suas estruturas foram caracterizadas por analise
elementar, FTIR, RMN'3C e difra¢do de raios X. O comportamento antimicrobiano dos
derivados foi avaliado contra trés tipos de bactérias: S. aureus, B. subtilis e E. coli e trés
culturas de fungos patogénicos A. fumigatus, Geotrichum candidum e C. albicans. Os
resultados indicados mostram que as atividades antibacteriana e antifungica dos derivados
foram mais potentes no caso de bactérias Gram-positivas do que Bactérias Gram-
negativas. A presenga de atomo de cloro retirador de elétrons na porgao arila da por¢do
de aldeido melhorou muito a atividade antimicrobiana para ser quase equivalente ao

padrao utilizado (Mohamed et al., 2014).

Figura 10. Estruturas quimicas das O-carboxi-metil-quitosana-tiossemicarbazonas.
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Fonte: O autor (2023).

Utilizando o Lapachol como produto de partida também obtive composto
tiossemicarbazonico e semicarbazonico (Figura 11). O Lapachol ¢ uma naftoquinona
isolada de varias espécies de plantas da familia Bignoniaceas. Esses derivados exibiram
atividade antimicrobiana contra as bactérias E. faecalis e S. aureus na concentragao
inibitéria minima (MICs) de 0,05 pmol/mL. O composto tiossemicarzénico também foi
ativo contra a levedura patogénica Cryptococcus gattii (CIMs de 0,10 pmol/mL). Além
disso, esses derivados obtidos foram ativos contra 11 isolados clinicos de
Paracoccidioides brasiliensis, com MICs variando de 0,01 - 0,10 pmol/mL. A
tiossemicarbazona derivada do Lapachol ndo foi citotoxica para células normais nas

concentragdes que foram ativas contra fungos e bactérias (Souza et al., 2013).

Figura 11. Lapachol e seus derivados.

Lapachol

Semicarbazona

A

Fonte: O autor (2023).

Desta forma, o estudo estrutural e sintese de compostos obtidos a partir
tiossemicarbazonas foram analisados e ainda continuam sendo explorados devido as suas
notaveis atividades bioldgicas, e farmacéuticas. As tiossemicarbazonas geralmente atuam
como ligantes quelantes com ions de metais de transi¢do, ligando-se através dos sitios
doadores mono, di ou tridentados que sdo encontrados no grupo tioamida e dtomos de
nitrogénio de hidrazina. Assim, a literatura retrata a importancia das tiossemicarbazonas.

Diante da crise mundial de resisténcia antimicrobiana, e o esgotamento de
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alternativas terapéuticas para tratar superbactérias e fungos multirresistentes, torna-se
essencial o incentivo e fortalecimento da pesquisa e desenvolvimento de novos
compostos como potenciais farmacos antimicrobianos. Através dos estudos apresentados
¢ possivel observar que a classe de compostos tiossemicarbazonicos tem apresentado
resultados promissores na inibigdo de crescimento microbiano de diversos patdogenos.
Isso demonstra que moléculas cujo esqueleto quimico contempla as tiossemicarbazonas,
apresentam em sua estrutura quimica caracteristicas importantes capazes torna-los
potenciais antimicrobianos como provaveis alternativas no tratamento de microrganismos

resistentes.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os reagentes e solventes utilizados foram: vermelho de fenol (CAS: 143-74-8), 2-
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (CAS: 1898-66-4), 2,2'-azino-bis (&cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) (CAS: 30931-67-0), dimetilsulféxido (DMSO)
(CAS: 67-68-5), metanol (CAS: 67- 56-1), acido ascorbico (CAS: 50-81-7),
hidroxitolueno butilado (BHT) (CAS: 128-37-0), cloreto de sddio (CAS: 7647-14-5),
cloreto de calcio (CAS: 10043-52-4), Triton™ X-100 (CAS: 9036-19-5), albumina de
soro bovino (BSA) (CAS: 9048-46-8), hidrazina 80% (CAS: 302-01-2), Fenil-
isotiocianato (CAS: 103-72-0); 4-fltior-fenil-isotiocianato (CAS: 1645-65-4); 4-nitro-
fenil-isotiocianato (CAS: 2131-61-5); 4-etil-fenil-isotiocianato (CAS: 18856-63-8); 4-
cloro-fenil-isotiocianato (CAS: 2131-55-7); 4-metdxi-fenil-isotiocianato (CAS: 2284-20-
0); 4-bromo-fenil-isottiocianato (CAS: 1985-12-2), 2-Cloro-3-quinolinacarboxialdeido
(CAS: 73568-25-9), 2-bromo-acetofenona (CAS: 2142-69-0), 2,4-Dibromo-acetofenona
(CAS: 99-73-0).

Todos os reagentes utilizados na sintese foram fornecidos pela Merck. J& os
solventes utilizados foram diclorometano, etanol absoluto, Acido acético glacial e
Acetona. Todos os solventes foram fornecidos pela Dinamica.

A verificacdo da formagao do produto, assim como, 0s seus respectivos sinais de
pureza ocorreram por meio do método de Cromatografia em Camada Delgada (CCD),

utilizando placas de silica gel Polygram Sil G/UV 254 de 0,20 mm de espessura, sendo
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reveladas por luz ultravioleta em 254 nm na camara de radiacdo ultravioleta Vilber
Loumart.

O sistema de solventes organicos utilizado na CCD foi n-hexano/acetato de etila,
em que suas propor¢des dependeram diretamente da afinidade dos compostos pela fase
movel ou pela fase estacionaria.

Os pontos de fusdo dos compostos foram obtidos por meio da anélise da amostra
do produto, colocada em um capilar com uma das extremidades fechadas, em fusiometro
de ponto de fusdo a seco (Modelo 431D - Fisatom, Brasil).

Para realizar a caracterizacao estrutural dos compostos sintetizados foram utilizadas
técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
carbono (RMN !3C), realizados em Modelo Varian Plus Spectrofotometro (Varian, EUA)
a 400 MHz e 100 MHz, respectivamente, a partir de solu¢cdes dos compostos em solvente
DMSO - dé6. Além disso, foi realizada a Espectroscopia de Infravermelho (IV) na regido
de 4000-400 cm! utilizando o Espectrofotdmetro de Infravermelho com Transformada

de Fourier, em UATR, a temperatura ambiente.

4.2 METODOS

4.2.1 Sintese das Tiossemicarbazidas

Essa primeira etapa ocorreu de acordo com a metodologia aplicada por Giirsoy,
Terzioglul, Otiik (1997) e Liesen et al. (2010), em que ocorre devido a uma adigio
nucleofilica entre a hidrazina e o isotiocianato. Para isso, inicialmente em um baldo de
fundo redondo de 125mL, tendo como solvente 10mL de diclorometano e 0,05mM de
isotiocianato, e sob agitagdo, foi adicionada lentamente 1mM de hidrazina (Esquema 1).
A reacdo ocorreu sob temperatura ambiente e agitagdo durante 1 hora. Todas as
tiossemicarbazidas produzidas precipitaram durante a reacdo. Todas as reagdes foram

acompanhadas por meio de Cromatografia em Camada Delgada.

Esquema 1. Rota de sintese para a obtengao das tiossemicarbazidas

NH2 N S CHzCLz H H
, + R/ \C/ R Y “NH,
NH> T.A
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Fonte: O autor (2023).
4.2.2 Sintese das tiossemicarbazonas

Para a segunda etapa objetivou-se a obtengdo dos derivados quinolina-
tiossemicarbazonas segundo a metodologia descrita por Jacob et al. (2023), onde o ntcleo
quinolinico se destaca com o “scaffolds” para conduzir as tiossemicarbazonas em estudo
(Esquema 2). A sintese foi realizada em propor¢des equimolares (1:1) sob agitacdo e
temperatura ambiente. Inicialmente, em um baldo de 125 mL foram adicionados 10 mL
de etanol e a 2-cloro-quinolina carbaldeido. O sistema reacional ocorreu sob agitacdo e
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 2 mL de &4cido acético e apos 10
minutos sob agita¢do foi adicionado o intermedidrio tiossemicarbazidas. A reagdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD) para verificar a formagao do
produto e o seu término e da reacdo. Apos o término da reagdo as amostras foram filtradas

e purificadas através de cristalizagdes sucessivas em solvente adequado.

Esquema 2.Rota geral de sintese das tiossemicarbazonas (CGs)

i
H H c H H
N N R ~ _N N_ ~
R” \n/ \NHZ " H EtOH/ AcOH R \"/ N | AN
s = T.A. S P
Cl N

foratolo.
N

Fonte: O autor (2023).

Composto CG01: Sintese do (E)-2-((2-cloro-7,8-di-hidroquinolin-3il)-metileno)-N-fenil-
hidrazina-1-carbotioamida. A mistura de 2-cloroquinolina-3-carbaldeido (0,8g -

4,18mmol), N-fenil-hidrazino-carbotioamida (0,7g - 4,18 mmol), etanol absoluto (20mL),
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acido acético glacial (ImL) foram mantidos sob agitacdo e na temperatura de ambiente

durante 1-2 horas.

Composto CGO02: Sintese do (E)-2-((2-cloro-7,8-dihidroquinolin-3-il)-metileno)-N-(4-
fluorofenil)-hidrazina-1-carbotioamida. A mistura de 2-cloroquinolina-3-carbaldeido
(0,72g - 3,78mmol), N-(4-fluorofenil)-hidrazino-carbotioamida (0,7g - 3,78 mmol), etanol
absoluto (20mL), &cido acético glacial (ImL) foram mantidos sob agitacdo e na

temperatura ambiente durante 1-2 horas.

Composto CG03: Sintese do (E)-2-((2-cloro-7,8-dihidroquinolin-3-il)-metileno)--N-(4-
nitrofenil)-hidrazina-1-carbotioamida. A mistura de 2-cloroquinolina-3-carbaldeido
(0,63g - 3,3mmol), N- (4-nitrofenil) hidrazino-carbotioamida (0,7g - 3,3mmol), etanol
absoluto (20mL), &cido acético glacial (ImL) foram mantidos sob agitacdo e na

temperatura ambiente durante 1-2 horas.

Compostos CG04: Sintese do (E)-2-((2-cloro-7,8-dihidroquinolin-3-il)-metileno)-N-(4-
etilfenil)-hidrazina-1-carbotioamida. A mistura de 2-cloroquinolina-3-carbaldeido
(0,68g - 3,6mmol), N-(4-etilfenil) hidrazino-carbotioamida (0,7g - 3,6mmol), etanol
absoluto (20mL), acido acético glacial (ImL) foram mantidos sob agitacdo e na

temperatura ambiente durante 1-2 horas.

Composto CGOS5: Sintese do (E)-2-((2-cloro-7,8-dihidroquinolin-3-il)-metileno)-N-(4-
clorofenil)-hidrazina-1-carbotioamida. A mistura de 2-cloroquinolina-3-carbaldeido
(0,66g - 3,5 mmol), N-(4-clorofenil) hidrazino-carbotioamida (0,7g - 3,5 mmol), etanol
absoluto (20mL), &cido acético glacial (ImL) foram mantidos sob agitacdo e na

temperatura ambiente durante 1-2 horas.

Composto CG06: Sintese do (E)-2-((2-cloro-7,8-dihidroquinolin-3-il)-metileno)-N-(4-
metoxifenil)-hidrazina-1-carbotioamida. A mistura de 2-cloroquinolina-3-carbaldeido
(0,48g - 2,5mmol), N- (4-metoxifenil)-hidrazino-carbotioamida (0,5g - 2,5mmol), etanol
absoluto (20mL), acido acético glacial (ImL) foram mantidos sob agitacdo e na

temperatura durante 1-2 horas.
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Compostos CGO7: Sintese do (E)-N-(4-bromofenil)-2-((2-cloro-7,8-dihidroquinolin-3-
il)-metileno)-hidrazina-1-carbotioamida. A mistura de 2-cloroquinolina-3-carbaldeido
(0,39g - 2,04mmol), N- (4-bromofenil)-hidrazino-carbotioamida (0,5g - 2,06mmol),
etanol absoluto (20mL), acido acético glacial (ImL) foram mantidos sob agitagdo e na

temperatura durante 1-2 horas.

4.2.3 Avaliacio in silico dos parametros de absorcio, distribuicio, metabolismo,

excrecao e toxicidade (ADMET)

A previsdo de propriedades farmacocinéticas em estagios iniciais de descoberta
de novos farmacos, usando métodos baseados ferramentas bioinformaticas, esta se
tornando cada vez mais comum (Awadelkareem et al., 2022; Lombardo et al., 2003;
Gleeson et al., 2011; Hodgson, 2001). A l6gica por tras das abordagens in silico € o custo
relativamente menor e o fator de tempo envolvido, quando comparados as abordagens
experimentais padrdo para perfis ADMET (Dimasi ef al., 2003; Darvas et al., 2002).

Para avaliagao das propriedades farmacocinéticas e biodisponibilidade dos sete
compostos, foram utilizadas duas plataformas gratuitas: pkcsm
(https://biosig.lab.uqg.edu.au/pkcsm/prediction) e swissadme
(http://www.swissadme.ch/index.php). Os parametros obtidos foram avaliados segundo

Pires et al. (2015) e Daina et al. (2017).

4.2.4 Atividade antioxidante in vitro

Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados de acordo com Jacob et al.
(2023) e Santos et al. (2023) com poucas modificacdes. Inicialmente, os compostos foram
dissolvidos em DMSO 1% em concentracdes que variaram de 7.9 a 1000pug/mL. Para o
ensaio de captura do radical livre DPPH, foi preparada uma solu¢ao de DPPH em etanol
em uma concentracdo de 1 mM. Em seguida, aliquotas (1.0mL) dos compostos nas
diferentes concentragdes foram adicionadas a 2.0 mL do reagente DPPH. Os sistemas
foram incubados a 25°C por 30 min na auséncia de luz. Ao final da reagdo foram
determinadas as absorbancias em um espectrofotometro UV-VIS a 517 nm. O branco do
equipamento foi formado apenas por etanol e o controle experimental apenas a solugdo
de DPPH. Para o ensaio de ABTS inicialmente, foi preparado o cation ABTSe+ (5mL de

solugdo-estoque de ABTSe+ com 88uL de solugdo de persulfato de potassio incubado por
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16 h a 25°C na auséncia de luz). A solucao de ABTSe+ foi diluida em etanol até obter 0.75
a 734 nm. O sistema reacional foi formado por 1.0 mL dos compostos em diferentes
concentragdes e 2.0 mL do reagente ABTS. Em seguida, foram incubados por 20 min a
25°C na auséncia de luz. Por fim, as absorbancias foram determinadas em um UV-VIS a
734 nm. O branco do equipamento foi etanol e o controle experimental foi o reagente
ABTS. Os padroes experimentais utilizados foram o &cido ascorbico e o hidroxitolueno
butilado (BHT) nas mesmas condi¢des experimentais para os ensaios (DPPH/ABTS).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e a atividade antioxidante para ambos

ensaios (DPPH/ABTYS) foi calculada pela Equagao 1.

AB Scontrole -ABS amostra
ABScomrole

DPPH/ABTS (%)= ) *¥100 (1)

Onde: ABS controle = absorbancia de controle; ABS amostra = absorbancia da amostra
contendo o composto apos o ensaio.

O coeficiente de inibicdo (ECso), ou seja, a concentragdo minima composto
necessaria para reduzir a concentragdo inicial do radical DPPH ou ABTS+ em 50%, foi
determinado por ajuste de regressdo ndo linear da capacidade antioxidante versus as

concentragdes dos compostos.
4.2.5 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia dos compostos com a BSA

Os ensaios de interagdo dos compostos com a albumina foram realizados segundo
Jacob et al. (2023), Santos et al. (2023) e Xiao et al. (2023) com poucas modificagdes.
Inicialmente, a BSA foi diluida em tampao Tris-HCl (0.1 M, pH 7.6) em uma
concentragdo de 10 pM. Em seguida, foram adicionados 5.0 pL dos compostos em
diferentes concentragdes que variaram de 5 e 40 uM. Esse estudo foi realizado em trés
diferentes temperaturas: 298 K (25 °C), 303 K (30 °C) ¢ 310 K (37 °C). Os sistemas foram
homogeneizados por 10 min e posteriormente analisados em espectrofluorimetro Jasco
FP-6300 utilizando uma cubeta de quartzo retangular, com comprimento de percurso
optico de 1 cm. Os parametros do equipamento para a realizacdo das andlises foram:
varredura de 300 a 400 nm, comprimento de onda de excitagdo de 285 nm, bandas de
excitacdo e emissao de 2.5 nm, resposta média, alta sensibilidade e velocidade de
varredura em 500 nm/min. O mecanismo de extingdo (interagdo) foi determinado através

da equagdo de Stern-Volmer representada pela Equacgdo 2 e 3 (Lakowicz, 2006).



32

F,
== 1+ KelQ] = 1+ Ky7q @
K, = Fo @

Onde: Fo e F sao as intensidades de fluorescéncia relativas na auséncia e presencga de
composto, respectivamente, [Q] ¢ a concentracao do composto (uM), Ky € a constante
de Stern-Volmer (M), K4 é a constante de taxa de extingdo bimolecular (M s ) e 19 é
o tempo de vida médio do fluoréforo no estado excitado geralmente que geralmente tem
um valor de ~ 6.02x 107 s. Para obter a constante de Stern-Volmer (Ksv) foi construido
um grafico F/F0 versus [Q].

Além da determinacgdo das constantes de Stern-Volmer foi calculada a constante
de Stern-Volmer modificada (Ka), isto ¢é, a constante de supressdo efetivas para os

fluoréforos acessiveis, calculada pela Equacao 4.

R 1,11
(Fo—F) fKa [Q] f

(4)

Onde: Ka = constante de supressao efetiva para os fluor6foros acessiveis, ou constante de
ligacao de Stern-Volmer modificada; [C] = concentragdao do composto, f = intensidade de
fluorescéncia maxima fracional da proteina ou fragdo da fluorescéncia inicial que ¢é
acessivel ao supressor (composto); Fo e F s@o as intensidades de fluorescéncia relativas
na auséncia e presenca do composto. Para obter a constante de Stern-Volmer modificada
FO/(FO-F) versus [Q] foi plotado, onde [C] € a concentracdo do composto.

Por fim, foram determinadas as for¢as de ligacao e os parametros termodinamicos,

estes foram calculados pelas Equagdes 5, 6 e 7.

Fy—F
log( OF ) = log K, + nlog[Q] ©)
AH AS
InK, =—— +— ©)
RT R
AG = —RTInK, = AH — TAS )

Onde: Ka e n sdo a constante de ligacdo e o numero de sitios de ligacao, respectivamente,

que foram obtidos a partir do grafico log[(Fo—F)/F] versus log [Q]. R ¢ a constante
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universal do gas (8.314 J-mol ! -K 1), T é a temperatura absoluta (K), AH e AS representa
a variacao de entalpia e variacdo de entropia, respectivamente. Os parametros foram
calculados a partir do grafico de In Ka versus 1/T. AG ¢ a varia¢do de energia livre de

Gibbs.

4.2.6 Determinacdo da Transferéncia de Energia por Ressonincia de Forster

(FRET) entre a BSA e os compostos CGs

A eficiéncia do processo de transferéncia de energia por ressonancia de Forster, E,
¢ dependente da distancia entre o doador (BSA) e os compostos CGs. A eficiéncia foi

obtida utilizando a Equagao 8 (LYNDEM et al. 2023).

6
F RS (8)
E=1-\7)=%6 s
Fy Rg+r
Onde: F e Fo sdo as intensidades de fluorescéncia do doador em presenca ¢ em auséncia
dos compostos, respectivamente; Ro, denominado raio de Forster, ¢ a distancia critica
entre o doador e o receptor onde a eficiéncia do processo ¢ de 50%; e r € a distancia centro

a centro entre o doador e o receptor. O valor de Ry foi obtido utilizando-se a Equagao 9

(LYNDEM et al. 2023).

K> (A)
4

n

1 ©)
Ry = 0.211[ l

Onde: k? ¢ o fator de orientacdo espacial que descreve a geometria dos dipolos doadores
e receptores (2/3); n € o indice de refragdo médio (1.33); ¢p € o rendimento quantico de
fluorescéncia do doador em auséncia do receptor (0.15); e J € o grau de sobreposicao
espectral entre espectro de emissdao do dador e o espectro de absor¢ao do receptor. O valor
de J foi obtido utilizando-se o software ae, Fluortools, e a Equagdo 10 (LYNDEM et al.
2023).

J = f Iy (Deg DAdA (10)

Onde: Ip(A) € a intensidade de emissdo normalizada em determinado comprimento de

onda. ga(A) € o coeficiente de excitacdo do receptor em determinado comprimento de
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onda. As condi¢des utilizadas para avaliar a FRET foram: temperatura de 298K,

concentragdo dos compostos em 40 uM (UV/Vis) e albumina em 10 pM (fluorescéncia).

4.2.7 Atividade citotoxica frente a células de mamiferos J774-A1, células VERO,
fibroblastos (V79) e HepG2

A fim de avaliar os efeitos citotoxicos em células de mamiferos foi realizado o
ensaio de citotoxicidade pelo método do MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio) de acordo com Jacob et al. (2023) e Santos et al. (2023). Inicialmente,
os compostos foram dissolvidos em DMSO 1% em uma concentragdo de 1000uM e em
seguida diluidos em concentra¢des que variaram de 900 a 0.1uM. Para os ensaios de
citotoxicidade as células utilizadas foram macrofagos J774-Al1, células VERO,
fibroblastos (V79) e HepG2. As células foram semeadas em uma concentracio de 1x10°
em placas de 96 pocos contendo meio RPMI com vermelho de fenol suplementado e
incubadas em uma atmosfera a 5% de CO; e 37 °C. Apds 24 horas, as células foram
incubadas na presenca de varias concentragdes dos compostos (0.1 a 900 uM) por 72
horas.

Duas horas antes do término do tratamento, em cada poco foi adicionado 20 pL
da solucao de MTT (5mg/mL). As placas foram incubadas novamente por mais 2 horas.
Completado o periodo de incubagdo, o contetdo de cada pogo foi aspirado com auxilio
de uma micropipeta e os cristais de formazan foram solubilizados pela adi¢ao de 100 pL
de DMSO a cada pogo. A leitura da absorbancia dos cristais de formazan foi determinada
por meio de ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad, Califérnia, EUA) em comprimento de
onda 540 nm.

O controle experimental constituiu em apenas células crescidas em meio de
cultura. Cada experimento foi conduzido em triplicata e réplica biologica. Além disso, foi
avaliado o fluconazol nas mesmas condi¢des dos compostos. A viabilidade celular foi
calculada utilizando a Equagao 11.

- VC
Viabilidade celular (%)= (—) *100%

TC (11)

Onde VC ¢ a quantidade de células em diferentes concentracdes, TC é concentragdo de

células no controle a qual representa viabilidade de 100%.
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4.2.8 Atividade hemolitica in vitro

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto
Aggeu Magalhaes/Fundacao Oswaldo Cruz nimero de protocolo 164/2020.

Os experimentos foram realizados segundo Nehar et al. (2020) e Jacob et al.
(2023) com modifica¢des. Inicialmente, amostras de sangue foram coletadas de Hamster
Mesocriceuteus auratus, (peso corporal médio de 30 g e idade de 7 a 8 semanas). Em
microplacas de 96 pocos foram adicionadas 50 puL de uma solugdo de NaCl a 0.85%
contendo CaCly a 10 mM, logo apds receberam um volume de 50 pL. dos compostos
diluidos em DMSO 1% em concentragdes que variaram de 28.12 a 900 uM. Em seguida,
100 pL de uma suspensao a 2% (v/v) de eritrocitos de hamster em solugdo salina contendo
10 mM de CaCl; foi adicionado. O controle consistiu de 100 pL de solucdo salina
acrescido de 100 uL de suspensdo de eritrocitos. Apods centrifugagdo por 1 h, seguida de
incubagdo por 1 ha 27 °C, o sobrenadante foi utilizado para determinar a absorbancia da
hemoglobina liberada em um comprimento de onda de 540nm em um leitor de placas
Benchmark Plus (Bio-Rad, Califérnia, EUA).

Os resultados da atividade hemolitica foram expressos pela Equacgao 12. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. O controle positivo foi o Triton-X (100% de

Hemodlise), ja o controle negativo (0% de hemolise) foi apenas a solugdo de eritrocitos.

(12)

Hemélise (%): [(ABS amostra-ABS branco )] *100

ABS Triton X -ABS branco

Onde: ABS amostra = Absorbancia da amostra; ABS branco = absorbancia do controle

negativo; ABS Triton X = absorbéncia controle positivo.
4.2.9 Atividade antimicrobiana in vitro

Os microrganismos foram cedidos pela Coleg¢ao de Culturas Micoteca URM do
Departamento de Micologia do Centro de Bioiéncias da Universidade Federal de
Pernambuco. Foram selecionadas espécies de Candida spp. isolados clinicos e padrdes,
listados a seguir: HAM 11 - C. albicans; HAM 13 - C. albicans; HAM 14 - C.
parapsilosis; HAM 15 - C. albicans; HAM 33 - C. tropicalis; HAM 43 - C. tropicalis,
HAM 44 - C. tropicalis; ATCC90028 - C. albicans; URM 6393 - C. glabatra; 8026-15 -

C. parapsilosis. A atividade foi determinada através da técnica de microdiluicio seriada
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em placa de 96 pogos, seguindo as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI M60, 2018 para as leveduras).

Inicialmente foram preparadas as solugdes mae dos compostos em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%. Posteriormente foram preparadas as placas de 96 pocos.
100 puL de meio RPMI foram adicionados em todos os pogos, na coluna 1 fora adicionado
mais 93,5 uL. do meio RPMI e 6,5 uL da solugdo mae contendo o composto, completando
assim 200 pL de solugdo com a concentragdo inicial do composto em 128 pug/mL. Em
seguida, a microdiluicdo seriada foi realizada at¢ a coluna 9, obtendo assim as
concentragdes de 128 a 0,5 pg/mL do composto. As colunas 10, 11 e 12 foram utilizadas
como controles. A coluna 10 como controle do farmaco padrao: RPMI + Fluconazol (com
concentragdo de 64 pg/mL para todas a cepas testadas), a coluna 11 como controle do
crescimento microbiano: RPMI + Microrganismos, e a coluna 12 como controle do meio
de cultura: apenas o RPMI. Apds as diluicdes e montagem dos controles, 10 pL de
suspensdo com concentracdo de 1,5x10° UFC/mL de cada cepa foi adicionada as colunas
1 a11. Apds, as placas foram incubadas a 30° C por 48 horas. Passadas as 48 horas foram
observadas as inibi¢des visuais por poco. Para a confirmacdo da leitura 10 pL de cada
pogo das colunas 1 a 12 foram inoculadas em quadrantes criados em meio Agar
Sabouraud Dextrose sobre placas de Petri, ap6s foram incubadas a 30° C por 48 horas.
Passado o tempo necessario, novas leituras foram realizadas baseadas na presenga ou
auséncia de crescimento microbiano ¢ na avaliagdo da reducdo de crescimento

microbiano comparado com os controles utilizados.

4.2.10 Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos como média = Desvio Padrao (DP).
Comparagdes estatisticas foram feitas usando anélise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. Um valor de p <0,05

(probabilidade menor ou igual a 5%) indicou significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para desenvolver novos farmacos antifingicos promissores, ¢ essencial planejar
estrategicamente sua sintese, visando substancias que sejam ativas, seguras, seletivas,
potentes ¢ de facil administragdo, com baixa toxicidade e boa biodisponibilidade. Isso
requer um planejamento racional que leve em consideracdo a finalidade terapéutica
desejada e utilize as melhores estratégias de sintese da quimica medicinal.

Desta forma, apresentamos a obtengdo dos compostos 2-cloro-quinolinico-
tiossemicarbazonas (CGs), que consiste em geral em duas etapas. Inicialmente foram
obtidas as tiossemicarbazidas apresentando sete substituicdes. E, em seguida, por meio
de uma reagdo de condensacdo com o 2-cloro-quinolina carbaldeido foram obtidas as
tiossemicarbazonas (CGs). Os compostos sintetizados foram obtidos na forma de po
amorfo, em sua maioria de coloracdo amarelada. As faixas de fusdo apresentaram
oscilagdo de 182 a 217 °C, o Sistema utilizado para obten¢ao do fator de retencdo foi o

n-hex:AcOET, e os rendimentos variaram entre 45.01 a 91 % (tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos

CODIGO R F.M Rdt%  P.F(°C) RF / Sistema de M.
eluicao M.(g/mo

1)
CG-01 H Ci7H5CIN,S 5047  195-196 0,51 n-hex:AcOET 8:2  340.83
CG-02 F C17H12CIFN,S 64.45  182-183 0,57 n-hex:AcOET 7:3  358.82
CG-03 NO, C17H12CIN50,S 91 214-215 0,60 n-hex:AcOET 7:3  385.83
CG-04 CH,CH; CioH7CIN,S 4501  210-211 0,59 n-hex:AcOET 8:2  368.88
CG-05 Cl C17H12CIN4S 6535  213-214 0,51 n-hex:AcOET 82 37527
CG-06 OCH; CisH;5CIN,OS 7035  204-205 0,51 n-hex:tAcOET 7:3  370.86
CG-07 Br C,7H»BrCIN,S 5858  215-216 0,01 n-hex:tAcOET 82 41797

Fonte: O autor (2023).

5.1 CARACTERIZACAO POR INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURRIER

Tendo em vista complementar a caracterizacdo estrutural dos compostos, foram
entdo realizadas analises espectroscOpicas no infravermelho para identificar os grupos
funcionais presentes neles. Dessa forma, analisando a figura 12 que representa o espectro
de infravermelho do derivado CG-01, percebe-se que foram identificadas bandas de

absor¢do referentes ao grupo NH em 3293 e 3205 cm™'. Além disso, bandas de forte
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intensidade nas regides de 1545 e 1509 cm™ foram encontradas sendo referentes aos

grupos C=N e C=8, respectivamente.

A confirmag¢do do anel aromatico ¢ realizada por meio de bandas de média

intensidade na regido de 1600-1500 cm™ evidenciando assim, a ligagio C=C do anel.

TRANSMITANCIA %
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a0

&0

40

4000

Figura 12. Espectro de Infravermelho (IV) do derivado CG-01.
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Fonte: O autor (2023).

1000

Na tabela 3 estdo dispostas todas as bandas de absor¢ao que evidenciam os grupos

funcionais dos compostos 2-cloro-quinolinas-tiossemicarbazonas (CGs).

Tabela 3. Sinais caracteristicos de IV para caracterizacdo dos compostos CGs.

Composto NH C=N C=S R
(Quinolina)

CG-01 3205/3293 1545,00 1509 H
CG-02 3336,51/3254,64 1537,76 1506,91 F
CG-03 3270,01/3128,81 1547,22 1519,61 NO»
CG-04 3330,08/3130,72 1537,70 1514,29 CH>CH;
CG-05 3285,08/3134,13 1536,00 1502,47 Cl
CG-06 3211/3143 1531,00 1509,00 OCH;
CG-07 3288,54/3123,16 1537,74 1501,23 Br

Fonte: O autor (2023).

5.2 AVALIACAO IN SILICO DOS PARAMETROS DE ABSORCAO, DISTRIBUICAO,
METABOLISMO, EXCRECAO E TOXICIDADE (ADMET)
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No presente estudo, foram utilizados dados in silico para prever parametros
farmacocinéticos tedricos, incluindo absorgao, distribui¢do, metabolizacao, excregdo e
toxicidade (ADMET) dos compostos sintetizados. Segundo Kumar, Kini e Rathi (2021),
a predi¢ao desses parametros ¢ crucial na industria farmacéutica, acelerando o processo
de descoberta e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos (Kar; Chatterjee, 2021).
As regras de Lipinski e Veber (Lipinski et al., 1997; Veber et al., 2002) sdo duas técnicas

frequentemente utilizadas para avaliar o potencial de biodisponibilidade oral de um

farmaco.
Tabela 4. Pardmetros da previsdo in silico para os compostos CGs.

Parametros CGl CG2 CG3 CG4 CGh cCGb cGr Unidade
Absorcao
Solubilidade em &gua -5.00 -498 -505 -536 -546 -514 -553 log mol/L
Permeabilidade Caco?2 1.44 1.05 1.33 1.05 1.05 1.28 1.28 log Papp 10 cm/s
Absorcéo intestinal 9091 89.82 91.76 90.73 89.31 91.15 87.90 % absorvido
Permeabilidade cutanea -282 -272 -274 -283 -282 -28 -281 log Kp
Substrato glicoproteina P Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Nao
Inibidor glicoproteina P (1) Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Néo
Inibidor glicoproteina P (II)  Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Né&o
Distribuicao
Volume de distribuicdo 0.04 -0.01 -0.20 0.23 0.08 0.06 0.08 log L/kg
Fracdo ndo ligada a proteina  0.08 0.02 0 0.03 0.04 0.03 0 Fu
Permeabilidade BHE 026 0.28 -048 025 0.28 0.16 0.36 log BB
Permeabilidade SNC -166 -172 -188 -1.63 -155 -1.85 -1.55 log PS
Metabolismo
Substrato CYP2D6 Néao Né&o Sim Néao Né&o Néao Sim Sim/Néo
Substrato CYP3A4 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Nao
Inibidor CYP1A2 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Nao
Inibidor CYP2C19 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Nao
Inibidor CYP2C9 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Nao
Inibidor CYP2D6 Né&o Né&o Né&o Né&o Néo Né&o Néo Sim/Néo
Inibidor CYP3A4 Sim Sim Sim Sim Sim Né&o Sim Sim/Néo
Excrecdo
Clearance total -0.05 -0.14 0.02 -0.14 -0.12 0.09 -0.14 log mL/min/kg
Substrato OCT?2 renal Né&o Né&o Né&o Né&o Néo Né&o Néo Sim/Néo
Toxicidade
Toxicidade AMES Néao Né&o Sim Néao Né&o Né&o Né&o Sim/Néo
Dose méaxima tolerada 0.15 0.17 0.48 0.24 0.21 0.14 0.35 log mg/kg/dia
Inibidor hERG | Néo Né&o Né&o Néo Né&o Né&o Né&o Sim/Néo
Inibidor hERG 11 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim/Nao
Toxicidade aguda oral em 2.32 2.17 224 231 2.29 2.37 2.38 mol/kg
ratos
Toxicidade cronica oral em 1.19 1.27 2.57 1.13 1.17 1.19 1.93 log mg/kg_pc/dia
ratos
Hepatotoxicidade Sim Sim Né&o Sim Né&o Sim Né&o Sim/Néo
Sensibilizacdo cuténea Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Sim/Néo
Toxicidade T. Pyriformis 1.55 1.29 0.47 1.40 1.43 1.11 0.85 log pg/L
Toxicidade Minnow 1.42 1.85 -200 0.96 0.94 0.68 -2.23 log mM
Biodisponibilidade Oral
Lipinski 0 0 0 0 0 0 0 Violagdo
Veber 0 0 0 0 0 0 0 Violacdo

Fonte: O autor (2023).
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A tabela 4 apresenta os resultados de previsao dos parametros farmacocinéticos e
de biodisponibilidade por via oral para cada um dos compostos avaliados. O primeiro
parametro de absor¢do a ser avaliado foi a solubilidade em agua (LogS), que reflete a
solubilidade da molécula em agua a 25°C. Os compostos podem ser classificados de
acordo com os valores de LogS pela seguinte escala: insoluvel < -10 pouco solavel < -6
< moderadamente soltveis < -4 < solivel < -2 < muito solavel < 0 (Pires; Blundell;
Ascher, 2015). Os compostos aqui avaliados foram classificados como moderadamente
soluveis.

A permeabilidade frente a células de Caco-2 (células de adenocarcinoma
colorretal humano) avalia se os compostos apresentariam a capacidade de permear células
da mucosa intestinal humana. Para isto, foi utilizada a escala de permeabilidade,

1

compostos pouco permedveis apresentam valores < 1.10° cm-'s”', moderadamente

permedveis valores entre 1 ¢ 10.10° cm-s™ e permeaveis com valores > 10.10° cm-s™.
Os sete compostos apresentam permeabilidade moderada frente a células de Caco-2, e
alta absor¢do intestinal com valores > 87.90%. Em relagdo a permeabilidade na pele os
compostos podem apresentar alta permeabilidade (logKp <-2.5) (Pires; Blundell; Ascher,
2015). As glicoproteinas-P sdo importantes transportadores que desempenham a funcao
de retirar moléculas de dentro das células, atuando como bomba de efluxo e protegendo
o organismo de toxinas e xenobioticos. Todos os sete compostos sao substratos, € também
atuam como inibidores da glicoproteina-P.

O segundo perfil a ser avaliado ¢ o de distribui¢do, ou seja, como os compostos
podem ser distribuidos em diferentes regides do organismo (Kar; Leszczynski, 2020).
Compostos cujos valores de volume de distribuicao (VDss) sdo < 0.15 tendem a ser mais
facilmente distribuidos no plasma, enquanto aqueles com valores de VDss > 0.45 sdo
mais propensos a serem distribuidos nos tecidos. Isso foi observado nos compostos CG1,
CG2, CG3, CGS5, CG6 e CGT, que tendem a ser mais facilmente distribuidos no plasma,
enquanto o composto CG4 apresenta maior tendéncia para ser distribuido nos tecidos.
Além disso, os compostos também se ligam fortemente as proteinas séricas, pois
apresentam baixos valores de fragdo ndo ligada (fu).

Com relagdo a permeabilidade diante da barreira hematoencefalica (BHE),
compostos com logBB> 0,3 sdo altamente capazes de atravessa-la, enquanto aqueles com
logBB< -1 podem ter baixa capacidade. O CG7 tem uma capacidade significativamente
maior de atravessar a barreira hematoencefalica, enquanto os demais compostos t€ém uma

capacidade moderada. No que se refere a capacidade de penetrar no Sistema Nervoso
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Central (SNC), compostos com logPS > -2 sdo capazes de penetrar, enquanto aqueles com
logPS < -3 ndo sdo capazes de fazé-lo. Todos os compostos avaliados foram classificados
como penetrantes.

O terceiro perfil a ser avaliado foi o metabolismo, nesta etapa foi avaliada uma
familia de proteinas responsaveis pelo metabolismo de farmacos, dentre as diferentes
proteinas foram avaliadas as isoformas de citocromo P450. Sendo assim, foi avaliado se
os compostos CGs poderiam atuar como substrato ou inibidor dessas proteinas. Apenas
os compostos CG3 e CG7 foram classificados como substratos de CYP2D6, e todos os
compostos foram classificados como substratos de CYP3A4. Em seguida foi avaliado se
os compostos poderiam atuar como inibidores. Todos os compostos sdo inibidores das
isoformas CYP1A2, CPYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4. Nenhum dos compostos foram
classificados como inibidor frente a CYP2D6.

O quarto perfil avaliado foi a excrecao dos compostos, que apresentaram baixos
valores de clearance total (renal e hepatico) e ndo foram identificados como substratos do
transportador organico de cations (OCT2). Esse transportador é responsavel pela captagido
renal e eliminacdo de drogas e compostos endogenos, desempenhando um papel
importante na disposi¢ao e depuracao renal (Pires; Blundell; Ascher, 2015).

O quinto e ultimo perfil do ADMET avaliado foi a toxicidade, nesta previsao ¢é
avaliada a toxicidade em diferentes modelos experimentais. Em relagdo ao teste de AMES
apenas o composto CG3 apresentou resultado positivo indicando que este composto pode
apresentar potencial mutagénico. A dose maxima tolerada recomendada (MRTD) ¢
estimada como uma dose limiar toxica para humanos. Sendo assim, compostos que
apresentem MRTD menor ou igual a 0.477 log(mg/kg/dia) ¢ considerado baixo e alto se
maior que 0.477 log(mg/kg/dia) (Pires; Blundell; Ascher, 2015). Apenas o composto CG3
foi considerado como alto. Em relagdo a hERG I os compostos foram classificados como
ndo inibidores. Ja para hERG II todos os compostos foram classificados como inibidores.

A dose de toxicidade aguda oral em ratos (LD50) variou de 2.17 a 2.38 mol/kg. A
dose de toxicidade cronica oral em ratos apresentou valores que variaram de 1.13 a 2.57
log mg/kg pc/dia. Em relagdo a toxicidade a nivel hepatico apenas os compostos CG3,
CGS5 e CGT7 foram considerados como ndo hepatotoxicos. Além disso, nenhum dos
compostos sdo capazes de promover aumento da irritabilidade da pele. Foi verificado que
os compostos podem ser capazes de apresentar toxicidade frente a Tetrahymena

Pyriformis (log pg/L> -0.5). Além disso, foi observado que os compostos CG3 e CG7
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apresentaram log LC50<-0.3 caracterizando alta toxicidade aguda no ensaio de
Toxicidade Minnow.

A regra dos 5 de Lipinski estabelece que uma molécula para ser um bom farmaco
deve apresentar peso molecular < 500g/mol, nimero de aceptores de hidrogénio (ALH)
< 10, nimero de doadores de hidrogénio (DLH) < 5 e coeficiente de lipofilicidade
(cLogP) <5, e a regra de Veber avalia ligagdes rotacionaveis < 10 e area de superficie
polar (TPSA) < 140 A (Lipinski et al., 2012; Veber et al., 2002). Os resultados de previsio
de biodisponibilidade oral mostraram que todos os compostos apresentaram boa
disponibilidade, obedecendo as regras de Lipinski e Veber, com nenhuma violagao
apresentada.

Vale a pena salientar que o estudo in silico € uma previsdo, em muitos casos 0s
compostos podem se comportar diferente a depender da concentracao avaliada em ensaios
in vitro € in vivo.

O estudo de Sibuh et al. (2021) realizou predicdo ADMET dos compostos 3-
metoxibenzaldeido tiossemicarbazona (3-MBTSc) e 4-Nitrobenzaldeido
tiossemicarbazona (4-NBTSc). Tanto o 3-MBTSc quanto o 4-NBTSc tém alta absorcédo
intestinal e permeabilidade BHE. Ao prever o efluxo pela glicoproteina P (P-gp) e
metabolizacdo pelas isoformas CYP450, eles ndo sdo substrato e nem ndo inibidor.
Ambos 0s compostos ndo sao cancerigenos e tém um bom LD50. Os dois compostos nao
violaram a regra de cinco de Lipinski e mostraram uma pontuacao de biodisponibilidade

boa e semelhante.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

As tiossemicarbazonas sdo capazes de promover atividades antioxidantes in vitro
e in vitro. Esta atividade estd diretamente relacionada a sua estrutura quimica. As
tiossemicarbazonas apresentam a capacidade de doar pares de elétrons (agente redutor)
(Geronikaki, Pitta;Liaras, 2013; Bingul et al., 2019). Esta caracteristica ¢ devida a
presenca de atomos de nitrogénio, principalmente na forma de base de Schiff, e do enxofre
como tiocarbonila (Siddiqui et al., 2019; Yang et al., 2020). Dentre os métodos, os mais
comumente utilizados para avaliar a atividade antioxidante sdao os de captura de radicais
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) e ABTS (2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-

acido sulfonico).
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O método de inibigao de radicais DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons de
um composto antioxidante para um oxidante. Nesta reacdo ocorre a mudanga de cor roxa
para amarela. J4 o radical ABTS ¢ gerado por meio de uma reagdo quimica, eletroquimica
ou enzimatica. Os ensaios de captura pelo método de ABTS sdo mais versateis, isto &,
podem determinar a atividade antioxidante de compostos tanto de natureza hidrofilica
quanto lipofilica. A reacdo ¢ acompanhada pela mudanca de cor decaindo de verde para

sem coloracgdo (Youssef, 2014; Bingul et al., 2019).

Figura 13. Curvas de atividade antioxidante in vitro promovida pelos compostos CGs frente aos ensaios
de DPPH* (A) e ABTS" (B) respectivamente.
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Fonte: O autor (2023).

Os resultados exibidos na Figura 13 indicam que os compostos sdo capazes de
oferecer uma atividade antioxidante fraca para o teste de DPPH e uma atividade fraca a
moderada para o teste de ABTS. As curvas obtidas em cada ensaio forneceram dados
acerca da porcentagem de radicais capturados na concentragdo mais elevada e os valores

de ECso (a concentrag@o necessaria para capturar 50% dos radicais).

Tabela 5. Resultados de atividade antioxidante in vitro promovida pelos compostos para os ensaios de
DPPH+ ¢ ABTS" respectivamente.

DPPH- ABTS+

o (. ECso ECso o - ECso ECso
Compostos o Maxima (ug/mL) (uM) % Maxima (ug/mL) (uM)
CG-01 389+0.4 >1000 >2940.7  99.4+0.1 424.6+£2.2 1248.6
CG-02 241+29 >1000 >27929  69.0+0.1 624.0+3.5 1742.7
CG-03 243+0.2 >1000 >2610.6  42.3+0.0 >1000 >2610.6
CG-04 37.3£0.1 >1000 >2716.7  45.8+0.1 >1000 >2716.7
CG-05 36.7+£0.2 >1000 >2673.6  89.8+0.0 467.6£0.5 1250.2
CG-06 36.5+0.2 >1000 >2702.1 80.4+0.2 4939+ 1.8 1334.6

CG-07 17.7£0.1 >1000 >2381.1 81.4+0.1 506.6£0.8 1206.3
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AA 95.0+£1.0 7.76 £0.0 44.0 90.1+0.5 18.8+0.4 107.1
BHT 95.0+0.1 13.37+0.1 60.6 95.7+£0.9 52+£0.2 23.9

Valores de média e desvio padrio; % Maxima: Sequestros do radical na maior concentragio testada (1000pg/mL); ECso
(ug/mL): quantidade em gramas necessaria para sequestrar 50% do radical em solugio; ECso (uM): Concentragio em
micromolar necesséria para sequestrar 50% do radical em solugo. A.A: dcido ascorbico; BHT: hidroxitolueno butilado.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que na maior concentragao
avaliada (1000uM) os compostos foram capazes de promover captura variando de 17.7 a
38.9 % no ensaio de DPPH, e nenhum composto apresentou valor de ECso definido. Em
relacdo ao ensaio de ABTS os compostos apresentaram porcentagens de captura na maior
concentracdo variando de 42.3% a 99.4%, estes resultados foram maiores quando
comparado ao DPPH. Além disso, os compostos apresentaram valor de ECso sendo estes
CG-1 (424.6 uM), CG-2 (624.0 uM), CG-5 (467.6 uM), CG-6 (493.9 uM), CG-7 (506.6
uM).

O composto CG-1 apresentou a melhor atividade antioxidante em comparagado
com os outros compostos, com 38.9% e 99.4% de sequestro do radical na maior
concentragdo testada (1000ug/m) nos testes de DPPH e ABTS respectivamente. Isso
sugere que a presenca da ligacdo C-H na por¢ao tioamida pode favorecer a doagdo de um
atomo de hidrogénio para o radical. A conjugacdo de elétrons na estrutura estabiliza o
radical, impedindo-o de participar de novas reacdes (Nguyen, 2013).

A avaliagdo da atividade antioxidante de um conjunto de compostos
tiossemicarbazonas derivados de dimetoxi-indois realizado por Yildiz et al. (2022)
revelou que eles apresentaram valores variados de atividade antioxidante in vitro,
oscilando entre 17,38 € 96,10 uM (ECso) no ensaio ABTS e de 26,88 a 119,75 uM (ECso)
no ensaio DPPH.

5.4 ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA DOS COMPOSTOS
COM A BSA

A espectroscopia de fluorescéncia ¢ um método eficaz para investigar interacoes
entre albuminas e compostos candidatos a farmacos (Ruankham et al, 2021;
Sreedharannair et al., 2022). As albuminas apresentam fluorescéncia intrinseca devido a
presencga de triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) em sua estrutura quimica
(Ruankham et al., 2021; Sreedharannair et al. 2022; Lyndem et al., 2022).

Quando excitada, a BSA exibe uma forte emissdo fluorescente em torno de 340
nm, causada principalmente pelo triptofano. A fluorescéncia da tirosina é praticamente

extinta se estiver em meio ionizado ou proximo a um grupo carboxila, amino ou mesmo
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a um residuo de triptofano e a fenilalanina possui um rendimento quantico muito baixo
(Cao et al., 2018; Ghisaidoobe; Chung, 2014; Mohamadi et al., 2017; Qin; Yin; Shen,
2015; Shi et al., 2018).

Quando diferentes compostos interagem com a albumina podem ocasionar
supressao na fluorescéncia intrinseca (Avdovi¢ et al., 2022). O fenomeno de supressao
pode ser explicado por dois mecanismos, estatico (formacdo do complexo de estado
fundamental) ou dindmico (desativagdo do estado excitado por colisdo) (Avdovi¢ et al.,
2022; Szymaszek et al., 2022). No mecanismo estatico ocorre diminuicao da constante
de interacdo com a diminuicao da temperatura ja o dindmico ocorre o aumento do valor
da constante de interagdo com o aumento da temperatura (Ruankham et al., 2021,

Sreedharannair et al., 2022; Avdovi¢ et al., 2022; Szymaszek et al., 2022).

Tabela 6. Resultados espectroscopicos da interagdo dos compostos CGs com albumina obtidos pela
Equacdo linear de Stern-Volmer.

Compostos T (K) Equacéo da reta® R2®b Ksv (M) ¢ Kgq (M1.shd
298 2897.2 x + 1.53 0.9185 2.9-10° 4.82-10%
CG-1 303 3388.9 x +1.49 0.8038 3.3.-10° 5.48-10!
310 336124.0x + 1.79 0.8715 3.3:10° 5.48-10%
298 5007.8x + 1.20 0.8196 5.0-10° 8.31-10%
CG-2 303 7376.1x + 1.13 0.9071 7.3-108 1.21-10%?
310 44069.0x + 1.31 0.9073 4.4.10* 7.31-10%
298 7089.1x + 1.15 0.9357 7.0-10° 1.16-10%?
CG-3 303 9499.9x + 1.16 0.8191 9.4.10° 1.56-10%?
310 46922.0x + 1.05 0.9062 4.6-10* 7.64-10%
298 4759.0x +1.14 0.9531 4.7-10° 7.81-101
CG-4 303 5068.4x + 1.24 0.9182 5.0-10° 8.31-10
310 6951.8x +1.42 0.9687 6.9-10° 1.15-10%?
298 8145.3x +1.16 0.9364 8.1-103 1.35-10%?
CG-5 303 29042x +1.19 0.9436 2.9-10* 4.82-10%
310 78440x +1.15 0.9889 7.84-10* 1.3-108
298 2255x +1.19 0.9717 2.2-108 3.65-101
CG-6 303 7639x + 1.27 0.9255 7.6-108 1.12.10%?
310 37408x +1.317 0.9906 3.74-10* 6.21-10%?
298 5291.6x +1.26 0.9232 5.2:10° 8.64-10%
CG-7 303 7292.5x + 1.29 0.9607 7.2-103 1.20-10%?
310 66407x + 1.33 0.9912 6.6-10* 1.10-10%®

“Equagdes das lineares de Stern-Volmer (Ksv). *Coeficiente de correlagdo. ‘Constante de supressio de
Stern-Volmer (Ksv) obtida com base na fluorescéncia de BSA na presenca de diferentes concentragdes dos
derivados de CG (5-40 uM), em temperaturas diferentes. Constante de taxa bimolecular (Kq) obtida com
base na fluorescéncia de BSA na presenga de diferentes concentragdes dos derivados CG (5-40 uM) em
diferentes temperaturas.

De acordo com a tabela 6 os valores de Ksv foram classificados, a nivel de
interagdo com albumina, como capazes de promover interacio fraca (1x10° a 1x10* M),
moderada (1x10* a 1x10° M) e alta (1x10° a 1x10° M) (Silva Filho et al., 2019; Wang

etal., 2021; Szymaszek et al., 2022). As interagdes para os compostos foram classificadas
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como alta para o composto CG-1 na temperatura de 310K e para os demais compostos
nas diferentes temperaturas classificadas como fracas a moderadas.
Todos os compostos apresentaram aumento do Ksv com o aumento da

temperatura, este fato indica que o mecanismo de supressao promovida pelos compostos

frente a albumina ¢ de natureza dinamico (Ding ef al., 2013; Ni et al., 2011).

Tabela 7. Resultados espectroscopicos da interacdo dos compostos CGs com albumina obtidos pela

Equacao linear de Stern-Volmer modificada.

Compostos T (K) Equacdo da reta R? F Ksv (M%)
298 2.0-106x + 1.01 0.9759 0.99 5.0 -10°
CG-1 303 3.0-10%x + 2.56 0.9946 0.39 8.5-10°
310 2.0-10%x + 2.56 0.8350 0.39 1.2-108
298 2.0-10%x + 3.12 0.8257 0.32 1.5-10°
CG-2 303 1.0-10%x +3.39 0.8521 0.29 3.4-10°
310 8.0-107x + 1.09 0.8588 0.91 1.3-108
298 2.0-10%x + 2.96 0.9810 0.33 1.6-10*
CG-3 303 2.0-10%x + 2.47 0.9501 0.40 2.2-10%
310 1.0-10%x + 1.59 0.4396 0.62 1.6-10°
298 2.0-10°x + 4.06 0.7830 0.24 2.0-10°
CG-14 303 9.0-10%x + 3.62 0.8737 0.27 4.0-10°
310 4.0-10%x + 3.58 0.6583 0.27 9.2.10°
298 2.0-10°x +2.89 0.9225 0.34 1.4-10°
CG-5 303 6.0-10%x + 3.14 0.9606 0.31 5.3-10°
310 8.0-10% x + 1.14 0.9906 0.87 1.43-10°
298 1.0-10%x + 2.70 0.8998 0.37 2.7-10°
CG-6 303 1.0-10° x +1.39 0.9883 0.72 1.39:-10°
310 1.0-10%x + 4.39 0.9441 0.22 45-10°
298 9.0-10%x + 2.68 0.9525 0.37 3.0-10°
CG-7 303 8.0-10% x +1.18 0.9889 0.85 1.5-10°
310 9.0-10%x + 3.06 0.9547 0.32 3.4-10°

Fonte: O autor (2023).

Os valores de constante de supressdo efetivas para os fluordforos acessiveis, ou
constante de ligagdo de Stern-Volmer modificadas (Ksv), também aumentaram com o
aumento da temperatura (tabela 7). Esses resultados confirmam que o mecanismo de
supressao para todos os compostos avaliados ¢ de natureza dinadmica. Perfil semelhante
também foi obtido por Hu et al. (2005) avaliando 6-mercaptopurina com potencial

antineoplasico e por Szymaszek et al. (2022) avaliando derivados de piridina.

5.5 DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE LIGACAO POR ESPECTROSCOPIA
DE FLUORESCENCIA

Muitos farmacos ocupam o mesmo microambiente na albumina, dessa forma, a
absorcdo e a biodisponibilidade de um farmaco em relacdo aos demais ocorre via

mecanismo de competicdo pelo sitio de ligacdo desta proteina. Nesse contexto, a
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distribuicéo, acéo e eliminacdo dos farmacos no organismo humano dependem da forca
de ligacdo desses derivados com a cadeia polipeptidica da biomolécula, que pode ser
inferida a partir dos valores de constante de ligagéo (Storr, 2014; Ghuman et al., 2005).

A constante de ligacdo (Ka) esta relacionada com a forca de ligacdo que por sua
vez relaciona-se com a biodisponibilidade, isto é, a capacidade do composto se difundir
pelo sistema circulatorio até um determinado alvo bioldgico. A maioria dos ligantes
interagem reversivelmente e exibem afinidades para proteinas com constante de ligacéo
na faixa de 1-15x10* (Colmenarejo et al., 2001).

Tabela 8. Resultados espectroscopicos para obtencdo dos valores de Ka e n, constante de ligagdo e o
numero de sitios de ligagdo, respectivamente.

Compostos T (K) Equacdo da reta R? n Ka (M)
298 0.0181x + 0.1394 0.0409 0.01 1.4-10*
CG-1 303 0.1178x + 0.3159 0.9558 0.11 2.1-10¢
310 0.7742x + 4.6669 0.9321 0.77 4.6-10%
298 0.3306x +1.0468 0.9027 0.33 1.1-10t
CG-2 303 0.501x +1.8237 0.9204 0.50 6.6-10!
310 0.7884x + 3.7886 0.9358 0.78 6.1-103
298 0.4718x +1.7042 0.9773 0.47 5.0-10!
CG-3 303 0.5512x +2.1565 0.9384 0.55 1.4-10?
310 0.7803x +3.6649 0.7679 0.78 4.6-10°
298 0.3468x + 1.0266 0.9251 0.34 1.0-10*
CG-4 303 0.269x + 1.8155 0.9542 0.26 6.5-101
310 0.1118x + 1.9069 0.868 0.11 8.0-10!
298 0.4634x + 1.7135 0.9707 0.46 5.1-10!
CG-5 303 0.1708x + 1.8897 0.7866 0.17 7.7-10¢
310 0.8531x + 4.2525 0.9956 0.85 1.79-10°
298 0.1709x + 0.1986 0.9648 0.17 1.57-10*
CG-6 303 0.3326x + 1.2088 0.9617 0.33 1.1-10*
310 0.6687x + 3.1863 0.9956 0.67 1.54-10°
298 0.2682x + 0.8418 0.9608 0.26 6.94-10!
CG-7 303 0.3057x + 1.0957 0.9956 0.30 1.1-10*
310 0.7586x + 3.801 0.991 0.76 6.32-10°

Fonte: O autor (2023).

De acordo com a Tabela 8, os compostos apresentaram aumento da constante de
ligagio com o aumento da temperatura, com valores que variaram de 10' a 10* M!
indicando que os compostos apresentam afinidade com a albumina, se ligando
reversivelmente. Chaves et al (2019) observou Ka = 10* (M) para o composto 4-N-(2'-

metoxi-estiril)-tiossemicarbazona indicando ligagdo moderada com a albumina.

5.6 PARAMETROS TERMODINAMICOS E FORCAS DE LIGACAO

Para obter informacdes detalhadas sobre as interacdes moleculares e forcas

atuantes entre os compostos e a BSA, €& necessdrio determinar 0s parametros
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termodindmicos: variacdo de entalpia (AH), variacao de entropia (AS) e variacao de
energia livre de Gibbs (AG). De acordo com Ross e Subramanian (1981), se AH<0 e AS<0
as principais forgas sdo as interagdes de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Se AH>0
e AS>0 as interacdes sao hidrofobicas. E se AH<0 e AS>0 o principal tipo de interagao

sdo forcas eletrostaticas.

Tabela 9. Valores dos parametros termodinamicos AH, AS e AG para as interagdes entre BSA e
compostos CGs em diferentes temperaturas.

Compostos T (K) AH AS AG Equagio da reta R?
[kJ/mol] [J/mol'K] [kJ/mol]

298 -.078

CG-1 303 -705.01 2.36 -1.82 -84798x + 283.31 0.8449
310 -28.17
298 -5.94

CG-2 303 -438.01 1.49 -10.55  -52684x +179.74 0.8473
310 -27.05
298 -9.69

CG-3 303 -399.89 1.52 -12.45  -48098x + 164.72 0.9235
310 -25.79
298 -9.69

CG-4 303 -152.2 0.54 -10.52  -18306x + 65.079 0.887
310 -16.08
298 -9.74

CG-5 303 388.08 1.33 -10.74  -46678x + 159.78 0.8654
310 -25.24
298 -9.74

CG-6 303 446.89 15 -6.04 -53751x + 180.45 0.9743
310 -18.91
298 -4.80

CG-7 303 -451.44 1.52 -6.04 -54299x + 183.22 0.8637
310 -22.56

Fonte: O autor (2023).

Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram que os compostos CG-5 e CG-6
apresentaram valores positivos de AH e AS e estes estdo associados a interagdes
hidrofébicas com a BSA. O residuo de triptofano Trp-212 esta localizado dentro de um
sitio de ligacdo hidrofobico da proteina, no subdominio 1A e é um possivel local de
interacdo desses compostos na BSA (Ebrahimipour et al., 2017; Roy et al., 2017). Os
demais compostos (CG-1, CG-2, CG-3, CG-4 e CG-7) apresentaram AH<0 e AS>0
indicando que esses compostos interagem com a BSA através de forgas eletrostaticas. Os
valores negativos de AG indicam que o processo de ligagdo entre os compostos ¢ BSA é
espontaneo (exotérmico), e quanto maior a temperatura mais espontaneo € esse processo.

Na literatura foi possivel identificar que outros estudos também apresentaram
resultados semelhantes. Ganorkar et al. (2021) avaliando diferentes tiossemicarbazonas

obtiveram valores positivos de AH e AS, indicando a presenga de interagdo hidrofébica.



49

Chaves et al (2019) observou que as interacdes hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio séo
as principais forgcas de ligacdo entre a 4-N-(2'-metoxi-estiril)-tiossemicarbazona e a

albumina.

5.7 TRANSFERENCIA DE ENERGIA ENTRE OS CG’S E A BSA

Forster Resonance Energy Transfer (FRET) é um mecanismo de transferéncia de
energia entre dois cromoforos. Um cromdéforo doador pode transferir energia de excitagdo
de forma ndo radioativa através de interacdo dipolo - dipolo para o cromdéforo aceptor.
Esta transferéncia de energia de ressonancia leva a diminuic¢éo da intensidade do doador
e (se o aceptor for fluorescente) aumento da intensidade do aceptor (Lakowicz, 2006;
Sarkar, 2013).

Tabela 10. Parametros FRET calculados para os compostos CGs avaliados.

Compostos J E Ro r

[nm*M!-cm™] [nm] [nm]
CG-1 1.28 x10"? 0.40 1.14 1.16
CG-2 1.18x10"2 0.28 1.12 1.30
CG-3 9.56x10" 0.30 1.09 1.25
CG-4 1.123x10'? 0.26 1.11 1.29
CG-5 1.132 x10" 0.32 1.0 1.13
CG-6 9.213x10" 0.37 1.10 1.87
CG-7 9.561x10" 0.32 1.09 1.14

Fonte: O autor (2023).

Através dos resultados da tabela 10 € possivel notar que a distancia de ligagao (r)
dos compostos ¢ <8 nm e 0.5 Ro <1 <1.5 Ro indicando que a transferéncia de energia da
BSA para os compostos ocorre com alta probabilidade (Valeur; Brochon, 2011).

Swarup et al (2023) ao avaliar um complexo metalico com tiossemicarbazona
(C34H3sNgO4S2Ni) obteve o valor de rO dentro da faixa de Forster, indicando que a
transferéncia de energia da BSA para o composto ocorre com grande eficiéncia.

5.8 CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE HEMOLITICA IN VITRO PROMOVIDA
PELOS COMPOSTOS CGS

A partir do teste de citotoxicidade in vitro foi possivel avaliar os resultados
promovidos pelos compostos frente as células macrofagos J774, Células Vero,

Fibroblasto V79 e Hepatoma HepG2 e Eritrécitos.
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Tabela 11. Resultados de citotoxicidade promovida pelos compostos CGs frente a diferentes células de

mamiferos.
Macrofagos J774 Células Vero Fibroblastos Hepatoma Eritrocitos (%)
Compostos (ICs0) (ICs0) V79 (ICs) HepG2 (ICs)
CG-1 230.0+0.1 123.0+£0.3 101.6 £ 04 > 500 <7.0
CG-2 249.1+£0.2 178.7+0.8 99.89£0.8 > 500 <7.0
CG-3 279.9+0.12 159.0£0.9 111.5+ 0.9 > 500 <7.0
CG-4 200.1+0.1 149.1+0.8 1349+ 1.0 > 500 <7.0
CG-5 258.5+0.8 188.5+0.1 187.4+0.6 > 500 <7.0
CG-6 214.6 + 0.9 135.6+£0.3 92.09 +0.1 > 500 <7.0
CG-7 222.9+0.2 156.9 £0.7 88.90+ 0.5 > 500 <7.0

Fonte: O autor (2023).

Os valores de ICso apresentados na Tabela 11 para os macréfagos J774 mostraram
que os compostos CGs apresentaram valores que variaram de 200.1 = 0.1 2279.9 + 0.12
uM. Os compostos apresentaram ICso maior do que 200.1 = 0.1 uM (CG-4), sugerindo
baixa toxicidade frente as células de macréfagos J744. Em relagdo as células Vero os
compostos apresentaram ICso variando de 123.0 = 0.3 a 188.5 £ 0.1 uM. Em relacdo as
células Fibroblasto V79 os compostos apresentaram ICso variando de 88.9 + 0.5 a 187.4.
Em relagdo as células Hepatoma HepG2 os compostos apresentaram ICso >500 pM. Esses
resultados confirmam a baixa toxicidade desses compostos frente as células avaliadas.
Os resultados da atividade hemolitica (tabela 11) revelam que os compostos, em
diferentes concentracfes (28.12 a 900 uM), apresentaram atividade hemolitica < 7.0 %.
Segundo Preté et al. (2011), valores percentuais de hemolise superiores a 15% sao
considerados elevados, pois indicam danos consideraveis a membrana eritrocitaria. Sendo
assim pode-se concluir que os compostos apresentam baixa toxicidade hemolitica.
Resultado semelhante também foi observado por Queiroz et al (2020), avaliando 2-(4-
bromofenoxi)-1-(4-metoxifenil)-etan-1-ona-tiossemicarbazona com atividade hemolitica
<5%, e por Jacob et al (2023) que utilizou indol-tiossemicarbazona e apresentou resultado
de atividade hemolitica <10% para todos 0s compostos.

5.9 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A microdiluicdo em caldo ¢ o método de referéncia adotado pelo Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI) para testar a susceptibilidade de leveduras que sao
responsaveis por infecgdes invasivas, como Candida spp. e Cryptococcus neoformans. O

parametro mais comumente utilizado para avaliar a sensibilidade aos medicamentos
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antifingicos ¢ a concentracao inibitéria minima (CIM) (Cuenca-Estrella et al., 2002). A
CIM ¢ definida como a menor concentragdo do medicamento que € capaz de impedir o
crescimento de fungos no teste de sensibilidade realizado através de diluicdo em agar ou

caldo (CLSI, 2002).
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LEVEDURAS
COMPOSTOS HAMII _ _HAMI3 _ HAMI4  HAMI5S  HAM33  HAM43  HAM44 _ ATCC90028 URM 6393 8026-15
g >128 64 >128 >128 >128 >128 64 32 >128 128
CG-01 CMI uM >376,41 188,20 537641 376,41  >37641  >37641 188,20 94,10 >376,41 376,41
MM: 340,05 ug >128 64 >128 >128 >128 >128 >128 128 >128 >128
CMF uM >376,41 188,20 >37641 37641  >37641  >37641  >37641 376,41 >376,41 >376,41
g >128 64 >128 128 >128 128 64 128 >128 >128
CG-02 CMI uM >357,49 178,74 >357,49 357,49 >357,49 357,49 178,74 357,49 >357,49 >357,49
MM: 358,05 ug >128 64 >128 >128 >128 128 >128 >128 >128 >128
CMF uM >357,49 178,74 >35749  >357,49  >357.49 357,49 >357,49 >357,49 >357,49 >357,49
g >128 64 128 128 128 64 64 64 >128 >128
CG-03 CMI uM >332,43 166,21 332,43 332,43 332,43 166,21 166,21 166,21 >332,43 >332,43
MM: 385,04 ug >128 64 128 >128 128 64 >128 64 >128 >128
CMF uM >332,43 166,21 332,43 >332,43 332,43 166,21 >332,43 166,21 >332,43 >332,43
g 64 128 >128 >128 128 64 64 >128 >128 >128
CG-04 CMI uM 173,87 347,74 >34774  >34774 347,74 173,87 173,87 >347,74 >347,74 >347,74
MM: 368,09 ug 64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
CMF uM 173,87 >34774  >34774  S34774  >34774 34774 >347.74 >347,74 >347,74 >347,74
g >128 32 128 64 >128 >128 128 >128 >128 128
CG-05 M1 uM >342,22 85,55 342,22 171,11 >34222  >34222 342,22 >342,22 >342,22 342,22
MM: 374,02 g >128 64 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 128
CMF M >342.22 171,11 >34220  >34222 >34222 34222 34222 >342.22 >342.22 342,22
g >128 >128 32 128 >128 >128 64 >128 >128 >128
CG-06 M1 uM >345.88  >345.88 86,47 345,88 >34588  >345.88 172,94 >345,88 >345,88 >345,88
MM: 370,07 g >128 >128 32 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
CMF uM >34588  >345,88 86,47 345,88 >34588  >34588  >34588 >345,88 >345,88 >345,88
g 64 32 64 128 >128 64 32 128 >128 32
CG-07 M1 uM 152,39 76,19 152,39 304,79 >304,79 152,39 76,19 304,79 >304,79 76,19
MM: 419,96 g 64 32 128 >128 >128 64 32 >128 >128 64
CMF uM 152,39 76,19 304,79 >304,79  >304,79 152,39 76,19 >304,79 >304,79 152,39
g 0,5 4 1 | 16 32 128 - 64 -
Fluconazol CMI uM 1,63 13,06 3,26 3,26 52,24 104,48 417,93 - 208,96 -
MM: 306,27 ug 0.5 4 1 1 16 32 128 - 64 -
CMF uM 1,63 13,06 3.6 3,26 5224 104,48 417,93 - 208,96 -
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Os resultados do estudo de atividade antiflngica in vitro (Tabela 12) mostraram
que os compostos no geral apresentaram atividade fraca a moderada contra as leveduras
estudadas, em comparagdo com os valores de MIC do controle (fluconazol).

Contra a espécie de Candida tropicalis (HAM 44) os composto tiveram a maior
atividade de inibi¢ao com valores de MIC de 32ug/mL a 128ug/mL, e seis compostos
apresentaram MIC inferior ao controle (128 pg/mL). A ordem de atividade antifingica
para esta levedura foi CG7 > CG1, CG2, CG3, CG4, CG6 > CGS.

Em relacdo a Candida glabatra (URM 6393) todos 0os compostos apresentaram
fraca atividade de inibicdo com valores de MIC > 128 ug em comparagdo com o controle
(64 pg/mL).

O CGl1 apresentou o menor MIC (32 pg/mL) para Candida albicans
(ATCC90028) e o CG6 o menor valor de MIC (32 pg/mL) para Candida parapsilosis
(HAM14) em relagao aos outros compostos.

O CG7 foi o composto que além de apresentar o menor MIC para Candida
tropicalis (HAM 44), também apresentou melhor atividade inibitéria para Candida
parapsilosis (8026-15) e Candida albicans (HAM13 e HAM11) em rela¢ao aos outros
compostos. O CG7 apresenta um atomo de bromo em sua estrutura, € por mais que esse
atomo confira alto peso molecular ao composto, a ligagdo de halogénio realizada pelo
bromo pode aumentar a afinidade de ligacdo e especificidade com o alvo. Existem
diversos exemplos em que a ligacdo de halogénio foi utilizada com sucesso na descoberta
de drogas nos ultimos anos, inclusive aumentou a poténcia de diferentes classes de
inibidores da enzima transcriptase reversa (Wilcken et al., 2013). Um estudo de
Hardegger et al. (2011) revela que afinidades de liga¢do de inibidores de catepsina
humana L e MEK1 quinase sdo significativamente melhores quando substitui um grupo
aril por halogénio (cloro, bromo ou iodo). Em ambos os casos a afinidade com o ligante
aumenta com o tamanho do halogénio. A presenca de um grupo retirador de elétrons
(bromo), que ¢ cercado por alta densidade eletronica, pode ser a razao para a moderada

atividade antifingica do CG7 (Shakhatreh et al., 2016).
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6. CONCLUSAO

A resisténcia antimicrobiana pode levar ao aumento de infecgdes fungicas graves
em humanos, dificultando o tratamento eficaz dessas doengas. Portanto, a descoberta de
novos compostos que sejam eficazes contra fungos resistentes ¢ de extrema importancia
para a satude publica.

As tiossemicarbazonas representam classes promissoras de compostos com
atividade antimicrobiana devido as suas propriedades quimicas e biologicas. Os
compostos deste trabalho foram classificados como moderadamente soltveis, ligando
fortemente as proteinas séricas, sao inibidores das principais isoformas de citocromo
P450, apresentaram baixos valores de clearance total ¢ o CG3 foi o que apresentou
previsao de maior risco de toxicidade. Todos os compostos apresentaram previsao de boa
biodisponibilidade oral, sem nenhuma violagdo para as regras de Lipinski e Veber.

Os compostos apresentaram fraca a moderada atividade antifingica in vitro, com
melhor ag¢do contra Candida tropicalis (HAM 44) quando comparado com o controle.
Quanto a atividade antioxidante o CG-1 apresentou a melhor atividade em relagdo aos
outros compostos, com resultados de 38.9% e 99.4% nos testes de DPPH e ABTS
respectivamente. Na avaliacdo da atividade citotoxica in vitro, 0s compostos
apresentaram altos valores de ICso para diferentes tipos de células e atividade hemolitica
>7.0%, indicando que os compostos nao sdo citotoxicos € nem apresentam potencial de
causar hemolise.

O mecanismo de supressao de fluorescéncia promovido pelos compostos frente a
albumina bovina ¢ de natureza dindmico e reversivel, por interacdes hidrofébicas e

eletrostaticas, processo espontaneo € com alta probabilidade de transferéncia de energia.
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