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RESUMO

Proteinas plasmaticas, como a albumina (BSA), sdo também utilizadas nestes estudos para
verificar as propriedades farmacocinéticas dos farmacos. Nestes estudos, moléculas contendo
porcdes fenilico e tiossemicarbazonas sdo consideradas promissoras por possuirem atividade
biologicas. Isso ¢ particularmente relevante para tratamentos de diversas doengas, uma vez que
essa proteina se acumula no microambiente aumentando a distribuicdo de medicamentos, além
de suprir as demandas energéticas das células. Diferentes técnicas de espectroscopia,
termodinamica e estudos in silico podem ser empregadas para verificar como a albumina se liga
aos ligantes usando albumina sérica humana (HSA) ou albumina sérica bovina (BSA) devido a
sua similaridade estrutural. Neste sentido, a BSA foi escolhida para ser estudada neste trabalho,
que teve como objetivo sintetizar sete novos compostos da série (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-
benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs e investigar da capacidade de interagdo
com a albumina sérica bovina (BSA). Todos os compostos foram sintetizados com éxito
utilizando tiossemicarbazidas substituidas e o aldeido trimetoxi-benzaldeido, em temperatura
ambiente, e suas estruturas quimicas elucidadas satisfatoriamente por meio das técnicas de RMN
1H e RMN 13C, técnica DEPT, e infravermelho (IV) apresentando rendimentos entre 60 e 85 %,
e sinais diagnodsticos de formagdo das tiossemicarbazonas. A atividade de ligagdo a BSA dos
compostos foi estudada através das técnicas espectroscopicas de absor¢do e fluorescéncia, em
diferentes concentragdes, verificando-se que todos 0os compostos possuem afinidade de interagao
com esta biomolécula. Os resultados mostram que a principal interagdo ocorrida entre os
complexos BSA-JFs foi por meio do processo de extingdo estatica, apresentam carater moderado.
Os compostos apresentam boa disponibilidade oral obedecendo as regras de Lipinski e Veber.
Onde apenas o composto JF-14 violou uma regra. Em ensaios de atividade antioxidantes os
compostos foram capazes de promover atividade antioxidante moderada para o ensaio de DPPH
e ABTS. Os compostos também apresentaram uma atividade citoxicidade de moderada em
linhagem celular de macrofagos J774.A1 e HepG2. Estudos adicionais devem ser realizados para
prever os mecanismos de interagdo entres os outros compostos € BSA, e se obter um sistema de
liberagdo controlada e diminuicdo de citotoxicidade através de nanoparticulas de BSA e

incorporacdo de compostos com atividade biologica definida.

Palavras-chave: Citotoxicidade, Antioxidante; Tiossemicarbazonas; BSA



ABSTRACT

Plasma proteins, such as albumin (BSA), are also used in these studies to verify the
pharmacokinetic properties of drugs. In these studies, molecules containing phenyl and
thiosemicarbazones are considered promising because they have biological activity. This is
particularly relevant for treatments of various diseases, since this protein accumulates in the
microenvironment, increasing the distribution of drugs, in addition to supplying the energy
demands of cells. Different techniques of spectroscopy, thermodynamics and in silico studies can
be employed to verify how albumin binds to ligands using human serum albumin (HSA) or
bovine serum albumin (BSA) due to their structural similarity. In this sense, BSA was chosen to
be studied in this work, which aimed to synthesize seven new compounds from the series (E)-N-
phenyl-2-(3,4,5-trimethoxy-benzylidene)-hydrazine-substituted carbothioamides JFs and to
investigate the ability to interact with bovine serum albumin (BSA). All compounds were
successfully synthesized using substituted thiosemicarbazides and the aldehyde trimethoxy-
benzaldehyde, at room temperature, and their chemical structures were satisfactorily elucidated
using 'H NMR and '3C NMR, DEPT technique, and infrared (IR) with yields between 59 .85 to
85.50%, and diagnostic signs of thiosemicarbazone formation. The BSA binding activity of the
compounds was studied through spectroscopic techniques of absorption and fluorescence, at
different concentrations, verifying that all compounds have an affinity for interaction with this
biomolecule. The results show that the main interaction occurred between the BSA-JFs
complexes was through the static extinction process, presenting a moderate character. The
compounds show good oral availability following the rules of Lipinski and Veber. Where only
the JF-14 compound violated a rule. In antioxidant activity assays, the compounds were able to
promote moderate antioxidant activity for the DPPH and ABTS assay. The compounds also
showed moderate cytotoxicity activity on macrophage cell line J774.A1 and HepG2. Additional
studies should be carried out to predict the mechanisms of interaction between the other
compounds and BSA, and to obtain a controlled release system and reduction of cytotoxicity

through BSA nanoparticles and incorporation of compounds with defined biological activity.

Keywords: Cytotoxicity, Antioxidant; Thiosemicarbazones; BSA
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1 INTRODUCAO

As tiossemicarbazonas sdo amplamente exploradas na quimica medicinal como ligantes
entre anéis heterociclicos como potenciais fragmentos bioativos. Nos ultimos anos muitos
trabalhos relatam as tiossemicarbazonas associadas a anéis heterociclicos como potenciais
fragmentos bioativos (Li et al., 2021).

Dentre eles, destaca-se os nucleos de acridina, indol, quinolina, naftil, ¢ mesmo anéis
fenolicos importantes nucleos para o desenvolvimento de quimioterapicos.

Os derivados tiossemicarbazonas tém recebido destaque no ambito da quimica medicinal
visto suas grandes versatilidades quimicas e devido as suas promissoras aplicagdes bioldgicas,
associadas ao seu importante potencial farmacologico (Bharti ef al., 2010), dentre os quais ja se
¢ relatada: atividade antiviral (Glisoni et al., 2010), antiparasitaria (Britta et al., 2014; Queiroz
et al., 2020), antimicrobiana (Montazeri, Salehzadeh, Zamani, 2020), atividade antiproliferativa
(Almeida et al., 2015; Ribeiro et al., 2019), antioxidante (Nguyen, 2013) e também
antimicrobiana (De Aratjo Neto et al., 2017). Além de poderem agir como intercaladores de
DNA e inibidores da topoisomerase Ila (Ribeiro et al., 2019).

Além de farmacos tiossemicarbazdnicos empregados na terapéutica ou em estudos
clinicos avancados, a exemplo da Tiacetazona®, usado na terapia da tuberculose (Domagk et al.,
1946); Triapine®, usado na terapia do cancer (Finch et al., 2000; Attia et al., 2008; Kunos et al.,
2013).

Neste contexto, enfatizamos a importancia da albumina que tem sido empregada em
varios estudos para avaliar as interagdes ligante-proteina. A BSA ¢ obtida a partir de soro bovino.
BSA ¢ amplamente utilizado devido a sua homologia estrutural de 76% com HSA, baixo custo e
boa disponibilidade, bem como a semelhanca de sitios de ligagdo ITA e IIIA aos subdominios
HSA. Outra caracteristica da BSA ¢ a presenca de dois residuos de triptofano (Trp), Trp-134 ¢
Trp-212, em vez de um tnico como no HSA. Em ambas as proteinas, Trp-212 e Trp-214 estdo
localizados na mesma regido, enterrados nos bolsdes hidrofébicos do subdominio ITA. Essa
semelhanca ¢ uma das caracteristicas que permite estudos espectroscopicos e de exploragdo de
ambas as proteinas para prever o perfil de ligacdo entre novos compostos quimicos e a
biomolécula (Ribeiro ef al., 2021).

Neste trabalho descreveremos a sintese de novos compostos da série (£)-N-fenil-2-(3,4,5-
trimetoxi-benzilideno) -hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs e a investigacao da capacidade

de interacdo com a albumina sérica bovina (BSA). Além de avaliar a atividade antioxidante,

16



realizar o estudo in silico do perfil de biodisponibilidade e avaliar a citotoxicidade in vitro em

células de mamiferos (Macrofagos J774-A1, HepG2 e hemacias).

17



1.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar diferentes compostos tiossemicarbazonas, avaliar as atividades

antioxidantes, citotoxicas e a biodisponibilidade in silico, além de determinar o perfil de interagdo

molecular com e albumina (BSA).

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar e determinar as propriedades fisico-quimicas das tiossemicarbazonas
substituidos;

Elucidar estruturalmente por meio de técnicas espectroscopicas de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono (RMN !3C), e espectroscopia
no infravermelho (IV);

Analisar as propriedades farmacocinéticas ADMET in silico dos compostos das séries
das tiossemicarbazonas:

Avaliar a atividade antioxidante pelos métodos DHPP e ABTS;

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos novos compostos sintetizados pelo método do MTT
em macrofagos J774 e HepG2;

Avaliar a atividade hemolitica;

Realizar ensaios de interagdo com albumina a fim de elucidar um mecanismo de

interacao.

18



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Albumina

A albumina ¢ sintetizada no figado e continuamente secretada na corrente sanguinea. sao
biomoléculas chave para varias fungdes celulares no corpo humano. A albumina ¢ considerada a
principal proteina extracelular do sistema circulatorio, representando cerca de 55-60% de todas
as proteinas plasmaticas. Varios receptores estdo fortemente envolvidos na distribuicdo e
metabolismo da proteina. As interagdes receptor-albumina podem ser modificadas por mutagoes
especificas, um achado que pode ser de interesse farmacéutico e médico (Kragh-Hansen 2016;
Ebrahimipour et al., 2017; Coéié et al., 2018). Por isso, atuam como transportadoras de diversos
ligantes enddgenos e exdgenos, incluindo acidos graxos, aminoacidos e nutrientes, sendo capaz
de vincular também metais e produtos farmacéuticos a locais de ligagdo especificos (Da Silva et
al., 2019; Kragh-Hansen 2016).

Geralmente ¢ sintetizado pelas células do figado (cerca de 10 a 15 g/dia) e liberado na
corrente sanguinea. Apesar da predominancia da sintese hepatica de albumina, a produ¢ao extra-
hepatica de albumina em 6rgdos como rins, pancreas, cérebro, coracdo ¢ pulmio tem sido
identificada em alguns animais (Varanko, Soumen, Chilkoti, 2020).

No sangue, a albumina desempenha uma série de fungdes importantes, incluindo a
manutengdo da pressdo oncdtica, regulacdo do pH, bem como transporte e distribuicdo de uma
infinidade de ligantes endogenos e exdgenos insoluveis e hidrofobicos, como metais, acidos
graxos (FAs), hormonios, aminoacidos, produtos residuais, toxinas e medicamentos (Berna et
al., 2015; Ribeiro et al., 2021). No corpo humano, tanto na saide quanto na doenca, sua fun¢ao
de transporte ¢ destacada pela ligacao aos medicamentos e consequente distribui¢do na corrente
sanguinea até o local de agdo do Farmaco (Peters 1995; Kragh-Hansen, Chuang, Otagiri 2002;
Fasano et al. 2005).

A maior concentragdo de albumina ¢ encontrada nos espagos extravasculares, embora em
menor concentragdo do que na corrente sanguinea. A maior concentracdo na circulagdo € o
principal contribuinte para a pressdo coloidosmotica do plasma e para o efeito Gibbs-Donnan
nos capilares (Kragh-Hansen 2016).

A albumina parece ser o antioxidante circulante quantitativamente mais importante e
possui propriedades enzimaticas tdo pronunciadas que provavelmente sdo de importincia

biologica (Anraku et al., 2013).
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Sendo assim, os farmacos e suas propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas sdo
influenciadas pela ligacdo e afinidade as proteinas plasmaticas, incluindo albumina sérica e
glicoproteinas. Essa ligagdo farmaco-proteina ¢ de natureza reversivel, e espera-se o equilibrio
entre a molécula do farmaco ligado e a livre. Os efeitos terapéuticos sdo demonstrados apenas
pela fracdo nao ligada do farmaco e o grau de ligaga@o as proteinas varia de farmaco para farmaco
(Rafols, Zarza, Bosch 2014; Abdelhameed ef al., 2017).

Portanto, a tendéncia de ligacdo proteina-firmaco ¢ considerada um dos fatores mais
significativos na avaliag@o de atividades farmacologicas especificas (Ribeiro et al., 2021).

Na literatura se encontram muitas informagdes sobre a localizagdo e estrutura dos sitios
de ligagdo e sobre potenciais interagdes de ligantes. As informagdes estruturais também sao uteis
ao projetar novos farmacos, seja para evitar a ligacdo ou para fazer uso da funcao de depdsito da
proteina. Terapéuticas ndo-ligantes podem obter estabilidade melhorada e se beneficiar da longa
meia-vida bioldgica da albumina formando complexos com ela. A formagdo do complexo pode
ocorrer enriquecendo a terapéutica com uma molécula organica que pode se ligar reversivelmente
ou covalentemente a proteina. Se o farmaco for um polipeptideo ou proteina, as proteinas de
fusdo podem ser produzidas (Kragh-Hansen 2016; Ribeiro et al., 2021).

Existem varios métodos desenvolvidos e relatados para a preparagdo de complexo
farmaco-albumina para obter forma farmacéuticas estdveis e adequadas com base em uma
variedade de moléculas candidatas a farmacos, como métodos de emulsificacdo, formagao de
complexos e de solvatacdo (Weber, Coester, Kreuter Langer, 2000; Nagati ef al., 2020).

Isso ¢ particularmente relevante para tratamentos de diversas doengas, uma vez que essa
proteina se acumula no microambiente aumentando a distribui¢do de medicamentos, além de
suprir as demandas energéticas das células. Diferentes técnicas de espectroscopia, termodindmica
e estudos in silico podem ser empregadas para verificar como a albumina se liga aos ligantes
usando albumina sérica humana (HSA) ou albumina sérica bovina (BSA) devido a sua
similaridade estrutural (Liu et al., 2015; Ribeiro et al., 2021).

A albumina do soro bovino (BSA) faz parte deste grupo de proteinas amplamente
estudadas devido a sua estrutura terciaria homologa de 76% com a albumina do soro humano
(HSA), além do baixo custo e boa disponibilidade. A BSA ¢ constituida de trés grandes dominios
(I, I e III), similares em estrutura e classificados em A e B. Estes dominios sdo divididos em
nove alcas (L1-L9) por 17 ligacdes dissulfeto. As regides onde ocorre o armazenamento dos

compostos sdo frequentemente localizadas em cavidades hidrofobicas (subdominios ITA e IIIA),
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conhecidas como sitios I e II de sudlow (Figura 1) (Da Silva et al., 2019; Suryawanshi et al.,
2016).

Comparativamente, a BSA possui dois residuos de triptofano (Trp) denominados Trp-
134 e Trp-212, situados nos subdominios IB e IIA, enquanto que a HSA contém apenas o residuo

Trp-214, no subdominio ITA (Da Silva et al., 2019). O residuo Trp-134 est4 localizado na

superficie da estrutura da BSA e o Trp-212 nos bolsos de ligagao hidrofobicos (Abdi et al., 2012;
Belatik et al,. 2012).

Figura 1. Estrutura da albumina do soro bovino com seus respectivos subdominios e residuos de triptofano.

BSA

Fonte: Abdi et al., (2012, p. 21).

Habitualmente, a ligagdo entre fArmacos e proteinas acontece reversivelmente através de
interagdes quimicas como, por exemplo, ligagdes i0nicas, interacdes de Van der Waal, ligacdes
de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, com as hidroxilas, carboxilas ou outras regides
disponiveis nos aminoacidos que formam sitios de ligagdo (Singh; Mehta, 2006).

Estas interagdes podem ocasionar o aumento da solubilidade de farmacos no plasma e
facilitar sua distribuicdo para os alvos biologicos, influenciando também na estabilidade e
toxicidade durante a terapéutica, e, consequentemente, desempenhar papel fundamental na
eficacia farmacologica (Hu et al., 2005; Hebia et al., 2014). Nesta perspectiva, avaliar a afinidade

de um farmaco com a BSA, ¢ um fator importante para obtencao de tratamentos mais eficazes e

21



espera-se, com isso, que os diagnosticos e terapias passem a utilizar essas interagdes como mais
uma nova alternativa para obtencao de resultados (Hu et al., 2005; Ribeiro et al., 2021).

Uma maneira de monitorar a eficacia dos farmacos no organismo e obter seus parametros
fisicos quimicos € estudar essas proteinas através de técnicas espectroscopicas de absorcdo e
fluorescéncia, pois, alteragdes no seu perfil espectral sdo capazes de informar certas mudangas
estruturais e moleculares, quando em contato com as substancias de estudo (Moreira et al., 2015;
Singla; Luxami; Paul, 2016). Essas alteracdes sdo bastante uteis para posterior analise de suas
mudangas causadas pelo ligante, investigando-se o mecanismo de interacdo por meio dos efeitos
de aumento ou diminuicao da luz e desvios para a regido do vermelho e azul (Mishra et al., 2014).
Estudos através de docking molecular também sdo tteis para facilitar a analises destas interagdes
(Chaves et al., 2017).

Na espectroscopia de fluorescéncia, ¢ interessante notar a capacidade da proteina em
emitir luz através de seus aminodcidos aromaticos. Os residuos da BSA, quando excitados em
280 nm, exibe uma emissao de fluorescéncia intrinseca na faixa de 320 a 400 nm. A ligacao de
substancias aos residuos de triptofano, fenilalanina ou tirosina pode gerar altera¢des do sinal
fluorescente e, consequentemente, melhor entendimento das mudangas estruturais (Figura 2).
(Eswaran et al., 2016; Singla; Luxami; Paul 2016). Esta supressdo pode ser induzida através de
transferéncias de energia, formacdo de complexos, rearranjos moleculares e colisdes
moleculares. Dentre a BSA e a HSA, a emissao dos residuos Trp sdo as mais significativas por

conta da natureza quimica do microambiente onde estdo situados (Moreira ef al., 2015).

Figura 2 — Espectro de emissdo da BSA apresentando diminui¢do da intensidade de fluorescéncia na presenca de

um extintor.
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Fonte: Adaptado de Eswaran et al., (2016, p. 6).
22



Pode-se, ainda, mencionar os mecanismos de interacao de farmacos ¢ albumina através
de duas formas: mecanismo estatico e mecanismo dindmico. No mecanismo de extingdo estatica,
o ligante (fluor6foro) ao entrar em contato com a albumina se complexa a esta no estado
fundamental, resultando em alteragdes significativas nas propriedades de absor¢ao da proteina.
A extingdo dindmica afeta somente o estado excitado dos fluor6foros quando colide com a
proteina, sem alterar os espectros de absor¢cdo (Eswaran et al., 2016; Kalaivani et al., 2013;
Mishra et al., 2014; Raja, Bhuvanesh, Natarajan, 2012; Prabhakaran et al., 2013). Estas
informagdes sdo Uteis e valiosas para, assim, encontrar a maneira como as diversas substancias
quimicas podem interagir no meio bioldgico e causar efeitos terapéuticos.

Também se observa uma tendéncia crescente de usar a albumina em analises das
propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) e da
formacdo de nanoparticulas de BSA e moléculas candidatas a farmacos com finalidade de
contribuicdo como transporte, liberacdo controlada e menor citotoxicidade.

Nagati et al., (2020) estudou a obtencdo de nanoparticulas de HSA carregadas com
forscolina (FR-HSANPs) através de métodos de incorporacdo e ligagdo por afinidade. Os FR-
HSANPs foram caracterizados por microscopia eletronica de transmissdo que a maioria deles
tem formato circular e tamanho em torno de 340 nm. A carga do farmaco foi superior a 88% e
outros perfis de liberacdo sustentada foram observados, que foi de 77,5% em 24 h. Além de
diminuir a citotoxicidade em linhagens de células de mamiferos.

Kalhor et al., (2020) avaliaram a liberacao controlada e diminui¢ao da toxicidade da 2,6-
divanililidenociclohexanona (DVH) como um derivado estavel da curcumina. As nanoparticulas
de BSA (BSANPs) e DVH (DVH@BSANPs) mostraram liberacdo sustentada, reduziram
significativamente a citotoxicidade de DVH em linhas celulares normais, e a atividade
antitumoral de DVH foi aumentada quando foi carregado em BSANPs sem conduzir a necrose.
Assim, sugerem que DVH@BSANPs sdo um novo sistema de liberacdo sustentada
biocompativel para abordagem terapéutica eficaz.

Desta forma, os estudos de interacdo com BSA ou HSA se tornam importantes para
avaliar o armazenamento, distribuicdo e a liberacdo controlada, com possibilidade de diminuir a

citotoxicidade de novos compostos potenciais bioativos.

2.2. Tiossemicarbazonas
As tiossemicarbazonas correspondem a uma classe de compostos orgénicos constituida

pela presenca de heteroatomos de nitrogénio e enxofre, das quais destacam-se as porcdes
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hidrazona (HC=N-NH-) e tioamida (S=C-N-). Devido a facilidade em sua obtengdo e a
versatilidade em seu emprego final ou intermedidria para a sintese de outras classes de compostos
organicos, as tiossemicarbazonas sdo vastamente empregadas na sintese organica.

A estrutura bésica das tiossemicarbazonas e as respectivas numeragdes para seus atomos

podem ser determinadas conforme estabelecido pela IUPAC (1993) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura geral das tiossemicarbazonas

B rorcdo hidrazona [ porgio tioamida

Fonte: O proprio autor.

Devido a fatores eletronicos e estéricos, as tiossemicarbazonas podem apresentar-se em
duas conformagdes, em relagdo a ligacdo C-N: sin, quando os atomos de enxofre e nitrogénio
hidrazonico estdo do mesmo lado; e anti, quando os 4&tomos de enxofre e nitrogénio hidrazonico
encontram-se em lados opostos (Figura 4). De um modo geral, as tiossemicarbazonas nao
substituidas em N4 costumam apresentar a conformacdo anti (conformagdo em que pode ser
estabelecida ligacdo de hidrogénio N1---H-N4) enquanto aquelas, onde N4 ¢ substituido,

apresentam-se prioritariamente na conformagao sin. (Casas, Garcia-Tasende, Sordo, 2002).

Figura 4. Conformagdes sin e anti das tiossemicarbazonas
R, R, R,

NN ~
Y Y
S " N
- OH

conformagio sin conformacgio anti

Fonte: O proprio autor.

Além disso, as tiossemicarbazonas constituem uma classe orgédnica reconhecida por
possuir significativa deslocalizag¢do eletronica. Em consequéncia disso, tais compostos podem
apresentar-se em equilibrio tautomérico nas formas tiona (C=S) ou tiol (C-SH) (Esquema 1),
podendo haver predominancia ou existéncia exclusiva de apenas uma destas formas (Li et al.,

2010).
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Esquema 1. Equilibrio tautomérico entre as formas tiona e tiol das tiossemicarbazonas

R, R,
N 2 1 N NH,
R1 N - T - Rl N -~ Y
S SH
forma tiona forma tiol

Fonte: O proprio autor.

As tiossemicarbazonas sdo geralmente obtidas mediante a reagdo entre
tiossemicarbazidas e compostos carbonilados (aldeidos ou cetonas), geralmente empregando
catalizador 4cido (Esquema 2). Por sua vez, as tiossemicarbazidas podem ser comercialmente
adquiridas ou devidamente preparadas a partir da reagdo entre hidrato de hidrazina e reagentes

como isotiocianatos, acido tioglicolico e ditiocarbamato (Tendrio et al., 2005).

Esquema 2. Sintese das tiossemicarbazonas a partir da reag@o entre compostos carbonilados e tiossemicarbazidas

R,
R
R R H,N—NH N
! 2 N—NH
\[( >: S —_—
* >: S
Y R;—NH

t R;—NH

cc;);{)lggisl;) do tiossemicarbazida tiossemicarbazona

Fonte: O proprio autor.

Sob a perspectiva sintética as tiossemicarbazonas tem como caracteristica principal a
variabilidade de formas de obtencdo, assim como uma ampla aplicacdo como intermediérios de
muitos niicleos importantes. Além de apresentarem baixo custo de sintese; grande economia de
atomos, visto que, todo os a&tomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final,
com excec¢do da agua que ¢ liberada, e rapidez de sintese obtendo altos rendimentos (Oliveira et
al., 2016; Ribeiro et al., 2019; Jacob et al., 2021).

As tiossemicarbazonas sdo amplamente exploradas na quimica medicinal como ligantes
entre anéis heterociclicos como potenciais fragmentos bioativos. Muitos trabalhos associando
anéis heterociclicos como potenciais fragmentos bioativos tém sido relatados nos tltimos anos
(Li et al., 2021). Dentre eles, destaca-se os nucleos de acridina, indol, quinolina, naftil, fenil,
piridil, importantes nucleos para o desenvolvimento de novos compostos candidatos a farmacos
que contribuiram com o arsenal terapéutico.

As tiossemicarbazonas também sdo amplamente utilizadas devido a diversidade de

atividades biologicas.
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3.2.1 Atividade antioxidante

Zhang et al. (2020) sintetizaram trés (E)-N-(4-etil-fenil)-2-(metil-benzilideno)-
tiossemicarbazonas foram submetidos a avaliacdo antioxidante pelo método de eliminacdo de
radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) in vitro e os resultados mostraram que todos
os compostos sintetizados possuem boa atividade antioxidante na seguinte ordem 3>2>1 (Figura
5).

Figura 5. Derivado E)-N-(4-etil-fenil)-2-(metil-benzilideno)-tiossemicarbazonas potenciais antioxidantes
R,
R N

oL

Conposto 1. R} =-OCH3; R, =H; R3;=H

Conposto 2. R; =H; R, =-OCH;; R;=H

Conposto 3. R1 =H; R, =H; Ry;=-OCH;
Yang et al., (2020) obtiveram tiossemicarbazonas a base de canfeno e investigaram a
atividade antioxidante por ensaios de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os resultados revelam
que o composto TSC-2 exibiu o melhor efeito com o menor ECso 16.78 +0.12 uM (0,208 £ 0,004

mol/mol DPPH) (Figura 6).

Figura 6. Composto TSC-2 potencial antioxidante
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Yildiz et al., (2022) sintetizaram compostos Dimetoxi-inddlicos-tiossemicarbazonas e
avaliaram o potencial de elimina¢@o de radicais livres foi determinado utilizando os métodos de
eliminacdo de radicais livres 2,2'-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Observaram que os potenciais antioxidantes foram
moderados para os ensaios DPPH e ABTS e os compostos 28 e 18 foram os candidatos mais

potentes para ambos os ensaios antioxidantes (Figura 7).
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Figura 7. Compostos Dimetoxi-indolicos-tiossemicarbazonas potenciais antioxidantes

DPPH 73.73 £0.43 DPPH 26.88 = 1.03
ABTS 17.38 £0.28 ABTS 85.19 £ 1.41

2.2.2 Interacao Ligante-BSA

Vijayan et al., (2014) sintetizaram complexos carbonil de ruténio (II) a partir dos
compostos pirazolil-tiossemicarbazonas e, avaliaram a interagdo com a BSA. Onde observaram
que o complexo 2 interage com BSA mais fortemente do que os outros complexos, devido a
presenca do sistema de anel naftil num compartimento do ligando. Os maiores valores de a
constante de extingdo Kq (M) = 2,33 x 10° e a constante de ligagdo Kb (M) = 7,71 x 10% o

que indica uma forte interagao entre 0 BSA e o complexo (Figura 8).

Figura 8. Complexo carbonil-ruténio(Il)-1-naftil-pirazolil-tiossemicarbazona (composto 2)

O 0 EPh,
s
Q \ // \C_NH
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Biswas et al.,, (2019) ao estudar compostos N-((piridin-2-il)-etilideno)-hidrazina-

2

carbotioamidas (1) e (2), observou que o valor da constante de taxa de extin¢do (kq) ¢ cerca de
100 vezes maior que a taxa de colisdo Optica constante, 2 x 10'° M!. Esses resultados indicam
que tanto 1 quanto 2 interagem fortemente com a BSA pelo processo de extingdo estatica,
apresentado valores de Ksv (M!) = 6.30 x 10*, Kq M) =6.31 x 10'2e Kb M 1) =4.99 x 10°
para o composto (1) e, para o composto (2) valores de Ksv (M) =4.28 x10* Kq (M) =4.28 x
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102 e Kb (M) =4.01 x 10°, 0 que indica uma forte interagdo entre 0 BSA e os compostos (1) e

(2) (Figura 9).

Figura 9. Compostos N-((piridin-2-il)-etilideno)-hidrazina- carbotioamidas (1) e (2)
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2.2.3 Atividade antiparasitaria

Blau et al., (2013) realizaram a sintese de doze aril tiossemicarbazonas, avaliando sua
atividade contra formas epimastigotas de 7. cruzi (agente etioldégico da tripanossomiase
americana, mais comumente denominada doenca de Chagas) e seu perfil de inibigcdo frente a
cruzaina (Figura 10). Os compostos apresentaram significativa atividade antichagasica in vitro,
sobretudo quando o grupo nitro esteve presente na posi¢ao para do anel aromatico e quando o
grupo amino esteve ausente na estrutura. Contudo, nao foi encontrada correlacao direta entre os
resultados in vitro contra os parasitos e o percentual de inibi¢do da cruzaina, o que sugere a

participagdo de outros mecanismos como estresse oxidativo devido a presenga do grupo nitro.

Figura 10. Derivado aril-tiossemicarbazona p-nitro-substituido com atividade antichagésica
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Legenda: Composto mais ativo da série (ICso = 6,3 nM versus 34,6 nM do controle positivo benznidazol).

Fonte: O proprio autor.

Moreira et al., (2014) avaliaram a atividade de aril-tiossemicarbazonas contra as formas
epimastigota e tripomastigota de 7. cruzi. Os resultados revelaram o perfil promissor da maior
parte dos compostos estudados, inclusive dos derivados naftil tiossemicarbazonas (a-naftil e 3 -
naftil) (Figura 11). Embora ndo se tenha identificado potencial de inibi¢do para estas moléculas,
as andlises de citometria de fluxo positivas para anexina V e iodeto de propideo sugeriram um

mecanismo apoptdtico relacionado a agdo tripanocida destes compostos.
28



Figura 11. Derivados o - e B -naftil-tiossemicarbazonas com atividade antichagésica
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Legenda: a -naftil tiossemicarbazona (1) e B -naftil tiossemicarbazona (2): valores de ICso contra as formas
epimastigotas de 7. cruzi de 4,9 uM e 17,9 uM, respectivamente; ¢ valores de CCso contra as formas
tripomastigotas de 7. cruzi de 1,5 uM e 5,6 uM, respectivamente.

Fonte: o proprio autor.

Queiroz et al., (2020) avaliaram algumas tiossemicarbazonas como agentes
antiparasitarios, especialmente os compostos que tiveram, o substituinte metoxi ligado ao anel
fenil, JW-16.2 (Figura 12). As formas promastigotas de Leishmania infantum tratadas com
concentragdes de 9,66 e 19,32 uM do composto JW-16,2 apresentou alteracdes na topologia
celular apresentando ondulag¢des/rugas no corpo, variagdo morfoldgica de fusiforme a ovoide,
bem como desintegragdo da membrana do parasita. Alteragdes morfologicas no flagelo, como
retragdo, também foi observada. As alteracdes morfologicas foram mais visiveis nas

concentragdes mais alta do composto JW-16.2 (19,32 uM).

Figura 12. Derivado 2-(4-bromo-fenoxi)-1-(4-metoxi-fenil)-etan-1-ona-tiossemicarbazona JW-16-2 com atividade
antileishimania

OCH,
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Legenda: A. controle negativo. B. AmB, controle positivo. D. Tratado com 19,32 uM de JW-16.2.
Fonte: O proprio autor.

Silva et al., (2019) ao avaliar a atividade leishmanicida verificou a eficacia de compostos
indolicos-tiossemicarbazonas substituidas sobre as formas promastigotas de Leishmania
infantum. Todos os compostos da série foram capazes de inibir as formas promastigotas com ICso
que variou de 5,60 — 23,25 uM. Contudo, destacamos o composto 2d que apresentou melhor

resultado com valor ICso de 5,60 uM (Figura 13).
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Figura 13. Derivado (E)-2-((5-bromo-7-metoxi- 1 H-indol-3-il)-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida 2d com
atividade antileishimania

Br

HyCO N

Legenda: A. controle negativo. B. Tratado com 5,60 pM de 2d. D. AmB, controle positivo
Fonte: O proprio autor.

2.2.4 Atividade antimicrobiana

A atividade contra fungos associada a compostos tiossemicarbazonicos estd sendo
bastante explorada e demonstra bons resultados. Altintope et al., (2016) obtiveram sucesso na
dois derivados 2-benzilideno-N-(naftalen-1-il)-tiossemicarbazonas substituidos, ambos
apresentando CIM de 125 pg/ml contra Candida glabrata e 250 pg/ml contra outras espécies de
Candida, Aspergillus e Fusarium (Figura 14).

Figura 14. Tiossemicarbazonas substituidas com naftaleno

Ry R,

Composto 1: R;=F; R,=F; R;=H
R, Composto 2: R|=F; R,=H; R3=F

Atividade bacteriostatica de tiossemicarbazonas também ja foi observada no estudo de
Pahontu et al., (2016) em que testou contra cepas de Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis com limites de CIM de 0,5-10 [g/mL (Figura
15).

Figura 185. 2-(10-etil-4a-hidroxi-dodecahidro-5,9-metano-benzo[ 8 Janulen-11-ilideno)-hidrazino-carbotioamida
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Zhang et al., (2015) em seu trabalho com tiossemicarbazonas condensadas com Isatina
avaliou seu espectro antibacteriano frente a cepas resistentes a meticilina de Staphylococcus

aureus (MRSA) e cepas resistentes a vancomicina de Enterococcus (VRE). Os resultados
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mostraram que o composto foi mais eficiente contra a cepa de S. aureus com MIC de 0,78 mg/L.
Além disso, o mesmo composto apresentou MIC de 3,12 mg/L contra a cepa resistente a
vancomicina de Enterococcus VRE-309. Esses dados mostram a importancia de halogénios na
estrutura para baixos valores de CMI quando comparados aos farmacos controle que foram de >

8,0 mg/L e 1,0 mg/L para vancomicina frente a VRE-309 e MRSA respectivamente (Figura 16).

Figura 16. Isatina-tiossemicarbazona

HN

De Aratjo et al, (2017) Sintetizou doze derivados de 2-(5-nitro-tiofeno)-
tiossemicarbazonas N4-substituidos (L1-12) que apresentaram uma atividade antifiingica
promissora, especialmente contra C. neoforman (CMI = 0,06 pg/mL) para o compostos L-10

associada a uma citotoxicidade moderada (12,5-50,0 pg/mL) (Figura 17).

Figura 17. 2-(5-nitro-tiofeno)-tiossemicarbazona N4-(3-piridil) L-10

o,N s =

Podemos ainda citar outras de acordo relatos na literatura que atrelam esses compostos
tiossemicarbazonas a atividades bioldgicas tais como: anticancer (Barros ef al., 2012; Almeida
et al., 2015, Ribeiro et al., 2019), antiviral (Patel; Divatia; Clercq, 2013), antimalarica (Chellan
et al., 2010), antichagasica (Gongalves et al., 2017), esquistossomicida (Almeida Junior et al.,
2019) Além de poderem agir como intercaladores de DNA e inibidores da topoisomerase Ila
(Ribeiro et al., 2019).

Desta forma, a proposta deste trabalho foi sintetizar e caracterizar diferentes compostos
tiossemicarbazonas, avaliar as atividades antioxidantes, citotdxicas e a biodisponibilidade in

silico, além de determinar o perfil de interagdo molecular com e albumina (BSA).

31



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados para a sintese dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas e
tiazolicos foram hidrazina 80% (CAS: 302-01-2), fenil-isotiocianato (CAS: 103-72-0); 4-fluor-
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-metoxi-fenil-
isotiocianato (CAS: 2284-20-0); 4-bromo-fenil-isotiocianato (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), 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (CAS: 1898-66-4),
2,2'-azino-bis(acido  3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico  (ABTS)  (CAS:  30931-67-0),
dimetilsulfoxido (CAS: 67-68-5), persulfato de potassio (CAS: 7727-21-1), metanol (CAS: 67-
56-1), acido ascorbico (CAS: 50-81-7), butylated hydroxytoluene (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).

Todos os reagentes foram fornecidos pela Merck. Ja os solventes utilizados foram

diclorometano, etanol, 4cido acético glacial e acetona foram fornecidos pela Dindmica e Vetec.

3.2 Equipamentos

Para a caracterizagdo fisico-quimica, foi utilizado fusiometro Fisatom modelo 431D
(Fisatom, Sao Paulo, Brasil). Os valores das razdes de frente foram calculados com auxilio de
cromatografia em camada delgada (CCD) com placas de silica gel 60 F254 Merck (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha), de 0,25 mm de espessura, tamanho médio, 5x3cm e revelado na cdmara
UV (254 ou 366 nm) CN-15LC (Vilber Lourmat, Collégien, Franga).

Para a caracterizagdo estrutural dos compostos sintetizados utilizamos, na
espectrofotometria de absor¢do no infravermelho (IV), espectrofotometro FTIR Bruker, modelo
(Bruker Daltonics, Billerica, EUA), em pastilhas de KBr, com bandas de absor¢ao expressas em
cml. Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono (RMN
13C) foram realizados em espectrofotdometro MHz-Varian, modelo Unity plus-300 (Varian, Palo
Alto, EUA), utilizando DMSO-ds como solvente. Para os estudos com albumina foram utilizados
o UV-VIS, Espectrofotdometro Ultraspec 3000 PRO UV-Visible e na Fluorescéncia Jasco FP-
6300.
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4. METODOLOGIA
Na Figura 18 abaixo apresenta as (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-

carbotioamidas JFs substituidas obtidas.

Figura 18. (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs
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(E)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas  (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas

) substituidas JFs (2)
Compostos R,
JF-14 4-Nitro-Fenil
JF-15 4-Metil-Fenil
JF-17 4-Bromo-Fenil
JF-21 4-Etil-Fenil
JF-23 4-Metoxi-Fenil
JF-24 4-Cloro-Fenil
JF-26 3-Piridil

4.1 Procedimentos experimentais
4.1.1 Sintese das (E)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas (1)

A obtencgao das (F)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamida substituidas
(1), foi realizada utilizado a metodologia aplicada por Liesen et al. (2010) e Ribeiro et al. (2019)
com poucas modficagdes. Areacdo envolveu o mecanismo de adi¢ao nucleofilica entre 2 mols de
solu¢do de hidrazina e 1 mol de isotiocianatos substituidos em diclorometano, usado como
solvente na temperatura 30 + 0.5 °C sob agitagdo magnética por 60 minutos. Em todas as reagdes
houve formagdo de precipitado e mudanca da coloragao logo apds adi¢do dos isotiocianato. As

reagdes foram acompanhadas por CCD para verificar a formagao do produto e sua finalizagao.

4.1.2 Sintese das (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas
substituidas JFs (2)

Para sintese das (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas
substituidas JFs (2) foi aplicada a metodologia utilizada por Ribeiro et al. (2019) e Jacob et al.
(2021) com poucas modific¢des de com a Figura 13. O anel benzilidenico tri-substituido foi
utilizado como nucleo principal juntamente com as (E)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-
hidrazina-carbotioamidas (1) para conduzir a forma¢do dos compostos JFs (2). O reagente
trimetoxi-benzaldeido foi primeiramente solubilizado com etanol, na presenca de acido acético

glacial e deixado a temperatura 30 & 0.5 °C e sob agita¢do por cerca de 10 minutos. Decorridos
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10 minutos, as das (E)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas (1) foram
adicionados ao sistema reacional para formagdo das E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-
hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs (2). A mistura reacional foi aquecida a temperatura de
78 £ 0.5 °C. As reagdes foram acompanhadas por CCD para verificar a formacao do produto e
sua finalizagdo. Os produtos foram e filtrados e lavados sucessivamente com etanol para sua

purificagao.

4.2 Avaliacdo in silico dos parametros farmacocinéticos, toxicoldgicos e de biodisponibilidade
oral

A avalia¢do in silico dos parametros de ADMET (Absor¢ao, Distribui¢do, Metabolismo,
Excre¢do e Toxicidade) e de biodisponibilidade oral ¢ uma etapa importante para a descoberta
de novos candidatos a farmacos (Daina et al. 2014; Daina et al. 2017; Pires; Blundell; Ascher et
al. 2015). Esse estudo foi realizado utilizando as plataformas gratuitas pkCSM
(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/) (para a avaliagdo dos pardmetros de ADMET) e
SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) (para a avalia¢do da biodisponibilidade oral

através das regras de Lipinski e Veber) respectivamente.

4.3 Atividade antioxidante in vitro

O potencial de eliminagdo de radicais livres foi determinado utilizando os métodos de
eliminacdo de radicais livres 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os ensaios foram realizados segundo metodologia proposta
por Yildiz et al. (2022) e Yuldasheva et al. (2022) com modificagdes.

Para a analise de eliminacao de radicais livres ABTS, inicialmente, foi produzido o radical
ABTS+ a partir da reacdo da solugdo aquosa de ABTS (7 mM) com persulfato de potéssio (140
mM). A solugdo foi mantida na auséncia luz, a 25 °C por 16 horas. Posteriormente, essa solugdo
diluida em metanol e analisada em espectrofotometro (Ultraspec 3000 PRO) com a finalidade de
se obter uma absorbancia de 0.75 + 0.05 nm em 734 nm. Em seguida, os compostos foram
diluidos em DMSO em concentragcdes que variaram de 0 a 1400 uM. Os ensaios foram
constituidos por 100 pL dos respectivos compostos (nas diferentes concentragoes) € 3.9 mL da
solucao de ABTS. Os ensaios foram mantidos na auséncia de luz por 15 minutos e analisados em
um espectrofotdmetro UV-Vis (Ultraspec 3000 PRO) a 734 nm. O branco experimental foi o
metanol absoluto (3.9 mL) contendo 100 uL. de DMSO. Os padrdes experimentais utilizados

foram o acido ascoérbico e BHT nas mesmas concentragdes dos compostos. Os resultados em
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porcentagem de eliminagdo dos radicais foram calculados utilizando a Equacdo 1. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Para o método de elimina¢do de radicais livres de DPPH, foi preparada a solucdo de
DPPH em uma concentracdo de 60 pM. Em seguida, a solu¢do foi diluida em metanol absoluto,
e analisada em espectrofotdometro, a fim de se obter uma absorbancia de 0.70 + 0.01 em 515 nm.
Os ensaios foram realizados nas mesmas condigdes utilizadas nos ensaios de ABTS. Os
resultados de atividade foram calculados pela Equag¢do 1. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

.. .. Ac'As ( 1 )
Atividade antioxidante (%) = (A—) *100%

C

Onde Ac = Absorbancia do controle; As = Absorbancia da amostra
Com os resultados obtidos foi possivel obter uma curva da atividade antioxidante em
funcdo da concentragdo dos compostos. O ICso, (concentracdo que captura 50% dos radicais

ABTS/DPPH) foi determinado por regressao ndo linear.

4.4 Atividade hemolitica in vitro

Os ensaios de hemolise in vitro tem por finalidade avaliar a toxicidade de um determinado
composto (Jeswani et al., 2015). Os experimentos foram realizados segundo Nehar et al., (2020)
e Queiroz et al., (2020) com modificagdes. 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 pL de uma solucdo de NaCl a 0.85%
contendo CaClz a 10 mM, logo apos receberam um volume de 50 pL dos compostos diluidos em
DMSO 1% em concentragdes que variaram de 900 a 28.12 uM. Em seguida, 100 pL. de uma
suspensao a 2% (v/v) de eritrécitos de hamster em solugdo salina contendo 10 mM de CaCl» foi
adicionado. O controle consistiu de 100 pL de solucdo salina mais 100 pL. de suspensdo de
eritrocitos. Apos centrifugagdo por 1 h, seguida de incubacdo por 1 h a 27 °C, o sobrenadante foi
descartado e a hemoglobina liberada foi determinada por absorbancia a 540 nm em um leitor de
placas Benchmark Plus (Bio-Rad, Califérnia, EUA). Os resultados da atividade hemolitica foram
expressos pela Equacao 2. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O controle

positivo foi o Triton-X, ja o controle negativo foi apenas a solu¢ao de eritrocitos.

ABS sample-ABS blank )] £100 (2)

emalyss ¢4y [( 225
emolysis (%) [ ABS Triton X -ABS blank
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Onde: ABS amostra = Absorbancia da amostra; ABS branco = absorbancia do controle
negativo; ABS Triton X = absorbancia controle positivo. Este estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais do Instituto Aggeu Magalhdes/Fundagdo Oswaldo Cruz ntimero de

protocolo 164/2020.

4.5 Atividade citotoxica frente a células de macrofagos J774-A1 e HepG2

A fim de avaliar os efeitos toxicos em células de mamiferos foi realizado o ensaio de
citotoxicidade pelo método do MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetraz6lio) de acordo
com a metodologia proposta por Queiroz et al., (2020) e Silva et al., (2019) com modificacdes.
As células utilizadas este estudo foram macréfagos J774-A1 e HepG2. Inicialmente forma
semeadas 1x10° em placas de 96 pogos contendo meio RPMI com vermelho de fenol
suplementado e incubadas em uma atmosfera a 5% de COz e 37 °C. Apds 24 horas, as células
foram incubadas na presenca de vérias concentragdes dos compostos (3.9 a 500 pg/mL)
dissolvido em DMSO/agua destilada por 72 horas. 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. A

viabilidade celular foi calculada utilizando a Equacao 3.

Cellular viability (%)= (%) *100% 3)
Onde VC ¢ a quantidade de células em diferentes concentragdes, TC ¢ concentragdo de
células no controle a qual representa viabilidade de 100%.
A concentragdo efetiva que promove 50% da viabilidade celular (ICso) foi determinada. Trés

experimentos independentes foram realizados em triplicata.

4.6 Estudos de interagdo dos compostos tiossemicarbazonas-BSA.
4.6.1 Preparo da solugdao da BSA e dos compostos-teste

Para a realizagdo dos ensaios foi necessaria a preparacao da solu¢do da albumina em uma
concentragdo de 1 mM em tampao Tris-HCI (0.1 M e pH 7.6). Em seguida, a solucdo foi
armazenada no freezer a -20 °C. Os compostos foram diluidos em DMSO 1% em uma

concentragcdo também de 1 mM e armazenados nas mesmas condi¢des da BSA.
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4.6.2 Estudos de interacdo compostos com a BSA por espectrofotometria de UV/Vis

Os ensaios de interagdo dos compostos com a albumina foram realizados segundo
metodologia proposta por Oliveira et al., (2017) Ribeiro et al., (2019) e Sousa et al., 2022 com
modificacdes. Para a avaliagdo da interagdo foi fixada a proteina na concentragao de 10 uM (1.0
mL) e os compostos tiveram suas concentragdes variadas de 5 a 40 uM (5uL), os quais foram
analisados em triplicata apos completa homogeneizacdo e repouso por 10 minutos a 25 °C em
um espectrofotometro de absor¢do (Ultraspec 3000 PRO) com varredura entre 200 nm — 600 nm.

Esse estudo permitiu a obten¢do de informacdes importantes a respeito do modo de
interagdo composto-biomolécula, assim como, calcular os valores da constante de ligacdo
aparente (Kb), a fim de verificar se hd& uma maior ou menor afinidade desse complexo
tiossemicarbazona-BSA. Além disso, as alteracdes que surgirem nos espectros de absor¢do da
BSA podem também evidenciar algum tipo de interacdo, uma vez que ja ¢ definido o
comportamento padrdo da BSA ao ser submetida por essa analise de absor¢cdo no UV-vis. A
constante de ligacdo aparente (Kb) foi obtida através da Equacgdo 4 utilizada previamente por
Nafisi, Sadeghi e Panahyab, (2011) e Tarai et al., (2022) respectivamente.

1 1 1 1 4
= * 4 _ ( )
(A-A0) (Ac-A0) [C] Kb(Ac-A0)

Onde Ao ¢ a absorbancia de BSA livre; Ac representa a absorbancia quando a ligagdo do
composto com a BSA, e Kb representa a constante de ligacdo. Para obter a constante de ligacao

1/(A-Ao) versus 1/[C] foi plotado, onde [C] € a concentragdo do composto.

4.6.3 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia dos compostos com a BSA

Os ensaios de interacdo dos compostos com a albumina foram realizados segundo
metodologia proposta por Oliveira et al., (2017) Ribeiro et al., (2019) e Sousa et al., 2022 com
modificacdes om modificacdes. Esses experimentos foram realizados fixando a BSA na
concentragdo de 10 uM (1.0 mL) e variando os compostos-teste em 8 concentragdes entre 5 e 40
UM (5.0 uL). Todos os testes foram realizados em triplicata em 4 temperaturas distintas (298 K,
303 K, 310 K e 315 K) a fim de observar diferengas no comportamento cinético da proteina em
estudo. Apo6s a adicdo do composto a solugdo da BSA e a sua homogeneizagao esperou-se cerca
de 10 minutos para a saturacdo da albumina e também, para que a amostra atingisse a temperatura
em analise. Posteriormente, seguiu-se com as leituras dos compostos utilizando uma cubeta de
quartzo retangular, com comprimento de percurso optico de 1 cm, em um espectrofluorimetro

Jasco FP-6300.
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Os parametros pré-estabelecidos foram: varredura de 310 a 500 nm, comprimento de onda
de excitagdo de 285 nm, bandas de excitacdo e emissdo de 2.5 nm, resposta média, alta
sensibilidade e velocidade de varredura em 500 nm/min. O mecanismo de exting¢do foi
determinado através da equagdo de Stern-Volmer representada pela Equacdo 5 e 6 (Lakowicz,

20006).

2?:1+K5V[Q]:1+KqIO[Q] )
_Ksv (6)
Ka 70

Onde FO e F sdo as intensidades de fluorescéncia relativas na auséncia e presenga de
composto, respectivamente, [Q] ¢ a concentragdo do composto (LM), Ksv ¢ a constante de Stern-
Volmer (M), kq € a constante de taxa de extingdo bimolecular (M!-s™!) € 70 é o tempo de vida
médio do fluor6foro no estado excitado geralmente que geralmente tem um valor de ~ 6.02x 10
?s. Para obter a constante de Stern-Volmer F/F0 versus [C] foi plotado, onde [C] é a concentra¢do
do composto.

Além da determinagdo das constantes de Stern-Volmer foi calculada a constante de Stern-
Volmer modificada (Ka), isto €, a constante de supressado efetivas para os fluordforos acessiveis,

calculada pela Equagao 7.
FO 1 1 1 (7)

Onde: Ka = constante de supressao efetiva para os fluor6foros acessiveis, ou constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada; [C] = concentracdo do composto, f = intensidade de
fluorescéncia maxima fracional da proteina ou fracdo da fluorescéncia inicial que ¢ acessivel ao
supressor (composto); FO = intensidade de emissao de fluorescéncia sem supressor (s6 ASB); F
= intensidade de emissdo de fluorescéncia com supressor (composto). Para obter a constante de
Stern-Volmer modificada FO/FO-F versus [C] foi plotado, onde [C] ¢ a concentragdao do
composto.

Por fim, foram determinadas as forcas de ligagdo e os pardmetros termodinamicos estes

foram calculados pelas Equagdes 8, 9 e 10.

Fo-F
log <T) =log Ka +nlog[C] ®)
__AH_AS )
InKa=- RT + R
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AG = -RT In Ka = AH-TAS (10)

Onde Ka e n s@o a constante de ligacdo e o nimero de sitios de ligacdo, respectivamente,
que foram obtidos a partir do grafico log[(F 0-F)/F] versus log [Q]. R ¢ a constante universal do
gas (8.314 I mol 'K™"), e T é a temperatura absoluta (K). AH e AS representa a variagdo de
entalpia e varia¢do de entropia, respectivamente, e foram calculados a partir do grafico de In Ka

versus 1/T. AG ¢ a variacdo de energia livre de Gibbs.

65 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando a anélise de variancia unidirecional
(ANOVA) seguida do teste de Tukey para compara¢des multiplas. Um valor de p<0.05 (5% de
probabilidade, ou p<0.05) indicou significancia. Todas as analises de dados foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prim 5.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Estudo Quimico
6.1.1 Mecanismo reacional de sintese das (£)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-

carbotioamidas (1) N-4 substituidas (etapa 1)

O mecanismo da reacdo (Esquema 3) se desenvolveu inicialmente a partir do ataque
nucleofilico do nitrogénio hidrazinico (portador de um par de elétrons isolados, portanto
nucleofilo) a tiocarbonila do isotiocianato (eletréfilo), que se encontrava deficiente em elétrons
como consequéncia do efeito indutivo retirador de elétrons exercido pelos d&tomos de nitrogénio
e enxofre. Por conseguinte, foi desfeita a insaturagdo entre os d&tomos de carbono e nitrogénio,
fazendo com que os elétrons 7 da ligagcdo rompida fossem deslocados para o &tomo de nitrogénio,
em decorréncia de sua maior eletronegatividade. O intermedidrio formado consistiu em uma
espécie dipolar (zwitterion) que, apds sofrer uma protonacdo-desprotonacao intramolecular
(prototropismo), levou a producdo das (£)-2-(3.,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-
carbotioamidas (1) N4 substituidas.

Esquema 3. Mecanismo de reagdo para formagao das (£)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-
carbotioamidas (1)

S S
RN /—\ H J\ R’ )|\ _Ry
AN AP >~NT N~ HN N
C + H2N_NH2 —_— |\/\H " —_— | |
\\S NH, NH, H

Fonte: o proprio autor.
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Esta etapa possibilitou a obtencdo das (F)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-
carbotioamidas (1) substituidas em rendimentos variando entre 70 a 94% como descritos na

literatura por Neto et al., (2017), Ribeiro et al., (2019) e Jacob et al., (2021).

6.1.2 Mecanismo reacional de sintese das (£)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-
carbotioamidas substituidas JFs (2) (etapa b)

O mecanismo desta etapa ¢ semelhante aquele previsto na sintese de iminas. A reagao foi
iniciada com a protonagdo da carbonila através da utilizagdo do catalizador acido. Uma vez
protonada (ativada), a carbonila tornou-se mais eletrofilica, isto €, mais vulneravel a sofrer um
ataque nucleofilico, no par de elétrons do nitrogénio da (£)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-
hidrazina-carbotioamidas (1). O intermedidrio aminoalcool formado, tinha o 4&tomo de nitrogénio
protonado, sofre ataque dos elétrons do oxigénio da hidroxila, conduzindo a formagiao de uma
molécula de 4gua, como grupo de saida, e adquirindo carga formal positiva. Em seguida, ocorreu
a desidratagdo, ocasionada pela deslocalizacdo do par isolado de elétrons do nitrogénio para
estabelecimento de uma insaturagdo com o carbono (C=N), o que favoreceu a eliminagdo da
molécula de 4gua anteriormente formada. Apds estabelecimento da ligagdo dupla com o 4tomo
de carbono, o nitrogénio catidnico foi desprotonado por uma base presente no meio, o que
resultou na formagao da funcdo imina, no caso deste trabalho, das N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-
benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs (2), as quais puderam ser obtidas como

produto Gnico ou como mistura de diastereoisomeros £/Z (Esquema 4).

Esquema 4. Mecanismo de reag@o para formagao das N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-
carbotioamidas substituidas JFs (2)
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Fonte: o proprio autor
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A presente etapa permitiu a obtencdo de 7 compostos N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-
benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs (2) de facil obtengao. Os rendimentos de
sua sintese variaram de 59,85 a 85,50%, estando em acordo com dados da literatura (Oliveira et
al.,2016; Jacob et al.,2021).

Além dos rendimentos, os dados referentes as propriedades fisico-quimicas dos N-fenil-
2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs (2) (como pontos de

fusdo e fator de retengao - Rf) estdo devidamente sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas dos compostos (£)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-

carbotioamidas substituidas JFs (2)

Composto  Rend. (%) P.F. Aspecto Rf SISTEMA
cO) n-hexano/AcoET
JF-14 85,50 185-187  Solido amarelo 0,47 6:4
JF-15 73,00 176-178 Solido branco 0,45 6:4
JF-17 78,00 174-175 Sélido branco 0,44 6:4
JF-21 59,85 185-187 Solido branco 0,46 7:3
JF-23 62,25 177-179 Soélido branco 0,40 7:3
JF-24 68,11 165-167 Soélido branco 0,58 6:4
JF-26 80,00 208-209 Sélido branco 0,47 3:7

Fonte: o proprio autor.

6.1.3 Caracteristicas Fisico-quimicas das N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-
carbotioamidas substituidas JFs (2).

Neste tipo de reacdo, ¢ possivel obter uma mistura de isdmeros £/Z por conta da dupla
ligagdo da imina (C=N), observando sinais duplicados desta por¢do nos espectros de RMN 'H.
Porém, em todos os derivados sintetizados, foi encontrado somente um unico sinal singleto do
grupo iminico HC=N. Segundo Cardoso ef al., (2014) e Oliveira et al., (2017) a probabilidade
de apenas um sinal conduz a uma tnica orientagdo, provavelmente sendo a isomeria £ devido a
preferéncia deste tipo de orientagdo pelas tiossemicarbazonas.

A caracterizacdo estrutural dos derivados sintetizados sucedeu através de andlises de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono (RMN '3C), espectroscopia
do infravermelho (IV) dos compostos obtidos. De maneira geral no RMN 'H foram observados
sinais caracteristicos do hidrogénio presente no N4 da tiocarbonila (NH-C=S), evidenciado como
um singleto na regido de 9.96 a 10.40 ppm. Observou-se também a presenca de um singleto com
deslocamento quimico na faixa entre 8.10 - 8.07 ppm caracteristicos do hidrogénio iminico

(HC=N-). Todos os espectros analisados apresentaram sinais de singleto (s), dubleto (d), tripleto
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(t), na regido caracteristica de grupamentos aromaticos (7.17 - 8.01 ppm). Outros sinais também
foram evidenciados em forma de singletos na regido de 3.84 — 3.69 ppm referentes aos
hidrogénios do grupamento (-OCH3), e outros sinais na forma de singletos na regido 9.97 - 12.03
ppm referente aos hidrogénios do (NH) E de acordo com Karabatsos et al., (1964), Serda et al.,
(2013) e Oliveira et al., (2017) estes compostos possuindo uma configuracdo £ uma vez que
exibem o sinal entre a faixa descrita acima.

Nas Figuras 19 e 20 ¢ possivel observar de maneira mais detalhada a posi¢do dos
diferentes hidrogénios presentes no composto (E)-N-(4-nitro-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-

benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida JF-23.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H do composto JF-23
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Figura 20. Espectro de RMN 3C do composto JF-23
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O espectro de RMN !3C evidencia as absor¢des dos dtomos de carbono caracteristicos
dos compostos tiossemicarbazonicos. Sinais em 157.10 e 176.39 correspondem ao estiramento
C=N e C=S, respectivamente. Entre 104.91 — 132.02 ppm corresponde aos carbonos aromaticos
do fenil (Figura 20).

J& a andlise dos espectros de infravermelho, os compostos tiossemicarbazdnicos
apresentam bandas vibracionais caracteristicas dos grupos funcionais N-H, C=S, C=N e C=C.
As bandas referentes aos 2 N-H presente na molécula aparecem entre 3185 — 3143 cm™!. Bandas
em 1502 e 1565 cm™! referem-se aos grupamentos C=S e C=N respectivamente. Estes dados estio

de acordo com a literatura (Jacob et al., 2021) (Figura 21).

Figura 21 Espectro de Infravermelho do JF-23
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6.1.3.1 Descrigdo dos Compostos (F)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-

carbotioamida JFs

Composto: (E)-N-(4-nitro-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida JF-
14

T
H4Co. C\N/N\

C/N
|
s
HaCO NO,

OCHj
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): & = 12.20 (s, 1H, NH), 10.41 (s, 1H, NH), 8.14 (s, |H, CH=N),
8.24 (d, 2H, J = 9.2 Hz, CH fenil), 8.08 (d, 2H, J = 9.6 Hz, CH fenil), 7.19 (s, 2H, CH fenil), 3.84
(s, 6H, OCHs), 3.70 (s, 3H, OCHs). RMN C'? (400 MHz, DMSO-de): 174.75, 161.55, 159.03,
146.38, 146.14, 145.99, 143.62, 142.72, 129.18, 124.91, 124.18, 124.08, 122.61, 111.95, 108.38,
102.83, 60.08, 56.52. IV (KBr, cm'): 3276 e 3143 (NH), 1562 (C=N), 1505(C=S), 1132 (C-N).

Composto: (E)-N-(p-tolil-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida JF-
15

H4CO.

OCHg

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 11.79 (s, 1H, NH), 9.97 (s, 1H, NH), 8.08 (s, 1H, CH=N),
7.41 (d, 2H, J = 2.96 Hz, CH fenil), 7.17 (2, 2H, J = 2.89 Hz, CH fenil), 7.16 (s, 2H, CH fenil),
3.84 (s, 6H, OCHs), 3.70 (s, 3H, OCHs), 2.32 (s, 3H, CHs). RMN C'* (400 MHz, DMSO-de):
176.05, 153.14, 142.79, 139.28, 136.56, 134.67, 129.42, 128.56, 126.23, 105.01, 60.08, 56.15,
20.57. IV (KBr, cm™"): 3145 (NH), 1551 (C=N), 1502(C=S), 1130 (C-N).

Composto:  (E)-N-(4-bromo-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida
JF-17

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 11.93 (s, IH, NH), 10.07 (s, IH, NH), 8.09 (s, 1H, CH=N),
7.56 (s, 4H, CH fenil), 7.17 (s, 2H, CH fenil), 3.84 (s, 6H, OCHs), 3.70 (s, 3H, OCH3). RMN C'?
(400 MHz, DMSO-ds): 175.80, 153.14, 143.28, 139.39, 138.53, 130.91, 129.26, 128.05, 117.67,
105.13, 60.09, 56.15. IV (KBr, cm''): 3148 (NH), 1547 (C=N), 1504 (C=S), 1133 (C-N).

Composto: (E)-N-(4-etil-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida JF-21

T T
C.

H
H4Co. \N N ~ N
s
HyCO CH,CH,
OCHs
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 11.79 (s, IH, NH), 9.97 (s, 1H, NH), 8.07 (s, 1H, CH=N),
7.43 (d, 2H, J = 8.4 Hz, CH fenil), 7.21 (d, 2H, J = 8.4 Hz, CH fenil), 7.16 (s, 2H, CH fenil), 3.84
(s, 6H, OCH3), 3.70 (s, 3H, OCHs), 2.61 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CHa), 2.50 (d, 3H, J = 7.6, CHs).
RMN C'* (400 MHz, DMSO-ds): 176.00, 153.14, 142.77, 141.08, 139.27, 136.74, 129.40,
127.38, 126.28, 104.99, 60.07, 56.13, 27.71, 15.72. IV (KBr, emr'): 3185 (NH), 1538 (C=N),
1504 (C=S), 1125 (C-N).

Composto: (E)-N-(4-metoxi-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida

JF-23

H H H
]
c

H4CO. \N /N\C P
i
HyCO OCH;4

OCHg

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dq): 8 = 11.77 (s, 1H, NH), 9.94 (s, 1H, NH), 8.60 (s, 1H, CH=N),
7.38 (d, 2H, J = 8.8 Hz, CH fenil), 7.16 (s, 2H, CH fenil), 6.94 (2, 2H, J = 8.8 Hz, CH fenil), 3.84
(s, 6H, OCHs), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3.69 (s, 3H, OCHz). RMN C'3 (400 MHz, DMSO-ds): 176.39,
157.10, 153.15, 142.69, 139.24, 132.03, 129.46, 127.98, 113.32, 104.99, 60.08, 56.15, 55.24. IV
(KBr, em'"): 3141 (NH), 1546 (C=N), 1502(C=S), 1131 (C-N).

Composto: (E)-N-(4-cloro-fenil)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida JF-
24

H H

ol
C.

H4CO. \N/N\C/N
i
HyCO cl

OCHj

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 11.92 (s, IH, NH), 10.08 (s, IH, NH), 8.08 (s, 1H, CH=N),
7.62 (d, 2H, J = 8.8 Hz, CH fenil), 7.17 (s, 2H, CH fenil), 7.43 (s, 2H, J = 8.8 Hz, CH fenil), 3.85
(s, 6H, OCHs), 3.70 (s, 3H, OCHs). RMN C'? (400 MHz, DMSO-de): 175.89, 153.14, 143.26,
138.11, 129.45, 129.27, 127.98, 127.75, 105.12, 60.09, 56.15. IV (KBr, em"): 3152 (NH), 1546
(C=N), 1502(C=S), 1134 (C-N).
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Composto: (E)-N-(3-piridil)-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida JF-26

H H

H
\ | |
H4CO. C\N/N\C/N S
L
H,CO! N
OCHs

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): & = 12.03 (s, 1H, NH), 10.14 (s, I H, NH), 8.10 (s, |H, CH=N),
8.69 (d, 1H, J = 3.6 Hz, CH piridil), 8.41 (dd, 1H, J = 8.0 e 4.0 Hz, CH piridil), 8.01-7.98 (m,
1H, CH piridil), 7.42 (ddd, 1H, J = 0.8, 4.0 e 8.4 Hz, CH piridil), 3.84 (s, 6H, OCHs), 3.70 (s,
3H, OCHs). RMN C'3 (400 MHz, DMSO-de): 176.49, 154.15, 147.57, 146.24, 143.52, 139.45,
135.92, 133.81, 129.23, 122.96, 105.17, 60.11, 56.17. IV (KBr, cm'): 3147 (NH), 1561 (C=N),
1505 (C=S), 1125 (C-N).

8. Avaliacdo in silico dos parametros farmacocinéticos, toxicologicos e de biodisponibilidade
oral

Os estudos in silico apresentam grande importancia na busca de novos compostos
candidatos a farmacos, isto porque, ¢ possivel prever diferentes parametros farmacocinéticos,
toxicologicos e de biodisponibilidade oral (daina et al., 2014; daina et al., 2017, pires; blundell;
Ascher et al., 2015). A Tabela 2 apresenta dos resultados de ADMET e de biodisponibilidade
oral para os compostos (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-1-carbotioamida-

JFs avaliados.
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Tabela 2. parametros de ADMET e avalia¢ao da biodisponibilidade oral para os compostos JFs

JF-14 JF-15 JF-17 JF-21 JF-23 JF-24 JF-26 Unit

Absorption

Water solubility -5.22 -4.82 -5.23 -5.17 -4.35 -5.15 -4.19 Numeric (log mol/L)
Caco2 permeability 1.02 1.11 1.08 1.32 1.3 1.08 1.33 Numeric (log Papp in 10 cm/s)
Intestinal absorption 74.02 90.46 88.94 91.49 91.67 89.00 93.22 Numeric (%Absorbed)
Skin Permeability -2.75 -2.93 -2.91 -3.16 -3.04 -2.91 -3.24 Numeric (log Kp)
P-glycoprotein substrate Yes Yes Yes Yes Yes Yes No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein I inhibitor Yes Yes Yes Yes Yes Yes No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein II inhibitor Yes No Yes Yes Yes Yes No Categorical (Yes/No)
Distribution

VDssa -0.26 -0.15 -0.20 0.07 -0.19 -0.21 -0.51 Numeric (log L/kg)
Fraction unbound 0 0.02 0 0.08 0.09 0.00 0.19 Numeric (Fu)

BBB permeability -0.75 0.14 0.13 0.27 -0.64 0.13 -0.93 Numeric (log BB)

CNS permeability -2.53 -2.23 -2.17 -2.31 -2.54 -2.19 -2.94 Numeric (log PS)
Metabolism

CYP2D6 substrate No No No No No No No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 substrate Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Categorical (Yes/No)
CYP1A2 inhibitor No Yes Yes No No Yes No Categorical (Yes/No)
CYP2C19 inhibitor Yes Yes Yes Yes Yes Yes No Categorical (Yes/No)
CYP2C9 inhibitor Yes Yes Yes yes Yes Yes No Categorical (Yes/No)
CYP2D6 inhibitor No No No No No No No Categorical (Yes/No)
CYP3A4 inhibitor Yes No No Yes Yes No No Categorical (Yes/No)
Excretion

Total clearance 0.30 0.22 0.13 0.20 0.32 0.15 0.43 Numeric (log mL/min/kg)
Renal OCT?2 substrate No No No No No No No Categorical (Yes/No)
Toxicity

AMES toxicity Yes No No No No No No Categorical (Yes/No)
Maximum tolerated dose 0.02 0.29 0.26 0.83 0.78 0.27 0.57 Numeric (log mg/kg/day)
hERG I inhibitor No No No No No No No Categorical (Yes/No)
hERG II inhibitor No No Yes Yes Yes Yes No Categorical (Yes/No)
Oral rat acutee Toxicity 2.49 2.50 2.55 2.46 2.28 2.54 2.78 Numeric (mol/kg)

Oral rat chronicf Toxicity 1.64 1.03 1.07 1.11 1.14 1.08 0.69 Numeric (log mg/kg_bw/day)
Hepatotoxicity No Yes Yes Yes No Yes Yes Categorical (Yes/No)
Skin Sensitization No No No No No No No Categorical (Yes/No)

T. Pyriformis toxicity 0.78 1.31 1.33 1.08 0.69 1.32 0.64 Numeric (log pg/L)
Minnow toxicity 0.64 -0.44 -0.81 1.08 0.90 -0.66 0.69 Numeric (log mM)
Biodisponibilidade oral

Regra de Lipinski 0 0 0 0 0 0 0 Violation (numeric)
Regra deVeber 1 0 0 0 0 0 0 Violation (numeric)

Os resultados apresentados na Tabela 2 de previsdo dos parametros farmacocinéticos,
toxicologicos e de biodisponibilidade por via oral para cada um dos compostos avaliados. Sendo
assim, foi inicialmente avaliado o perfil de absor¢ao dos compostos. O primeiro parametro a ser
avaliado foi a solubilidade em agua representada por LogS. Para que um composto apresente boa

absorcao ¢ necessario que esteja soluvel ou parcialmente soluvel (Pires; Blundell; Ascher, 2015;
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Kar; Leszczynski, 2020). Com isto, os compostos podem ser classificados de acordo com os
valores de LogS pela seguinte escala: insoltivel < -10 pouco soluvel < -6 < moderadamente
soluveis < -4 < soluvel < -2 < muito soluvel < 0 (Pires; Blundell; Ascher, 2015). Os compostos
aqui avaliados foram classificados como moderadamente soluveis.

A permeabilidade foi avaliada frente a células de Caco-2 (células de adenocarcinoma
colorretal humano) a fim de verificar se esses compostos apresentaria a capacidade de permear
células do intestino. Para isto, foi utilizada a escala de permeabilidade, compostos pouco
permeaveis apresentam valores < 1.10° cm's!, moderadamente permeéveis valores entre 1 e
10.10% cm's™! e permeaveis com valores > 10.10® cm-s™!(Pires; Blundell; Ascher, 2015). Os
compostos podem apresentar permeabilidade moderada. Além de serem altamente absorvidos
pelo intestino com valores > que 74%. Em relagdo a permeabilidade na pele os compostos podem
apresentar alta permeabilidade (logkp > -2.5) (pires; blundell; ascher, 2015).

O ultimo parametro de absor¢do avaliado foi em relagdo as glicoproteinas-p estas
macromoléculas funcionam como bomba de efluxo protegendo o organismo da agdo de
diferentes farmacos. Os compostos JF-14, JF-17, JF-21, JF-23 e JF-24 podem atuar como
substrato e inibidores das glicoproteinas-p avaliadas. O composto JF-15 foi classificado como
inibidor da glicoproteina-p I e ndo inibidor da glicoproteina-p II. Por fim o composto JF-26 ndo
¢ substrato e nem inibidor das proteinas avaliadas.

O segundo perfil a ser avaliado ¢ o de distribui¢do, isto €, como os compostos podem ser
distribuidos em diferentes regides do organismo (Kar; Leszczynski, 2020). Sendo assim, o
primeiro parametro a ser avaliado foi o volume de distribui¢do (VDss). Compostos que
apresentarem valores de (log VDss) <—0.15 sdao mais facilmente distribuidos no plasma e os que
apresentarem valores de VDss (log VDss) > 0.45 sdo distribuidos nos tecidos. Sendo assim os
compostos JF-14, JF-15, JF-17, JF-23, JF-24, JF-26 podem ser facilmente distribuidos no plasma
e o composto JF-21 apresenta maior tendencia de ser distribuido nos tecidos. Todos os compostos
se ligam fortemente a proteinas apresentando baixa fragdo ndo ligada.

Em relagdo a permeabilidade frente a barreira hematoencefalica compostos que
apresentam logBB > 0.3 apresentam-se com alta capacidade de atravessa a barreira
hematoencefalica enquanto compostos com logBB < -1 podem apresentar baixa. Os compostos
apresentam capacidade moderada de atravessar a hematoenceféalica. Em relacdo a capacidade de
penetrar o sistema nervoso central os compostos que apresentam logPS > -2 sdo penetrantes e os
que apresentam logPS < -3 ndo sdo capazes de penetrar. Os resultados mostraram que todos os

compostos avaliados sdo classificados como ndo penetrantes.
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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 JFs
poderiam atuar como substrato ou inibidor dessas proteinas. Os compostos JFs foram
classificados como nao substratos de CYP2D6 e substratos de CYP3A4. Em seguida foi avaliado
se os compostos poderiam atuar como inibidores. Em relagdo a CYP1A2 apenas os compostos
JF-15, JF-17 e JF-24 foram considerados como inibidores. J4 em CPYP2C19 e CYP2C9 apenas
o composto JF-26 foi considerado como ndo inibidor. Nenhum dos compostos foram
classificados como inibidor frente a CYP2D6 e por fim apenas os compostos JF-14, JF-21 e JF-
23 foram classificados como inibidores de CY3A4.

O quarto perfil a ser avaliado foi a excre¢do. A nivel de excre¢do os compostos
apresentaram baixos valores de Total clearance e ndo foram substratos do transportador de
cations organicos 2 um transportador de captagdo renal que desempenha um papel importante na
disposi¢do e depuragdo renal de drogas e compostos enddgenos (Pires; Blundell; Ascher, 2015).

O quinto e ultimo perfil do ADMET avaliado foi a toxicidade, nesta previsdo ¢ avaliada
a toxicidade em diferentes modelos experimentais. Em relagdo ao teste de AMES apenas o
composto JF-14 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 os compostos JF-21, JF-23 e JF-26 foram considerados como
alto. Em relagdo a hERG I os compostos foram classificados como nao inibidores. J4 para hERG
IT apenas os compostos JF-17, JF-21, JF-23 e JF-24 foram classificados como inibidores.

A toxicidade aguda oral em ratos (LDso) variou de 2.28 a 2.78 mol/kg. A toxicidade oral
cronica apresentou valores que variaram de 0.69 a 1.64 log mg/kg bw/day. Em relagdo a
toxicidade a nivel hepatico apenas os compostos JF-14 e JF-23 foram considerados como ndo
hepatoxicos. Além disso, nenhum dos compostos sdo capazes de promover aumento da
irritabilidade da pele. Foi verificado que os compostos foram capazes de apresentar toxicidade
frente a T. Pyriformis (log pg/L> -0.5). Além disso, foi observado que os compostos JF-14, JF-
21, JF-23 e JF-26 eram capazes de promover baixa toxicidade.

Os resultados de previsdo de biodisponibilidade oral mostraram que todos os compostos
apresentaram boa disponibilidade, obedecendo as regras de Lipinski e Veber, apresentando

apenas uma violagao para o composto JF-14. Vale a pena salientar que o estudo in silico ¢ uma
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previsdo em muitos casos os compostos podem se comportar diferente a depender da

concentragdo avaliada em ensaios in vitro € em vivo.

6.2. Atividade antioxidante in vitro

As tiossemicarbazonas sdo bases de Schiff descritas na literatura por promoverem
diferentes atividades biologicas (Dogan et al., 2022). Dentre as diferentes atividades destacamos
aqui a atividade antioxidante, as tiossemicarbazonas apresentam a capacidade de promover a
inibi¢do e/ou a diminui¢do de espécies reativas tanto de nitrogénio como de oxigénio (Yang et
al., 2020; Gupta et al., 2022).

O mecanismo de atividade antioxidante promovida pelas tiossemicarbazonas ndo esta
totalmente elucidado. Entretanto, sabe-se que estes compostos podem atuar como doador de
pares de elétrons (agente redutor) sendo esta caracteristica atribuida a presenca de 4tomos de
nitrogénio, principalmente na forma de base de Schiff, e de enxofre como tiocarbonila (Sonmez
et al., 2019; Siddiqui et al., 2019). Vale a pena ressaltar que além da presenga da base de Schiff
deve-se levar em consideracdo o efeito dos substituintes presentes nas tiossemicarbazonas estes
em conjunto pode modular o aumento ou a diminuic¢do da atividade antioxidante (Sonmez ef al.,
2019; Siddiqui et al., 2019; Yang et al., 2020; Gupta et al., 2022). A Figura 22 apresenta as
curvas de atividade antioxidante promovida pelos compostos para os ensaios de DPPH e ABTS

respectivamente.

Figura 22. Atividade antioxidante in vitro promovida pelos compostos JFs nos ensaios de DPPH(A) e ABTS (B).
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As curvas apresentadas na Figura 22 mostram que os compostos sdo capazes de promover
baixa atividade para o ensaio de DPPH e de moderada a baixa para os ensaios de ABTS. Através
das curvas obtidas em cada ensaio foi possivel obter informagdes de porcentagem de captura de
radicais na maior concentragdo e valores de ICso (concentragdo capaz de capturar os radicas em

50%). Os resultados obtidos para cada um dos compostos estdo apresentados na Tabela 3

Tabela 3. Resultados de atividade antioxidante in vitro promovida pelos compostos JFs para os ensaios de DPPH
e ABTS respectivamente.

Ensaio DPPH* Ensaios ABTS
Compostos % Captura do ECso % Captura do ECso
radical em (uM) radical em (M)
em 1400pM 1400pM
JF-14 66.93 +£0.23 1015.0+0.23 29.72+0.11 >14000
JF-15 28.38+£0.36 >14000 27.36+2.2 >14000
JF-17 33.74+0.72 >14000 43.96 £0.16 >14000
JF-21 38.56+0.36 >14000 71.29 + 0.84 564.88 +0.80
JF-23 29.20+0.18 >14000 58.91+0.12 1138 +9.3
JF-24 36.84+0.37 >14000 99.33 £0.02 94.11+ 0.02
JF-26 19.47+0.32 >14000 22.19+0.1 >14000
Acido ascorbico 99.8 998+ 1.1 99.0 28.90 £ 0.1
BHT 99.1 23.74+0.1 100 3021+1.3

Meédia + Desvio padrdo; Hidroxitolueno butilado (BHT)

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que na maior concentragdo avaliada
(1400uM) os compostos foram capazes de promover captura variando de 19.47 a 66.93% e que

apenas o composto JF-14 apresentou ICso (1015.0 uM). Em relagdo ao ensaio de ABTS os
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compostos apresentaram porcentagens de captura nas maiores concentragdes variando de 22.19
a 99.33%, estes resultados foram maiores quando comparado ao DPPH. Além disso um niimero
maior de compostos apresentou ICso sendo estes JF-21 (564.88 uM), JF-23 (1138 uM), JF-24
(94.11 uM). Estas diferencas entre os resultados dos ensaios DDPH comparado aos ensaios de
ABTS pode estar relacionada além da estrutura quimica a natureza do ensaio. Os ensaios de
captura pelo método de ABTS sdo mais versateis, isto ¢, apresenta bons resultados tanto para
compostos hidrofilicos e hidrofobicos, em contra partida os ensaios pelo método de DPPH
apresentam melhores resultados para compostos carater hidrofilico.

Os resultados de atividade antioxidante in vitro estdo diretamente relacionados a estrutura
quimica das tiossemicarbazonas. Bingol et al., (2019) verificaram que os compostos bis-
tiossemicarbazonas a base de carbazol destacando o composto 4c ((2E,2'E) -2,2'-((9-etil-9H-
carbazol-3,6-diil) bis-(metanililideno)) bis (N,N-dimetil-hidrazina-1-carbotioamida)) que foi
capaz de capturar radicais DPPH em todas as concentragdes. Os autores obtiveram o valor de
inibicao de 45%, obtido na concentracdo mais baixa de 10 uM, foi o dado mais importante para
refletir sua potencialidade em comparacdo com todos os padrdes. O composto apresentou mais
de 60 e 80% de inibi¢do nas concentracdes de 25 uM e 50%, enquanto os valores de inibicao de
30% e cerca de 55% foram obtidos no caso do BHT nas mesmas concentragdes. Em relagdo aos
ensaios de ABTS os compostos 4a, 4b, 4c e 4d apresentaram atividade antioxidante promissora
com resultados proximos ao padrao e novamente se destacou o composto 4c.

Zhang et al., (2020) avaliando trés derivados isoméricos de tiossemicarbazona N-
substituidos sintetizados foram estudados quanto ao seu potencial antioxidante usando o ensaio
de captura de DPPH, verificaram que a capacidade de eliminagdo de todos os derivados foi
aumentada com o aumento da concentracdo. Além disso, observaram que quase todos os
compostos ndo apresentaram alteracdes significativas quando a concentragdo aumentou para 300
pg/mL. Em particular, todos os compostos de tiossemicarbazona sintetizados indicam a maior
taxa de depuracdo de DPPH em 500 pg/mL.

Yildiz et al., (2022) avaliando a atividade antioxidante de uma série de compostos
tiossemicarbazonas a base de dimetoxi-indoles verificaram que estes obtiveram resultados de
atividade antioxidante in vitro variando de 17.38 a 96.10 uM para o ensaio de ABTS e valores
de 26.88 a 119.75 uM para o ensaio de DPPH. Esses achados indicam que as tiossemicarbazonas

sdo potenciais agentes antioxidantes.
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6.3 Atividade citotoxica frente a células de mamiferos
6.3.1 Atividade hemolitica in vitro

A atividade hemolitica ¢ um teste preliminar, simples, rapido e com bons resultados que
objetiva avaliar danos promovidos por diferentes compostos na membrana plasmatica
principalmente dos eritrocitos (Yu et al., 2017). O sangue tem a fun¢do de transportar oxigénio,
agua e nutrientes para todos os tecidos do corpo (Amin; Dannenfelser, 2006). Além disso, muitos
farmacos sdo transportados pelas albuminas presentes no plasma sanguineo até determinado alvo
bioldgico (Oliveira et al., 2017; Ribeiro et al., 2019; Sousa et al., 2022). Sendo assim, compostos
toxicos frente a células sanguineas podem promover perda de fun¢do do organismo (Amin;
Dannenfelser, 2006; Yu et al., 2017; Queiroz et al., 2020). A Figura 23 apresenta os resultados
em porcentagem de atividade hemolitica promovida pelos compostos JFs em diferentes

concentracoes.

Figura 23. Resultados de porcentagem de hemolise promovida pelos compostos JFs. Para este ensaio o controle
positivo Triton X promoveu 100% de hemolise e o controle negativo, apenas as células, 0% respectivamente.
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Os resultados mostraram que todos os compostos JFs avaliados promoveram porcentual
de hemolise menores que 5%. Segundo Queiroz et al., (2020) compostos sdo considerados
hemoliticos quando apresentam porcentagem de hemolise maior que 10%. Sendo assim pode-se
concluir que os compostos ndo sdo hemoliticos. A atividade hemolitica estd relacionada a
estrutura quimica dos compostos, no entanto algumas tiossemicarbazonas apresentaram
resultados proximos aos obtidos pelos compostos JFs. Dentre estes trabalhos podem ser citados
os realizados por Queiroz et al., (2020) e Zhao et al., (2021) que avaliando tiossemicarbazonas
verificaram que os compostos promoviam percentual de hemolise variando de 4 a 5%. Resultados

semelhantes foram obtidos por Yousef e El-Reash, (2020) que avaliando complexos baseados no
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ligante tiossemicarbazonas obtiveram percentual de hemolise de 4.08%. Esses resultados

indicam que estes compostos apresentam baixa citotoxicidade frente a eritrocitos.

6.4 Atividade citotoxica in vitro frente a macréfagos J774-A1 e HepG2

Todos os compostos foram avaliados in vitro quanto a sua citotoxicidade frente a células
normais como apresentados na Tabela 4. Inicialmente foram avaliados os resultados promovidos
pelos compostos frente as células macréfagos J774-A1 e HepG2 (mesmo sendo um hepatoma
apresenta as mesmas funcdes fisiologicas de um hepatdcito). Este € o primeiro ensaio a ser
realizado, quando se busca um potencial agente antitumoral, isto porque, espera-se que o
composto seja menos toxico para células normais e mais toxicos frente a células tumorais
(Prabhakaran et al., 2013; Ribeiro et al., 2019).

Os valores de CCso apresentados na Tabela 4 para os macrofagos mostraram que os
compostos JFs (JF-14; JF-15; JF-17; JF-21; JF-23; JF-24 e JF-26) apresentaram valores que
variaram que variaram de 82,90 = 1.19 a 231.49 + 1.96 uM. Dentre esta faixa ¢ possivel destacar
os compostos JF-23> JF-26>JF-17>15>JF-24>]JF-21, que apresentaram CCso maior do que 82,90
+ 1.19 uM (JF-14), sugerindo baixa toxicidade frente células de macréfagos. Em relacdo as
células HepG2 os compostos apresentaram CCso variando de 91.19 + 1.09 a 254.64 + 3.96 uM,
dentre estes resultados podemos destacar compostos JF-14 (91.19 + 1.09 uM), JF-23> JF-26>JF-
17>15>JF-24>JF-21 maior CCso maior que 91.19 + 1.09 uM. Esses resultados confirmam ainda
mais a baixa toxicidade desses compostos frente as duas células avaliadas. Além de confirmar o
observado no estudo de perfil do ADMET, onde os compostos nao apresentam hepatotoxicidade
in vitro.

Foi também foi observado que os compostos apresentaram menor citotoxicidade quando
comparado aos padrdoes Doxo, m-AMSA e Asul que obtiveram valores de CCso 1.22 + 0.09 uM
e3.1+2.8 uM e 3.0 + 1.8 uM, para macréfagos J774-A1, e para HepG2 CCso 1.46 £ 0.1 uM,
3.72£0.09 uM e 3.6 £ 0.07 uM, respectivamente.

Oliveira et al., (2017) testaram os derivados tiossemicarbazonicos em linhagem de células
HaCat (queratindcitos humanos) e em macrofagos J774-A1 constataram baixa e moderada
citotoxicidade. Ribeiro et al., (2019) ao estudar quinolinas-tiossemicarbazonas também
comprovam a baixa e moderada toxicidade. Silva et al., (2019) ao estudar derivados indolicos-
tiossemicarbazonas substituidos no nucleo indolico pelo 4&tomo de bromo e grupamento metila

comprovaram a baixa toxicidade tiossemicarbazonas.
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Tabela 4. Atividade citotoxica in vitro frente a macréfagos J77-Al e linhagem de hepatoma humano promovida

pelos compostos (E)-N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas JFs

Macrofagos Hepatoma
Compostos R J774-A1) (HepG2)
(CC50) (CC50)
pM + SEM uM + SEM
JF 14 4-Nitro-Fenil 82,90 £ 1.19 91.19+1.09
JF 15 4-Metil-Fenil 147.15+3.0 161.87+2.0
JF 17 4-Bromo-Fenil 15532+ 1.22 170.85 + 1.20
JF 21 4-Etil-Fenil 104.60 + 2.80 115.06 + 1.80
JF 23 4-Metoxi-Fenil 231.49 + 1.96 254.64 £3.96
JF 24 4-Cloro-Fenil 145.63 = 1.50 160.20 + 1.98
JF 26 3-Piridil 160.85 + 1.06 176.94 + 1.76
Doxo - 1.22+0.09 1.46 £ 0.1
m-AMSA - 3.1+£2.38 3.72 £0.09
Asul - 30+1.8 3.6+£0.07

Meédia + Desvio padrao

6.5 Estudo de interacdo dos compostos tiossemicarbazonas e albumina
6.5.1 Espectroscopia no UV/Vis interagdo dos compostos tiossemicarbazonas e albumina

O estudo de interagdo de compostos por espectroscopia no UV-Vis é uma abordagem
rapida e simples que objetiva avaliar mudancas estruturais promovidas por diferentes compostos
quando interagem com albuminas (Nafisi; Sadeghi; Panahyab, 2011; Tarai et al., 2022). A Figura
24 apresenta os espectros de absor¢do para a interagcdo dos compostos com BSA. A Tabela 5
apresenta os parametros de interagdo assim como os valores de constante de interagdo para cada
um dos compostos calculados pela Equacao 4.

Sabe-se que, a albumina do soro bovino absorve na regido do UV-VIS formando um pico
de absorcdo caracteristico em torno de 280 nm. Esse comportamento, porém, pode sofrer
influéncia de outros compostos que tenham afinidade por essa biomolécula, seja ela fraca,
moderada ou forte. Isso ocorre devido a presenca de alguns aminoacidos aromaticos, como
triptofano, tirosina e fenilalanina, que quando submetidos a uma exposi¢do com 0s compostos

JFs podem interagir por meio de ligagdes ndo covalentes ou hidrofobicas ocasionando em um
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aumento da transi¢do eletronica (1 = ©*) de um orbital de maior energia (HOMO) para um
orbital de menor energia (LUMO) e, consequentemente no aumento da absor¢do da BSA.

Diante do exposto acima, observou-se que, a BSA quando submetida a analise com todos
os derivados tiossemicarbazénicos em diferentes concentragdes (5-40 uM) apresentou um
aumento de sua absorcao na regido de 278 nm, apresentando desvios a direita do espectro para a
regido do vermelho (efeito batocrémico) com variagdes entre 1-6 nm, assim como, observou-se
um hipercromismo (aumento do pico de absor¢ao), que ja era esperado, quando ocorre interagao
entre o ligante e a albumina. O aumento do pico de absor¢do da BSA em 278 nm apds a adi¢do
dos compostos indica que mais residuos de acidos aromaticos foram deslocados para o ambiente
aquoso. Logo, pode-se afirmar que os residuos de Trp-213 na BSA, que estdo naturalmente
localizados em bolsdes hidrofébicos foram exibidos de certa forma ao meio aquoso. Portanto, os
resultados demonstrados nos graficos (Figura 24) dispostos abaixo indicam que o microambiente
dos trés residuos de 4cidos aromaticos foi modificado e, consequentemente, a estrutura terciaria
da BSA foi desarranjada. Tais resultados mostram que a principal interagdo ocorrida entre os
complexos BSA-JFs foi por meio do processo de extingdo estatica.

De acordo com os dados expostos na Tabela 5 abaixo, pode-se dizer que os compostos que
apresentaram maior perfil de hipercromismo foram JF-23 (metoxi-fenil), JF-15 (metil-fenil), JF-
26 (piridil), JF-21 (etil-fenil), seguidos do JF-17 (bromo-fenil), JF-24 (cloro-fenil), JF-14 (nitro-
fenil).

Essas variagdes na intensidade (extensdo do hipercromismo) e na posi¢ao (desvios para a
regido do azul ou do vermelho) do pico de absor¢ao no espectro sdo comumente utilizadas para
verificar a forca de interagdo do ligante-proteina, ou seja, de acordo com essas altera¢des pode-
se avaliar se realmente existe a forma¢ao de um complexo BSA-JF.

Para avaliar o composto que obteve um alta capacidade de ligagdo e formagao do complexo
BSA-JF ¢ necessario obter os valores da constante de ligacdo Kb. Com relagdo ao Kb observa-
se que, os valores variaram na ordem de 10° a 10* M! indicando que as interagdes apresentam

carater moderado.
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Figura 24. Espectros de absor¢do no UV/Vis para a interagdo dos compostos JF-14 (A), JF- 15(B), JF-17 (C), JF-21 (D) JF- 23 (E), JF-24 (F) e JF-26 (G) com a albumina

respectivamente.
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Tabela 5. Dados da absorc¢ao da albumina do soro bovino na presenca dos compostos JFs.

A max A max
AL Hipercromicidad Kb
Composto livre ligado Equacio da reta R?
(nm)* (%) " o'«

(nm) (nm)?*
JF-14 278 280 2 67.94 y =0.0009x — 7.6345 0.9962 8.54-10°
JF-15 278 284 6 100 y=0.0002x + 1.22 0.9077 3.84-10%
JF-17 278 279 1 100 y=0.0003x + 1.1988 0.9877 2.56-10*
JF-21 278 280 2 100 y=0.0008x — 11.229 0.9757 9.61-10°
JF-23 278 279 1 100 y =0.0006 + 2.1466 0.9355 1.53-104
JF-24 278 281 3 82.69 y =0.0003x +2.4603 0.9787 2.56-10*
JF-26 278 280 2 100 y=0.0009x — 18.726 0.6947 8.54-10°

*Dados sobre a absorbancia da BSA na presenga e auséncia de diferentes concentragdes dos derivados LQIT/JF (2-
40 uM), a 298 K.

6.6. Espectroscopia de fluorescéncia determinagdo do mecanismo de interagdo

A espectroscopia de fluorescéncia ¢ um método eficaz para investigar interagdes entre
albuminas e compostos candidatos a farmacos (Ruankham et al., 2021; Sreedharannair et al.,
2022). As albuminas apresentam fluorescéncia intrinseca devido a presenca de triptofano (Trp),
tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) em sua estrutura quimica (Ruankham ef al., 2021,
Sreedharannair et al., 2022; Lyndem et al., 2022). Sendo assim, quando diferentes compostos
interagem com a albumina podem ocasionar supressdao na fluorescéncia intrinseca (Avdovi¢ et
al.,2022). O fendmeno de supressao pode ser explicado por dois mecanismos, estatico (formagao
do complexo de estado fundamental) ou dindmico (desativaciao do estado excitado por colisdo)
(Avdovi€ et al., 2022; Szymaszek et al., 2022). No mecanismo estatico ocorre diminui¢ao da
constante de interagdo com a diminui¢do da temperatura ja o dindmico ocorre o aumento do valor
da constante de interacdo com o aumento da temperatura (Ruankham et al., 2021; Sreedharannair
et al.,2022; Avdovi¢ et al., 2022; Szymaszek et al., 2022).

Apos a obtencao experimental dos espectros de emissao de fluorescéncia da albumina nas
diferentes concentragdes dos compostos JFs e temperatura foram plotados os graficos da Figura
25. Os parametros de supressao foram estimados por regressao linear através das Equagdes 5 e 6

respectivamente e apresentados na Tabela 6.
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Figura 25. Espectros de fluorescéncia para a interagdo dos compostos JF-14 (A), JF- 15(B), JF-17 (C), JF-21 (D) JF- 23 (E), JF-24 (F) e JF-26 (G) com a albumina em diferentes
temperaturas 298, 303, 310 e 315 K respectivamente.

7 T T T T T T T T T T T T T T
m 298K m 298 K
e 303K n e 303K u
61 4 310K A 310K
v 315K v

5 10 15 20 25 30 35 40 4

o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentragéo (1075 M) Concentragéo (107 M)
5 T T T T T T T T T T T T T
. 208K . 208K .
* 303K o 303K
A 310K u A 310K .
v 315K v

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentragdo (10°° M)

0

10 15 20 25 30 35 40 45
Concentragéo ( 10°°M)

208K
303K
30K

4 peonm

315K

" 208K
o 303K
4 30K
v 315K

0 5
Concentragéo (1075 M)

10 15 20 25 30 35 40 45

" 208K
o 303K
A 310K
v 315K

0 5
Concentragéo (10°°M)

10 15 20 25 30 35 40 45

0 5

10 15 20 25 30 35 40 45

Concentragéo (107 M)

60



Tabela 6. Resultados espectroscopicos da interacdo dos compostos JFs com albumina obtidos pela Equagao linear
de Stern-Volmer.

Compostos T Amix  Amax Ak Hipo Equacio da reta® R2d Ksv Kq
(K) livre ligado (nm)* (%)° (M1)e M Ishf

(nm)*  (nm)?

298 343 342 1.0 16.13  y=0.1069x + 1.6435 09788 1.06x10° 1.77x 10%
JF-14 303 334 343 9.0 28.01 y=0.0063x+1.2346 09807 6.30x10* 1.04x10%

310 334 345 110 31.02 y=0.0569x+1.0937 0.9842 5.69x10* 9.40x 10"

315 350 355 5.0 3498 y=0.0484x+0.9706 0.9904 4.84x10* 8.00 10"

298 343 358 150 22.09 y=0.0757x+0.913 0.9044 7.57x10* 1.25x10%
JF-15 303 334 359 250 26.82 y=0.0669x+1.0541 09932 6.69x10* 1.11x 10"
310 334 360 26.0 31.77 y=0.0561x +1.002 0.9683 5.61x10* 9.30x 10"
315 350 368 18.0 4037 y=0.0371x+0.9706 09737 3.71x10* 6.10x 10"

298 343 351 8.0 2536 y=0.0649x+1.2879 09839 6.49x10* 1.07x 10"
JF-17 303 334 351 170 3485 y=0.0513x+0.9497 0.9696 5.13x10* 8.5x 10"

310 334 351 170  41.56 y=0.0339x+1.1034 0.9596 3.39x10* 5.6x 10"

315 350 351 1.0 4436 y=0.0295x +1.5527 0.8839 2.95x10* 4.84x 1012

298 343 347 4.0 19.59 y=0.0888x +1.612 0.9837 8.88x10* 1.47x10%
JF-21 303 334 357 23.0 28.12 y=0.0638x+1.1058 0.9865 6.38x10* 1.05x 10"
310 334 357 23.0 42,10 y=0.0375x+0.9505 0.9815 3.75x10* 6.02x 10"
315 350 356 6.0 48.01 y=0.0325x +0.886 0.9661 3.25x10* 5.30x 10"

298 343 371 28,0 2535 y=0.0798x+1.0408 0.9484 7.98x10* 1.32x 10"
JF-23 303 334 360 26.0 25.06 y=0.0678x+1.3505 0.9945 6.78x10* 1.12x 10"
310 334 370 36.0  29.69 y=0.0563x+1.2346 0.9933 5.63x10* 9.30x 10"
315 350 360 10.0 3831 y=0.0439x +0.6654  0.9227 439x10* 7.20x 10"

298 343 360 170 26.65 y=0.0566x+1.5895 0.948 5.66x 10* 9.40x 10"
JF-24 303 334 358 240 29.54 y=0.0314x+2.2221 09241 3.14x10* 520x 10"
310 334 356 22.0 51.06 y=0.027x+0.9185 0.9799 2.70x 10*  4.40 x 10'?
315 350 364 140 56.76 y=0.0211x +0.9301 0.9698 2.11x10* 3.50x 10"

298 343 356 13.0 3748 y=0.0357x+1.2013 0.9688 3.57x10* 5.90x 10"
JF-26 303 334 365 31.0  40.64 y=0.0306x+1.2337 0.9841 3.06x 10* 5.08x 10"
310 334 357 23.0 52,66 y=0.0222x+1.0155 0.9829 222x10* 3.60x 10"
315 350 357 7.0 61.98 y=0.0177x+0.8945  0.9909 1.77x10* 2.90x 10"

*Dados relativos ao perfil de emissdo de fluorescéncia da BSA na presenga e auséncia de diferentes concentragdes
dos derivados JF (5-40 pM), em diferentes temperaturas.” Hipocromismo resultante da interacio entre BSA com
derivados JF (5—40 pM) em comparagdo com BSA livre, em diferentes temperaturas. “Equacdes da lineares de de
Stern-Volmer (Ksv). ¢ Coeficiente de correlagdo. ¢ Constante de supressdo de Stern-Volmer (Ksv) obtida com base
na fluorescéncia de BSA na presenga de diferentes concentragdes dos derivados de JF (5-40 pM), em temperaturas
diferentes. ‘Constante de taxa bimolecular (Kq) obtida com base na fluorescéncia de BSA na presenca de diferentes
concentragoes dos derivados JF (5-40 uM) em diferentes temperaturas.

A Tabela 6 apresenta os resultados de interagdo promovida pelos compostos frente a
albumina. inicialmente tem-se os valores de entre o comprimento de onda de excitacdo e
emissdo (AL =\ emi -A ex ) os quais apresentaram deslocamentos que variam de 1.0 a 36.0 nm.

Associado a este deslocamento foi observado que os compostos eram capazes de promover a
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diminui¢do da intensidade da fluorescéncia (supressao) com o aumento da concentragdo dos
compostos sugere que a interacdo provavelmente ocorra via regido hidrofobica localizada na
BSA (Ruankham et al., 2021; Sreedharannair et al., 2022; Avdovi¢ et al., 2022; Szymaszek et
al., 2022). Além disso, todos compostos JFs testados apresentaram hipocromismo em uma faixa
de 16.13 a 61.98 % nas diferentes temperaturas avaliadas.

Os valores de Ksv foram classificados, a nivel de interagdo como albumina, como
capazes de promover interagdo fraca (1x10° a 1x10* M!), moderada (1x10*a 1x10° M™!) ¢ alta
(1x10° a 1x10® M) (Silva Filho ef al., 2019; Wang ef al., 2021; Szymaszek et al., 2022). As
interagdes para os compostos foram classificadas de moderada a alta para o composto JF-14 e
moderada para os demais compostos nas diferentes temperaturas.

Todos os compostos apresentaram diminui¢do do Ksv com o aumento da temperatura,
este fato indica que o mecanismo de supressdo promovida pelos compostos frente a albumina
¢ de natureza estatica. Além disso, foi observado que a constante de taxa de extingdo
bimolecular (Kq) obtida nas temperaturas de 298, 303, 310 ¢ 315 K sdo da ordem de 10'? ou
10" M 1-slisto é, sdo maiores que a constante de extingdo de dispersdo de colisdo méaxima
das biomoléculas 2.0 x 10'° M ~!-s ! este fato também sugere que o mecanismo de supressio é
estatico e estd envolvido na formagdo do complexo ndo fluorescente (Wang et al., 2021;
Szymaszek et al., 2022).

Perfil semelhante de supressao foi obtido por Chaves et al., (2017), Chaves et al., (2018)
e Chaves et al, (2019) avaliando diferentes compostos tiossemicarbazidas e/ou
tiossemicarbazonas. O mecanismo de supressao foi confirmado pela Equacao de Stern-Volmer
modificada (Equagdo 7). A Figura 26 apresenta os graficos obtidos pelo ajuste a Equacdo 7 e a

Tabela 7 apresenta os parametros de interacao.
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Figura 26. Espectros de fluorescéncia para a interagdo dos compostos JF-14 (A), JF- 15(B), JF-17 (C), JF-21 (D) JF- 23 (E), JF-24 (F) e JF-26 (G) com a albumina em diferentes
temperaturas 298, 303, 310 e 315 K respectivamente.
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Tabela 7. Resultados espectroscopicos da interagdo dos compostos JFs com albumina na obtidos pela Equagao
linear de Stern-Volmer modificada.

Compostos T (K) Equacio da reta® R?» Ka (M)° fd
298 y=4-10°x + 1.1562 0.9683 2.9-10° 0.86
JF-14 303 y=2-10"x + 0.8827 0.9531 4.4-10* 1.13
310 y=2-10"x + 0.8129 0.9337 4.0-10* 1.23
315 y=3-10"x + 0.8364 0.9976 2.7-10% 1.20
298 y=6-10"x + 1.2003 0.9886 6.0-10* 0.83
JF-15 303 y=2-10"x + 0.6913 0.998 3.5-10% 1.44
310 y=3-10"x +0.7185 0.977 2.3-10% 1.4
315 y=1-10"%x - 1.1582 0.9785 1.16-10% 0.86
298 y=2.0-10"x + 0.8625 0.9772 4.3-10* 1.16
JE-17 303 y=3-10"x + 0.8509 0.9925 2.8-10% 1.17
310 y=3-10"x + 0.8287 0.9712 2.7-10% 0.82
315 y=3-10"x +0.792 0.9986 2.6-10% 1.26
298 y=1-10"x + 1.1576 0.9897 9.0-10* 1.01
JF-21 303 y=2-10"x + 0.7754 0.9799 3.9-10% 1.28
310 y=3-10"x + 0.9789 0.9416 3.2:10% 1.02
315 y =4-10"x + 0.8094 0.9416 2.0-10* 1.23
298 y=2-10"x + 0.9765 0.9965 4.8-10* 0.96
JF-23 303 y=2-10"x + 0.9036 0.9878 4.5-10* 1.11
310 y=2-10"x +0.7016 0.9878 3.5-10% 1.42
315 y=2-10"x + 0.9765 0.9878 3.4-10% 0.41
298 y=1-10"x + 0.7104 0.8821 7.1-10% 1.40
JF-24 303 y=4-10"x + 1.901 0.9869 4.7-10* 2.12
310 y=1-10%x +1.1582 0.9785 1.16-10% 0.86
315 y =7-10x +0.6267 0.9594 0.8-10* 1.61
298 y=2-10"x + 1.2562 0.9374 6.25-10* 0.80
JF-26 303 y=2-10°x +1.193 0.985 5.93-10* 0.65
310 y=4-10"x + 1.901 0.9869 4.7-10* 2.12
315 y =0.0003x -8.2346 0.8811 2.7-10% 0.12

*Equagdes da lineares de Stern-Volmer (Ksv) modificada.

b Coeficiente de correlagio

¢ Constante de supressao de Stern-Volmer (Ksv) modificada obtida com base na fluorescéncia de BSA na presenca
de diferentes concentragdes dos derivados de JF (5-40 M), em temperaturas diferentes.

dConstante de taxa bimolecular (Kq) obtida com base na fluorescéncia de BSA na presenca de diferentes
concentragdes dos derivados JF (5-40 uM) em diferentes

temperaturas.

°f = intensidade de fluorescéncia maxima fracional da proteina ou fragdo da fluorescéncia inicial que é acessivel
ao supressor (composto)

Os valores de Ka constante de supressao efetivas para os fluoroforos acessiveis, ou
constante de ligacdo de Stern-Volmer modificadas (Ka), apresentaram diminui¢gdo com o
aumento da temperatura. Esses resultados confirmam que o mecanismo de supressao para todos

os compostos avaliados ¢ de natureza estatica. Perfil semelhante também foi obtido por Chaves
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et al., (2017) avaliando compostos tiossemicarbazonas com potencial antiparasitario, Chaves et
al., (2018) avaliando derivados de B-enamino tiossemicarbazida por Chaves et al., (2019)

avaliando compostos metoxi-estiril-tiossemicarbazona.

6.7. Espectroscopia de fluorescéncia determinagdo das constantes de ligacao

A constante de ligagdo (Kb) ¢ um dos parametros mais importantes quando se quer
avaliar a interagcdo de diferentes compostos com albumina. No geral a afinidade de formacgao
do complexo albumina-composto aumenta com o valore de Kb. Considerando que o complexo
ndo ¢ fluorescente e assumindo que a albumina apresenta sitios de ligacdes independentes.
Podem ser obtidos os valores da constante de ligagdo (Kb) e o nimero de sitios de ligagdo (n),
através da equacdo logaritmica dupla modificada (Equagao 8).

A Figura 27 apresenta os graficos linearizados e a Tabela 8 apresenta os parametros de
ligagdo para cada um dos compostos em diferentes temperaturas.

Através dos graficos log((FO-F)/F vs log[Q] apresentados na Figura 27 é possivel obter
parametros como a constante de ligagdo e o numero de sitios de ligacdo. Os valores de Ka
(constante de ligacdo) e n (nimero de sitios de ligagdo) em diferentes temperaturas foram
estimados e os resultados apresentados na Tabela 8. Através dos resultados apresentados na
Tabela 8 pode se observar que s valores de n para todos os compostos ¢ de aproximadamente a
1.0 indicando que existe um sitio de ligacdo na BSA para os compostos. Outro parametro
importante a ser avaliado foi a constante de ligagao (Ka) esse esta relacionado a forca de ligagao
que por sua vez relaciona-se com a biodisponibilidade, isto ¢, a capacidade do composto se
difundir pelo sistema circulatério até um determinado alvo bioldgico. Os compostos
apresentaram diminui¢ao da constante de ligagdo com o aumento da temperatura, com valores
que variaram de 10* a 10> M! indicando que os compostos estdo mais fortemente ligados em
temperaturas mais baixas obedecendo a um mecanismo estatico.

A literatura apresenta diferentes resultados de constante de ligagdo para as
tiossemicarbazonas. Chaves et al., (2020) avaliando compostos 3,4-metilenodioxido-6-iodo-
benzaldeido-tiossemicarbazona, = Ganorkar et al.,, (2021) avaliando diferentes

tiossemicarbazonas, verificaram que estas apresentaram constante de ligacdo moderada.
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Figura 27. Espectros de fluorescéncia para a interagdo dos compostos JF-14 (A), JF- 15(B), JF-17 (C), JF-21 (D) JF- 23 (E), JF-24 (F) e JF-26 (G) com a albumina em diferentes
temperaturas 298, 303, 308 e 313K respectivamente.
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Tabela 8. Os parametros de ligagdo para as interagdes entre BSA e compostos LQIT/JFs em diferentes
temperaturas.

Compostos T (K) Equacio da reta? R?» Ka (MY)* n¢
298 y=0.7878x + 3.88878 0.9799 7.74-10° 0.7878
JF-14 303 y=0.6852x + 3.6689 0.9752 4.66-10° 0.6852
310 y=0.7025x + 3.4487 0.9801 2.80-10° 0.7025
315 y=0.5307x + 2.546 0.9935 3.51-10? 0.5307
298 y=0.95x +4.6194 0.9698 4.16-10% 0.95
JF-15 303 y=0.9078x + 4.415 0.9899 2.60-10% 0.907
310 y=0.8814x + 4.2191 0.9679 1.65-10% 0.8814
315 y=0.8467x + 3.8684 0.9747 7.38-10° 0.8467
298 y=0.832x +4.1165 0.9883 1.30-10% 0.832
JF-17 303 y=0.8688x +4.1114 0.9846 1.29-10% 0.8688
310 y=0.8048x + 3.695 0.9646 4.95-10° 0.8048
315 y=0.5276x + 2.381 0.7637 2.40-10% 0.5276
298 y=0.7044x + 3.7035 0.9914 5.05-10° 0.7044
JF-21 303 y=0.7452x + 3.6848 0.9878 4.83-10° 0.7452
310 y=0.7420x + 3.4042 0.966 2.53-10° 0.7420
315 y=0.6101x +2.7199 0.8073 5.24-10? 0.6101
298 y=0.9708 x +4.7754 0.9771 5.96-10* 0.9708
JF-23 303 y=0.7396 x +3.722 0.9947 5.27-10° 0.7396
310 y=0.7945x + 3.6712 0.9964 4.69-10° 0.7945
315 y=0.8723x + 3.467 0.9767 2.93-10° 0.8723
298 y=0.841x +4.162 0.9287 1.45-10% 0.841
JF-24 303 y=0.3869x + 4.0922 0.9172 1.23-104 0.3869
310 y=0.7563x + 3.4158 0.9674 2.60-10° 0.7563
315 y=0.70621x + 3.368 0.9838 2.33-10° 0.70621
298 y=0.6994x + 3.1235 0.9585 1.32-10° 0.6994
JF-26 303 y=0.6758x + 3.1198 0.9897 1.31-10° 0.6758
310 y=0.7127x + 3.069 0.8747 1.17-10° 0.7127
315 y=0.6641x +2.7393 0.9577 5.48-10? 0.6641

*Equacdes da lineares para o calculo de energia e sitios de ligagao.
b Coeficiente de correlagdo
°Ka e n sdo a constante de ligagdo e o numero de sitios de ligacao

6.8. Espectroscopia de fluorescéncia determinagdo dos parametros termodinamicos

As forgas de atuacdo intermoleculares entre diferentes compostos e a albumina (Khalili
et al., 2022). Para obter informacdes detalhadas sobre as interagdes moleculares e forcas
atuantes entre os compostos BSA, os parametros termodinamicos (entalpia (A H), variagdo de

entropia (A S) e variacdo de energia livre (A G)). A Figura 28 apresenta os graficos linearizados
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para a determinagdo dos pardmetros e a Tabela 9 apresenta os resultados em diferentes
temperaturas calculados utilizando as Equagdes 9 e 10 respectivamente.

Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram que todos os compostos apresentaram
valores negativos de A H e A S e estes estdo associados a intera¢des de Van der Waals e ligagdes
de hidrogénio. Portanto, a ligagdo entre os compostos € BSA pode envolver interacdes de Van
der Waals e liga¢des de hidrogénio, como as principais for¢as de interacdo entre os compostos
aqui avaliados e BSA. Os valores de A G aumentam com o aumento da temperatura o que indica
que o processo de ligagdo entre os compostos € BSA ¢ espontaneo essa espontaneidade diminui
com o aumento da temperatura.

As interagdes de tiossemicarbazonas e albumina podem ser diversas e estdo relacionadas
a estrutura quimica dos compostos. Chaves et al., (2020) avaliando a interacdo dos compostos
3,4-metilenodioxido-6-iodo-benzaldeido-tiossemicarbazona com albumina verificaram que os
valores de AH negativos e AS positivos indicam que as ligagdes de hidrogénio e/ou forcas
eletrostaticas e que os valores de A G eram negativos indicando que o processo € espontaneo.
Chaves et al., (2018) avaliando as interacdes dos compostos B-enamino tiossemicarbazida
verificaram que as interagcdes eram do tipo hidrofobica. Ganorkar ef al., (2021) avaliando

diferentes tiossemicarbazonas obtiveram valores positivos de AH e AS indicam que a interagao

hidrofobica.
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Figura 28. Grafico de Van't Hoff para a ligagdo dos compostos JF-14 (A), JF- 15(B), JF-17 (C), JF-21 (D), JF- 23 (E), JF-24 (F) e JF-26 (G) com a albumina respectivamente.
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Tabela 9. Valores dos parametros termodinamicos AH, AS e AG para as interagoes entre BSA e compostos JFs
em diferentes temperaturas.

Compostos T (K) AH AS [J/mol-K] AG Equacio da reta R?
[kJ/mol] [kJ/mol]

298 -28.36
303 -28.29

JF-14 310 -32.57 -14.13 -28.19 y =3918.4x -1.7004 0.8546
315 -28.12
298 -27.96
303 -27.92

JF-15 310 -30.70 -9.18 -27.85 y=3693.2x — 1.1045 0.8996
315 -27.81
298 -27.44
303 -27.27

JF-17 310 -37.68 -34.35 -27.03 y=4532.4x-4.132 0.9876
315 -26.86
298 -28.18
303 -27.84

JE-21 310 -48.12 -66.91 -27.37 y =5788x — 8.0479 0.9808
315 -27.04
298 -27.55
303 -27.54

JF-23 310 -27.80 -0.85 -27.53 y =3345.6x—0.1028 0.9798
315 -27.62
298 -26.80
303 -26.56

JF-24 310 -41.32 -48.71 -26.22 y =4970.4x — 5.8591 0.8982
315 -25.97
298 -26.03
303 -25.92

JF-26 310 -32.68 -22.30 -25.77 y=3931.7x - 2.6834 0.9919
315 -25.66
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7. CONCLUSOES

Foram sintetizados e caracterizados 08 compostos (E)N-fenil-2-(3,4,5-trimetoxi-
benzilideno)-hidrazina-carbotioamidas substituidas JFs, Estes compostos possuem uma
configura¢do £ uma vez que exibem o sinal na mesma faixa descrita na literatura. Os resultados
de previsdao de biodisponibilidade oral mostraram que todos os compostos apresentaram boa
disponibilidade, obedecendo as regras de Lipinski e Veber, apresentando apenas uma violagao
para o composto JF-14. Destacamos na atividade antioxidante que apenas o JF-14 apresentou
ICs0 (1015.0 uM) para o DHPP, e ABTS os compostos apresentaram porcentagens de captura
nas maiores quando comparados ao DPPH. Os compostos ndo apresentaram citotoxicidade. A
principal interag¢do ocorrida entre os complexos BSA-JFs foi por meio do processo de extingdo
estatica, e apresentam carater moderado. Estes resultados indicam uma necessidade de
continuacdo, devendo ser explorados outros estudos adicionais para corroborar com o0s

resultados ja obtidos, e determinar seu mecanismo de agao.
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13. PERSPECTIVAS
v' Realizar a espectroscopia de massas dos compostos;

v Avaliar a atividade de toxica aguda e andlise hematoldgica, bioquimica e histologica
para avaliar a nivel de 6rgao os provaveis danos, principalmente a nivel de figado, baco

e rins;

v Realizar as analises de dicroismo e viscosidade;
v’ Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos novos derivados obtidos frente a cepas

microbianas de Candida spp;
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