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RESUMO

O DNA é um significativo receptor celular, onde muitos compostos quimicos exercem seus
efeitos antitumorais. A ligacdo de drogas ao DNA pode afetar a sua transcricao e a expressao
da informacdo genética nas células, influenciando assim, na inibicdo do crescimento de
células antitumorais, que é a base da concepcdo de farmacos mais eficazes. Moléculas com
nacleos indois e acridinicos sdo biologicamente ativas e possuem atividades como
antitumoral, antituberculose, anti-inflamatoria e antiasmatica; associado ndo apenas a
interacdo com o DNA, mas também com proteinas, especialmente algumas enzimas-chaves na
proliferacdo celular, as topoisomerases. Com base nestas informaces, este trabalho teve
como objetivo a sintese de onze novos derivados inddlicos com anéis 3-amino-2-tioxo-
tiazolidin-4-ona, 2-tioxo-tiazolidin-4-ona, tiazolidin-4-ona e 2-tioxo-imidazolidin-4-ona
condensados como cadeias laterais e a sintese de oito novos derivados acridinicos com
diferentes tiosemicarbazidas condensadas. Além disso, objetivou-se verificar a atividade
antitumoral, investigar a capacidade de interacdo o DNA e atividade antitopoisomerase dos
novos derivados obtidos. Os derivados foram sintetizados com éxito, com ponto de fusdo em
faixa de pureza e com estruturas elucidadas e comprovadas por espectrometria de massas
(MS), infravermelho (IV), técnicas espectroscopicas unidimensionais de RMN*H e RMNYC,
e algumas técnicas espectroscopicas bidimensionais, como COSY*H-'H e HSQC'H-*C. A
avaliacdo antitumoral foi realizada com diferentes linhagens de células cancerigenas, por
meio do ensaio antiproliferativo MTT e Sulforrodamina B. A analise da ligacdo ao DNA foi
conduzido através da espectroscopia de absorcéo e da fluorescéncia utilizando o brometo de
etidio (BE) como sonda fluorescente. Os derivados testados exibiram mudancas em suas
propriedades espectroscopicas apos a interacdo com ctDNA (DNA de timo bovino), com
efeitos hipocrémico e hipercrémico, além de alteracdes na forma com desvio para a regido do
vermelho e do azul. Na série das acridinas testadas, o composto mais ativo no teste
antiproliferativo foi o derivado ndo substituido (LT.26) na porcdo tiossemicarbazona, e 0
derivado com o substituinte cloro (LT.27) mostrou-se o mais eficiente na ligagdo com o DNA.
Dentre os derivados inddlicos, 0 composto com o grupamento amino livre e ndo substituido
no anel indolico (SE.01) se destacou com eficacia nas linhagens de leucemias testadas e com
o alto valor da constante de ligacdo ao DNA, Kb de 5.69 x 10, aliado a maior supressdo da
fluorescéncia, Ksv = 1.81 x 10* assegurando a participacdo do grupamento amino na
interacdo com o DNA. O derivado inddlico SE.05 apresentou destaque importante como
compostos promissor, com atividade antitumoral para uma linhagem de mama testada, por
apresentar poténcia superior ao controle positivo, a doxorrubicina. O derivado bis-inddlico
(TE.O04) sintetizado, apresentou também eficacia nas linhagens de cancer testadas, entretanto
com menor capacidade de ligagdo ao DNA. O derivado inddlico SE.O1 e TE.04 destaque
foram conduzidos a uma avaliacdo da inibicdo da enzima topoisomerase | humana, porém
mostraram-se ineficientes na inibigédo até a concentracdo de 50 puM analisada. Tais resultados
mostram que o nucleo indol e acridinico, associados a heterociclicos tiazolidinicos,
imidazolidinicos e tiosemicarbazonas, sdo promissores como agentes antitumorais, com
potencial capacidade de interagdo com o DNA.

Palavras-chave: Indol. Acridina. DNA. Antitumoral.



ABSTRACT

DNA is a major cellular receptor, where many chemical compounds exercise their antitumor
effects. The DNA binding drugs may affect its transcription and expression of genetic
information in cells, thereby influencing, in inhibiting the growth of antitumor cells, which is
the basis for design of more effective drugs. Molecules with indoles and acridines ring are
biologically active and have activities such as anticancer, anti-tuberculosis, anti-inflammatory
and anti-asthamatic; associated not only the interaction with DNA, but also to proteins,
especially some key enzymes in cell proliferation, topoisomerases. Bases on this information,
this study had as objective to the synthesis of eleven new indole derivatives with heterocyclic
rings 3-amino-2-thioxo-thiazolidin-4-one, 2-thioxo-thiazolidin-4-one, thiazolidin-4-one and
2-thioxo-imidazolidin-4-one condensed as side chains; and synthesis of eight new derivatives
acridine with different condensed thiosemicarbazides. Moreover, the objective was to
determine the antitumor activity, investigate their ability to interact DNA and anti-
topoisomerase activity. The derivative were synthesized successfully, with a melting range in
purity and elucidated structures and proven by mass spectrometry (MS), infrared (IR),
spectroscopic one-dimensional *H NMR, *C NMR, and some dimensional spectroscopic
techniques such as COSY*H-1H and HSQC'H-*C. The antitumor evaluation was performed
with different cancer cell lines, using the antiproliferative assay MTT and sulforrodamina B.
Analysis of DNA binding was executed by absorption spectroscopy and fluorescence using
ethidium bromide (EB) as a fluorescent probe. The derivatives tested exhibited changes in
their spectroscopic properties, after interacting with ctDNA (DNA calf thymus), with
hypochromic and hyperchromic effects and changes in form with deviation to the region of
the red and blue. In the series of acridines tested, the most active compound in the
antiproliferative test was the unsubstituted derivative (LT.26) in thiosemicarbazone moiety,
and acridine derivative with the chloro substituent (LT.27) proved to be the most efficient in
binding to DNA. Among the indole derivatives, the compound with the free amino group and
unsubstituted in the indole ring (SE.01) was highlighted effectively tested on leucemia lines
and the high value of the DNA binding constant, Kb of 5.69 x 10 ally to greater suppression
of fluorescence, Ksv of 1.41 x 10% ensuring the participation of the amino group in the
interaction with DNA. The indole derivative SE.05 presented significant attention as
promising compounds with antitumor activity for a breast line tested by presenting power
greater than the positivi control, doxorubicin. The bis-indole derivative synthesized (TE.04)
also exhibit efficacy in cancer cell lines tested, however with lower DNA binding capacity.
The indole derivatives SE.01 and TE.04 highlighted were conducted an evaluation of the
inhibition of the enzyme topoisomerase | human, but proved to be inefficient in inhibition to
the concentration of 50 uM analyzed. These results show that the indole and acridine nucleus,
associated with thiazolidine and imidazolidine heterocyclic and thiosemicarbazones, are
promising as antitumor agents with the potential ability to interact with DNA.

Keywords: Indole. Acridine. DNA. Antitumoral.
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1. INTRODUCAO

O mecanismo de ligacdo de moléculas pequenas ao DNA tem sido uma area ativa e
crescente nos ultimos anos. O DNA ¢é uma biomolécula, cuja sequencia dos pares de base
controla a hereditariedade da vida, constituindo assim um alvo primario para a maioria das
terapias antitumorais. Uma vez que o DNA é um significativo receptor celular, muitos
farmacos exercem seus efeitos antitumorais atraves da ligacdo ao DNA (QIAOQ, 2008), sendo
agentes de excepcional importancia na biologia do cancer devido ao seu potencial uso
terapéutico.

A ligacdo de moléculas ao DNA pode afetar a sua transcri¢do, replicacdo e a expressao
da informacdo genética nas células-alvo, influenciando assim, suas funcdes fisioldgicas e
inibindo o crescimento celular (ZHU, 2014). Este mecanismo é a base da concepcdo de
farmacos mais eficazes. Por conseguinte, o estudo da interagdo de drogas e DNA desempenha
um papel-chave na farmacologia e é de grande relevancia para a sintese de novos compostos
dirigidas ao DNA (BI, 2008).

Na terapia do cancer, muitas moléculas pequenas interagem com o DNA por
intercalacdo entre pares de bases, através de ligacdes nos sulcos principal e/ou secundério e
por interacdo eletrostatica (DUSKOVA et al., 2012; ZHANG et al., 2010).

Um grande ndmero de agentes antitumorais atualmente utilizados, exercem seus
efeitos atuando sobre 0 DNA (ALl e BHATTACHARYA, 2014). Importancia particular tem
sido dada aos produtos naturais, como por exemplo, pequenas moléculas de alcaloides que
tém potencial para formar complexos moleculares com DNA por intercalagdo ou ligaces nos
sulcos com uma toxicidade relativamente baixa (PALCHAUDHURI AND
HERGENROTHER, 2007). O nucleo indol é um heterociclo com propriedades caracteristicas
devido a presenca do anel pirrol, rico em elétrons. Este anel é capaz de realizar interacfes ndo
covalentes com outras moléculas por formacdo de ligacdes de hidrogénio na porcdo NH
(SHIMASAKIA, 2009).

Moléculas com nucleos indois sdo comuns na natureza e sdo biologicamente ativas,
tais como triptofano, serotonina e varios alcaloides provenientes de plantas (FUMAGALI et
al., 2008). O anel de indol tem sido considerado como um nucleo importante encontrado em
muitos compostos ativos que possuem as seguintes atividades bioldgicas: anticancerigena,
antituberculose, anti-inflamatdrio e antiasmética (BISWAL et al., 2012; SHARMA, KUMAR
E PATHAK, 2010). Todas estas atividades vém sendo atribuidas a esse grupo indol.
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Assim como o nucleo indol, derivados contendo o anel da acridina apresentam uma
estrutura planar no ndcleo principal da molécula, o que confere sua capacidade de interagir
com a cadeia dupla do DNA. Apresentam uma ampla variedade de efeitos biologicos,
associada nao apenas a interacdo com o DNA, mas também com proteinas, especialmente
algumas enzimas-chaves na proliferacdo celular, as topoisomerases (BELMONT et al., 2007).
A ligagdo ao DNA conduz a formacdo de um complexo acridina-DNA-enzima, o qual
blogqueia a acdo das topoisomerases levando a inibi¢do de processos celulares criticos, como a
replicacdo e transcricdo do DNA, o que resulta em Ultima instancia na morte celular
(POMMIER, 2009).

Com base nestas informacbes, 0 nosso grupo de pesquisa tem sintetizado novos
derivados indolicos associados com anéis 3-amino-2-tioxo-tiazolidin-4-ona, 2-tioxo-
tiazolidin-4-ona, tiazolidin-4-ona e 2-tioxo-imidazolidin-4-ona condensados como cadeias
laterais, a fim de investigar a sua capacidade de interacdo, afinidade e modo de ligagdo com o
DNA.

Quando moléculas se ligam ao DNA, geralmente exibem mudangas marcantes nos
seus espectros de absorcdo e/ou fluorescéncia em comparacdo com suas caracteristicas livres
em solucdo, além de alteraces na viscosidade do DNA (GENG et al., 2013). Por outro lado,
sondas fluorescentes podem ser utilizadas para obter informacdes sobre a estrutura do DNA
ANITHA et al.,, 2013). O brometo de etidio (BE) é um poderoso agente mutagénico
amplamente usado em pesquisas bioquimicas para a visualizacdo de é&cidos nucleicos
(NAFISI et al., 2007) que podem fornecer informacdes sobre a natureza da afinidade de
ligagéo ao DNA.

Nesse contexto, o presente trabalho propds a sintese de novos derivados indélicos e
acridinicos, associados a grupos heterociclicos varidveis: a fim de avaliar a interacdo com o
DNA, as atividades antiproliferativas frente a algumas linhagens de células tumorais e a

inibicdo da enzima topoisomerase.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar novos derivados inddlicos associados aos grupos tiazolidinicos e
imidazolidinicos (Lqit/SEs e Lqit/TEs) e derivados acridinicos-tiossemicarbazonas
(Lqit/LTs), para avaliar a capacidade de interacdo com o DNA, atividade antiproliferativa e

antitopoisomerase.

2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de onze novos derivados
indolicos, associados a heterociclicos tiazolidinicos e imidazolidinicos, e oito novos derivados

acridinicos associados a tiosemicarbazonas;

Caracterizar as estruturas quimicas através de técnicas espectroscopicas de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H), carbono (RMN *3C), infravermelho (IV) e
espectrometria de massas (MS);

Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro dos novos derivados sintetizados frente a

diferentes linhagens de células cancerigenas;

Analisar a interagdo com o DNA dos derivados, através da espectroscopia de absor¢do
UV-visivel e espectroscopia de fluorescéncia utilizado brometo de etidio como sonda

fluorescente;

Verificar a capacidade de inibicdo da atividade das enzimas topoisomerase | humana

dos derivados inddlicos que mais se destacaram na ligagdo com o DNA.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cancer

O termo "cancer" é uma expressdo genérica para um conjunto de doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo
espalhar-se para outras regides do corpo. A multiplicacdo das células em organismos
multicelulares saudaveis € cuidadosamente regulada com o proposito de atender as
necessidades especificas de cada individuo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a
ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formagdo de neoplasias malignas
(INCA, 2015). As células cancerosas diferem das células normais pelo fato de continuarem a
crescer, ndo obedecendo ao controle bioldgico natural do organismo. O desenvolvimento do
cancer € um processo de multiplos passos envolvendo mutacdo e selecdo de células com
capacidade progressivamente aumentada para proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e
metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

A origem da célula cancerigena é consequéncia de alteracdes genéticas que podem ser
produzidas por diversos mecanismos como a inativagdo de genes supressores de tumor,
ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes responsaveis pela apoptose, causados por
mutacdes produzidas por agentes quimicos, fisicos e biolégicos, os chamados carcin6genos
(SIEBER; HEINIMANN; TOMLINSON, 2003). Os carcindgenos quimicos (particularmente
aqueles presentes no tabaco e resultantes de sua combustdo e metabolismo), bem como
determinados agentes, como 0s azocorantes, aflatoxinas e benzeno, foram claramente
implicados na indugdo de cancer (COOPER, 2001; DEVLIN, 2007). Muitos dos agentes
carcinogénicos quimicos encontram-se no meio ambiente humano e relacionam-se a habitos
sociais, alimentares ou ocupacionais.

Diversos mecanismos existem e estdo envolvidos na evolucdo de uma célula normal
para uma célula potencialmente maligna. Entretanto, a maior parte deles interferem na divisao
celular (ALMEIDA et al., 2005). Assim, o conhecimento sobre o ciclo celular é de
fundamental importancia no processo de carcinogénese. O ciclo celular é dividido em quatro
fases: G1, S, G2 e M. Na fase S, ha duplicacdo do DNA e durante a fase M, segregacéo de
todos os componentes celulares entre as células filhas. As fases G1 e G2 correspondem aos
periodos em que as células se preparam para execucdo das fases S e M, respectivamente.
Quando as células ndo proliferam, elas entram em estado de quiescéncia, conhecido como GO,
no qual o DNA encontra-se super-enrolado (NELSON e COX, 2010). A principal funcdo do
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ciclo celular é garantir que o DNA seja fielmente duplicado durante a fase S e que cOpias
idénticas dos cromossomos sejam igualmente distribuidas entre as células filhas durante a
mitose (MALUMBRES e BARBACID, 2009). Quando a replicacéo, a reparacdo do DNA ou
a reunido dos cromossomos for aberrante, as células normais detém o seu avango no ciclo
celular até que a condigdo seja corrigida. Porém, se o dano ao DNA ou ao cromossomo for
extenso, a reparacdo fica impossivel e a célula inicia a apoptose (MA et al., 2011).

As alteracdes do funcionamento de genes controladores do ciclo celular, em
decorréncia de mutacdes, sdo relacionadas as etapas de iniciacdo da carcinogénese. Duas
classes de genes, 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor sdo os mais diretamente
relacionados a regulacdo do ciclo celular (LUO et al., 2009). Os proto-oncogenes sdo
responsaveis pela producédo de proteinas que atuam na estimulacédo do ciclo celular, enquanto
0S genes supressores de tumor sdo responsaveis pela producdo de proteinas que atuam
inibindo o ciclo celular (ALMEIDA et al., 2005). Como consequéncia, a célula cancerigena
apresenta perda da funcdo em consequéncia da auséncia de diferenciagdo, proliferacdo
incontrolada, invasividade dos tecidos adjacentes e metastases. Diante disso, o acumulo de
anormalidades genéticas é o principal responsavel pelo desenvolvimento e progressao
neoplésica (ZITVOGEL et al., 2008).

A anéalise minuciosa do perfil e das caracteristicas de um tumor para predizer o
progndstico e tratamento ideal tem sido o objetivo principal da oncologia, seguido da
deteccdo precoce de células cancerosas no organismo, para um inicio rapido de tratamento e,
consequentemente, aumento das chances de cura e sobrevida do paciente. O conhecimento do
mecanismo molecular da doenga e das formas de intervencdo que a previnem e controlam é,
portanto, essencial para a identificacdo de estratégias de controle e diagnostico.

O tratamento do cancer requer uma ou mais intervencdes, tais como remogao cirurgia,
radioterapia, terapia hormonal e quimioterapia (VIDEIRA, REIS e BRITO, 2014). A
quimioterapia surgiu na década de 40 com a utilizagdo das mostardas de nitrogénio que séo
poderosos agentes alquilantes e antimetabdlitos. ApOs o sucesso inicial do uso desses
compostos, varias outras drogas antitumorais foram desenvolvidas. A estratégia mais utilizada
da quimioterapia tem por objetivo a destruicdo das células neoplasicas, as quais possuem
como caracteristica o fato de se dividirem muito mais rapido que a maioria das células
normais. Por outro lado, a quimioterapia tem como efeitos secundarios importantes em células
normais de crescimento rapido, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema
imunoldgico, causando diarreia, nauseas, vOmitos, alopecia e maior susceptibilidade as
infeccdes (BRANDADO et al., 2010).
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Devido a relativa semelhanca entre células malignas e normais do corpo de rapido
crescimento, o grande desafio para o tratamento dos mais diversos tipos de cénceres é a
descoberta de farmacos capazes de fazer distincdo entre essas celulas, atuando apenas nas
células tumorais (ALMEIDA et al., 2005). Neste contexto, a modificacdo estrutural de
substancias tem sido uma ferramenta importante na descoberta de novas drogas, com 0
objetivo de aumentar a atividade desejada e minimizar ou eliminar as propriedades
indesejaveis (SILVERMAN, 1992). Assim, desenvolver farmacos capacidade-alvo significa
produzir moléculas direcionadas para alvos moleculares especificos envolvidos em vias que
geram capacidades tumorais particulares. (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

3.2 Quimica Medicinal

Quimica Medicinal é uma disciplina de carater inter e multidisciplinar, uma vez que
conhecimentos de vérias areas como biologia molecular, bioquimica, fisiologia, patologia,
guimica organica, quimica inorganica e quimica quéantica sao necessarios para a formacao e
atuacdo dos estudos em Quimica Medicinal. Desempenhando assim, funcdo central no
processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos.

As estratégias modernas de planejamento de novos compostos bioativos estdo
fundamentadas no conhecimento prévio dos mecanismos bioquimicos envolvidos no processo
fisiolégico ou patologico (SALUM, 2011) e na definicdo das interacdes moleculares
existentes no complexo farmaco e alvo terapéutico (WHITTY, 2008), incorporando, além da
descoberta de novas moléculas bioativas, os estudos do metabolismo e das relacGes entre
estrutura quimica e atividade (GUIDO, ANDRICOPULO E OLIVA, 2010).

A identificacdo de moléculas bioativas, que possam ser estruturalmente modificadas
para adequacdo de propriedades que conduzam a um elevado potencial terapéutico, € um dos
maiores desafios nos projetos de planejamento de novos candidatos a farmacos. Geralmente, o
alvo terapéutico é representado por uma enzima ou receptor e o planejamento do novo ligante
é realizado introduzindo-se modificacbes moleculares classicas no substrato natural e/ou
sintético, ja conhecido para este receptor (BARREIRO E BALZANI, 2009).

Entre os métodos mais frequentemente utilizados no planejamento racional de novos
ligantes ou compostos-prototipos encontra-se a hibridacdo molecular. Essa estratégia é
baseada no reconhecimento das subunidades farmacoféricas na estrutura quimica de dois ou

mais compostos bioativos conhecidos e que através de uma fusdo dessas subunidades leva a
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uma nova entidade quimica hibrida. O derivado resultante apresenta uma arquitetura
molecular que mantém as caracteristicas das moléculas originais (SAMALA et al., 2014).
Vaérios trabalhos envolvendo a hibridacdo molecular ja foram publicados por diversos
pesquisadores. Recentemente, nosso grupo de pesquisa (LAFAYETTE et al., 2013) sintetizou
nova entidade quimica proveniente da hibridacdo molecular da acridina com ndcleo da 3-
amino-2-tioxo-tiazolidin-4-ona, com atividades bioldgicas amplamente conhecidas, obtendo
derivado tiazacridina (Figura 1) que apresentaram capacidade de interagir com DNA tanto por

intercalacdo quanto por ligacdo nos sulcos.

Figura 1. Estrutura quimica do derivado tiazacridina obtido via hibridacdo molecular
(Lafayette et al., 2013).

Addla e colaboradores (2012) também fizeram uso da hibridacdo molecular para
sintese de uma nova série de 1-benzil-2-butil-4-cloroimidazol-5-carboxaldeido incorporado a
variados compostos de 4-aza-fluorenona. Os resultados demonstraram potencial importancia
da hibridacdo molecular no desenvolvimento de um derivado (Figura 2) com acgdo poderosa
contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pnuemoniae, Aspergillus

flavus e Candida albicans.

Figura 2. Derivado quimico obtido por Addla et al (2012) via hibridag&do molecular.

A estratégia de hibridagdo molecular é uma ferramenta versatil para a modificacdo
estrutural de um composto, pois fornece novas classes de farmacos mais seletivos e mais

eficazes na forma de derivados hibridos. Esta técnica possui, entdo, a habilidade de utilizar
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compostos com atividades distintas e gerar novos farmacos com agdes farmacoldgicas duais,
como por exemplo, anti-inflamatéria e antitumoral, antimicrobiana e analgésica, entre outras.

Dentre o grande arsenal de moléculas existentes, podemos destacar as derivadas de
heterociclicos como principais prototipos para a obtencdo de novos farmacos. A importancia
dos heterociclicos € incontestavel, particularmente no que diz respeito ao fato de inimeros
usos como medicamentos (MARTINS et al., 2009). Podemos ressaltar um grupo de
compostos mononucleares de cinco membros que apresentam dois heterodtomos inseridos no
anel, nitrogénio e enxofre, com grupo carbonila nas posicdes 2 e/ou 4 do anel, que sdo as
tiazolidinas e imidazolidinas. A estes grupos sdo atribuidas diversas atividades bioldgicas
como anti-inflamatdria, tuberculostético, antitumoral, esquistossomicida, anti-malérica, entre
outras (ASATI et al., 2014; NEVES et al., 2011).

Incorporado a estas atividades bioldgicas, encontra-se um nucleo bastante interessante
e presente em muitos compostos farmacologicamente ativos, que é o indol (NICOLAU e
SNYDER, 2003), descrito como estrutura privilegiada dotado de funcdes diversas devido a
presenca do atomo de nitrogénio no anel, o que desperta grande expectativa no
desenvolvimento de farmacos mais eficazes (CINAR e KARABACAK, 2013).

3.3 Inddis

O indol é um composto organico aromatico constituido por um anel benzeno ligado a
um anel pirrol. Estrutura heterociclica predominantemente encontrada em produtos naturais
de vérias plantas, que esta presente em muito compostos biologicamente ativos (NICOLAU E
SNYDER, 2003). A familia de compostos contendo o ndcleo indol inclui um enorme nimero
de produtos farmacéuticos, alcaloides e de agentes potencialmente terapéuticos (SUNDBER,
2010). Por isso, existe uma procura continua por procedimentos sintéticos para novos
analogos de indois condensados com diferentes heterociclicos.

Alcaloides séo bases organicas nitrogenadas encontradas amplamente na natureza. Os
alcaloides indolicos sdo os derivados do L-triptofano, que apresentam um amplo espectro de
atividade farmacol6gica, como analgésica, anti-inflamatoria, bactericida, estimulante e
depressora do sistema nervoso central (FUMAGALI et al., 2008). A triptamina e a serotonina,
com atividades cerebrais, sdo exemplos de alcaloides inddlicos simples com ampla
distribuicdo na natureza. Na figura 3 sdo mostrados exemplos de alcaloides inddlicos.

Um dos derivados considerados importantes do indol € a isatina (1H-indol-2,3-diona,

ISA). Derivado metabdlico da adrenalina que esta presente no cérebro, tecidos e fluidos
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humanos (IGOSHEVA et al., 2005) e é encontrado também distribuido na natureza, em
produtos naturais de algumas plantas do género Isatis (FARGHALY et al., 2009). Derivados
da isatina-3-tiosemicarbazona como a isatina-3-semicarbazona, a isatina-3-tiosemicarbazona e
a 5-bromoisatina-3-tiosemicarbazona possuem atividade antitumoral e ligantes ao DNA (ALI
et al., 2014), além de serem agentes antibacterianos, antivirais (FINKIELSZTEIN et al., 2008)
e tuberculostaticos (KARALI et al., 2007).

NH2
N\
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H
R =H - Triptamina

Indol -Tri .
ndo L-Triptofano R = OH - Serotonina
[ N-NH g NH2
o N-NH-C-NH2 N-NH-C-NH2 -NH-C
/ / Br- /
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N N N \
\ \ \ H
H H H
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tiosemicarbazona

Figura 3. Estrutura quimica do indol e alcal6ides inddlicos.

Ainda relacionado a derivados ind6licos naturais, compostos isolados da folha da
arvore Voacanga africana demonstraram alta toxicidade contra tumores de células, como o
indol-3-carbinol (Figura 4) utilizado no tratamento contra o cancer de mama (MACEBEO et
al., 2009).

Apesar de todas as atividades farmacoldgicas interessantes mencionadas até agora, um
dos maiores impactos de farmacos derivados de alcaléides indélicos foram, sem davida, os
isolados da Catharantus roseus: a vinblastina e vincristina (Figura 4) (DONNICI et al., 2005).
Essas duas substancias apresentam sucesso na quimioterapia desde a sua introducéo clinica
como drogas antitumorais, hoje utilizados na tratamento de diversos tipos de cancer
(GIGANT et al., 2005).
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Figura 4. Alcaloides inddlicos com atividade antitumoral

A descoberta dos alcaloides inddlicos substituidos e o conhecimento das propriedades
biolégicas permitiram aumentar o interesse por esse grupo, a partir do qual varios estudos
foram inicializados com o intuito de compreender a reatividade do anel indol (LI et al., 2000)
e contribuir no desenvolvimento de metodologias para a construgdo destes compostos e,

posterior, aumento de suas a¢des farmacologicas.

3.3.1 Reatividade do nutcleo indol

A quimica do indol teve sua origem com a investigacdo da estrutura do indigo, um
corante azul extraido de plantas do género Indigofera. Em 1866, o indol foi obtido pela
primeira vez por Baeyer e Knop a partir da reacdo de oxidacdo com o indigo, com formacéo
da isatina seguida por duas etapas de reducdo, passando pelo intermediario oxi-indol e ao final
do ndcleo indol (Esquema 1) (GRIBBLE, 2007).
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Esquema 1. Reacdo da obtencdo primaria do indol a partir do indigo.

O sistema heterociclico aromatico do indol é altamente reativo. A participagdo do par
de elétrons do nitrogénio no sistema aromatico faz dele um composto rico em elétrons,
tornando-o bastante reativo frente a reacGes de substituicdo eletrofilica (SUNDBERG, 2010).
O anel inddlico apresenta um sitio reativo acentuado no C-2 e C-3, principalmente na posicao
3, devido a estabilidade de uma de suas formas ressonantes com cargas (Esquema 2) (JOULE
E MILLS, 2010). Calculos tetricos sobre a reatividade de cada atomo foram realizados em
heterociclicos aroméaticos (MARTINEZ et al., 2003) e, no caso do indol, os resultados
apontaram que os atomos mais reativos para ataque eletréfilo sdo C-3 com 0.18, seguida do
C-2 com 0.05. Estes dados séo de fundamental importancia para prever e justificar reacdes no
ndcleo inddlico.

Do ponto de vista da estabilizacdo relativa dos intermediarios de reacdo, uma
alquilagdo no C-3 conduz a formag&o de um carbocéation na posi¢do C-2 do ndcleo inddlico, o
qual pode ser estabilizado por ressonancia pelo par de elétron ndo compartilhado do
nitrogénio, sem comprometimento da aromaticidade do anel benzénico. Ao contrério do que
ocorre com a formagao de um carbocation em C-3, quando ocorre entrada de um eletrofilo no
C-2 (SCHWALM, 2010).
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Esquema 2. Estruturas de ressonancia do ndcleo indol e do carbocétion por alquilagcdo em C-3
e C-2 do anel.

Na analise do grupo pirrol (pKa 23), a relativa acidez do hidrogénio inddlico (pKa
20,6) (GRIBBLE, 2007) pode contribuir na atuacdo de uma base forte como hidreto de sédio
na captura do H-1 e formag&o do anion indolil, o qual dispdem de duas principais estruturas
de ressonancia (Esquema 3), com carga negativa em N-1 e C-3 da estrutura indolica
(SOMERS, KRYACHJO e CEULEMANS, 2004). Por conseguinte, o anion indolil se
comporta como um nucle6filo e proporciona um meio de rota para N-acilacdo e N-alquilacgéo,

na presenca de base contendo sodio e potassio (SUNDBERG, 2010).

| Estrutura de ressonincia l

o 00 >

\ Anion Indolil

Iz

R | Substitui¢cao N-indolica

B = metal alcalino \

R = grupo acila ou alquila

Esquema 3. Estrutura de ressonancia do indolil e substituicdo N-inddlica.
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A rota mais amplamente utilizada na preparacao de inddis foi estabelecida através da
Sintese de Fisher, a qual consiste no tratamento de fenilhidrazonas em meio acido, com
liberacdo de amonia. Método acessivel utilizado na obtencdo de indois com varios
substituintes e cadeias laterais nas posicbes 2 e 3 (JOULE e MILLS, 2010). Mais
recentemente, Gore, Baskaran e Koning (2012) sintetizaram derivados indolicos com
excelente rendimento (97%) por meio da reacdo de fenilhidrazina com variedades de cetonas
em condigdes suaves (70° C) e mistura de acido tartarico:dimetiluréia (30:70).

Outra alternativa na obtencgéo de indois é através da sintese de Madelung, que envolve
a ciclizagdo intramolecular de uma N-(2-alquilfenil)alquilamida com uma base forte, mais
comumente alcoxido de sodio, sob temperaturas elevadas de 300-400 °C (BOBKO et al.,
2012). As limitagdes mais notaveis em muitos procedimentos de obtencdo do indol, como
longo tempo de duracdo e altas temperaturas (TABER e TIRUNAHARI, 2011),
impulsionaram pesquisadores a buscar modificagdes na rota de Madelung. Sob condigdes de
reacao da (3-aminopiridin-2-il)-acetonitrila com acido isonicotinico, diclorometano e variacdo
nas bases utilizadas, Jadhav e colaboradores (2013) obtiveram derivados 3-ciano-azaindélicos
em temperatura ambiente com rendimentos de 60% e duracdo de 4 horas, utilizando a N,N-
diisopropriletilamina como base. No esquema 4 abaixo € mostrado a representacdo da sintese

de Fischer e Madelung.

Sintese de Fischer
ZnCI12
Yo )
) AN 170° ¢ N
Sintese de Madelung

CH,
NaOFEt \
—_— CHs,
360 - 380° C N
NHCOCH; \

Esquema 4. Representacdo da sintese de Fischer e Madelung na obtencao de derivados
indolicos.
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Anéis de inddis sdo estruturas privilegiadas em varias areas da quimica, pela
versatilidade de atividades bioldgicas frequentemente encontrada em compostos organicos
contendo este ndcleo inserido. Estudos da relagdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR) de
compostos relacionados forneceram evidéncias que o nucleo indol € um significativo centro
reativo de moléculas (SUNDBERG, 2010).

3.3.2 Aplicacdes do nucleo indol

Continuamente, um grande nimero de esforcos para sintetizar diferentes compostos
heterociclicos sdo feitos na tentativa de obter novos derivados promissores nas atividades
bioldgicas propostas. Ainda que o nucleo indol seja um grupo pequeno, 0 mesmo € bastante
explorado por pesquisadores devido ndo apenas ao amplo espectro de atividades oriundas do
anel inddlico, mas também proveniente dos seus derivados substituidos (BISWAL et al.,
2012).

Uma ampla revisdo foi realizada por Sharma, Kumar e Pathak (2010) sobre a
importancia biolégica do ndcleo indol. Estes, demonstraram estudos e a eficiéncia em
diversos efeitos farmacoldgicos (figura 5), entre eles: anti-inflamatério e analgésico,
antimicrobiano, antitumorais, inibidor do HIV, inibidor da lipooxigenase, tuberculostético,
antihipertensivo, antihistaminico e outros. Mais recentemente, outro grupo de pesquisadores,
Biswal e colaboradores (2012) também relataram a variedade de atividades de derivados
contendo o nucleo indol, engrandecendo ainda mais estes compostos com a¢des antiasmatica,

antiarritimico, inibidor da RNA polimerase e antiesquezofrénico.
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Antiinflamatorio e Analgésico

AntiHIV Antitumoral

Antifugico V\\ / Antihipertensivo

Antimicrobiano €
\
/ H
Antiviral

Antidiabético

Antihistaminico

Antioxidante

Tuberculostatico
Antidepressivo e Anticonvulsivante

Figura 5. Diversidade de atividades bioldgicas do ndcleo indol.

Compostos indolicos substituidos foram recentemente sintetizados e analisados quanto
a sua atividade antitumoral. Derivados inddlicos 2,4-disubstituidos furo[3,2-b] obtidos e
avaliados frente a linhagens de células tumorais humanas, mostraram-se eficazes, com maior
evidencia para o (5-((2-(hidroximetil)-4H-furo[3,2-b]indol-4-il)metil)furan-2-il)metanol (A)
como o0 agente mais promissor por exibir atividade anticancer altamente seletivo e atividade
inibitdria contra células cancerosas renais A498 (ZHUANG et al., 2013). InUmeras pesquisas
realizadas constataram eficiéncia na atividade antitumoral relacionada a presenca do
grupamento indol, entre eles podemos citar o derivado 2-amino-4-(3-bromo-4,5-
dimetoxifenil)-6-(1-metil-1H-indol-3-il)nicotinonitrila (B) (ZHANG et al., 2011); derivados
metil-4-isopropoxi-6-metoxi-1H-indol-2-carboxilato (C) e metil-6-amino-4-ciclohexilmetoxi-
1H-indol-2-carboxilato (D) (JI et al., 2014).

Heda e colaboradores (2009) obtiveram inddis halogenados e avaliaram sua atividade
antimicrobiana através do método de difusdo de disco, mostrando melhores resultados de
concentracdo inibitéria minima de 50 pg/mL para os derivados (E) e (F) nas culturas de
bactéria (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosas) e fungos (Aspergillus ninger e
Fusarium oxysporum), respectivamente.

Uma variedade de doencas e eventos fisiopatolégicos como inflamacéo, céncer e
desordens neurodegenerativas estdo, muitas vezes, associadas a acdo de radicais livres no
sistema biolégico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1998) e muitos derivados indolicos séo

considerados potentes captadores de radicais livres (TALAZ et al., 2009). Uma série de indois
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com uma porgédo barbitona inserida foram sintetizados e avaliados com relagéo a atividade
antioxidante e clivagem do DNA, exibindo excelente acdo antioxidante o composto (G) com
substituintes hidrogénio, metil e cloro, mostrado na figura 6 (BIRADAR, SASIDHAR E
PARVEEN, 2010).

Muitos cientistas, ainda tém realizado considerdveis pesquisas na sintese e avaliacao
de derivados inddlicos como inibidores da enzima ciclooxigenase (COX), através da analogia
ao farmaco indometacina, um dos anti-inflamatérios ndo esteroidas (AINES) mais
amplamente utilizados que dispde de uma porcdo indol em sua estrutura (ESTEVAO et al.,
2012). Recentemente novos derivados inddlicos foram obtidos através da reacdo de 5-
substituido-1H-indol-3-carboxaldeido e 1-metilindol-3-carboxaldeido com acetofenonas
apropriadas, seguido de investigacdo da sua atividade anti-inflamatéria. Os dados in vitro
demonstraram dois derivados mais potentes: o composto (H) mostrou atividade para COX-1
(ICs0 = 8.6 £ 0.1 pg/mL), enquanto o (I) exibiu atividade inibitéria para COX-1 (ICs = 8.1 +
0.2 pg/mL) e COX-2 (ICsp = 9.5 + 0.8 pg/mL), quando comparado com valores da
indometacina (COX-1; ICsop = 0.7 £ 0.2 pg/mL e COX-2; (ICsp = 10.0 £ 4.2 pg/mL)
(OZDEMIR et al., 2015).

Derivados ind6licos também sdo obtidos com a finalidade de serem explorados quanto
a um potencial agente anticonvulsivante e antidepressivo (FALCO et al., 2006). Através da
insercdo de elementos estruturais de medicamentos estabelecidos ao nucleo indol-N-1,2,4-
triazina, evidenciou-se a eficacia dos derivados (J) e (L), amplificando assim, as atividades

bioldgicas inerentes/relativa a compostos contendo o anel indol (AHUJA e SIDDIQUI, 2014).
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Figura 6. Derivados indolicos e atividade farmacologica correspondente.

3.4 Derivados tiazolidinicos e imidazolidinicos

A introducdo de novos substituintes ao anel indol € uma estratégia de grande
importancia para a producdo de variadas moléculas, com o objetivo de buscar novos
candidatos a farmacos para tratamento mais seguro e eficaz. Compostos derivados de
tiazolidina e imidazolidina representam uma classe de compostos de grande interesse

cientifico devido as suas propriedades quimicas e ao extenso espectro de atividades
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bioldgicas, as quais podem ser obtidas a partir de derivacfes de anéis heterociclicos (ASATI
etal., 2014; NEVES et al., 2011).

Uma diversidade de propriedades farmacologicas tem sido documentada para
derivados tiazolidinicos, mostrando atividade fungicida, analgésica, antitumoral,
antiulcerativa e bacteriostatica (LIU et al., 2014). J& os derivados imidazolidinicos sdo
conhecidos por suas atividades antimicrobiana, anticonvulsivante e, principalmente,
antitumoral e esquistossomicida (OLIVEIRA, 2010).

As diferentes atividades biologicas podem ser atribuidas a reatividade quimica de
ambos os anéis, o que permite reacdes de condensacdo com aldeidos e cetonas ao carbono C-
5, além de N-alquilacdo com grupo NH na posi¢cdo 3 do anel. Estas reacdes promovem
modificacdes fisico-quimicos e estruturais (LIESEN et al.,, 2008) e, consequentemente,
melhoram a afinidade dos anéis a biomacromoléculas (OLIVEIRA et al., 2008). Tais
derivados apresentam, ainda, a capacidade de atravessar a membrana celular e nuclear, o que
permite a entrada no interior do ndcleo, fator essencial para a atividade antitumoral, visto que
alcanca o principal alvo biolégico, 0 DNA (VIEIRA, 2004).

3.5 Acridinas

Acridinas (C13H9N) sdo compostos heterociclicos formados de dois anéis fundidos a
um anel piridinico em posicao central (Figura 7). Quimicamente, a acridina é um alcaloide de
antraceno, também conhecido pelas denominacdes de: dibenzo-piridina; 10-azaantraceno;
2,3,4,6-dibenzopiridina; 2,3-dibenzoquinolina, entre outros (KUMAR et al., 2012). A
substituicdo do anel heterociclico faz com que os derivados produzidos detenham atividades
bioldgicas diversas (PATEL et al., 2010).

AN

=
N

Figura 7 — Estrutura quimica do anel acridinico.

Uma variedade de rotas de sintese do anel acridinico é reportada na literatura, o que
possibilita aos pesquisadores escolher a melhor via de sintese, o que pode resultar em
melhores rendimentos e menor tempo de reacdo. Um dos métodos mais utilizados € a sintese

de Bernthsen, que consiste em aquecer uma mistura de acido carboxilico com difenilamina na
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presenca de cloreto de zinco a 200-270° C (Esquema 5). Um grande numero de acridinas e
benzacridinas tem sido sintetizado por este método a partir de uma variedade de &cidos
carboxilicos e difenilaminas (ACHESON, 1956).

0,0
| ,

H ZnC|2

Difenilamina 9-acridina substituida

Esquema 5 — Sintese de Bernthsen (Acheson, 1956)

Estratégia de sintese semelhante (Esquema 6) foi utilizada por David-Cordonnier et al.
(2007), que obtiveram o &cido 9-acridina-propionico a partir de uma difenilamina e acido

succinico em presenca de acido sulfdrico aquoso a 20% e cloreto de zinco.

QL L) wee™ 7 oS

ZnC|2

Esquema 6 - Sintese de acido 9-acridina-propiénico (DAVID-CORDONNIER et al., 2007)

A metodologia adotada pelo nosso grupo de pesquisa foi a desenvolvida por Tsuge et
al. (1963) através da sintese da 9-metil-acridina a partir do &cido acético, cloreto de zinco e
difenilamina (Esquema 7). A reagdo se inicia com acido acético na presenca de cloreto de
zinco, levando a formacéo de um intermediario, o ion acilio, seguido por uma acilacdo de

Friedel Crafts com a difenilamina, que sofre cicliza¢do por adi¢do do &cido sulfarico.
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Formacéo do ion acilio

(@]
HiC—C-OH + 2ZnCl, ————= [Zn(OM)Cll + H,c—C=0

Acilacao da difenilamina

o)

DD s - D)
N N
H H

Ciclizacao

Esquema 7 — Sintese da 9-metilacridina (TSUGE et al., 1963)

O ndcleo acridinico permite muitas reacdes. Por exemplo, favorecem muitas reacdes
nucleofilicas. O ataque nucleofilico, em geral, ocorre no carbono C-9, seguido em muitos
casos, de processo de oxidacdo. O atomo de nitrogénio da acridina assegura uma densidade
eletronica ao anel e, consequentemente, uma boa nucleofilicidade, como se pode observar
através da formacdo de sais de acridina que sdo preparados por alquilacdo (CORSARO et al.,
2002).

3.5.1 Aplicacges do nucleo acridinico

Acridina e seus derivados sdo agentes quimioterapicos amplamente estudados como
antimalaricos, antiprotozoarios, bactericidas e antitumorais. Além de serem conhecidos como
sondas de acidos nucleicos relevantes no desenvolvimento de novos agentes bioldgicos
(GHOSH et al., 2010). Estes derivados apresentam como principal caracteristica serem
moléculas aromaticas policiclicas planares que se ligam firmemente, mas de forma néo
covalente e reversivel ao DNA (FERGUSON e DENNY, 2007). Dependendo da fungéo do
substituinte introduzido, os derivados acridinicos antitumorais se comportam ndo apenas
como agentes intercalantes do DNA, mas também como inibidoras especificas da
topoisomerase | e/ou Il e inibidores da telomerase (BELMONT et al., 2007).

Com relacdo a atividade antitumoral, os primeiros agentes terapéuticos contendo

nucleo acridinico foram desenvolvidos durante os anos de 1970, o que conduziu ao derivado
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m-amsacrina, introduzido na clinica médica em 1976 (ALBERT, 1966). Amsacrina, ou N-[4-
(acridin-9-ilamino-metdxi-fenil]-metanosulfonamida, é um derivado 9-anilinoacridina
conhecido por exibir atividade citotoxica potente, sendo utilizada clinicamente no tratamento
de leucemias agudas e linfomas (BARROS et al., 2012). A principal caracteristica destes
compostos € a classificacdo como agentes intercalantes, formadores de um complexo ternério
com topoisomerases que interfere na atividade da enzima e induzem a apoptose celular
(LOZA-MEJIA et al., 2009). No entanto, a amsacrina ndo tem sido eficaz no tratamento de
tumores solidos (JELIC et al., 1997).

A introducéo de substituintes nas posi¢des 4,5 anel acridinico conduz a formagdo novo
agente, o asulacrina, que é capaz de inibir o crescimento de alguns tumores sélidos (Figura 8)
(DENNY, 2002). A terapia combinada da asulacrina com a cisplatina mostrou uma acéo
significativamente superior ao tratamento isolado, com um mecanismo de acdo através da
inibicdo da topoisomerase Il, sugerindo que tal associacdo pode ter um potencial clinico
relevante (ELLIOTT et al., 1996). A atividade antitumoral dos derivados de acridina é
atribuida as suas propriedades intercaladoras ao DNA das células alvo e/ou inibicédo
enzimatica das topoisomerases | ou Il (GAO et al., 2010; BARROS et al., 2012)
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Figura 8 — Estrutura quimica da amsacrina e asulacrina.

A fus@o do anel acridina com anéis heterociclicos de cinco ou seis membros gera
derivados policiclicos com um importante papel na classe de compostos antitumorais
intercalantes do DNA (ANTONINI et al.,, 2003; MAGNANO et al. 2004). O poder
intercalador dos derivados tiazacridinas e imidazacridinas foi confirmado pelo trabalho de
Lafayette et al. (2013). Os autores avaliaram a capacidade de ligacdo ao ctDNA por meio de
espectroscopia UV-vis, fluorescéncia e dicroismo circular (DC). Os compostos tiazacridinicos
e imidazacridinicos (Figura 9) mostraram constantes de ligacdo na faixa entre 1.46 x 10* e
6.01 x 10* M*. Estudos de fluorescéncia confirmaram a interacio por meio de supressdo da
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emissdo do complexo ligante-DNA, enquanto o DC demonstrou perturbacdo na dupla hélice
do DNA. Alem disso, concentracdo de 100 UM inibiu a atividade topoisomerase |.

0]

NH,
O N/ o /H O
N NH Y\s
S N

S S \\<

X H
X AN AN

“ — 7

N N N N

Figura 9. Derivados tiazacridinas e imidazacridinas que apresentam propriedades
intercaladoras do DNA e inibidoras da enzima topo I. (Lafayette et al. 2013).

Novos derivados acridina-tiazolidina foram sintetizados por Barros et al. (2012) pelo
acoplamento do anel acridina ao ndcleo tiazolidina (Figura 10). A citotoxicidade dos
derivados foi avaliada contra vérias linhagens tumorais com m-AMSA como controle
positivo. As tiazacridinas exibiram boa atividade contra células de carcinoma de célon e
glioblastoma, com menor atividade que o controle positivo m-AMSA (ICso entre 0.08 e 3.3
puM). Os derivados tiazacridinas mostraram certa seletividade contra glioblastoma, mas néo
foram ativos contra leucemia, carcinoma mamario e células linfoblasticas normais. Apesar de
serem menos ativas que a m-AMSA, a seletividade para células de tumores solidos é
interessante, visto que a m-AMSA ndo é eficaz no tratamento desses tipos de tumores.
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R:a=Me, b=Br,c=Cl,d=F c= p-BrPh
R: a= 4-OCHj, b= 4-CHj, c= 4-Cl, d= 4-Br

e= 4-SO,CHs, f= 3-Br e 4-OCH,

Figura 10. Estruturas quimicas de novos derivados acridina-tiazolidinas com poder
intercalador ao DNA e atividade antiproliferativa.
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3.6 Estudo da interagdo com o DNA

O DNA ¢é uma biomacromolécula importante, pois contém instrucfes genéticas para o
desenvolvimento e funcionamento de organismos vivos. Sua estrutura dispGe de varios sitios
de ligacdo para uma ampla variedade de compostos. Assim, moléculas organicas e
inorganicas podem interagir com os acidos nucleicos através de diferentes modos de ligacao.

A ligacdo de moléculas ao DNA pode conduzir a alteracdes nas propriedades
estruturais, afetar a sua transcricdo, replicacdo, expressdo de informacdes genéticas nas
celulas e, assim, influenciar a sua fungdo fisioldgica (ZHU et al., 2014; MA et al., 2011). Por
conseguinte, essa perturbacdo na estrutura e funcdo do DNA influencia o0 modo de
crescimento anormal de células cancerosas, podendo causar morte destas células (JAIN e
BHATTACHARYA, 2011). Desta forma, o estudo de agentes como potenciais ligantes ao
DNA tem sido amplamente utilizado na concepcdo farmacos quimioterapéuticos, em especial,
antitumorais, ja que um grande nimero de moléculas atualmente utilizadas exerce seus efeitos
antitumorais por atuacdo no DNA (HOSSAIN e KUMAR, 2009).

Segundo Zhang e Tang (2004), o grande destaque nessa area € a compreensdo da
interacdo das moléculas com o &cido nucleico. Estas moléculas atuam por meio de ligagdo ao
DNA com especificidade e de forma ndo covalente, gracas a presenca de grupos funcionais
que podem interagir através de forcas eletrostaticas.

Geralmente, moléculas variadas podem interagir com o DNA através de trés modos:
por intercalacdo entre os pares de bases empilhadas; ligacdo no sulco principal e secundario
do DNA e/ou por interacOes eletrostaticas (DUSKOVA et al., 2012; ZHANG et al., 2010). A
figura 10 apresenta 0 modo de ligacdo por intercalacdo ou nos sulcos do DNA. Forcas de
natureza eletrostatica podem desempenhar um papel fundamental na quimica dos acidos
nucleicos e na quimica da interagdo com o DNA (GARCIA et al., 2010). Interacdes de
ligagOes eletrostaticas normalmente ocorrem ao longo da face exterior da dupla hélice, entre
as espécies cationicas e o esqueleto fosfato do DNA carregado negativamente (KABIR,
HOSSAIN e KUMAR, 2013), o que representa uma propriedade importante na interacdo de
moléculas ao DNA. Dependendo das caracteristicas estruturais do ligante, muitos podem
apresentar mais de um modo de interagdo com o0 DNA (STREKOWSKI e WILSON, 2007).
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Intercalacio

Ligacio no sulco

Figura 11. Modos de interacao das moléculas com o DNA (PAULCHAUDHUR e
HERGENROTHER, 2007).

Atualmente, muita importancia tem sido dada a moléculas pequenas provenientes de
produtos naturais como alcaloide, por possuirem potencial para formar complexos
moleculares com o DNA, além de elevada abundéncia e toxicidade relativamente baixa
(HOSSAIN e KUMAR, 2009). Compostos heterociclicos sdo consideradas bons ligantes
devido a presenca de um ou mais atomo de nitrogénio, com a presenca de um par de elétrons
localizado (EBRAHIM, HABI, AL-ANSARI, 2013). Interacdes ndo covalentes com outras
moléculas podem ocorrer através do grupo NH e do empilhamento n-t de elétrons, na porgao
do anel aromatico do indol (SHIMASAKIA et al., 2009), caracteristicas importantes relatadas
para compostos ligantes ao DNA. Derivados benzol[c,d]indol-2-(1H)ona, sem cadeias laterais
béasicas, foram evidenciados como novos intercaladores de DNA e como agentes antitumorais
eficazes (LI et al., 2010).

Uma forma estabelecida para averiguar a capacidade dos compostos quimicos de se
ligar ao DNA ¢ através da constante de ligagdo (Kb), atil para comparacao entre moléculas
com diferengas estruturais. Tais constantes podem ser obtidas através de dados provenientes
das analises de espectroscopia de absorcdo, fluorescéncia e outras, que séo realizadas com 0s
compostos na presenca de DNA (JANOVEC et al., 2011; PALCHAUDHURI e
HERGENROTHER, 2007).

Moléculas pequenas de derivados imidazolidinicos, 5-benzilideno-imidazolidina-2,4-
diona (NBI); 5-(2-hidrozubenzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (HBI); 5-(4-



44

metoxibenzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (MBI) e 5-(3,4-dimetoxibenzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona (DBI), foram estudados quanto a sua habilidade de ligagdo ao DNA
através da espectroscopia de Ultravioleta-visivel (UV-vis) e os resultados das constantes de
ligacdo (figura 12) revelaram altos valores, sugerindo serem moléculas potenciais como

agentes antitumorais, através de ligagcdes nos sulcos do DNA (SHAH et al., 2013).
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Figura 12. Derivados imidazolidinicos e valores da constante de ligacdo (Shah et al., 2013).

A liberdade rotacional entre o sistema de anel poliaromatico e grupamentos ligados a
ele pode, também, sugerir um valor da constante de liga¢do. Pois, uma maior flexibilidade
permite uma liberdade rotacional necessaria para que a molécula possa se encaixar e/ou se
ligar ao sulco do DNA, conduzindo a uma maior capacidade de ligagado (MAHMOOD, PAUL
E LADAME, 2010). Grupamentos metilénicos, em geral, prejudicam a rotacdo do ligante e
diminuem a orientagdo da molécula no interior do sulco do DNA (PANDYA et al., 2010).

A interacdo com o DNA pode interromper as ligacdes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas e/ou destruir a estrutura regular helicoidal, o que causa desenrolamento do DNA
e resulta em interferéncia na acdo de enzimas que se ligam ao DNA, tais como as
topoisomerases (DUSKOVA et al., 2012). Estas alteracGes, em geral, provocam modificagoes
relevantes nas propriedades de absorcao, fluorescéncia e na viscosidade do complexo ligante-
DNA, em comparacdo com suas caracteristicas quando livres em solucdo (GENG et al.,
2013), o que torna o monitoramento através de técnicas espectroscopicas imprescindivel na
avaliacdo da ligacdo de moléculas com o DNA (PALCHAUDHURI e HERGENROTHER,
2007).
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3.6.1 Espectroscopia de Absorcdo UV-Vis

A espectroscopia de absorcdo € uma das técnicas mais Uteis em estudos de ligacdo ao
DNA (ANITHA et al., 2013). Alteracdes observadas no espectro dos compostos na presenca
de DNA s&o comparadas com espectro dos compostos livres em solucdo. Devido a ligacdo de
moléculas ao DNA, o espectro de absor¢do mostra aumento e/ou diminuicdo da absorbancia
méaxima, efeitos hipercromico e hipocrémico, respectivamente (LI et al., 2012).
Especificamente, o hipercromismo origina-se a partir da ruptura da estrutura secundaria de
cadeia dupla do DNA,; enquanto hipocromismo provem da estabilizacdo da dupla hélice do
DNA, quer por ligacdo nos sulcos, intercalagdo ou por efeito de ligagdo eletrostatica
(STREKOWSKI e WILSON, 2007). Espectros de absor¢do no UV-vis da molécula quando
ligados a0 DNA podem, ainda, sofrer alteracdo do comprimento de onda maximo por
deslocamento para a regido do vermelho ou para a regido do azul (MA et al., 2011).

Frequentemente, extenso hipocromismo e forte desvio para o vermelho é considerado
uma indicacdo concreta de intercalacdo de pequenas moléculas em DNA. A associacao destes
dois efeitos, em geral, € relacionada a ligacdo de compostos na hélice do DNA, que envolve
uma interacdo forte de empilhamento entre o cromo6foro aromatico e os pares de bases de
DNA (CHEN et al., 2011). A figura 13, mostra espectro de absorcéo de derivado 5-metil-5H-
indol[3,2-c]-quinolina com mudancas perceptiveis no pico de absor¢do maximo com o
aumento da concentracdo de DNA, desvio para o vermelho e efeito hipocrémico (GHOSH e
PURKAYASTHA, 2014).

Absorbance

250 300 360 400 450
Wavelength {nm)

Figura 13. Espectro de absorcdo de 5-metil-5H-indol[3,2-c]-quinolina (Ghosh e Purkayastha,
2014).
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3.6.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

Interacbes moleculares variadas podem resultar em extingdo da fluorescéncia,
incluindo reacdes no estado excitado, rearranjo molecular, transferéncia de energia do estado
fundamental, formacdo de complexos e diminuicdo da colisdo entre as particulas (ZHANG,
HU E FU, 2012). A figura 14 mostra espectro de fluorescéncia do complexo DNA na
presenca de uma substancia utilizada pelos chineses como bactericida e antitumoral, a 1,8-
dihidroxi-antraquinona, evidenciando a diminuicdo da emissdo fluorescente indicativo da
interacdo com 0 DNA (QUIAO et al., 2008).
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Figura 14. Espectro de fluorescéncia do complexo DNA na presenca de quantidades
crescentes (a-h) de 1,8-dihidroxi-antraquinona (Quiao et al., 2008).

3.6.3 Ligacdes nos Sulcos

O arranjo espacial dos pares de bases através do empilhamento dentro da dupla hélice,
leva ao pareamento espacial e conduz a formacdo dos sulcos maior e menor (Figura 15), que
servem de sitios de ligacdo para outras moléculas (ALl e BHATTACHARYA, 2014).
Moleculas relativamente grandes, como as proteinas, se ligam preferencialmente ao sulco
maior, enquanto que o sitio de ligacdo de pequenas moléculas é o sulco menor (IHMELS e
OTTO, 2005), onde a interacdo com as bases do DNA em ambos os sulcos envolve, em geral,
ligagdo de hidrogénio ou eletrostatica (KHAN et al., 2012). Ao contrario de intercaladores, 0s
ligantes nos sulcos ndo induzem a grandes mudancas de conformacdo do DNA, contudo, ja
provaram ser de utilidade na clinica como agentes anticancerigenos e também antibacteriano
(PALCHAUDHURI e HERGENROTHER, 2007).
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Figura 15. Estrutura do DNA com especificacdo dos sulcos maior e menor.

Moléculas, geralmente em forma de meia-lua, possuem estrutura apropriada de anéis
aromaticos que permite a ligacdo de hidrogénio com os pares de bases, como observado na
Distamicina A, Netropsin e Hoeschst 33258. No entanto, derivados de pequenas moléculas,
como a substancia quimica Mitomicina e derivado 1-(2-(dimetilamino)etil)benzo[c,d]indol-
2(1H)-ona (derivado ind6lico A - Figura 15) manifestam efetiva ligagdo nos sulcos do DNA
associado a atividade antitumoral (YIN et al., 2007). Cadeias laterais com grupos aminas tém
sido amplamente utilizadas como grupos essenciais em ligantes de DNA, além de grupos
alquilas na tentativa de expandir as estruturas para ligacdo aos sulcos (LI et al., 2010). Na

figura 16 pode ser visto a estrutura quimica de derivados ligantes nos sulcos.
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Figura 16. Estrutura quimica de moléculas ligantes no sulco do DNA.
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Derivados quimicos com cadeias laterais longas e nucleo indol s&o conhecidos por sua
afinidade de ligacdo ao DNA, aliado a presenca dos grupos NH que orientam ligacOes de
hidrogénio com as bases nos sulcos menores do DNA resultando em valores de constante de
ligacdo em torno de 10%-10°, que é relevante ao pequeno tamanho das moléculas e a tipica
ligagéo nos sulcos (PANDYA et al., 2010).

3.6.4 Intercalacéo

Na estrutura do DNA, as bases nucléicas estdo localizadas em um arranjo quase no
mesmo plano, o que permite a insercdo de uma molécula aromatica entre os pares de bases,
com capacidade de se ligar firmemente, porém de maneira reversivel (IHMELS e OTTO,
2005). A ligacdo por intercalacdo envolve a inser¢do de uma molécula planar entre os pares
de bases, 0 que resulta em uma diminuicdo da torcdo helicoidal, desenrolamento e o
alongamento da macromolécula, diferentemente da ligacdo no sulco (STREKOWSKI e
WILSON, 2007). Este modo de interacdo € diretamente afetado pela substituicdo da ligacédo
de hidrogénio entre os pares de bases por novas ligacdes formadas entre o ligante e as bases
(GHOSH et al., 2014), conduzindo a uma forma de ligag&o mais eficaz e eficiente.

Apesar da intercalagdo ser, tradicionalmente, associada a moléculas com estruturas de
anéis fundidos, intercaladores atipicos com sistemas de anéis ndo fundidos sdo também
reconhecidos como capazes de interagir por meio de intercalacdio (SNYDER, 2007).
Compostos intercaladores classicos com estrutura aromatica fundida e intercaladores atipicos
sdo mostrados na figura 16. Compostos analogos da acridina, como amsacrina, sdo uma classe
de compostos quimioterapéuticos amplamente estudados com atividade antitumoral,
antimalaria, antituberculostatico, antibacteriano e antiviral, que possuem um farmacéforo
planar aromatico potencialmente intercalante entre os pares de bases (KUMAR, KAUR,
KUMARI, 2012). Derivados 5-acridin-9-ilmetilideno-3-amino-2-tioxo-tiazolidina-4-ona
(LPSF/AC-127) e 5-acridin-9-ilmetilideno-2-tioxo-tiazolidina-4-ona (LPSF/AC-157), por
exemplo, foram sintetizados e avaliados quanto a capacidade de interacdo com o DNA,
demonstrando que enquanto o grupo planar da acridina se intercala entre as bases, 0S
grupamentos laterais da tiazolidina e imidazolidina estariam formando ligagdes de hidrogénio
nos sulcos do DNA (LAFAYETTE et al., 2013).

Prodigiosin (Figura 17) é um pigmento natural produzido por Streptomices, que apesar
da estrutura ndo planar de anéis fundidos, demonstrou propriedades imunossupressora e
antitumoral potente (PEREZ-TOMAS et al., 2003), por causa da intercalacdo ao DNA, sendo
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investigado também como inibidor de topoisomerases. Derivados benzo[c,d]indol-2(1H)-ona
foram sintetizados e analisados com diferentes substituintes, evidenciando maior participacéo
do grupo diciano (derivado inddlico B), o qual reduziu a densidade eletronica e contribuiu
para a intercalagdo do derivado ao DNA, com constante de ligacdo de 1,65 x 10° M™
(RESCEFINA et al., 2014). Outros compostos contendo o nucleo indol, como condensados a
quinolina, também evidenciaram serem bons ligantes ao DNA, se intercalando mais
eficientemente quando na presenca de 4&tomos de cloro no anel inddlico (derivado indolico C)
(GHOSH e PURKAYASTHA, 2014).
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Figura 17. Estrutura quimica de compostos intercaladores ao DNA.

3.7 Atividade Anti-topoisomerase

As topoisomerases sdo enzimas envolvidas no processo de relaxamento do DNA
durante inimeros sistemas criticos celulares, através dos quais conduz a uma quebra
transitdria em uma ou nas duas fitas de DNA, passando uma ou ambas as fitas ao longo da
abertura do DNA e religando as quebras realizadas (LI et al., 2004). Este processo esta
relacionado com a regulacdo do DNA superenrolado, que é essencial para a transcricdo e
replicacdo, uma vez que a hélice deve ser desenrolada para permitir o funcionamento

adequado da maquinaria enzimatica envolvida nestes processos (AVENDANO e
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MENENDEZ, 2008; GENTRY et al., 2011). As topoisomerases sdo, assim, enzimas
essenciais que medeiam alteracbes na topologia da dupla hélice do DNA (MARTINEZ e
CHACON-GARCIA, 2005), responsaveis pela regulacdo do DNA superenrolado.

As duas grandes classes de topoisomerase, tipo | (topo 1) e tipo Il (topo I1), apresentam
0 mesmo mecanismo catalitico, através do ataque nucleofilico por um residuo tirosil a ligacéo
fosfodiéster do DNA (POMMIER, 2009); porém, sdo classificadas principalmente pela
clivagem das cadeias simples ou da dupla cadeia do DNA (SHERER e SNAPE, 2015): topo |
atua por quebra de uma Unica fita, enquanto que a topo Il quebra as duas fitas. Ambas as
enzimas sdo expressas em diferentes niveis nos variados tipos celulares. A expressdo da
topoisomerase | € marcada nas linhagens celulares de céncer de colo enquanto que das
topoisomerases Il sdo mais frequentes em linhagens celulares de cancer de mama e ovario
(HOLDEN et al., 1990), o que incentiva os pesquisadores a desenvolverem farmacos capazes
de atuar na inibicdo destas enzimas. Farmacos capazes de interferir na agdo destas enzimas
sdo considerados “venenos topoisomerase”, pois formam um complexo ternario firmaco-
enzima-DNA, levando a quebras sucessivas no DNA e destruicdo de células cancerigenas
(BELMONT et al., 2007; DRWAL et al., 2011).

Antitumorais podem atuar diretamente no DNA das células, ou indiretamente por
inibicdo de funcBes metabolicas do DNA, tal como: sobre a enzima topoisomerase 1. A topo |
rompe uma cadeia Unica de DNA atraves do ataque nucleofilico do grupo hidroxil do sitio
ativo da tirosina com o grupo fosfato da coluna fosfodiéster do DNA (POMMIER et al.,
2009). Nesta fase, a enzima € particularmente vulneravel a um grupo de agentes antitumoraiss
que reversivelmente prende o complexo por um intercalado entre as pares de bases do DNA
no local da clivagem (venenos), desse modo inibindo a religagdo (DRWAL et al., 2011).
Geralmente, em varias células tumorais, a topoisomerase | é muita mais expressa do que em
células normais, por isso, a modulagdo do niveis de topo | poderia ser um tratamento
terapéutico essencial para o cancer (REINHOLD et al., 2010).

Os compostos que inibem a topoisomerase | podem ser divididos em duas categorias:
(a) supressores da topoisomerase |, que sdo 0s compostos que inibem a enzima, mas nao
estabilizam o complexo covalente DNA-topoisomerase I; e (b) venenos topoisomerases, que
atuam posteriormente a clivagem do DNA através da inibigdo da re-ligagdo. A camptotecina,
um alcaloide extraido e isolado de uma arvore ornamental chinesa, Camptotheca acuminata,
deu origem aos conhecidos Irinotecan e Topotecan, que atuam como inibidores da
topoisomerese |1 (BRANDAO et al., 2010). Tais compostos, convertem a enzima em um

veneno celular por inibir o processo de religacdo, aprisionando-a pela formacdo de um
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complexo covalente com 0 DNA (KOH et al., 2007). Um modelo do complexo ternério
correspondente ao topotecano-DNA-topoisomerase é mostrado na figura 18.

Topo | _Asnasz_’z
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Figura 18. Complexo ternario correspondente ao topotecano-DNA-topoisomerase
(AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Compostos pirazois indolicos receberam considerdvel atencdo devida as suas
propriedades anti-cancerigenas significativa, com forte inibicdo da atividade da enzima
topoisomerase | e 1l (JI et al., 2013). A rebecamicina e derivados analogos sdo compostos
indolocarbazois, que incluem moleculas intercalantes de DNA e inibidores da topoisomerase |
(SANCHEZ et al., 2006; PRUDHOMME, 2000), além de apresentarem atividade inibitéria
sobre proteina-quinases, como a proteina quinase C (PCK) (WOO et al., 2002).

Uma série de derivados 3,5-disubstituido hidantoina (1,3-imidazolidinodiona) tém
recebido atencdo na descoberta de novos farmacos, devido ao efeito inibidor seletivo contra
linhagens de células de cancer de colo do Utero, de mama, pancreatico, de pulméo e
carcinoma de célon (AZIZMOHAMMADI et al., 2013): além de, atividade inibitoria
moderada da topoisomerase | (MAJUMDAR et al., 2015).
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4. AVALIACAO DA INTERACAO COM O DNA DE NOVOS DERIVADOS
INDOLICOS, ANALISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO E
ANTITOPOISOMERASE

Moléculas derivadas de heterociclicos se destacam entre o grande arsenal de
compostos protétipos para obtengdo de novos farmacos. Neste contexto, o sistema
heterociclico aromatico do indol é altamente reativo e apresenta uma diversidade de
atividades bioldgicas atribuido ao ndcleo indol. Compostos derivados de tiazolidina e
imidazolidina representam, também, uma classe de compostos de grande interesse cientifico,
devido a suas propriedades quimicas e ao extenso espectro de atividades bioldgicas. O
planejamento estrutural na sintese dos novos derivados indolicos foi idealizada com porgdes
distintas do ndcleo indol, tiazolidina e imidazolidina em duas posicdes de ligacao diferentes.
Os derivados inddlicos tiveram suas estruturas elucidadas através de técnicas espectroscopicas
e espectrométricas convencionais, além de técnicas bidimensionais, que auxiliam numa
melhor qualidade de informacdes para caracterizacdo estrutural. Inicialmente, os derivados
foram analisados quanto a sua capacidade de interagir com a molécula do DNA, através de
técnicas de espectroscopia de absor¢do de UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia, que
permitiu determinar a constante de ligacdo dos derivados indélicos com o DNA. A avaliacdo
antitumoral in vitro foi realizada por meio do ensaio antiproliferativo, com algumas linhagens
de células cancerigenas. Ao final, os dois compostos que se destacaram dentre as analises
realizadas, foram submetidos a avaliacdo da inibicdo da enzima topoisomerase I, a fim de
aumentar o conhecimento sobre o possivel mecanismo de acdo dos derivados ind6licos. Os
resultados deste estudo, confirmam que o nucleo indol é uma classe de compostos com
potencial capacidade de interacdo com o DNA e atividade antitumoral. Aliado a presenca de
heterociclicos como a tiazolidina, sdo compostos importantes no desenvolvimento de

moléculas candidatas a novos farmacos.
4.1 METODOLOGIA - QUIMICA
4.1.1 Materiais e Equipamentos
Os reagentes comuns utilizados para a sintese e analise dos derivados indélicos foram

1H-indol-3-carbaldeido e 5-Bromo-1H-indol-3-carbaldeido, 3-Amino-2-tioxo-tiazolidina-4-

ona, 2-tioxo-tiazolidina-4-ona, 2-tioxo-imidazolidina-4-ona. Como solventes: tioureia, etanol,
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metanol, dimetilsulfoxido (DMSO), &cido acético, acetato de etila, n-hexano e morfolina.
Todos, reagentes e solventes, fornecidos pela Sigma, Aldrich, Fluka e Merck..

Na cromatografia de camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de silica gel F254
da Merck, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 nm). Na determinacéo
dos pontos de fusdo foi utilizado aparelho em tubo capilar Modelo Quimis 340.27 (Quimis,
Brasil). Para caracterizagdo estrutural dos compostos quimicos foi utilizado: Espectroscopia
de Infra-Vermelho (IR), registrados num espectrometro Bruker IFS66 (Bruker, Alemanha),
pastilha de KBr; Espectrometria de Massas realizado num espectrometro de massa de
ionizacgdo por dessorcdo a laser assistida por matriz com tempo de voo (MALDI-TOF-EM),
no modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA); Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono (RMN *C)
realizados em Modelo Varian Plus Spectrofotometro (Varian, EUA) a 300 MHz e 400 MHz,
em solvente DMSO-d6.

4.1.2 Procedimentos experimentais

4.1.2.1 Sintese da Tiazolidina-2,4-diona

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se tioureia (5g - 0.0658 mols) e acido
monocloroacético (6.35g - 0.00673 mols) previamente dissolvidos em agua. Aqueceu-se a
mistura a uma temperatura de 96 °C por 18 horas. Em seguida, deixou-se o produto obtido em
repouso por 24 horas na geladeira. Formaram-se cristais brancos correspondentes a
tiazolidina-2,4-diona, cuja purificacdo foi realizada através de cristalizagbes sucessivas em

agua destilada.

4.1.2.2 Metodologia de obtencéo dos derivados indolicos Lqit/SEs

Por estratégia de hibridacdo molecular, objetivamos a unido de ndcleos moleculares ja
estudados em atividades bioldgicas diversas, para obtencdo de novos derivados organicos com
anel indol e substituintes divergentes, com o propésito de investigar a capacidade destes
novos derivados de interagir com o DNA.

A sintese dos derivados foi realizada de acordo com o esquema 8. Dois grupos
inddlicos, 1H-indol-3-carbaldeido (1) e 5-Bromo-1H-indol-3-carbaldeio (2) (Sigma-Aldrich)

foram utilizados como nucleo principal para insercdo dos substituintes 3-Amino-2-tioxo-
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tiazolidin-4-ona (3a), 2-tioxo-tiazolidin-4-ona (3b), Tiazolidina-2,4-diona (3c) e 2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (3d). Com excegéo da tiazolidina-2,4-diona, que foi sintetizado em nosso
laboratdrio, os demais substituintes foram obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich).

Os nucleos indolicos (1 e 2) foram tratados com cada grupo de substituinte (3a, 3b, 3c
e 3d) em proporcdes equimolares. Antecedente a este processo reacional, os grupos 3a, 3b, 3¢
e 3d foram solubilizados em etanol, na presenga da morfolina e deixados sob temperatura de
70 °C e agitacdo durante 10 minutos. Apds isto, os indois foram adicionados ao sistema
reacional para completa obtencdo dos novos derivados. Em todas as reacdes, observou-se
mudanca de coloracao logo apés adicdo dos indois e, apos cerca de 20 minutos, iniciou-se a
formagé&o de precipitado.

A reacdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) para verificar
a formacédo do produto e finalizacdo da reacdo. Em geral, a reacdo procedeu por cerca de 1
hora. Finalizada a reacdo, os produtos foram filtrados e submetidos a purificacdo atraves de
lavagens sucessivas com etanol. A caracterizagdo dos derivados sintetizados foi verificada por

RMN de *H, RMN de **C, infravermelho e espectrometria de massas.
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Esquema 8. Sintese dos derivados indolicos Lqit/SEs
Reagentes e condic¢des: 1H-indol-3-carbaldeido (1); 5-Bromo-1H-indol-3-carbaldeido (2); 3-amino-2-
tioxo-tiazolidin-4-ona (3a); 2-tioxo-tiazolidin-4-ona (3b); tiazolidina-2,4-diona (3c) e 2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (3d); refluxo, 70° C.
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Sintese do 3-Amino-5-(1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona  (Lqit/SE.01): A
mistura de 3-amino-2-tioxo-tiazolidin-4-ona (0.2 g, 1.349 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido
(0.1958g), etanol (20 mL) e morfolina (15 gotas) foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos

a uma temperatura de 70 °C.

Sintese do 3-Amino-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona

(Lqit/SE.02): 3-amino-2-tioxo-tiazolidin-4-ona (0.2 g, 1.349 mmol), 5-Bromo-1H-indol-3-
carboxaldeido (0.302g), etanol (20 mL) e morfolina (15 gotas) foram utilizados para a
obtengdo do derivado, a mistura reacional foi mantida a temperatura de 70 °C durante 60

minutos, com agitacao.

Sintese do 5-(1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona (Lqit/SE.03): 2-tioxo-tiazolidin-
4-ona (0.2 g, 1.501 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido (0.217g), etanol (20 mL) e morfolina

(15 gotas) foram mantidos a temperatura de 70 °C sob agitagdo durante 60 minutos.

Sintese do 5-(5-Bromo-1H-3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona (Lqit/SE.04): A mistura de
2-tioxo-tiazolidin-4-ona (0.2 g, 1.501 mmol), 5-Bromo-1H-indol-3-carboxaldeido (0.3362g),
etanol (20 mL) e morfolina (15 gotas) foi mantida por 60 minutos sob agitacdo e temperatura
de 70 °C.

Sintese do 5-(1H-Indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona (Lqit/SE.05): A mistura de
tiazolidina-2,4-diona (0.2 g, 1.709 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido (0.2478g), etanol (20
mL) e morfolina (15 gotas) foi mantida sob agitacdo, temperatura de 70° C durante 60

minutos.

Sintese do 5-(5-Bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona (Lqit/SE.06):
Tiazolidina-2,4-diona (0.2 g, 1.709 mmol), 5-Bromo-1H-indol-3-carboxaldeido (0.3826g),
etanol (20 mL) e morfolina (15 gotas) foram utilizados para a sintese de obtencdo do
derivado, a mistura reacional foi mantida a temperatura de 70 °C, sob agitacdo durante 60

minutos.

Sintese do 5-(1H-Indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona  (Lqit/SE.Q7): 2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (0.2 g, 1.722 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido (0.2499g), etanol (20 mL)
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e morfolina (15 gotas) foram utilizados na sintese, sob agitacdo e temperatura de 70 °C por 60

minutos.
4.1.2.3 Metodologia de obtencdo dos derivados inddlicos Lqit/TEs
Série 3-((1H-indol-3-il-metileno)amino)-2-tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.01 e Lqit/TE.02)

Inicialmente, dois derivados da série  3-((1H-indol-3-il-metileno)amino)-2-
tioxotiazolidin-4-ona foram sintetizados, a partir da reagcdo do 3-amino-2-tioxo-tiazolidin-4-
ona (1) com o 1H-indol-3-carbaldeido (2a) e o 5-Bromo-1H-indol-3-carbaldeido (2b)
(esquema 9). Na propor¢cdo molar de 1:1, os dois reagentes foram solubilizados em metanol,
submetidos a agitacdo. Apds total solubilizacdo, foi acrescentado catalisador acido acético,
mantendo a agitacdo e em temperatura ambiente. Apds 10 minutos de reagdo observou-se a
formagé&o de precipitados nas reacoes.

A reacdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) para verificar
a formacédo do produto e finalizacdo da reacdo. Em geral, a reacdo procedeu por cerca de 4
hora. Finalizada a reacdo, os produtos foram filtrados e submetidos a purificacdo através de
lavagens sucessivas com metanol.

A pureza dos derivados sintetizados foi verificada por RMN de 'H, RMN de **C,

espectroscopia de massa e infravermelho.

@]
CHO /N\N /‘g
0 /NHZ R Metanol R
N N o A\ )/—s
Mg T [Emp— S

S N cido acético N

S \ \

H H

1 2a-2b Lqit/ TE.O1 e Lqit/TE.O2

Esquema 9. Sintese dos derivados da série 3-((1H-indol-3-il-metileno)amino)-2-
tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.O1 - Lqit/TE.02)

Reagentes e condic¢des: 3-amino-2-tioxo-tiazolidina-4-ona (1); 1H-indol-3-carbaldeido (2a); 5-Bromo-
1H-indol-3-carbaldeido (2b); temperatura ambiente.
3-(((1H-indol-3-il)metileno)amino)2-tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.01): A mistura de 3-
amino-2-tioxo-tiazolidin-4-ona (0.3 g, 2.0244 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido (0.29389),
metanol (20 mL) e &cido acético (20 gotas) foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a

temperatura ambiente.
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3-(((5-Bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)2-tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.02): 3-amino-
2-tioxo-tiazolidin-4-ona (0.3 g, 2.0244 mmol), 5-Bromo-1H-indol-3-carboxaldeido (0.4535g),
metanol (20 mL) e &cido acético (20 gotas) foram utilizados para a obtencéo do derivado, em

que a mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente e sob agita¢do por 60 minutos.

Série 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-((1H-indol-3-il-metileno)-amino)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona
(Lqit/TE.O4 e Lqit/TE.O05)

Ap0s sintese e caracterizacdo dos derivados Lqit/TE.O1 (3a) e Lqit/TE.02 (3b), ambos
foram utilizados como intermediarios para a obtencdo de dois novos compostos da série 5-
(1H-indol-3-il-metileno)-3-((1H-indol-3-il-metileno)-amino)-2-tioxotiazolidin-4-ona
(Lqit/TE.O4 e Lqit/TE.05). Os intermediarios Lqit/TE.O1 (3a) e Lqit/TE.02 (3b) foram
submetidos a reagcdo com 1H-indol-3-carbaldeido, na proporgdo molar de 1:1 (esquema 10).
Inicialmente, os reagentes foram solubilizados em etanol sob agitacéo e temperatura de 70° C
e mantidos por 15 minutos. Decorrido este tempo, foi acrescentado a morfolina como
catalisador da reacdo. Aproximadamente, ap6s cerca de 40 minutos observou-se formacéo de
precipitacdo na reacao.

A reacéo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) para verificar
a formacéo do produto e finalizacdo da reacdo. Em geral, a reacdo procedeu por cerca de 24
horas. Finalizada a reacdo, os produtos foram filtrados e submetidos a purificacdo através de
lavagens sucessivas com etanol. A pureza dos derivados sintetizados foi verificada por RMN

de 'H, RMN de *3C, espectroscopia de massa e infravermelho.

o] (0]
—N_ CHO /N\N
R N Etanol R -

A\ %s + N ' N }“s I/

N s N Morfolina N s N
\ ) \ |
H H H H

Lqit/TE.O1 e Lqit/ TE.02 2a Lqit/TE.04 e Lqit/TE.O5

Esquema 10. Sintese dos derivados da série 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-((1H-indol-3-il-
metileno)-amino)-2-tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.04 e Lqit/TE.05)
Reagentes e condigdes: Lqit/TE.01 (3a) e Lqit/TE.O02 (3b); 1H-indol-3-carbaldeido (2a); refluxo;
temperatura 70° C.
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5-((1H-indol-3-il)metileno)-3-((1H-indol-3-il)metileno)amino)-2-tioxotiazolidin-4-ona
(Lqit/TE.O4): A mistura do inermedidrio Lqit/TE.O1 (0.3 g, 1.1 mmol), 1H-indol-3-
carboxaldeido (0.1595g), etanol (20 mL) e morfolina (20 gotas) foram mantidos sob agitacéo

por 24 horas a temperatura de 70° C.

5-((1H-indol-3-il)metileno)-3-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-2-tioxo-tiazolidin-4-
ona (Lqit/TE.05): O intermediario Lqit/TE.O02 (0.3 g, 0.849 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido
(0.1249), etanol (20 mL) e morfolina (20 gotas) foram utilizados para a obtencao do derivado,

em que a mistura reacional foi mantida a temperatura de 70° C e sob agitagao por 24 horas.

4.2 METODOLOGIA - ANTI-PROLIFERATIVO

4.2.1 Antiproliferativo por Ensaio de MTT dos derivados Lqit/SEs

As citotoxicidades dos compostos foram testados contra quatro linhagens de células
tumorais humanas: T47D e MCF7 (ambos sdo de cancer de mama humano), HL60 / MX1
(leucemia promielocitica aguda) e K562 (leucemia mieloide cronica). Todas as linhagens de
células foram obtidas a partir do banco de tecido celular do Rio de Janeiro. As células foram
mantidas em meio de cultura RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 - Instituto
Memorial Parque Roswell 1640, Invitrogen Biosciences), suplementado com 10% de SBF
(soro bovino fetal, Invitrogen Biosciences), glutamina 2 mM, 100 mg/mL de estreptomicina e
100 U/mL de penicilina a 37° C com 5% de CO2.

Para 0 ensaio citotdxico, as celulas foram plaqueadas em placas de 96 pocos (TPP), na
concentracdo de 1 x 10* / poco e 24 horas depois os compostos foram analisados em trés
concentragdes diferentes: 1, 10 e 50 puM, diluidos em 0,1% de DMSO (dimetilsulféxido,
Sigma). Doxorrubicina foi utilizado como controle positivo. O grupo controle foi tratado com
as mesmas condic¢des dos grupos experimentais.

O crescimento de células tumorais foi quantificada através da capacidade de células
vivas em reduzir o corante amarelo brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio] (MTT) a um produto de formazan azul, enquanto segue. No final de 72
horas de incubacdo com os compostos, 0 MTT ¢ adicionado em cada poco a uma
concentracdo de 0,5 mg/mL, seguido pela adi¢cdo de 20% de SDS (dodecilsulfato de sodio)
durante a dissolucdo do precipitado, 3 horas mais tarde. A sobrevivéncia celular foi

identificada ap0s 24 horas por quantificar a intensidade de cor por medi¢do da absorbancia no



60

comprimento de onda de 570 nm, num espectrofotometro de microplacas (EL808, Bio-Tek,
USA).

4.2.2 Antiproliferativo por Ensaio de Sulforrodamina B dos derivados Lqit/TES

Nove linhagens de células de cancer humano: U251 (glioma, SNC), MCF-7 (mama),
NCI-ADR/RES (ovario com fendtipo de resisténcia a maltiplas drogas), 786-0 (rim), NCI-
H460 (pulmao), HT-29 (adenocarcinoma do célon) e K-562 (leucemia mieloide crénica), e
uma linhagem de célula normal HaCat (queratindcitos humanos) foram gentilmente cedidas
pelo Centro de Desenvolvimento e Pesquisa de cancer Frederick, Instituto Nacional de
Cancer, Frederick, MA, EUA. As culturas de reserva foram cultivadas em 5 mL de meio
RPMI-1640 (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com soro de bovino fetal a 5% (FBS,
Gibco BRL). penicilina: mistura de estreptomicina 1000 U/mL: 1000 pg/mL (ImL/L de meio
RPMI-1640) foi adicionado a culturas experimentais. As células em placas de 96 pocos foram
expostas a diferentes concentracfes de amostras (0.25, 2.5, 25 e 250 pg/mL em DMSO/meio
RPMI/FBS a 5% em 37° C, 5% de CO,, durante 48h. As células foram entdo fixadas com
solucdo de &cido tricloroacético (50%, v/v) e a proliferacdo de células foi determinada por
quantificacdo espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteina celular utilizando o ensaio de
sulforrodamina B (MONKS et al., 1991). A doxorrubicina (DOX; 0.025-25 pg/mL) foi
utilizadas como um controle positivo. Obtiveram trés medic¢Ges: no inicio da incubacao (T0) e
48h pds-incubacao durante livre de compostos (C) e as células testadas (T).

A proliferagéo celular foi determinada de acordo com a equagao:

Proliferacdo celular = 100 x [(T - To) / C - To] (@8]

O efeito citostatico foi observada quando Ty < T < C, enquanto que o efeito citocida
ocorreu quanto T < TO. A partir da curva de concentragdo-resposta para cada linhagem
celular, os valores de Glso, TGl e LCso foram determinados através de andlise de regressao
ndo-linear utilizando o software Origin 8.0 (OriginLab Corporation). Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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4.3. METODOLOGIA - ENSAIO COM O DNA

4.3.1 Materiais e Equipamentos

Foi utilizado solvente DMSO na preparacdo das solucbes mée e tampdo Tris-HCI
(0.01 M, pH 7.6) na andlise das interacdes com DNA. DNA de timo de bovino (ctDNA) e
brometo de etidio (BE) foram obtidos da Sigma Aldrich. Os aparelhos empregados na analise
de obtencdo dos espectros de Ultravioleta-visivel (UV-vis) e de emissdo de fluorescéncia
foram o Espectrofotdmetro de UV-vis Ultraspec 3000 PRO e o Espectrofluorimetro de
JASCO FP-6300 (Toquio, Japdo), respectivamente.

4.3.2 Experimentos de ligacdo com o DNA

4.3.2.1 Preparacéo de ct-DNA

Titulacdes de espectros UV-Vis foram desenvolvidas utilizando tampé&o Tris 0,01 M,
pH 7,6. DNA de timo de bovino (ctDNA) foi comprado na Sigma e utilizado sem purificacéo
adicional. A solucdo de ctDNA em tampé&o Tris foi sonicada durante 5 min e a concentragao
foi determinada utilizando os coeficientes de extingdo molares 6600 M™* cm™ a 260 nm
(WOLF et al., 1987). A pureza do DNA foi determinada através da monitorizacdo do valor da
relacdo de A260 / A280.

4.3.2.2. Espectroscopia de absorcao eletronica

Todos os derivados indolicos foram dissolvidos em DMSO numa concentragdo de 1
mM (solugdo-mée) a partir do qual as solucbes de trabalho foram preparadas por diluicéo
utilizando tampé&o Tris-HCI, com concentrac6es entre 10 e 80 uM.

Sob concentragédo otimizada, 0s compostos foram expostos a concentragdes crescentes
do ctDNA. Antes das medicGes, o sistema foi agitado e incubado a temperatura ambiente
durante 10 minutos. As medicdes foram realizadas em uma cubeta de quartzo retangular com
um comprimento do percurso de 1cm.

A constante de ligagdo intrinseca (Kb) foi obtida por ajuste dos dados & equagdo 1
(MCGEE AND VON HIPPEL, 1974):
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[DNA]/ (ga - ef) =[DNA] / (eb - f) + 1 / Kb (eb - &f) (2

onde, Ea, Eb e Ef sdo os coeficientes de extingdo aparente, ligado e livre, respectivamente. O
gréfico da [DNA]/(Ea - Ef) versus [DNA] foi utilizado para obtencdo do Kb a partir da razdo
entre a inclinagdo e o intercepto. Os dados de ligagcdo foram obtidos utilizando o software
SigmaPlot 10.0.

4.3.2.3 Estudo de deslocamento do Brometo de Etidio com os derivados Lqit/SEs

Ligacao do brometo de etidio com ctDNA

Os espectros de fluorescéncia do BE foram medidos na auséncia e na presenca de
ctDNA, na concentracdo de 10 uM de BE e 100 uM de ctDNA, em tampdo Tris-HCI 0,01 M,
pH 7,6.

Todas as medicdes foram realizadas a 24 °C em uma cubeta de quartzo rectangular
com caminho optico de 1 cm. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos por excitacdo em
526 nm e varredura da emissdo de 550 a 700 nm. A largura das fendas de excitacdo e de
emissdo foram 2,5 e 5, respectivamente, com velocidade de 100nm/min.

Os dados de ligagdo foram obtidos utilizando o software de SigmaPot 10.0.

Ligacao dos derivados inddlicos com complexo BE-ctDNA

Solugdes contendo EB (10 uM) e ctDNA (100 uM) foram preparadas na presenca dos
derivados indolicos nas concentracGes de 20 a 200 uM, em tampéo Tris-HCI 0,01 M, pH 7,6.
As solucGes foram deixadas de repouso por 10 minutos para atingir o equilibrio, e
posteriormente submetidas a analise da fluorescéncia. Todas as medigdes foram realizadas a
24 °C em uma cubeta de quartzo retangular com caminho éptico de 1 cm.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um comprimento de onda de
excitacdo em 526 nm e varredura de emissdo de 550 a 700 nm. Os mesmos parametros foram
utilizados descritos previamente foram utilizados neste ensaio.

O comportamento de supressdo de emissdo foi analisado através da equacgdo 2 de
Stern-Volmer (Ksv) (LAKOWICZ, 2006):

Fo/F=1+Ksv[Q] 3)
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onde, Fy e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca dos derivados
indois. Ksv é a constante de supressdo linear. [Q] representa a concentra¢do do composto. O
gréfico da intensidade emissdo relativa (Fo/F) versus [Q] foi utilizado para obtencdo da
constante a partir da regressao linear do gréafico.

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

4.3.2.4 Espectroscopia de emissao de fluorescéncia dos derivados Lqit/TEs

As medicdes de fluorescéncia dos derivados indolicos Lqit/TEs foram realizadas em
solugéo de concentragdes 15 uM em tampéo Tris 0,01M, pH 7,6. Espectros de emissdo foram
registrados na regido de 310-700 nm usando um comprimento de onda de excitacdo de
220nm-320nm, com bandas de excitacdo e de emissdo de 5nm e 5nm, e sensibilidade alta.
Todas as medigdes foram realizadas a 25° C em uma cubeta de quartzo retangular com um
comprimento de caminho de 1 cm. As intensidades de fluorescéncia foram expressos em
unidades arbitrarias. As titulacbes de fluorescéncia foram realizadas por adicdo de
quantidades crescentes de ctDNA (0-100 puM) diretamente dentro da solucdo contendo 0s
derivados. Intensidades de fluorescéncia dos compostos exposto a diferentes concentracfes de
ctDNA foram usadas para calcular a constante de Stern-Volmer (Ksv), pela seguinte equacgéo
(LAKOWICZ, 2006):

Fo/F=1+Ksv[Q] (3)
onde, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario de compostos na
auséncia e na presenca de inibidor (ctbNA), Ksv é a constante de Stern-Volmer, e [Q] é a

concentracgéo de inibidor.
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4.4 METODOLOGIA - ANTITOPOISOMERASE

Para avaliar se os compostos indolicos Lqit/SE.O1 e Lqit/TE.04 produzidos inibem a
atividade da topoisomerase, uma mistura de 100 ng de DNA de plasmideo PUC19 (Sigma) e 1
unidade da topoisomerase | humana recombinante (TOP1 7150 - Sigma) foram incubados na
presenca ou auséncia dos composto quimicos. A mistura foi incubada a 37° C por 45 minutos
em tampdo B (0,01 M Tris-HCI, pH 7.5, 0,05 M KCI, 5 mM de MgCl,, 0,1 mM de Na,EDTA,
0,01% de albumina bovina). As concentragdes dos derivados inddlicos testadas foram de 10 e
50 uM. As amostras de DNA foram, entdo, submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
a 7V/cm por 2 horas com um tampao de corrida SB (NaOH e &cido borico). Apds este
periodo, as bandas foram coradas com brometo de etidio (Img / mL) e fotografado sob luz
UV. A andlise quantitativa das bandas de gel (DNA relaxado e super-enrolado) da analise de
inibicdo da topoisomerase | foi realizado utilizando o software de processamento de imagem
(Adobe Photoshop CS4 11.0x2007, San José, CA, EUA).

4.5 METODOLOGIA - Determinacéo do valor de log P

Os valores de log P dos derivados foram obtidos usando o programa ChemSketch 12.0

Desenvolvimento Quimico Avancado.
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4.6 RESULTADOS E DISCUSSAO - QUIMICA

A rota de sintese dos compostos indolicos Lqit/SEs e Lqit/TEs mostrou-se eficaz, pois
os derivados foram obtidos com éxito e sem a necessidade de purificagcdo por cromatografia

em coluna, sendo necessario apenas etapas de lavagens e recristalizacao.

4.6.1 Mecanismo Reacional da Sintese dos Derivados indolicos Lgit/SEs

As etapas da reacdo de obtencdo dos derivados inddlicos é mostrada no esquema 11.
Na 1% etapa, ocorre a retirada do hidrogénio metilénico dos compostos 3-Amino-2-tioxo-
tiazolidin-4-ona (3a); 2-tioxo-tiazolidin-4-ona (3b); Tiazolidina-2,4-diona (3c); e 2-tioxo-
imidazolidin-4-ona (3d), através da morfolina que atua como base, levando a formacdo do
carbanion.

O carbanion metilénico comporta-se como um nucleofilo e as reacdes se processam
normalmente em presenca de uma base, onde os anéis 3a, 3b, 3c e 3d reagem como um anion.
A seqguir, o carbanion é estabilizado através do equilibrio (efeito de ressonancia), formando
dupla ligagéo entre os carbonos do anel e carga negativa no oxigénio.

Na etapa posterior, 2% etapa, ocorre 0 processo de condensacdo (condensacdo de
Knoevenagel) através do ataque do carbanion ao carbono alfa da carbonila do aldeido, que
tem sobre si uma carga parcial positiva, resultante do efeito indutivo provocado pelo atomo de
oxigénio. No ataque ao carbono da carbonila, os elétrons pi da dupla ligacdo sdo transferidos
para 0 oxigénio eletronegativo, 0 mesmo capta um préton e conduz a formacgdo de um
intermediario.

Na 3?2 etapa, ocorre uma reagdo intramolecular, com desprotonagdo pela acdo da
hidroxila da molécula, conduzindo a formacdo do carbanion na posicdo 5 do anel. Com o
processo de desidratacdo (eliminacdo de agua), procede-se, concomitantemente, a formacao

da dupla exociclica, finalizando a obtencdo dos novos derivados indolicos.
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1° Etapa: Formacao do carbéinion por acio da morfolina

o J [Y; "/
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2° Etapa: Condensaciio através do ataque do carbanion ao carbono alfa da carbonila

Esquema 11. Etapas do mecanismo reacional de obtengdo dos derivados Lqit/SEs
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4.6.2 Mecanismo Reacional da Sintese dos Derivados Indolicos Lqit/TEs

A reacdo inicial de obtencdo dos derivados Lqit/TE.O1 e TE.O2 apresenta 0 mecanismo
reacional demonstrado no esquema 12. O meio &cido da reacdo, devido a presenca do acido
acético, conduz a protonagdo da carbonila do grupo aldeido no nucleo indol, o que
proporciona um maior carater parcial posito ao carbono da carbonila. Posteriormente, o
nitrogénio do grupo amino livre da 3-amino-2-tioxo-tiazolidin-4-ona atua como um nucledfilo
e ataca o carbono da carbonila, deslocando o par de elétrons da ligacdo n para o atomo de
oxigénio protonado. O 4tomo de oxigénio desprotona o nitrogénio, o que favorece a formacao
de um bom grupo de saida, a molécula de agua. A saida da &gua ocorre, simultaneamente,
com a desprotonacao do nitrogénio e, formacéo da ligacdo pi carbono-nitrogénio, finalizando
na formacéo dos derivados Lqit/TE.O1 e TE.O2.

S A

3-amino-2-tioxo-tiazolidin-4-ona

0 o H 0
N )S /@ N )S
R N B: R N

N )‘s ‘ A )—s
N N

s
\ Y
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1 H-indol-3- Carbaldeldo

Lqit/TE.Ol -R=H
Lqit/TE.02 - R =Br

Esquema 12. Mecanismo reacional da formagé&o dos derivados Lqit/TE.O1 e Lqit/TE.02

Os derivados Lqit/TE.O1 e TE.O2 sintetizados inicialmente, foram submetidos a reacéo
com 1H-indol-3-carbaldeido em meio basico, para obtencdo dos derivados Lqit/TE.04 e
TE.05. A morfolina atua como uma base e captura um dos protons do grupamento metilénico
(CH,) do anel da tiazolidin-4-ona. O carbanion formado, atua como nucledfilo e ataca o
carbono da carbonila do grupo aldeido do nicleo indol, deslocando o par de elétrons da

ligacdo | para o atomo de oxigénio eletronegativo. O mecanismo segue com a protonacgéo do
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oxigénio e, posterior captura do hidrogénio alfa. A reacdo é finalizada com a saida de uma
molécula de agua e formagdo da ligagdo m carbono-carbono, produzindo os derivados com

dois nucleos indodlicos (esquema 13).
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H— o °
o) Q N H P
N 4 -
=N, r H’/_\\-- - \N/‘ge R \
R N B N N AN )‘s / BH+
(L N : o
S N s - N\ r\il
N ]
\ \ 1 -indol-3-carbaldeido H H
L H

LqitTE.0Ol -R=H
Lqit/TE.02 -R ~ Br

0] L) e}
N 0 ({\oH - OH; | N,
R N R N R N7 =
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Lqit/TE.04 R = I
Lqit/TE.OS R = Br

Esquema 13. Mecanismo reacional da obtencdo dos derivados Lqit/TE.04 e Lqit/TE.O5.
4.6.3 Analise Espectroscopica dos Derivados Inddlicos

Para confirmacdo dos derivados indolicos sintetizados foram realizadas analises de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (*H) e de Carbono (**C), e de
infravermelho (V). Para melhor caracterizagdo estrutural foi ainda analisado os espectros de
DEPT, COSY *H-'H e HSQC *H-C, dos derivados Lqit/SEs. Nos espectros de ressonancia
magnética nuclear, os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm. A multiplicidade dos
sinais esta representada por: simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t) e
multipleto (m) e as constantes de acoplamento (J) estdo expressas em Hertz (Hz).

Através da analise de RMN *H, simpleto caracteristico do préton (NH) presente no
anel indol apresentou um deslocamento quimico com variagdo entre 12.064 e 12.426 ppm.
Ainda referente ao nucleo indol, observou-se em todos os espectros sinais caracteristicos dos
grupamentos aromaticos, com deslocamento em torno de 7.985 e 7.160 ppm. O grupamento
amino presente nos derivados SE.01/4a e SE.02/5a foi comprovado pela presenca do simpleto
de intensidade relativa para dois hidrogénios cada, com deslocamento em 5.956 e 5.940 ppm,
respectivamente. Aos demais derivados, foram verificados sinais de simpleto entre 13.564 e
12.147 ppm, referentes ao grupamento NH dos aneis da tiazolidina-2,4-diona, 2-tioxo-

tiazolidin-4-ona e 2-tioxo-imidazolidin-4-ona.



69

A diferenciacdo dos simpletos neste deslocamento quimico como pertencente ou ndo
ao NH do anel inddlico foi confirmado, em alguns derivados, através da analise do espectro
de COSY 'H-'H. Neste, observou-se a correlagdo do hidrogénio NH do indol, com o
hidrogénio do grupo -CH=, na posic¢do 2 do anel inddlico, como pode ser visto no espectro
COSY *H-'H dos derivados SE.03/4b, SE.04/5b, SE.05/4c, SE.06/5¢ e SE.07/4d.

Nos espectros de RMN *H dos derivados Lqit/TE.O1 e Lqit/TE.02, a integracdo do
sinal em torno de 4.338 e 4.330 ppm, refere-se ao grupamento CH; presente. Confirmando a
reacdo do grupo aldeido do nucleo indol com o grupamento amino da 2-tioxo-tiazolidin-4-
ona. Neste contexto, nos espectros de RMN 'H dos derivados Lqit/TE.04 e Lqit/TE.05, a
auséncia do sinal referente ao grupamento CH, juntamente com a presenc¢a de mais um sinal
referente ao novo grupo CH, confirma a reacdo de condensacdo dos intermediarios com o
nacleo indol. Essa caracteristica pode ser conferida, também, através do espectros de
RMN™C. Por meio da presenca do pico caracteristico do carbono em CH, dos intermediarios
Lqit/TE.OL e Lqit/TE.O2 em torno de 34.218 ppm e da auséncia desse pico nos espectros de
RMN *3C dos derivados Lqit/TE.04 e Lqit/TE.05.

Assim como nos derivados Lqit/TESs, nos espectros de ressonancia magnética nuclear
dos derivados Lqit/SEs, a auséncia de grupos CH,, evidencia a condensacdo na posi¢do 5 dos
anéis inseridos ao ndcleo indol. A ligacdo dupla exociclica presente na posi¢ao 5 dos anéis da
tiazolidina-2,4-diona, 2-tioxo-tiazolidin-4-ona e 2-tioxo-imidazolidin-4-ona foi confirmada
também através dos sinais no espectro de RMN *H.

Nos espectros de RMN *C verificou-se sinais entre 163 e 170 ppm caracteristicos do
carbono nos grupamentos C=0, e sinais entre 176 e 197 ppm referentes a carbonos dos
grupamentos C=S. Os sinais com deslocamento variando entre 110 e 136 ppm, foram
atribuidas as absorc6es dos atomos de carbono do anel aromaético.

A fim de evidenciar os grupos funcionais presentes nos compostos obtidos empregou-
se a espectroscopia de absorcdo na regido de infravermelho. Foram observadas bandas nos
estiramentos entre: 3227.0 e 3260.1 cm™, referentes aos grupos funcionais NH; 1680.3 e
1723.4 cm™, relacionados ao grupo C=0; 1567.1 e 1591.7, do grupamento C=S e 1155.3 e

1581.8 cm™ caracteristico da aromaticidade C=C.
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3-Amino-5-(1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona (SE.01/4a)

SE.01/4a

RMN 'H (DMSO-d6): & 12.382 (s, 1H, NH - hidrogénio e), 8.230 (s, 1H, CH - hidrogénio h),
7.985 — 7.920 (m, 2H, hidrogénios a-a'), 7.508 (s, 1H, CH - hidrogénio f), 7.293 — 7.210 (m,
2H, hidrogénios b-b"), 5.956 (s, 2H, NH; - hidrogénio m-m").

RMN 3C ¢ DEPT: & 185.784 (C=S), 163.400 (C=0), 136.361 (carbono 4°), 130.754 (carbono
a'), 126.726 (carbono h), 126.695 (carbono 4°), 123.388 (carbono b'), 121.560 (carbono b),
118.563 (carbono a), 112.560 (carbono f), 112.282 (carbono 4°), 111.042 (carbono 4°).

HSQC C-'H: 8.230 (hidrogénio h) - 126.726 (carbono h), 7.508 (hidrogénio f) - 112.560
(carbono f).

IV (cm™): 3260.1 (NH,), 1688.63 (C=0), 1578.23 (C=S), 1415.4 — 1327.07 (aromaticos),
1230.85 (C-N), 939.95 (C-S).

MS [M+1]: calculado = 275.014; encontrado = 276.032.
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3-Amino-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-thiazolidin-4-ona (SE.02/5a)

SE.02/5a

RMN 'H (DMSO-d6): & 12.426 (s, 1H, NH - hidrogénio e), 8.269 (s, 1H, CH - hidrogénio f),
8.162 (s, 1H, CH - hidrogénio h), 7.931 (s, 1H, CH - hidrogénio a), 7.487 — 7.465 (d, 1H, CH,
J = 8,8 Hz - hidrogénio b'), 7.397 - 7.375 (d, 1H, CH, J = 8,8 Hz - hidrogénio a’), 5.940 (s,
2H, NH; - hidrogénios m-m").

RMN 3C ¢ DEPT: 5 185.768 (C=S), 163.206 (C=0), 135.022 (carbono 4°), 131.389 (carbono
a), 128.562 (carbono 4°), 126.277 (carbono h), 125.882 (carbono a'), 121.313 (carbono f),
114.179 (carbono b'), 114.404 (carbono 4°), 113.196 (carbono 4°), 110.632 (carbono 4°).
HSQC *C-'H: 8.269 (hidrogénio f) - 121.313 (carbono f), 8.162 (hidrogénio h) - 126.277
(carbono h), 7.931 (hidrogénio a) - 131.389 (carbono a), 7.487-7.465 (hidrogénio b') -
114.179 (carbono b'), 7.397-7.375 (hidrogénio a') - 125.882 (carbono a").

IV (cm™): 3260.1 (NH,), 1697.35 (C=0), 1591.7 (C=S), 1416.1 - 1242.2 (aromaticos),
1226.61 (C-N), 927.48 (C-S)

MS ([M+1]: calculado = 352.937; encontrado = 353.927
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5-(1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidian-4-ona (SE.03/4b)

SE.03/4b

RMN 'H (DMSO-d6): & 13.527 (s, 1H, NH - hidrogénio m), 12.281 (s, 1H, NH -hidrogénio
e), 7.920 — 7.889 (t, 2H, CH, J = 7,6 Hz - hidrogénios a - a'), 7.796 (s, 1H, CH, - hidrogénio
f), 7.513 (s, 1H, CH, - hidrogénio h), 7.270-7.234 (t, 1H, CH, J = 7,6 Hz, - hidrogénio b"),
7.216 - 7.180 (t, 1H, CH, J = 7,6 Hz, - hidrogénios b).

RMN *3C e DEPT: & 194.590 (carbono 1), 169.100 (carbono j), 136.377 (carbono 4°), 129.972
(carbono f), 126.757 (carbono 4°), 124.736 (carbono a'-a), 123.249 (carbono b'-b), 121.359
(carbono b-b"), 118.424 (carbono a-a'), 117.889 (carbono 4°), 112.506 (carbono h), 110.911
(carbono 4°).

COSY 'H-'H: 12.281 (hidrogénio e) — 7.796 (hidrogénio f).

HSQC *3C-'H: 7.796 (hidrogénio f) - 129.972 (carbono f); 7.270-7.234 (hidrogénio b') -
123.249 (carbono b'); 7.216-7.180 (hidrogénio b) - 121.359 (carbono b); 7.513 (hidrogénio h)
—112.506 (carbono h).

IV (cm™): 3258.7 (NH), 1680.3 (C=0), 1567.13 (C=S), 1581.8 — 1460.8 (aromatico), 1147.4
(C-N), 688.63 (C-S).

MS[M+1]: calculado = 260.018; encontrado = 261.010.



5-(5-Bromo-1H-3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona (SE.04/5b)
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Figura 19. Espectro de RMN *H do derivado SE.04/5b
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Figura 22. Espectro de COSY *H-'H do derivado SE.04/5b
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Infravermelho (1V)
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Figura 24. Espectro de infravermelho do derivado SE.04/5b

RMN 'H (DMSO-d6): & 13.564 (s, 1H, NH - hidrogénio m); 12.410 (s, 1H, NH -hidrogénio
e); 8.213 (s, 1H, CH - hidrogénio a); 7.950 (s, 1H, CH - hidrogénio h); 7.846 (s, 1H, CH, -
hidrogénio f); 7.473 — 7.451 (d, 1H, CH, J = 8.8Hz - hidrogénio b'); 7.382 — 7.360 (d, 1H, CH,
J = 8.8Hz - hidrogénio a’).

RMN *3C ¢ DEPT: § 194.644 (carbono 1), 169.038 (carbono j), 135.076 (carbono 4°), 130.847
(carbono f), 128.601 (carbono 4°), 125.813 (carbono a'), 124.403 (carbono h), 121.266
(carbono a), 118.788 (carbono 4°), 114.427 (carbono b'), 114.055 (carbono 4°), 110.547
(carbono 4°).

COSY *H-'H: 12.410 (hidrogénio e) — 7.846-7.839 (hidrogénio f); 7.473-7.451 (hidrogénio b')
— 7.382-7.360 (hidrogénio a').

HSQC C-'H: 8.213 (hidrogénio a) - 121.266 (carbono a); 7.950 (hidrogénio h) - 124.403
(carbono h); 7.846 (hidrogénio f) - 130.847 (carbono f); 7.473-7.451 (hidrogénio b) - 114.427
(carbono b'); 7.382-7.360 (hidrogénio a') - 125.813 (carbono a').

IV (cm™): 3258.7 (NH), 1680.3 (C=0), 1581.8 (C=S), 1512.55 — 1460.8 (aromatico), 1147.4
(C-N), 688.63 (C-S).

MS [M+1]: calculado = 337.92; encontrado = 338.913



5-(1H-Indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona (SE.05/4c)
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Figura 26. Espectro de RMN **C do derivado SE.05/4c
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Figura 27. Espectro de DEPT do derivado SE.05/4c
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Figura 28. Espectro de COSY *H-'H do derivado SE.05/4c
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Infravermelho (IV)
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Figura 30. Espectro de infravermelho do derivado SE.05/4c

RMN 'H (DMS0-d6): § 12.289 (s, 1H, NH - hidrogénio m); 12.121 (s, 1H, NH - hidrogénio
e) 8.061 (s, 1H, CH - hidrogénio h); 7.878 — 7.858 (d, 1H, CH, J = 8 Hz - hidrogénio a");
7.729 (s, 1H, CH - hidrogénio f); 7.516 — 7.497 (d, 1H, CH, J = 7.6 Hz - hidrogénio a); 7.265
- 7.227 (t, 1H, CH, J = 8 Hz - hidrogénio b'); 7.203 — 7.166 (t, 1H, CH, J = 7.6 Hz -
hidrogénios b).

RMN 3C: 8 167.691 e 167.296 (C=0), 136.207 (carbono 4°), 128.593 (carbono f), 126.788
(carbono 4°), 124.480 (carbono h), 123.040 (carbono b"), 121.018 (carbono b), 118.315
(carbono a'), 116.193 (carbono 4°), 112.390 (carbono a), 110.438 (carbono 4°).

COSY 'H-'H: 12.121 (hidrogénio e) — 7.729 (hidrogénio ).

HSQC *¥C-'H: 8.061 (hidrogénio h) - 124.489 (carbono h); 7.878-7.858 (hidrogénio a) -
118.315 (carbono a'); 7.729 (hidrogénio f) - 128.593 (carbono f); 7.516-7.497 (hidrogénio a) -

112.390 (carbono a); 7.265-7.227 (hidrogénio b") - 123.040 (carbono b");
(hidrogénio b) - 121.018 (carbonos b).

7.203-7.166

IV (cm™): 3227.04 (NH), 1723.06 (C=0), 1694.23 (C=0), 1577.22 — 1358.57 (aromaticos),
1142.98 (C-N).

MS [M+1]: calculado = 244.08; encontrado = 245.050
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5-(5-Bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona (SE.06/5c).

m

s N/H
P

SE.06/5¢

RMN *H (DMSO-d6): & 12.308 (s, 1H, NH - hidrogénio m); 12.244 (s, 1H, NH - hidrogénio
e); 8.135 (s, 1H, CH - hidrogénio a); 8.049 (s, 1H, CH - hidrogénio h); 7.755 (s, 1H, CH -
hidrogénio f); 7.465 — 7.443 (d, 1H, CH, J = 8.8 Hz - hidrogénio a'); 7.359 — 7.337 (d, 1H,
CH, J = 8.8 Hz - hidrogénio b").

RMN *3C e DEPT: & 167.559 e 167.149 (C=0), 134.898 (C4°), 129.600 (carbono f), 128.593
(C4°), 125.596 (carbono b'), 124.147 (carbono h), 121.080 (carbono a), 117.037 (C49),
114.311 (carbono a'), 113.707 e 110.128 (C4°).

COSY 'H-'H: 12.244 (hidrogeénio e) - 7.755 (hidrogénio f).

HSQC C-'H: 7.755 (hidrogénio f) - 129.600 (carbono f); 7.359 (hidrogénio b") - 125.596
(carbono b"); 8.049 (hidrogénio h) - 124.147 (carbono h); 9.135 (hidrogénio a) - 121.080
(carbono a); 7.465 (hidrogénio a') - 114.311 (carbono a').

IV (cm™): 3227.04 (NH), 1721.83 (C=0), 1689.91 (C=0), 1572.38 — 1456.11 (aromaticos),
1145.94 (C-N), 611.23 (C-S).

MS [M+1]: calculado = 321.94; encontrado = 322.980
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5-(1H-Indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (SE.07/4d)

m

2 N/H
b
\

SE.07/4d

RMN 'H (DMSO-d6): & 12.147 (s, 1H, NH - hidrogénio m); 12.017 (s, 1H, NH -hidrogénio
e); 11.803 (s, 1H, NH - hidrogénio n); 8.473 (s, 1H, CH - hidrogénio f); 7.812-7.793 (d, 1H,
CH, J =7.6 Hz - hidrogénio a'); 7.468 - 7.449 (d, 1H, CH, J = 7.6 Hz, - hidrogénio a); 7.210 —
7.155 (m, 2H, CH - hidrogénios b-b'); 6.846 (s, 1H, CH- hidrogénio h).

RMN C e DEPT: § 176.753 (C=S), 165.445 (C=0), 135.904 (C4°), 128.872 (carbono f),
127.114 (C4°), 123.257 (C4°), 122.606 (carbono b"), 120.662 (carbono b), 118.029 (carbono
a’), 112.080 (carbono a), 108.277 (C4°), 105.450 (carbono h).

COSY 'H-'H: 12.017 (hidrogénio e) - 8.473 (hidrogénio f).

HSQC **C-'H: 128.872 (carbono f) - 8.473 (hidrogénio f); 122.606-120.662 (carbono b'-b) -
7.210-7.155 (hidrogénios b'-b); 118.029 (carbono a’) - 7.812 (hidrogénio a'); 112.080
(carbono a) - 7.468 (hidrogénio a); 105.450 (carbono h) - 6.846 (hidrogénio h).

IV (cm™): 3248.45 (NH), 1722.54 (C=0), 1525.89 (C=S), 1394.87 - 1239.66 (aromaticos),
1145.37 (C-N).

MS [M+1]: calculado = 243.05; encontrado = 244.049
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3-(((1LH-indol-3-il)metileno)amino)2-tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.01)

[0}

- A
\ -

RMN 'H (DMSO-d6): § 12.055 (s, 1H, NH), 8.655 (s, 1H, CH), 8.182 - 8.119 (m, 2H, CH -
aromatico), 7.519 (s, 1H, CH), 7.275 - 7.201 (m, 2H, CH - aromaético), 4.338 (s, 2H, CH,).
RMN *C ¢ DEPT: & 196.723 (carbono C=S), 170.018 (carbono C=0), 165.698 (carbono
CH), 137.035 (carbono 4°), 135.494 (carbono CH), 123.969 (carbono 4°), 122.064 / 121.318 /
121.318 (carbono CH), 112.070 (carbono CH), 109.971 (carbono 4°), 34.218 (carbono CHy).
IR (cm-1): 3387.20 (NH), 1743.30 (C=0), 1574.23 (C=S), 1317.59 — 1235.60 (aromaticos),
1212.32, 747.53.

MS [M+1]: calculado = 275.349; encontrado = 276.016

3-(((5-Bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)2-tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.02)

. JS
©i§ /-
N\H

TE.02

RMN *'H (DMSO-d6): & 12.221 (s, 1H, NH), 8.687 (s, 1H, CH), 8.336 (s, 1H, CH -
aromético), 8.185 (s, 1H, CH), 7.517 - 7496 (d, 1H, CH, J = 8,4 Hz) 7.416 - 7.395 (d, 1H, CH,
J =8,4 Hz), 4.330 (s, 2H, CH)).

RMN C ¢ DEPT: & 197.006 (C=S), 170.153 (C=0), 165.460 (carbono CH), 136.624
(carbono 4°), 135.974 (carbono CH), 125.897 (carbono 4°), 125.828 / 124.333 / 114.404
(carbono CH), 114.163 (carbono CH), 109.664 (carbono 4°), 34.458 (carbono CHy).

IR (cm-1): 3360.1 (NH), 1721.58 (C=0), 1590.61 (C=S), 1430.8 — 1281.52 (aromaéticos),
1232.16, 897.54.

MS [M+1]: calculado = 354.245; encontrado = 353.913
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5-((1H-indol-3-il)metileno)-3-((1H-indol-3-il)metileno)amino)-2-tioxotiazolidin-4-
ona (Lqit/TE.04)

¢ \

H
TE.04

RMN *H (DMSO-d6): & 12.385 (s, 1H, NH), 12.082 (s, 1H, NH), 8.829 (s, 1H, CH), 8231 (s,
1H, CH), 8.140 (s, 1H, CH), 7.990 - 7.982 (d, 2H, CH, J = 3.2 Hz), 7.970 - 7.962 (d, 2H, CH,
J=3.2 Hz), 7.916 (s, 1H, CH), 7.553 - 7.509 (m, 2H, CH), 7.306 - 7.209 (m, 2H, CH).

RMN *C e DEPT: & 185.765 (carbono C=S), 165.992 (carbono C=0), 163.389, 137.278,
136.375, 135.639, 130.743, 126.743, 124.246, 123.380, 122.250, 121.544, 118.553, 113.293,
112.557, 111.168, 110.272 (carbono 4°), 135.494 (carbono CH), 123.969 (carbono 4°),
122.064 /121.318 / 121.318 (carbono CH), 112.070 (carbono CH), 109.971 (carbono 4°).

MS [M+1]: calculado = 402.492; encontrado = 403.018

5-((1H-indol-3-il)metileno)-3-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-2-
tioxotiazolidin-4-ona (Lqit/TE.05)

\ m
N\ \H

H
TE.05

RMN *H (DMSO0-d6): & 12.391 (s, 2H, NH), 8.273 (s, 1H, CH), 8.164 (s, 1H, CH), 8.131 (s,
1H, CH), 7.991 - 7.972 (d, 1H, CH, J = 7.6 Hz), 7.944 - 7.925 (d, 1H, CH, J = 7.6 Hz), 7.528 -
7.508 (d, 1H, CH, J =8 Hz), 7.481 - 7.461 (d, 1H, CH, J =8 Hz), 7.388 (s, 1H, CH), 7.293 -
7.256 (m, 2H, CH) 7.247 - 7.211 (m, 2H, CH), 5.959 (s, 1H, CH).

RMN C e DEPT: § 185.780 (carbono C=S), 163.397 (carbono C=0), 136.398, 135.252,
131.722, 130.804, 126.705, 126.401, 125.908, 123.396, 121.566, 118.568, 114.561, 114.242,
112.587, 112.238, 111.046.
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4.6.4 Caracteristicas Fisico-Quimicas dos derivados Indélicos
Caracteristicas fisico-quimicas de cada derivado indol sdo apresentadas na Tabela 1
Os compostos demonstraram ponto de fusdo na faixa de pureza e rendimentos varidveis entre

48 a 63%.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados indolicos.

Compostos Formula Massa Aspecto Rdt Ponto de Rf
Molecular Molecular (%) Fusao (n-hexano/
(g/mol) (°C) EtOAc 1:1)
SE.01 C12HgN30S, 275.01 Sélido laranja 63 262-264 0.65
SE.02 C12HgBrN3;OS; 352.93 Sélido laranja 48 235-236 0.45
SE.03 C12HsN,0S; 260.01 Sélido laranja 61.4 264-266 0.70
SE.04 C12H7BrN,0S; 337.92 Sélido laranja 63.4 260-262 0.59
SE.05 C12HsN20,S 244.03 Sélido amarelo 53.6 280-282 0.66
SE.06 C12H7BrN,0,S 321.94 Sélido amarelo 62 234-236 0.54
SE.07 C12HgN30S 243.05 Sélido amarelo 54.8 256-258 0.48
TE.O1 C12HgN30S; 275.01 Sélido amarelo 88.9 264-265 0.54
TE.O2 C12HsBrN3;OS; 352.93 Sélido amarelo 64.4 243-245 0.47
TE.O4 C21H14N4OS; 402.06 Sélido laranja 63 285-287 0.66

TE.05 C21H13BrN4OS; 479.97 Sélido laranja 46 262-264 0.53
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4.7 RESULTADOS E DISCUSSAO - ANTIPROLIFERATIVO

4.7.1 Antiproliferativo dos Derivados Lqit/SEs

A exposicao as células neoplasicas permite realizar uma triagem dos compostos que
possam ter acdo farmacologica antiproliferativa nas linhagens testadas, possibilitando a
pesquisa de novas alternativas de farmacos eficazes para o tratamento de neoplasias malignas.
De modo a analisar as propriedades antitumorais dos novos derivados inddlicos sintetizados,
foi realizada um ensaio de citotoxicidade in vitro através do método de MTT, frente &s células
de cancer de mama (T47D e MCF7), leucemia promielocitica aguda (HL60) e leucemia
mieloide cronica (K562).

Os resultados da atividade antiproliferativa dos derivados inddlicos esta representada
na tabela 2, através dos valores de concentracdo necessarios para inibicdo de 50% do

crescimento celular (1Csp) nas linhagens testadas.

Tabela 2. Atividade antiproliferativa in vitro em 1Cso (LM) dos derivados ind6licos Lqit/SEs.

Compostos Linhagens de Células

HL60 K562 T47D MCF7
SE.01 3.61 22.47 >50 >50
SE.02 6.74 >50 >50 >50
SE.03 > 50 > 50 >50 >50
SE.04 >50 >50 11.72 3.65
SE.05 12.78 >50 1.93 > 50
SE.06 > 50 > 50 >50 > 50
SE.07 >50 >50 >50 12.43
DOX? 0.01 6.25 4.61 2.71

a: Doxorrubicina utilizada como controle positivo.

Os derivados Lqit/SE's mostraram divergentes comportamento nas linhagens testadas.
O derivado Lqit/SE.01 apresentou atividade frente as células de leucemia, HL60 e K562;
enquanto o derivado Lqit/SE.04 apresentou apenas atividade contra as células de cancer de
mama, T47D e MCF7. Ambos derivados apresentaram um ICs inferior a 4 uM: 3,61 uM na
linhagem de HL60 para o composto Lqit/SE.OL1 e 3,65 puM na linhagem de MCF7 para o
composto Lqit/SE.04. De modo similar, o derivado Lqit/SE.05 apresentou, frente a linhagem
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de T47D, um valor de 1Csq baixo, 1.93 uM. O Instituto Nacional do Céancer (NCI) dos Estados
Unidos em seu programa de triagem de drogas anticAncer considera potente atividade
antineoplasica valores 1Csy menor ou igual a 4,0 uM (INCA, 2015). O que estabelece, deste
modo, que os derivados indolicos Lqit/SE.01, SE.04 e SE.05 sdo compostos ativos nas
linhagens testadas.

Os derivados Lqit/SE.02 e SE.O7 apresentaram atividade citotoxica seletiva em apenas
uma das linhagens testadas, HL60 e MCF7, respectivamente. Entretanto, outros derivados
indolicos da série Lqit/SEs analisados ndo mostraram poténcia antiproliferativa nas linhagens
testadas. Os compostos Lqit/SE.03 e o SE.06 ndo foram capazes de inibir a proliferacéo
celular em nenhuma das linhagens de leucemia e de mama testadas, mostrando-se inativos
frente & essas linhagens.

Uma analise da estrutura quimica dos derivados Lgit/SEs com os resultados
antiproliferativos, permite-nos induzir a influéncia do grupamento amino na atividade
citotoxica em linhagens de leucemia. Visto que, dentre os compostos inddlicos analisados, o
Lqit/SE.01 e SE.02 (derivados 3-amino-2-tioxo-thiazolidin-4-ona) foram os (nicos que
apresentaram eficacia nas linhagens de HL60 e K562.

Ji e colaboradores (2014) sintetizaram e testaram uma nova classe de derivados indol-
2-carboxilato quanto a atividade antiproliferativa em células de cancer in vitro e os resultados
indicaram que o grupo amino na posi¢do 6 do anel indol € indispensavel para as atividades
antiproliferativas. Estudos realizados com derivados da série 5-((1-benzyl-1H-indol-3-
yl)methylene)-1,3-dimethyl-pyrimidine-2,4,6-(1H,3H,5H)-trione frente a linhagens celulares
diversas constataram que, na presenca do grupo metoxi, os valores de ICsy nas linhagens de
mama (MCF7) e leucemia (K562) reduziram quando comparados aos valores de 1Csy dos
derivados contendo o grupo metil (MADADI et al., 2014). Tais resultados, aliados ao estudo
do grupamento amino, permite indicar a importancia de grupos aceptores e/ou doadores de
ligacGes de hidrogénio, para compostos promissores com atividade antitumoral, em especial
nas linhagens de leucemia e mama.

A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, € uma potente droga antitumoral,
utilizada no tratamento de cancer de mama, linfoma e leucemias. Valores de ICsy da
doxorrubicina frente as linhagens testadas sdo mostrados na tabela 2. Uma comparacdo do
controle positivo com os derivados indolicos permite evidenciar, na linhagem T47D, a
atividade do composto Lqit/SE.05, o qual apresentou um ICso de 1.93 uM, cerca de 30 vezes

menor do que o valor expresso pela doxorrubicina. Esse resultado preliminar indica que o
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composto Lqit/SE.05 pode vir a ser um bom candidato a agente antiproliferativo na linhagem
de mama testada.

Derivados indolicos tem sido analisado, frequentemente, e seus efeitos contra o cancer
de mama evidenciados (NGUYEN et al., 2010; ABREU et al., 2012; KAMATH et al., 2015).
Gurkan-Alp e colaboradores (2012) realizaram um estudo da atividade anticancer de novos
derivados inddlicos retinoides e evidenciaram o efeito anti-proliferativo do 3-(1H-Indo-3-il)-
1-(5,5,8,8-tetrametil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-il)prop-2-en-1-ona, que inibiu o crescimento
das células nas linhagens T47D e MCF7 a concentracBes muito baixas, 1.16 e 1.71 uM,

respectivamente.

4.7.2 Antiproliferativo dos Derivados Lqit/TEs

A analise da atividade antiproliferativa dos derivados indolicos Lqit/TEs foi realizada
utilizando o ensaio de Sulforrodamina B (SRB), a partir da avaliacdo com oito linhagens de
células tumorais diferentes: glioma (U251), da mama (MCF7), ovario resistente (NCI-ADR ),
rim (786-0), do pulmdo (NCI-460), do célon (HT-29), de leucemia (K-562) e uma linha
celular de queratindcitos humanos normais (HaCat). Os compostos foram usados em
concentracdes compreendidas entre 0,25 e 250 pg/mL e a doxorrubicina (DOX) foi utilizada
como controle positivo.

A tabela 3 informa os valores de Glso em uM (concentragdo molar do compostos que
inibe 50% do crescimento celular) frente as linhagens tumorais e a uma linhagem néo
tumoral. O derivado Lqit/TE.04 destaca-se dentre os compostos indélicos analisados, com as
menores concentracfes que inibe o crescimento celular em 50%, demonstrando valores Glsg
entre 4.53 - 6.18, dentre todas as linhagens testadas. A maior poténcia foi nas linhagens de

mama (MCF-7) e de leucemia (K-562), com valor de Glso de 4.53 e 5.26, respectivamente.
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Tabela 3. Atividade antiproliferativa in vitro em Glso (UM) dos derivados indolicos Lqit/TEs.

Compostos Linhagens de Células
U251 MCF7 NCI/ADR- 786-0 H460 HT-29 K-562 HaCaT
TE.O1 94.37 95.12 9F:3E081 >100 >100 >100 >100 >100
TE.O2 29.63 18.82 55.90 63.56  73.20 69.56 38.86 33.33
TE.0O4 5.53 4.53 6.18 5.90 5.43 5.75 5.26 5.32
TE.05 51.82 31.30 >100 4954 91.74 61.30 52.14 54.76
DOX?* 0.04 0.03 1.00 0.04 0.05 0.33 0.22 0.06
TGIPTE.04 10.83 39.73 30.31 12.62 4415 42.69 53.26 14.71

a: DOX - Doxorrubicina utilizada como controle positivo.
b: TGI - Valor de concentragdo que inibe totalmente o crescimento celular.

Uma analise estrutural nos derivados Lqit/TE.01 e Lqit/TE.O2 possibilita verificar que:
a substituicdo na posicao 5 do anel indol por um atomo de bromo promove maior efetividade
do derivado contra as células tumorais. Na relacdo entre os derivados Lqit/TE.04 e
Lqit/TE.05, o &tomo de bromo ligado ao anel indol causa desativacdo do anel aromatico e,
consequentemente, maior deslocalizacdo do par de elétrons do nitrogénio por ressonancia.
Assim, a disponibilidade do par de elétron do nitrogénio do anel indol pode exercer fungédo
essencial na atividade antitumoral. Tal interpretacdo € evidenciada a partir dos altos valores
de Glsp do derivado Lqit/TE.O5, quando comparados aos valores do Lqit/TE.04 (tabela 3),
demonstrando a ndo atividade do composto Lqit/TE.05 sobre as linhagens tumorais.

Estudos de SAR (relacdo estrutura atividade) é imprescindivel para a confirmacdo da
relacdo do atomo de bromo na atividade antitumoral. Ma e colaboradores (2015) realizaram
estudos com N-benzil-indol submetidos ao ensaio de SAR e verificaram que a presenca de
substituintes desativadores do anel, os quais reduzem a densidade eletrdnica, foi desfavoravel
para a atividade antitumoral.

A relevancia do derivado Lqit/TE.0O4 nos resultados da atividade antiproliferativa,
conduziu ao calculo da concentracdo molar do composto que conduz a uma inibicao total do
crescimento celular (TGI). Tais valores sdo essenciais em estudos de morte celular,
posteriores.

Os resultados do estudo antiproliferativo na linhagem celular de queratindcitos
humanos normais (HaCaT) mostram que, apesar do derivado Lqit/TE.04 apresentar eficacia

nas linhagens tumorais testadas, o0 mesmo € toxico para a célula normal. Ja que, o valor de
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Glsp para as células HaCaT também é um valor baixo. Esta linhagem HaCat foi inserida no
painel com o objetivo de simular células normais humanas que tém um perfil de mitose
acelerado caracteristico das células tumorais.

O resultado, entretanto, ndo € indicativo de que o derivado Lqit/TE.04 € toxico em
animais. Oliveira e colaboradores (2015) demonstraram em seus estudos com derivados
tiofénicos que o composto mais eficaz na atividade antitumoral, apresentou também
citotoxidade em célula normais, porém mostrou-se atoxico em animais. Assim, estudo in vivo
torna-se necessario para melhor avaliacdo da eficacia antitumoral e totoxidade do derivado
Lqit/TE.O4.

4.8 RESULTADO E DISCUSSAO - ESTUDO DA LIGACAO COM O DNA

4.8.1 Espectroscopia de absorcéo eletronica

Espectroscopia de absorcdo eletronica tem sido amplamente utilizada em estudos de
ligacdo com o DNA, uma vez que alteracdes no espectro de compostos na presenca de
quantidades crescentes de DNA pode fornecer informacdes relativas a intensidade de ligacao
e ao modo de interacdo de pequenas moléculas na cadeia dupla do DNA (WANG et al., 2011
e NAFISI et al., 2007).

Na analise, os derivados indolicos Lqit/SEs mostraram absorc¢des intensas na regido
em torno de 360 a 520 nm. Enquanto que, os derivados Lqit/TEs apresentaram absorcdes
intensas em regides mais baixas, em torno de 220 a 500 nm. Os comprimentos de onda de
absorcdo méaxima dos derivados livres e ligados ao DNA e demais dados espectroscépicos
podem ser vistos na Tabela 4.

A ligacdo de moléculas pequenas ao DNA, envolve o empilhamento entre os pares de
bases do DNA e um cromoéforo aromatico, o que resulta em efeito hipocrémico ou
hipercromico e mudancas da banda de absor¢éo para a regido do vermelho ou do azul (LI et
al., 2012). Os derivados testados exibiram mudancas em suas propriedades espectroscopicas
apos a interacdo com ctDNA, com efeitos hipocrémico ou hipercrémico, alem de alteracGes
na forma com desvio para a regido do vermelho ou do azul, denominadas respectivamente de

efeito bathocrémico e hipsocrémico.



Tabela 4. Dados da espectroscopia de absorcdo UV-vis e de emissdo de fluorescéncia dos derivados indolicos na auséncia e na presenca de
CtDNA.

Compostos  Amax Amax AL Coeficiente de Hipocr.  Hipercr. K, M™ LogP Ksv? M™

livre ligado (nm)  Extin¢do Molar (%)* (%)°

(nm) (nm) ()
SE.01 500 507 7 8.450 - 6% 5.69 x 10 2.11+- 079  1.81x10°
SE.02 414 411 3 7.538 - 23% 1.84 x 10°* 2.97+-0.84  2.96x10°
SE.03 436 440 4 4.000 - 75% 4,51 x 10* 1.67+-0.75  1.78 x 10°
SE.04 466 462 4 10.412 - 8% 1.56 x 10 253+-0.75  6.31x10°
SE.05 378 378 0 14.775 24% - 7.26 x 10°* 1.36+-0.75  1.59x 10°
SE.06 457 457 0 22.200 6% - 5.24 x 10°* 2.22+-0.75 3.86 x 10°
SE.07 425 423 2 18.860 11% - 6.27 x 10°* 2.19 +-0.75 1.36 x 10°
TE.O1 300 300 0 54.900 18,61% - 14.6 x 10° 1.84 +-1.08 1.89 x 10*
TE.02 300 300 0 30.000 20,91% - 4.43x 10° 2.70 +-1.11 2.36 x 10°
TE.04 456 458 2 15.333 - 11,3% 3.06 x 10° 4.64 +-1.08 1.47 x 10°
TE.05 328 328 0 14.366 55% - 7.94 x 10° 5.50 +- 1.12 1.54 x 10°

& Hipocromismo resultante da formagao de complexo entre os derivados inddlicos e 80 uM de ctDNA em comparagdo com os ligantes livres.
® Hipercromismo resultante da formacdo de complexo entre os derivados indolicos e 80 uM de ctDNA em comparagdo com os ligantes livres.
°  Constante de supressio de Stern-Volmer, KSV, obtida a partir dos dados de fluorescéncia com  ctDNA.
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Derivados Lqit/SEO1, SE.02, SE.03 e SE.04 (Figura 31) apresentaram efeito
hipercromico com desvio para o vermelho e o azul, onde a maior alteragdo na
intensidade de absorcdo foi oriunda do derivado SE.03 que apresentou um
hipercromismo de 75%. Ambos efeitos, hipercromico e hipocrémico séo caracteristicos
das alteragBGes na conformacéo da estrutura da dupla hélice do DNA ap6s ligacdo dos
compostos (LAFAYETTE et al., 2013). Especificamente, o hipercromismo origina-se a
partir da quebra na estrutura secundaria do DNA com contracdo no eixo da hélice;
enquanto o hipocromismo resulta da estabilizacdo da cadeia dupla do DNA quer por
intercalacdo, efeito eletrostatico ou por ligagdo nos sulcos (STREKOWSKI E WILSON,
2007).
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Figura 31. Espectro de absorcéo do derivado SE.01, SE.02, SE.03 e SE.04 (80 uM) em
guantidades crescentes de ctDNA. [DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 uM. A seta
(1), (=) e («) referem-se ao efeito hipercrdmico, bathocrdomico e hipsocrémico,
respectivamente. Insergdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em funcdo da
concentracdo de DNA, conforme determinado a partir dos dados espectrais.

Espectros de absor¢édo dos derivados Lqit/SE.05, SE.06 e SE.07 mostraram que a
medida que a concentracdo de ctDNA aumenta, ocorre efeito hipocromico. No entanto,
Lqit/SE.05 e SE.06 (Figura 32) ndo demonstraram quaisquer alteracdes nas regides de

absorcdo, permanecendo 0s picos maximos de absorcdo em 378 e 457 nm,
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respectivamente. O efeito hipocromico observado para o derivado Lqit/SE.07 (Figura
32) foi concomitante com uma pequena mudanca para a regido do azul (2 nm). Estudos
anteriores de interacdo ao DNA com derivados de acridina apresentado anel tiazolidina-
2,4-diona como cadeia lateral mostrou efeito hipocrémico semelhante aos compostos
Lqit/SE.05 e SE.06 (LAFAYETTE et al., 2013). De um modo geral, extenso
hipocromismo acoplado a um desvio forte para a regido do vermelho sdo considerados
como uma indicacdo da intercalacdo de pequenas moléculas ao DNA devido ao forte
empilhamento dos pares de cromoforos (CHEN et al., 2011). Assim, pode-se sugerir
que o0 modo de ligacdo mais provavel entre os derivados Lqit/SE.05, SE.06 e SE.07 e 0
ctDNA ¢ a ligacdo nos sulcos (ZHANG, HU e FU, 2012).
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Figura 32. Espectro de absorcdo do derivado SE.05/4c, SE.06/5¢ e SE.07/4d (80 puM)
em quantidades crescentes de ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 uM. A
seta (|) e («) referem-se ao efeito hipocrémico e hipsocrémico, respectivamente.
Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo de DNA,
conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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A forca de ligacdo dos derivados com o ctDNA foi ainda estudado através da
constante de ligagdo intrinseca (Kb), obtida através das alteracbes nas absorbancias com
0 aumento das concentracdes de ctDNA (MCGHEE e VON HIPEEL, 1974). O grafico
da [DNA]/(Ea - Ef) versus [DNA] (na insercédo das figuras) foi utilizado para obtencgéo
do Kb a partir da raz&o entre a inclinacéo e o intercepto.

Os valores das constantes de ligacdo (Kb) dos derivados inddlicos foram da
ordem de 10* mols, indicando afinidade de ligacdo em sulcos, o que é relevante para o
pequeno tamanho das moléculas de indol (YIN et al., 2007). O valor da constante destes
derivados pode ser explicada pela presenca da dupla exociclica, entre o nacleo indélico
e as cadeias laterais dos aneis, o que interfere na flexibilidade fornecida pelo ligante,
prejudicando a orientacdo da molécula no interior do sulco menor do DNA (PANDYA
etal., 2010).

Os derivados Lqit/TE.01, TE.O2 e TE.O5 mostram em seus espectros de absor¢édo
0 efeito hipocrdmico, a medida que a concentracdo de ctDNA. Enquanto que, 0
derivados Lqit/TE.04 evidencia efeito hipercrdmico, ou seja, aumento da absorbancia
com o aumento crescente da concentracdo de ctDNA. De modo semelhantes ao
evidenciado com os espectros de absorcdo dos derivados Lqit/SE.05, SE.06, SE.07, o
efeito hipocrémico para os derivados Lqit/TE.01, TE.02 e TE.O05, manifesta, também, a
ligacdo nos sulcos como a mais provavel das interacdes com o ctDNA. Os espectros de

absorcéo eletronica dos derivados Lqit/TEs sdo mostrados na Figura 33 e Figura 34.

Lgit/TE.O1 Lqit/TE.02

=
~
o

—

—_— 0N
20M
40 M

°

=
I3
S

[DNAJ(Ea-Ef) X M2

o
n
@

¥ = 0,00004 +0,00009
R2=0,9925

06

o=
=}
e

»=0,000018x-0,000012
R2=09998

Absorbéincia

[ a0 60 8 100 120 140

Py
o i
1@ 3
\ o
N
Y o 20
0 60 80 100 120 140 2 1 W [TE.02] yM
[TE01uM S
0,0 —
20,2
0 270

o
~
o

o
@
E3
Absorbéncia
o
~

e
Y
&

o
o
S

240 270 300 330 360 390 420
Comprimento deonda (nm)

24 300 330 360 390 420 450

Comprimento deonda (nm)

Figura 33. Espectro de absorcdo dos derivados Lqit/TE.O1 e Lqit/TE.02 (50 uM) em
guantidades crescentes de ctDNA. [DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 uM. A seta
(}) refere-se ao efeito hipocrémico.

Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em funcdo da concentragdo de DNA,
conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura 34. Espectro de absorcdo dos derivados Lqit/TE.04 e Lqit/TE.05 (50 uM) em
quantidades crescentes de ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 uM.
Insercdo: correspondente ao gréfico de [DNA]/(Ea - Ef) em fungdo da concentragdo de DNA,
conforme determinado a partir dos dados espectrais.

Kashanian e Dolatabadi (2009) verificaram em suas analises que derivados
exibindo uma dupla ligagdo como espacador pode resultar, pelo menos em parte, em
uma restricdo da liberdade conformacional. Compostos ligantes no sulco geralmente
contém um sistema de anéis ndo fundidos com liberdade rotacional, que permite que as
moléculas possam adotar a conformacgdo mais adequada para se adaptar a curvatura do
sulco helicoidal, sem perturbacdo significativa do DNA (MAHMOOD, PAUL E
LADAME, 2010).

Em geral, os produtos aromaticos planares se ligam ao DNA por intercalacéo,
essencialmente, entre os pares de bases, enquanto a por¢do dos substituintes se ligam no
sulco menor, através de ligaces de hidrogénios com as bases do DNA (HOSSAIN E
KUMAR, 2009). Segundo Li e colaboradores (2010) a maioria dos atomos de carbono e
hidrogénio de cromoforos possuem densidades eletronica relativamente alta e exibem
interacdes m-empilhamento energeticamente favoraveis para insergdo entre os pares de
bases nucleotidicas. O que torna perceptivel a participacdo da estrutura aromatica do
nacleo indol nas interagcbes com a molécula do DNA (SHIMASAKIA et al., 2009).

Os novos derivados inddlicos analisados apresentam cadeias laterais basicas
amplamente estudadas com atividade antitumoral, antimalaria e antiinflamatorio
(ASATI et al., 2014; NEVES et al., 2011). Além de, estudos recentes, indicarem estes
grupos como atraentes para aumentar a afinidade de ligagdo ao DNA (SHAH, 2013,
LAFAYETTE et al., 2013), o que pode ser util para expandir a diversidade de estruturas

e grupos substituintes.
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Pandya e colaboradores (2010) estudaram o nucleo indol na sua afinidade de
ligagdo nos sulcos de DNA com diferentes grupos inseridos: cadeias laterais contendo
forte grupo aceptor de ligacdo de hidrogénio (>C=0) e doadores de ligacbes de
hidrogénio (-NHy). Tais grupos ndo apenas facilitam e estabelecimento dos contatos
intermoleculares entre moléculas pequenas e 0 DNA, mas também podem determinar a
especificidade de sequéncia de DNA.

A influéncia da forma e tamanho de substituintes na ligacdo ao DNA também
foi avaliado por Benner e colaboradores (2014) através da introducéo de substituintes
doadores de hidrogénio, o grupamento amino. Os autores evidenciaram o aumento da
afinidade do ligante pelo DNA pela presenca de grupos com carater doador de elétrons,
por meio de forte desvio para o vermelho. Ao mesmo tempo, notaram que o resultado
foi muito diferente daquele observado com os substituintes cloro e metil, que também
afetam a propensao da ligagédo, podendo todos estes substituintes serem empregados de
forma complementar para aumentar a afinidade de ligagdo de um ligante ao DNA
(BENNER et al., 2014).

Derivados de indol com cadeia lateral amina foram sintetizados e manifestaram
boa ligacdo ao DNA e atividade antitumoral, por ligagbes de hidrogénio com esqueleto
fosfato dos acidos nucleicos (YIN et al., 2007). Desta forma, a presenca do grupamento
amino livre nos derivados inddlicos pode contribuir para maior disponibilidade nas
ligacGes de hidrogénio com os grupos fosfato do DNA. O que é assegurado pelo valor
da constante de ligagdo para o composto SE.O1 (5.69 x 10%), demonstrando o efeito do
grupo amino e da ndo substituicdo do hidrogénio por bromo na posicdo 5 de anel indol.
A presenca de grupos doadores e aceitadores de ligacdo de hidrogénio na molécula
auxilia na maior ligagdo com o ctDNA, devido as interagcOes entre os pares de bases
(LAFAYETTE et al., 2013).

Derivados contendo duas porcOes capazes de intercalacdo separadas por um
grupo espacador adequado podem produzir a chamada bis-intercalacdo (KURUVILLA
et al., 2005), evidenciando uma maior capacidade de ligacdo ao DNA. Os compostos
Lqit/TE.O4 e Lqit/TE.O5 apresentam em sua estrutua dois nucleos indol interligados por
0 anel da 2-tioxo-tiazolidin-4-ona. Entretanto, o resultado observado para estes
derivados bis-inddlicos, mostra que ambos apresentam uma menor afinidade com o
DNA, quando comparados aos derivados que possuem um nucleo indol, como por
exemplo os derivados Lqit/SEs. As analises realizadas evidenciam, desse modo, que a
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presenca de apenas um nucleo indol com grupamentos doadores e aceptores de ligagcdo
de hidrogénio torna a estrutura mais privilegiada na ligacdo ao DNA.

Em uma analise comparativa dos valores de Kb entre os derivados estudados,
verificou-se, ainda, que a presenca do atomo de bromo no indol pode estar contribuindo
para a diminuicdo do valor dessa constante (tabela 4). E visto que, compostos
halogenados apresentam ligacGes de halogénio que, em geral, ocorrem com bases de
Lewis constituidas por oxigénio em carbonila, hidroxila ou grupos fosfatos
(FOURMIGUE, 2009), estabilizando a estrutura do ligante alvo e aumentando a
afinidade a0 mesmo (AUFFINGER et al.,, 2004). Notavelmente, as consideracoes
provenientes de nossos resultados sdo divergentes destes comportamentos estudados. E
sugerido que, o maior volume representado pelo atomo de bromo pode causar
impedimento das ligaces com grupamentos fosfatos do DNA, o que conduziu a
menores valores de constante de ligacdo para estes derivados.

Ainda para explorar a influéncia do atomo de bromo nos derivados, foi
analisando o valor de log P (tabela 4) dos mesmos. Certificando-se com o que relata a
literatura (KORTAGERE et al., 2008), que a presenca de grupos halogenados sao Uteis
no aumento da lipofilia dos compostos, porém, muitas vezes, pode levar a efeitos
indesejaveis, incluindo a toxicidade e, no caso, a uma menor constante de ligacdo ao
DNA.

Compostos halogenados séo considerados importantes inibidores de proteinas
envolvidas na carcinogénese e, muitas vezes, a estabilidade conferida pela molécula
halogenada conduz a um aumento da afinidade de ligagcédo ao receptor, transportador ou
a outra proteina alvo do cancer (SCHOLFIELD et al., 2013). A presenca de dtomos de
halogénios pode também promover perturbagdes conformacionais significativas em

biomoléculas (FOURMIGUE, 2009), como por exemplo na estrutura do &cido nucleico.

4.8.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

Para um anélise mais aprofundado do modo de ligagdo, parametros de ligacdo
correspondentes foram avaliados por meio da espectroscopia de fluorescéncia. Estudos
realizados com a espectroscopia de emissdo de luz ja foi elaborado por nosso grupo de
pesquisa com derivados de acridinas (LAFAYETTE et al. 2013), mostrando ser uma
técnica eficiente na investigacdo da capacidade de derivados quimicos em interagir com

0 DNA, observando a supressao da emissdo de fluorescéncia. Devido a isto, resolvemos
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utilizar uma outra abordagem da espectroscopia de fluorescéncia para elucidar a ligacao
ao DNA.

4.8.2.1 Propriedade de ligacao dos derivados Lqit/SEs no complexo BE-DNA

Solugdes com BE-ctDNA (10 pM e 100 puM, respectivamente) e quantidades
crescentes de derivados indolicos (20-200 uM) foram preparadas para andlise da
afinidade e modo de interacdo ao DNA.

Quando os derivados sdo adicionados & solucdo de complexo BE-ctDNA, a
intensidade de emissdo do complexo diminui com o aumento da concentracdo dos
derivados. Tal efeito, indica que o deslocamento do BE pelos derivados indélicos por
causa da exclusdo do BE intercalado ao DNA, de modo que a concentracdo de BE
ligado ao DNA diminui (LI et al., 2010). O que resulta na supressao da intensidade de
fluorescéncia a medida que ocorre 0 aumento da concentracdo dos indois na solucéo.

Espectros de emissdo do sistema BE-ctDNA na presenca de quantidades

crescentes dos derivados inddlicos sdo mostrados nas figuras 35 e 36, abaixo.
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Figura 35. Espectros de emissdo do BE (10 uM) ligado ao ctDNA (100 uM) na auséncia
(.....) e na presenca dos derivados Lqit/SE.01, SE.02, SE.03 e SE.04 (—). A linha
tracejada (---) é o espectro de emissdo do BE livre. A seta (]) mostra a diminuig¢do da
intensidade sobre o aumento da concentracdo dos complexos (20 a 200 pM) a
temperatura ambiente. Insercdo: Grafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de
supresséo relativa (FO/F) versus concentragéo do derivado (Q).



99

SE.05/4c

SE.06/5¢

240 - 138
210
20 pm
180
150

120 | 200p

' 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
[SE.06/5¢] uM

20 40 &0 B0 100 120 140 160 180 200
[SE.05/4c] uM

90
60
30

Intensidade de Fluorescéncia
B
o
o

Intensidade de Fluorescéncia

e T T —

555 570 585 600 615 630 645 660 675 690 555 570 585 600 615 630 645 660 675 690
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

SE.07/ad

210 -
. "

20 pM 7 N 120

180 N
p \

™
0 4 W W 100 12 180 60 100 20

200 pM
[SE.07/4d] uM

@ @
o o

Intensidade de Fluorescéncia
@ ]
8 3

555 570 585 600 615 630 645 660 675 690
Comprimento de onda (nm)

Figura 36. Espectros de emissédo do BE (10 pM) ligado ao ctDNA (100 uM) na auséncia
(.....) e na presenca dos derivados Lqit/SE.05, SE.06 e SE.07 (—).A linha tracejada (---)
é 0 espectro de emissdo do BE livre. A seta (]) mostra a diminuigdo da intensidade
sobre 0 aumento da concentracdo dos complexos (20 a 200 uM) a temperatura
ambiente. Insercdo: Grafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa
(FO/F) versus concentracdo do derivado (Q).

Na analise dos espectros, € claramente visto a diminuicdo da emissdo de
fluorescéncia a medida que ocorre aumento da concentracdo dos derivados ind6licos no
sistema de BE-ctDNA. Esta diminui¢do da fluorescéncia indica a competicdo com BE
no modo de ligagdo ao DNA (ANITHA, 2013).

Segundo Bi e colaboradores (2008) ha trés razdes possiveis que conduzem ao
comportamento da diminuicdo da fluorescéncia para o sistema BE-DNA ap0s a adi¢édo
dos derivados. Em primeiro lugar, pode ocorrer uma ligacéo entre o BE e 0s compostos
indolicos, conduzindo & diminuicdo da intensidade do complexo BE-DNA. Em segundo
lugar, os derivados inddlicos competem com o BE para ligacdo ao DNA e exclui o BE
intercalado na dupla hélice do DNA, de modo que a concentracéo de BE ligado ao DNA
diminui. Esta ligacdo ocorre geralmente por competi¢cdo na intercalacdo entre os dois

ligantes. Em terceiro lugar, a adi¢do dos derivados conduz a formagdo de um novo
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complexo BE-ctDNA-Indol ndo-fluorescente, o0 que conduz a supressdao da
fluorescéncia.

Neste experimento, foi verificado a ndo alteracdo do espectro de fluorescéncia
do BE quando na presenca de indois, o que descarta a possibilidade da primeira
hipGtese. A segunda hipOtese seria a mais provavel, onde os derivados inddlicos
competem com o BE para ligar-se ao DNA, o que causa a diminuicdo da fluorescéncia.
Porém, sabe-se que a constante de ligacdo do BE com o DNA é de 5,16 x 10° (GENG et
al., 2013), e nenhum dos derivados indolicos apresentaram valor da constante superior a
este valor (Tabela 2), o que torna improvavel a substituicdo do BE no complexo por
algum derivado indol.

Assim, a terceira razdo seria a mais provavel, de maneira que os derivados
interagem com BE-ctDNA formando um novo complexo BE-ctDNA-Indol néo-
fluorescente, onde a ligacdo dos indois ocorre através de interacdes nos sulcos (QIAO et
al., 2008). Um efeito semelhante de extingdo da fluorescéncia do BE ligado ao DNA
tem sido observado para a adicdo de varios compostos de ligacdes nos sulcos tais como
Netropsin e Distamicina A (ALI e BHATTACHARYA, 2014). A ligacdo de complexos
nos sulcos do DNA, em determinadas circunstancias, pode conduzir a extincdo da
emissdo de BE (PALCHAUDHURI e HERGENROTHER, 2007), o que concretiza que
os derivados analisados estdo ligados ao DNA pelo modo de ligacdo nos sulcos.

A fim de compreender quantitativamente o comportamento da extin¢do, a
magnitude da supressdo de fluorescéncia do complexo BE-ctDNA foi analisada pela
equacdo de Stern-Volmer, através da constante de supressdo de fluorescéncia (Ksv), a
qual é determinada por regressdo linear do gréfico da intensidade de emissédo relativa
(FO/F) versus a concentracdo dos derivados (Q) (LAKOWICZ, 2006) (Figura 37). Na
tabela 2, os valores da constante Ksv dos compostos sao mostrados.

Os derivados conduziram a diminui¢do da emissdo de fluorescéncia do sistema
BE-ctDNA, e conforme os valores de Ksv, a supressdo mais pronunciada foi
demonstrada para o derivado SE.O1 (1.81 x 10%). Fendmenos que conduzem a supressao
da emissédo refletem a interagdo dos compostos ao DNA, condizente com os resultados
mostrados pela analise da espectroscopia de absorcdo (PALCHAUDHURI e
HERFENROTHER, 2007).
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Figura 37. Intensidade de fluorescéncia relativa de derivados indolicos: SE.01 (o),
SE.02 (e), SE.03 (A), SE.04 (V¥), SE.05 (mw), SE.06 (o) e SE.07 (%), no complexo
CtDNA-BE em tampdo Tris-HCI (0.01 M, pH 7.6).

Assim como na andlise espectroscopica de absorcao, o SE.O1 apresentou 0 maior
valor para a supressdo de emissdo, assegurando a participacdo do grupamento amino na
interacdo com os pares de bases de DNA, pela formacdo de ligacGes de hidrogénio.
Estudos com sequéncias especificas de DNA podem melhor elucidar a afinidade das
moléculas derivadas de indois, por meio da verificacdo do sitio mais provavel de ligacdo
das moléculas com as bases de DNA (BENNER e IHMELS, 2014). Além disso,
constatou-se a participacdo do atomo de bromo na extincdo da fluorescéncia,
provavelmente pelo volume representado por este atomo no complexo BE-ctDNA
(FAULHABER et al., 2011), perceptivel através da Ksv com valores elevados de 6.31
x10°, 3.86 x 10° e 2.96 x 10° para os derivados Lqit/SE.04, SE.06 e SE.02,

respectivamente.
4.8.2.2 Propriedade de ligacéo dos derivados Lqit/TEs ao DNA

Estudos de fluorescéncia dos derivados indolicos Lqit/TEs foram, também,
realizados para analisar as propriedades de ligacdo com ctDNA. A Tabela 1 resume a
emissdo de fluorescéncia a partir dos derivados sob investigacdo. Compostos Lqit/TEs
exibiram uma banda de emissdo na gama de 310-700 nm, comprimentos de onda de
excitagdo de 220-320 nm, e os espectros foram monitorizadas a uma concentragéo fixa

de 15 uM de cada derivado e diferentes concentracfes ctDNA.
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Derivados Lqit/TE.O1, Lqit/TE.02 e Lqit/TE.05 evidenciaram reducdo na
emissdo de fluorescéncia com o aumento crescente da concentragdo de CctDNA.
Enquanto que, o derivado Lqit/TE.04 mostrou aumento da emissdo de fluorescéncia na
presenca crescente de ctDNA (Figura 39). Em geral, o aumento da intensidade de
fluorescéncia pode ser explicada por uma supressdo significativa da flexibilidade
conformacional do ligando no complexo DNA-ligante (FAULHABER et al., 2011).

O comportamento da extincdo de fluorescéncia, analisada pela constante de
Stern-Volmer (Ksv), determina a sequéncia de ordem: Lqit/TE.0O1 > Lqit/TE.02 >
LQit/TE.O5 > Lqit/TE.O4. A supressdo mais pronunciada do derivado Lqit/TE.O1
demonstra um valor de 1,89 x 10, demais valores das constantes de Stern-Volmer sdo
mostrado na tabela 3. Fenbmenos que conduzem a supressdo da emissdo refletem a
interacdo dos compostos ao DNA, condizente com os resultados mostrados pela analise
da espectroscopia de absor¢do (PALCHAUDHURI e HERGENROTHER, 2007).

Assim como, na extin¢do da fluorescéncia dos derivados indolicos Lqit/SEs, foi
possivel verificar a participacdo do a&tomo de bromo na extin¢do da fluorescéncia dos
derivados Lqit/TE.O02 e Lqit/TE.04, provavelmente pelo volume representado por este
atomo na ligagdo com o ctDNA (FAULHABER et al., 2011).
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Figura 38. Espectro de emissédo de fluorescéncia dos derivados Lqgit/TE.01 e Lqit/TE.02
(15 uM) em quantidades crescentes de ctDNA. [DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 puM.
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Figura 39. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos derivados Lqgit/TE.04 e Lqit/TE.05
(15 uM) em quantidades crescentes de ctDNA. [DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 puM.

4.9 RESULTADOS E DISCUSSAO - ANTITOPOISOMERASE

Estruturas heterociclicas tem sido um foco estrutural principal no
desenvolvimento de agentes quimioterapicos, em especial antitumoral. O anel da
tiazolidina e rodanina tem sido utilizado como andaime para desenvolver novos agentes
com um largo espectro de citotoxicidade contra células cancerosas humana (BAN et al.,
2010; AZIZMOHAMMADI et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa ja constatou que o
acoplamento do anel acridinico com nucleos da tiazolidina e imidazolidina, conduziu a
compostos promissores no desenvolvimento de inibidores da topoisomerase |
(LAFAYETTE et al., 2013; BARROS et al., 2013).

Diante disto, foi realizado o estudo da capacidade dos novos derivados indélicos
sintetizados em inibir a enzima topoisomerase | humana. A fim de, aumentar o
conhecimento sobre a possivel relacdo estrutural entre derivados e a capacidade de
inibir a enzima topoisomerase do tipo I.

A evidéncia da participacdo do grupamento amino, presente na estrutura dos
derivados Lqit/SEs, nos resultados da interagdo com o DNA e na da atividade
antiproliferativa em ambas linhagens de leucemia testadas, nos induziu a selecionar o
derivado indolico Lqit/SE.O1 para realizar o estudo da capacidade de inibir a enzima
topoisomerase | humana, a fim de averiguar um possivel mecanismo de acéo para esse
derivado. Assim como, o destaque na atividade antiproliferativa frente as linhagens de
leucemia testadas do composto Lqit/TE.O4 dentre os derivados Lqit/TEs, conduziu na

escolha deste derivado para anéalise da inibicdo da enzima topoisomerase |.
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O derivado Lqit/SE.O1 e LqQit/TE.0O4 analisados ndo mostraram atividade
inibitoria da topoisomerase | nas concentracfes de 10 e 50 uM testados. Na figura 40, é
visto que a fracdo do DNA superhelicoidal foi completamente relaxado pela enzima
topoisomerase I. O resultado evidencia que, ambos os derivados indélicos analisados

ndo tem seu mecanismo de ag&o antitumoral baseado na atividade da enzima topo |.

1 2 3 4 S 6

DNA Relaxado

DNA
Superhelicoidal

Figura 40. Ensaio da Inibicdo da Topoisomerase | dos derivados inddlicos Lqit/SE.O1 e
Lqit/TE.O4

Linha 1. DNA pUC19; Linha 2. DNA pUC19 + Topoisomerase I; Linha 3. DNA pUC19 +
Topoisomerase | + derivado SE.O1 (10 uM); Linha 4. DNA pUC19 + Topoisomerase | +
derivado SE.01 (50 uM); Linha 5. DNA pUC19 + Topoisomerase | + derivado TE.04 (10 uM);
Linha 6. DNA pUC19 + Topoisomerase | + derivado TE.04 (50 uM).

Sherer and Snaper (2015) mostraram, em um estudo de revisdo, que os indois
apresentam uma vasta gama de alvos bioldgicos: previne a progressao do ciclo celular
normal por inibicdo da enzima topoisomerase, evita a sinalizacdo celular (inibidores de
PKC e inibidores de transducéo de sinal), induz o estresse oxidativo & célula (geradores
de espécies de oxigénio), previne a vascularizagdo de tumores (inibidores da
angiogénese) e induz a morte celular conhecida como methuosis. Além de,
representarem compostos com estrutura privilegiada com possivel atividade antiviral
(ZHANG, CHEN AND YANG, 2015) e anti-inflamatoria (RAPOLU et al., 2013).
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5. SINTESE, LIGACAO COM O DNA E ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA
DE NOVOS DERIVADOS DE ACRIDINA

O ndcleo da acridina € amplamente utilizado como porcao principal para
modificacbes estruturais, a partir da insercdo de diferentes ligantes substituidos.
Intermediarios tiossemicarbazidas foram, inicialmente, obtidos por reacdo entre
hidrazina e diferentes isotiocianatos; e, posteriormente, submetidos a reagdo com a 9-
acrinaldeido. Novos derivados da série 2-(acridin-9-il-metileno)-N-
fenilhidrazinacarbotioamida foram obtidos por rota de sintese eficaz e caracterizados
estruturalmente através de técnicas espectroscopicas e espectrométricas convencionais.
A atividade antiproliferativa foi realizada por método de sulforrodamina B, frente a
linhagens de células de cancer. Técnicas de espectroscopia de absorcdo de UV-Vis e
emissdo de fluorescéncia foram utilizadas na avaliacdo das propriedades de ligacdo com
0 DNA. Efeitos hipocrémicos e hipercrémicos, assim como, desvio para a regido do
vermelho e do azul foram demonstrados por adi¢do de DNA aos derivados acridinicos.
Valores da constante de ligacdo com o DNA foram calculados e evidenciaram uma alta
afinidade aos pares de bases do DNA. O derivado acridinico que apresentou maior
capacidade de interagdo com o DNA tem como substituinte 0 grupo 4-clorofenil.
Enquanto que, 0 compostos mais ativo no ensaio antiproliferativo possui o grupamento
fenil. Correlacdo entre a atividade anti-proliferativa e a ligacdo com o DNA ndo foram
constatados. Entretanto, os resultados sdo sugestivos de que o mecanismo reacional

envolvido na atividade bioldgica ocorre por interagdo com a molécula de DNA.

5.1 METODOLOGIA - QUIMICA

5.1.1 Materiais e Equipamentos

Os reagentes comuns utilizados para a sintese e analise dos derivados acridinicos
foram: hidrato de hidrazina, fenil-, 4-tolil-, 4-clorofenil-, 1-naftil-, 4-bromofenil-, 4-
metoxifenil-, 4-etilfenil- e 2-feniletil-isotiocianato. Como  solventes: acido
monocloroacético, etanol, metanol, dimetilsulfoxido (DMSO), acido acético, acetato de
etila, n-hexano e morfolina. Todos, reagentes e solventes, fornecidos pela Sigma,
Aldrich, Fluka e Merck..
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Na cromatografia de camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de silica gel
F254 da Merck, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 nm). Na
determinacéo dos pontos de fusdo foi utilizado aparelho em tubo capilar Modelo Quimis
340.27 (Quimis, Brasil). Para caracterizacdo estrutural dos compostos quimicos foi
utilizado: Espectroscopia de Infravermelho (1V), registrados num espectrometro Bruker
IFS66 (Bruker, Alemanha), pastilha de KBr; Espectrometria de Massas realizado num
espectrometro de massa de ionizacdo por dessor¢do a laser assistida por matriz com
tempo de voo (MALDI-TOF-EM), no modelo Autoflex 111 (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA); Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de Carbono (RMN **C) realizados em Modelo Varian Plus Spectrofotometro
(Varian, EUA) a 300 MHz e 400 MHz, em solvente DMSO-d6.

5.1.2 Procedimento experimental de obtencdo dos derivados de Acridina
(Lqit/LTs)

A reacdo utilizada para a sintese de novos compostos acridina-tiosemicarbazona
é mostrado no Esquema 14. O composto 9-metilacridina foi preparado a partir de
difenilamina com dicloreto de zinco em &cido acético de acordo com Tsuge et al (1963).
Subsequentemente, a oxidacdo de um clorocromato de piridinio (PCC) foi conseguida
de acordo com Mosher e Natale (1995), originando 9-acridinaldeido. Posteriormente, a
9-acridinaldeido foi utilizado como reagente de partida na sintese de diferentes tipos de
derivados de acridina-tiosemicarbazona.

Os derivados tiosemicarbazidas: N-fenilhidrazinacarbotioamida;  N-(4-
clorofenil)hidrazinacarbotioamida;  N-(naftilane-1-il)hidrazinacarbotioamida;  N-(4-
bromofenil)hidrazinacarbotioamida; N-(4-metoxifenil)hidrazinacarbotioamida; N-(p-
tolil)hidrazinacarbotiamida; N-(4-etilfenil)hidrazinacarbotioamida, foram preparados de
acordo com o procedimento publicado (GURSQY et al., 1997; LIENSE et al., 2010).
Tiosemicarbazidas foram sintetizados com bom rendimento (>90%), por adi¢do de
hidrato de hidrazina a diferentes isotiocianatos (GURSQY et al., 1997).
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Esquema 14. Sintese de derivados acridinicos-tiosemicarbazone. Reagentes e condigoes:
(i) clorocromato de piridinio (PCC); (ii) Etanol, Acido acético, refluxo, 70° C.

O composto 9-acridinaldeido (1.0 equivalente) e o derivado tiosemicarbazida
(1.0 equivalente) especifico, foram submetidos ao refluxo em etanol na presenca de
acido acético e aquecimento a 70° C, durante 24h. Apos este periodo, a mistura foi
filtrada e lavada com agua e etanol. Assim, a condensacéo de diferentes derivados de
tiosemicarbazida com 9-acrinaldeido proporcionou 0s correspondentes derivados

acridina-tiossemicarbozona.

5.2 METODOLOGIA: ANTI-PROLIFERATIVO

5.2.1 Antiproliferativo por Ensaio de Sulforrodamina B

Nove linhagens de células de cancer humano: U251 (glioma, SNC), MCF-7
(mama), NCI-ADR/RES (ovario com fen6tipo de resisténcia a multiplas drogas), 786-O
(rim), NCI-H460 (pulmdo), PC-3 (prostata)) OVCAR-03 (ovario), HT-29
(adenocarcinoma do célon) e K-562 (leucemia mieloide cronica), e uma linhagem de
célula normal HaCat (queratinécitos humanos) foram gentilmente cedidas pelo Centro
de Desenvolvimento e Pesquisa de cancer Frederick, Instituto Nacional de Cancer,
Frederick, MA, EUA. As culturas de reserva foram cultivadas em 5 mL de meio RPMI-
1640 (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com soro de bovino fetal a 5% (FBS,
Gibco BRL). penicilina: mistura de estreptomicina 1000 U/mL: 1000 pg/mL (1mL/L de
meio RPMI-1640) foi adicionado a culturas experimentais. As células em placas de 96
pocos foram expostas a diferentes concentracbes de amostras (0.25, 2.5, 25 e 250
pg/mL em DMSO/meio RPMI/FBS a 5% em 37° C, 5% de CO2, durante 48h. As
células foram entdo fixadas com solugdo de &cido tricloroacético (50%, v/v) e a
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proliferacdo de celulas foi determinada por quantificacdo espectrofotométrica (540 nm)
do teor de proteina celular utilizando o ensaio de sulforrodamina B (MONKS et al.,
1991). A doxorrubicina (DOX; 0.025-25 pg/mL) e m-AMSA na mesma concentracao
foram utilizadas como um controle positivo. Obtiveram trés medi¢fes: no inicio da
incubacdo (TO) e 48h pds-incubacgdo durante livre de compostos (C) e as células testadas
(T).

A proliferacéo celular foi determinada de acordo com a equacao:

Proliferacdo celular = 100 x [(T - TO) / C - TO] 3)

O efeito citostatico foi observada quando Ty < T < C, enquanto que o efeito citocida
ocorreu quanto T < TO. A partir da curva de concentracdo-resposta para cada linhagem
celular, os valores de GI50, TGI e LC50 foram determinados através de analise de
regressdo ndo-linear utilizando o software Origin 8.0 (OriginLab Corporation). Os

experimentos foram realizados em triplicata.

5.3 METODOLOGIA - ENSAIO COM O DNA

5.3.1 Materiais e Equipamentos

Foi utilizado solvente DMSO na preparagdo das solucbes mae e tampao Tris-
HCI (0.01 M, pH 7.6) na analise das interacdes com DNA. DNA de timo de bovino
(ctDNA) obtido da Sigma Aldrich. Os aparelhos empregados na analise de obtencdo dos
espectros de Ultravioleta-visivel (UV-vis) e de emissdo de fluorescéncia foram o
Espectrofotdmetro de UV-vis Ultraspec 3000 PRO e o Espectrofluorimetro de JASCO
FP-6300 (Toquio, Japdo), respectivamente.

5.3.2 Experimentos de ligagdo com o0 DNA

5.3.2.1 Preparacao de ct-DNA

TitulagOes de espectros UV-Vis foram desenvolvidas utilizando tampéo Tris

0,01 M, pH 7,6. DNA de timo de bovino (ctDNA) foi comprado na Sigma e utilizado

sem purificacdo adicional. A solucdo de ctDNA em tampdo Tris foi sonicada durante 5
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min e a concentragdo foi determinada utilizando os coeficientes de extingdo molares
6600 M™* cm™ a 260 nm (WOLF et al., 1987). A pureza do DNA foi determinada

através da monitorizacao do valor da relacdo de A260 / A280.

5.3.2.2. Espectroscopia de absorcéo eletronica

Todos os derivados acrdinicos foram dissolvidos em DMSO numa concentragdo
de 1 mM (solucdo-mée) a partir do qual as solucdes de trabalho foram preparadas por
diluico utilizando tampé&o Tris-HCI, com concentragdes entre 10 e 80 pM.

Sob concentragdo otimizada, os compostos foram expostos a concentragdes
crescentes do ctDNA. Antes das medicdes, o sistema foi agitado e incubado a
temperatura ambiente durante 10 minutos. As medicdes foram realizadas numa cubeta
de quartzo retangular com um comprimento do percurso de 1cm.

A constante de ligacéo intrinseca (Kb) foi obtida por ajuste dos dados a equacao
1 (MCGEE AND VON HIPPEL, 1974):

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

onde, Ea, Eb e Ef sdo os coeficientes de extincdo aparente, ligado e livre,
respectivamente. O grafico da [DNA]/(Ea - Ef) versus [DNA] foi utilizado para
obtengédo do Kb a partir da razdo entre a inclinagéo e o intercepto. Os dados de ligacéo
foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0.

5.3.2.3 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia

As medicOes de fluorescéncia dos derivados acridina-tiosemicarbazona foram
realizadas em solucdo de concentragdes 15 uM em tampdo Tris 0,01M, pH 7,6.
Espectros de emissdao foram registrados na regido de 380-600 nm usando um
comprimento de onda de excitacdo de 356nm-364nm. Todas as medi¢Ges foram
realizadas a 25° C numa cubeta de quartzo retangular com um comprimento de caminho
de 1 cm. As intensidades de fluorescéncia foram expressos em unidades arbitrarias. As
titulagcGes de fluorescéncia foram realizadas por adicdo de quantidades crescentes de
ctDNA (0-120 uM) diretamente dentro da solugdo contendo os derivados. Intensidades

de fluorescéncia dos compostos exposto a diferentes concentracbes de ctDNA foram
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usadas para calcular a constante de Stern-Volmer, Ksv, pela seguinte equacéo
(LAKOWICZ, 2006):

FO/F=1+Ksv[Q] (2
onde, FO e F séo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario de compostos
na auséncia e na presenca de inibidor (ctbNA), Ksv é a constante de Stern-Volmer, e

[Q] é a concentracdo de inibidor.

5.4 METODOLOGIA - Determinacéo do valor de log P

Os valores de log P dos derivados foram obtidos usando o programa
ChemSketch 12.0 Desenvolvimento Quimico Avangado.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO - QUIMICA
5.5.1 Mecanismo Reacional dos Derivados Acridinicos

A sintese dos derivados acridinicos ocorre através de duas etapas. Inicialmente,
procedeu-se com a reacdo de formacdo dos intermediarios tiossemicarbazidas
substituidas, o qual caracteriza-se por ataque simultaneo do nitrogénio da hidrazina ao
carbono da tiocarbonila, e deslocalizacdo dos elétrons n para o nitrogénio vizinho.
Seguido por, um balanco de cargas onde o nitrogénio rico em elétrons desprotona o

nitrogénio com carga positiva, conduzindo ao derivado tiossemicarbazénico (Esquema

15).
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Esquema 15. Mecanismo de formacédo dos compostos intermediarios

Numa etapa posterior, a sintese para obtencdo dos compostos finais caracteriza-
se por uma reacdo de condensacdo. A funcdo aldeido do compostos aromatico de
escolha é ativado por meio do acido presente na reacdo, isto €, a carbonila do grupo
aldeido e protonada. Em seguida, o par de elétrons livres, presente no nitrogénio da
hidrazina, ataca o carbono positivo. Assim, ocorre a deslocalizagdo dos elétrons com
formacdo e posterior eliminacdo de agua. O nitrogénio que estd positivo protona a agua

e finalmente forma-se o composto final, esquematizado abaixo (Esquema 16).
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Esquema 16: Mecanismo de formacdo dos compostos acridina-tiossemicarbazonas.

5.5.2 Dados espectroscopicos dos Derivados Acridinicos

(2)-2-(Acridin-9-ilmetil)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (Lqit/LT.26 - 3a)

Lqit/LT.26 (3a)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 7.19 (t, 1H, fenil, J = 7.5 Hz), 7.36 (t, 2H, fenil, J =
7.8 Hz), 7.60 (d, 2H, fenil, J = 7.8 Hz), 7.72 (t, 2H, acridina, J = 8.4 Hz), 7.89 (t, 2H,
acridina, J = 8.4 Hz), 8.20 (d, 2H, acridina, J = 8.7 Hz), 8.61 (d, 2H, acridina, J = 8.7
Hz), 9.39 (s, 1H, =CH), 10.23 (s, 1H, NH), 12.27 (s, 1H, NH).

B3C-NMR: § 123.3,123.9, 124.9, 125.1, 126.9, 127.9, 128.4, 129.5, 130.8, 130.2, 134.6,
138.8, 139.8, 148.1, 176.3.

IR (cm™'): 3114 (C-H), 3500 (NH), 1202 (C=S).

MS (m/z): calculado = 357.1129; encontrado = 357.124
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(2)-2-(Acridin-9-yImethylene)-N-phenethylhydrazinecarbothioamide  (Lqit/LT.42 -

Lqit/LT.42 (3b)
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 2.93 (t, 3H, J = 10.4Hz, CH3), 3.80 (q, 2H, J =
8.4Hz, CHy), 7.27-7.18 (m, 5H, fenil), 7.68 (t, 2H, J = 10.0Hz, acridina), 7.88 (t, 2H, J
= 9.6Hz, acridina), 8.19 (d, 2H, J = 11.6, acridina), 8.49 (d, 2H, J = 10.8, acridina), 8.50
(s, 1H, =CH-), 9.27 (s, 1H, NH), 11.86 (s, 1H, NH).

BC-NMR: & 34.92, 45.67, 123.88, 125.66, 125.66, 126.64, 126.64, 127.59, 127.59,
128.88, 128.88, 129.12, 129.12, 130.18, 130.18, 130.76, 130.76, 135.48, 139.56,
139.68, 148.71, 148.71, 177.77.

IR (cm™'): 3667.95 (NH), 3140.25 (NH), 1520.45 (C=S).

MS (m/z): calculado = 385.1442; encontrado = 385.134.

(2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(4-ethylphenyl)hydrazinecarbothioamide
(LQit/LT.46 - 3c)

Lqit/LT.46 (3¢)
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 1.18 (t, 3H, J = 7.2Hz, CH3), 2.57 (g, 2H, J = 7.2Hz,
CHy), 7.18 (d, 2H, J = 8.4Hz, acridina), 7.48 (d, 2H, J = 8.4Hz, acridina), 7.71 (t, 2H, J
= 7.2Hz, acridina), 7.89 (t, 2H, J = 6.8Hz, acridina), 8.20 (d, 2H, J = 8.8Hz, fenil), 8.60
(d, 2H, J = 8.4Hz, fenil), 9.38 (s, 1H, =CH-), 10.08 (s, 1H, NH), 12.16 (s, 1H, NH).
BC-NMR: § 15.66, 27.70, 123.47, 123.47, 125.33, 125.33, 125.40, 125.40, 127.16,
127.16, 127.38, 127.38, 129.67, 129.67, 130.32, 130.32, 134.86, 136.57, 139.81,
140.91, 148.23, 148.23, 176.43.

IR (cm™'): 1536.91 (C=S), 2968.91 (=CH-), 3125.53 (NH), 3400.00 (NH).

MS (m/z): calculado = 385.1442; encontrado = 385.131.
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(2)-2-(Acridin-9-yImethylene)-N-(p-tolyl)hydrazinecarbothioamide (Lqit/LT.47 - 3d)

Lqit/LT.47 (3d)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 2.29 (s, 3H, CHs), 7.15 (d, 2H, J = 8.4Hz, acridina),
7.45 (d, 2H, J = 7.6Hz, acridina), 7.71 (t, 2H, J = 7.6Hz, acridina), 7.89 (t, 2H, J =
7.6Hz, acridina), 8.20 (d, 2H, J = 9.2Hz, fenil), 8.60 (d, 2H, J = 8.4Hz, fenil), 9.38 (s,
1H, = CH-), 10.01 (s, 1H, NH), 12.15 (s, 1H, NH).

BC-NMR: § 20.56, 123.48, 123.48, 125.34, 125.34, 125.37, 125.37, 127.16, 127.16,
128.56, 128.56, 129.68, 129.68, 130.32, 130.32, 134.55, 134.89, 136.37, 139.80,
148.25, 176.48.

IR (cm™): 3671.99 (NH), 3129.28 (NH), 1534.92 (C=S).

MS (m/z): calculado = 371.1286; encontrado = 371.120.

(2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(4-methoxyphenyl)hydrazinecarbothioamide
(LQit/LT.40 - 3e)

Lqit/LT.40 (3¢)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 3.76 (s, 3H, OCH3), 6.91 (m, 2H, acridina), 7.46 (m,
2H, acridina), 7.70 (m, 2H, fenil), 7.87 (m, 2H, fenil), 8.19 (m, 2H, acridina), 8.60 (m,
2H, acridina), 9.38 (s, 1H, =CH-), 9.25 (s, 1H, NH), 12.02 (s, 1H, NH).

BC-NMR: § 55.09, 113.21, 113.21, 123.32, 123.32, 125.09, 125.09, 126.69, 126.69,
126.86, 126.86, 129.50, 129.50, 129.99, 129.99, 131.69, 134.66, 139.57, 148.11,
148.11, 156.83, 176.67.

IR (cm™'): 1514.52 (C=N), 1533.44 (C=S), 3138.17 (NH), 3320.32 (NH).

MS (m/z): calculado = 387.1235; encontrado = 387.073.
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(2)-2-(Acridin-9-yImethylene)-N-(4-chlorophenyl)hydrazinecarbothioamide
(Lqit/LT.27 - 3f)

LN

“\ T \©\

Lqit/LT.27 (3f)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 7,40 (d, 2H, fenil, J = 6.8Hz), 7.63 (d, 2H, fenil, J =
7.6Hz), 7.72 (t, 2H, acridina, J = 7.2Hz), 7.89 (t, 2H, acridina, J = 7.2Hz), 8.21 (d, 2H,
acridina, J = 9.2Hz), 8.59 (d, 2H, acridina, J = 8.4Hz), 9.39 (s, 1H, =CH-), 10.23 (s,
1H, NH), 12.27 (s, 1H, NH).
BC-NMR: § 123.3, 123.9, 124.9, 125.1, 126.9, 127.9, 128.4, 129.5, 130.8, 130.2, 134.6,
138.8, 139.8, 148.1, 176.3.
IR (cm™): 3114 (C-H), 3500 (NH), 1202 (C=S).
MS (m/z): calculado = 391.0739; encontrado = 391.041.

Cl

(2)-2-(Acridin-9-yImethylene)-N-(4-bromophenyl)hydrazinecarbothioamide
(Lqit/LT.36 - 39)

Lqit/LT.36 (3g)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 7.56 (q, 4H, fenil, J = 8.8Hz), 7.75 (t, 2H, J = 8.4Hz,
acridina), 7.94 (t, 2H, J = 8.0Hz, acridina), 8.23 (d, 2H, J = 8.8Hz, acridina), 8.62 (d,
2H, J = 8.8Hz, acridina), 9.40 (s, 1H, =CH-), 10.24 (s, 1H, NH), 12.31 (s, 1H, NH).
B3C-NMR: & 117.60, 117.60, 123.52, 123.52, 123.52, 123.52, 125.51, 125.51, 127.34,
127.34, 127.45, 127.45, 127.45, 127.45, 130.91, 130.91, 130.91, 138.38, 140.05,
140.05, 176.48.

IR (cm™'): 3350.00 (NH), 3128.54 (NH), 1539.02 (C=S).

MS (m/z): calculado = 436.0180; encontrado = 436.968.
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(2)-2-(Acridin-9-yImethylene)-N-(naphtalen-1-yl)hydrazinecarbothioamide
(Lqit/LT.29 - 3h)

Lqit/LT.29 (3h)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 7.49 (t, 2H, J = 8.1Hz, acridina), 7.58-7.54 (m, 3H,
naftil, 7.61 (t, 2H, J = 8.4Hz, acridina), 7.78-8.50 (m, 3H, naftil), 8.17 (d, 2H, J =
7.8Hz, acridina), 8.28-8.32 (m, 1H, naftil), 8.82 (d, 2H, J = 8.7Hz, acridina), 9.51 (s,
1H, =CH-), 10.49 (s, 1H, NH), 12.41 (s, 1H, NH).

B3C-NMR: & 157.95, 136.69, 133.85, 133.85, 133.85, 128.29, 128.29, 127.59, 126.04,
126.04, 126.04, 126.04, 125.63, 125.63, 125.63, 125.27, 125.27, 125.27, 123.56,
123.56, 122.69, 122.69, 121.91, 121.91, 115.37.

IR (cm™'): 3309.48 (NH), 3199.93 (NH), 1471.72 (C=S), 1212.81 (C-N).

MS (m/z): calculado = 407.1286; encontrado = 407.024.

5.5.3 Caracteristicas fisico-quimicas dos Derivados Acridinicos

As caracteristicas fisico-quimicas de cada derivado acridinicos sdo apresentadas
na Tabela 5. Os compostos demonstraram ponto de fusdo na faixa de pureza e bons

rendimentos variaveis entre 65 a 98 %.



Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados acridinicos
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Compostos Formula Massa Aspecto Rdt Ponto de Rf
Molecular Molecular (%) Fusao (n-hexano/
(g/mol) 0O EtOAC)

LT.26 (3a) Ca1H16N4S 356.44 Sélido amarelo 65 208-209 0.55 (7:3)
LT.42 (3b) CasHzoN4S 384.49 Sélido amarelo 97 220-221 0.48 (8:2)
LT.46 (3C) Ca3HyoN4S 384.49 Sélido verde 98 213-214 0.6 (7:3)
LT.47 (3d) CaoH1gN4S 370.47 Sélido amarelo 90 119-221 0.55 (7:3)
LT.40 (3e) CaH1sN4OS 386.47 Sélido amarelo 82 219-220 0.43 (7:3)
LT.27 (3f) C21H15CINgS 390.88 Sélido amarelo 86.5 225-226 0.54 (7:3)
LT.36 (39) Ca1H1sBrN4S 435.34 Sélido amarelo 82 222-224 0.45 (7:3)
LT.29 (3h) CasH1gN4S 406.50 Sélido amarelo 32 208-210 0.55 (6:4)

5.6 RESULTADO E DISCUSSAO - ANTIPROLIFERATIVO

Para determinar as propriedades antiproliferativas dos derivados Lqit/LTs (3a-h),
a atividade antitumoral foi avaliada usando nove linhas celulares tumorais humanas
diferentes: glioma (U251), leucemia (K-562), da mama (MCF7), mama resistente (NCI-
ADR), rim (786-0), do pulméo (NCI-460), do ovéario (OVCAR), da prdstata (PC-3), e
do colon (HT-29) e uma linha celular de queratindcitos humanos normais (HaCat). Os
compostos foram usados em concentragdes compreendidas entre 0,25 e 250 pg/mL;
doxorrubicina (DOX) e m-AMSA foram utilizados como controlos positivos. A analise
da inibicdo do crescimento celular (GI) foi realizada utilizando o sulforrodamina B
(SRB) ensaio.

A atividade anticancer (UM) de um composto testado foi determinado por dois
pardmetros para cada linha de células: Glso (concentragdo molar do composto que inibe
o crescimento celular a 50%) e TGI (concentracdo molar do composto que conduz a
uma inibicdo total do crescimento das células) (MONKS et al., 1991). O tipo de cadeia
lateral influencia a atividade citotdxica de derivados de acridina (STEFANSKA et al.,
2005). No caso dos derivados de acridina-tiosemicarbazona, a natureza do substituinte

no anel de fenil influenciou significativamente a atividade antiproliferativa (Tabela 6).
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O composto Lqit/LT.26 (3a) inibiu o crescimento de todas as linhas celulares de
um modo dependente da dose, com valores de Glso menores do que 10 UM para todas as
linhas de células de tumor. A seletividade de células de tumor ndo foi observada na
inibicdo do crescimento, mas o padrdo foi semelhante ao do controlo positivo m-
AMSA. No entanto, as concentracbes Glsp do composto Lqit/LT.26 (3a) variaram
amplamente entre 3 a 30 vezes mais elevados do que aqueles para 0 m-AMSA.
Notavelmente, os derivados com grupos aceitadores de elétrons (LT.27, LT.36) e com
substituintes doadores de elétrons (LT.46, LT.47, LT.40) apresentaram uma diminui¢do
dramética na atividade antiproliferativa tal como demonstrado pelos valores de Glsg €
TGI (Tabela 6). O composto Lqit/LT.42 (3b) contém um grupo etileno como espacador
entre o atomo de nitrogénio do radical tiossemicarbazona (acridina -C=N-N-C-(S)-N) e
o anel fenil que influenciou negativamente a atividade antiproliferativa quando
comparado com o derivado Lqit/LT.26 (3a), tal como indicado pela a diferenca nos
valores de Glso.



Tabela 6. Valores de Glsp e TGI (UM) dos compostos Lqit/LTs (3a-h) testados, doxorubicina (DOX) e amsacrina (m-AMSA) usados como controle
positivo.

Compostos Linhagens de Células Cancerigenas ®
U251 MCF-7 NCI-ADR 786-0 NCI-H460 PC-3 OVCAR-3 HT-29 K-562 HaCaT

Glgy TGl  Glsy TGl  Glsg TGl Glsy TGl Gl TGl Glsy TGl Gl TGl Gl TGl Gl TGl Gl TGl

LT.26 (3a) 874 3375 6.85 1292 6.35 1724 799 4166 697 1058 6.30 1888 441 2113 754 2928 926 >100 4.17 5142
LT.42(3b)  g0.84 >100 6672 na  >100 na 6444 9231 1675 >100 73.74 >100 7.26 9848 >100 na na na >100 na
LT46(3c)  >100 na 6273 na 6294 na 2875 >100 863 na 2298 na 838 >100 na na na na 7.00 >100
LT.47 (3d) n.a. na  na n.a. na. na na na na na na na na ha na na na ha na  na
LT.40 (36) n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
LT27(3f)  >100 na 2719 >100 73.15 >100 >100 na 2836 na 4033 na 6241 >100 >100 na 6464 >100 >100 na
LT36(0) >100 na na na na na >100 na >100 na 4589 >100 098 657 na na na na na  na
LT29(3h)  >100 na 6924 na 6826 >100 >100 na 7037 na 5088 na 7139 >100 na na na na 7006 na
DOX ® 0.046 1.20 0036 148 024 380 0051 063 004 054 0075 1.20 017 152 043 837 018 27.64 0053 042
m-AMSA 026 281 023 696 201 11.94 052 314 047 258 039 537 087 426 064 466 018 1.82 046 0.86

4 U251 (glioma, SNC); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (mama resistente); 786-O (rim); NCI-H460 (pulmdo); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT-29 (célon); K-562 (leucemia
mieloide crénica); HaCat (queratindcitos normais);

® Doxorubicina (DOX) foi usado como controle positivo. Linhagens de células foram expostas aos compostos em DMSO/RPMI/FBS 5% a 37° C, 5% CO2, por 48h.

n.a. = nédo ativo na concentragdo mais elevada testada (600 pUM).
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5.7 RESULTADO E DISCUSSAO - ESTUDO DA LIGACAO COM O DNA

Os espectros de absorcdo dos novos derivados acridinicos-tiossemicarbazona Lqit/LTs
(3a-h) mostram que todos os compostos apresentam bandas de absor¢éo na regido de 300-500
nm. Os diferentes substituintes doadores e aceitadores de elétrons presentes nos compostos
LQit/LT.46, LT.47, LT.40, LT.36, LT.29 (3c-h) induz um desvio para o vermelho no espectro
de UV-Vis em relagdo ao composto LT.26 (3a), com a excecdo de LT.27 (3f). A fim de
examinar a afinidade geral dos derivados Lqit/LTs (3a-h) ao DNA, as interacOes de ligacédo
destes ligantes com 0 DNA de timo de bezerro (ctDNA) foram examinadas por titulagdes
espectrofotométricas. E amplamente aceito que, se 0s compostos podem se ligar a0 DNA, as
curvas de UV-Vis resultam em mudancas caracteristicas do comprimento de onda de absor¢éo
méaximo (desvio batocrémico ou hipsocrémico) e uma diminuicdo (hipocromismo) (LI et al.,
2012; BARANOVSKY et al., 2009) ou aumento (hipercromismo) da absorbancia
(LAFAYETTE et al., 2013).

Os espectros de absorcdo do compostos Lqit/LT.26, LT.42, LT.46, LT.47 (3a-d) (50
M) e dos compostos Lqit/LT.40, LT.27, LT.36, LT.29 (3e-h) (50 uM) tanto na auséncia e na
presenca de ctDNA (0-120 pM) séo dadas na Figura 41 e figura 42, respectivamente.
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Figura 41. Espectros de absorcdo UV-Vis dos derivados Lqit/LT.26, LT.42, LT.46, LT.47
(3a-3d) (50 uM) com concentragOes crescentes de ctDNA. [DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80, 100
e 120 uM. Insercéo: correspondente ao lote de [DNA] / (ea - &f) como fungdo da concentragdo de
DNA, tal como determinado a partir dos dados espectrais de absorgdo. Seta () e (1) refere-se ao efeito
hipocrémico e hipercrébmico, respectivamente.
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A analise do derivado Lqit/LT.26 (3a) mostra a curva de hipercromicidade
significativa (92,58% a 120 uM de ctDNA) ¢ uma ligeira mudanga batocromico (AX 6 nm)
com o0 aumento da concentragdo CtDNA, indicando uma formacgdo do complexo DNA-
composto LT.26. Na presenca de ctDNA, todos os compostos Lqit/LTs (3a-h) produziram
efeitos hipercrobmicas ou hipocrdmicos, com a maior hipocromismo sendo induzida pelo
derivado de Lqit/LT.27 (3f) (Tabela 7). Com a excecdo do composto Lqit/LT.36 (3g), todos
0s complexos com ctDNA mostraram efeitos batocromico ou hipsocrémico com as mudangas
mais notaveis para os derivados Lqit/LT.26 e LT.29 (3a e 3h), com variacdo de 6 nm e 12 nm,

respectivamente.
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Figura 42. Espectros de absor¢cdo UV-Vis dos derivados Lqit/LT.40, LT.27, LT.36, LT.29
(3e-3h) (50 uM) com concentragOes crescentes de ctDNA. [DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80, 100

e 120 uM. Insercdo: correspondente ao lote de [DNA] / (ga - &f) como fungdo da concentragdo de
DNA, tal como determinado a partir dos dados espectrais de absorgdo. Seta (|), («) e (1) refere-se ao
efeito hipocrémico, hipsocrdmico, hipercrébmico, respectivamente.

Efeito hipocrémico e o desvio para o vermelho da absor¢cdo maxima sdo caracteristicos
da associagdo de um ligante com o0 DNA (FAULHABER et al., 2011), que é semelhante ao
observado para a interacdo do ctDNA e tiazacridinas (LAFAYETTE et al., 2013). Estes

resultados indicam que o anel da acridina tem um papel importante no processo de interacao
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de DNA (CHILIN et al., 2009) e confirmam que ambos os efeitos e hipercrémicas
hipocromicos, assim como deslocamentos vermelhos ou azuis refletem diferentes graus de
alteracOes na estrutura da dupla hélice do DNA (ZHOU et al., 2007). O valor mais elevado Kb
(1,0 x 10°% foi demonstrada pelo composto Lqit/LT.27 (3f) substituido com cloro (tabela 7).
Este resultado indica que um substituinte cloro afeta positivamente a capacidade de um
ligando para se ligar a ctDNA, uma vez que podem aumentar as propriedades hidrofébicas do
ligando. Além disso, o &tomo de cloro aumenta as interagcdes dipolo-dipolo no local de
ligacdo, e pode ainda funcionar como um aceitador de ligacao de hidrogénio (BENNER et al.,
2014).

Tabela 7. Dados do espectro de absorcdo UV-Vis e emissdo da fluorescéncia de derivados acridinicos-
tiosemicarbazona, na presenca e auséncia do ctDNA.

Compostos  Amax homax Coeficiente AL Hipocr Hpercr K, (M™) A A Ksv € (M7

livre ligado deExtincdo (nm)  (%)? (%) ° Excitacdo  Emisséo

(nm) (nm) Molar (s, (nm) (nm)

M)

LT.26 (3a) 360 366 7.300 6 - 9258  3.77x 10° 359 439 0.92 x 10*
LT.42(3b) 375 372 8.600 3 - 28.13  1.84x10° 370 441 —0.2 x 10*
LT.46 (3c) 376 375 13.780 1 20.32 - 1.2 x 10° 370 440 0.18 x 10*
LT.47(3d) 375 371 14.040 4 4.69 - 1.74 x 10* 370 441 0.87 x 10*
LT.40(3e) 375 371 8.760 4 - 2522  6.5x 10 361 441 -0.27 x 10"
LT.27(3f) 357 358 14.860 1 39.59 - 1.0 x 10° 355 440 2.18 x 10*
LT.36 (30) 362 362 9.200 0 - 244  9.91x10* 352 439 0.5 x 10*
LT.29(3h) 383 371 11.546 12 11.54 - 8.47 x 10° 350 439 1.75 x 10*

2 Hipocromismo dos complexos formados por compostos Lgit/LTs e 120 pM de ctDNA em comparacdo com ligantes livres; °
Hipercromismo dos complexos formados por compostos Lgit/LTs e 120 uM de ctDNA em comparagdo com ligantes livres; ©
Constante de extin¢éo de Stern—Volmer, Ksy , obtido a partir de dados de fluorescéncia com ctDNA.

Estudos de fluorescéncia foram, também, realizados para analisar as propriedades de
ligagéo entre derivados de acridina-tiosemicarbazona e ctDNA. A Tabela 7 resume a emisséo
de fluorescéncia a partir dos derivados sob investigacdo. Compostos Lqit/LTs exibiram uma
banda de emisséo na gama de 400-500 nm, comprimentos de onda de excitacdo de 350-370
nm, e 0s espectros foram monitorizadas a uma concentragéo fixa de 15 pM de cada derivado e
diferentes concentracdes ctDNA.

A fluorescéncia de derivados de acridina-tiosemicarbazona foi extinta por adi¢do de
CtDNA, exceto para os derivados Lqit/LT.42 e LT.40 (3b e 3e), que exibiram um aumento na
intensidade de fluorescéncia apos a adicdo de DNA. Em geral, 0 aumento da intensidade de
fluorescéncia pode ser explicada por uma supressdo significativa da flexibilidade
conformacional do ligando no complexo DNA-ligante (FAULHABER et al., 2011). A Figura
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43 e figura 44 apresenta 0 espectro de emissdo dos compostos Lqit/LT.26, LT.42, LT.46,
LT.47 (3a-d) e dos compostos Lqit/LT.40, LT.27, LT.36, LT.29 (3e-h), respectivamente, na
presenca de diferentes concentragdes de ctDNA.
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Figura 43. Espectros de fluorescéncia dos derivados Lqit/LT.26, LT.42, LT.46, LT.47 (3a-3d)

(15 uM) com concentracdes crescentes de ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120
MM. As setas (1) e (|) refere-se ao efeito hipercromico e hipocromico.
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Figura 44. Espectros de fluorescéncia dos derivados Lqit/LT.40, LT.27, LT.36, LT.29 (3e-3h)
(15 uM) com concentracdes crescentes de ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120
MM. As setas (1) e (|) refere-se ao efeito hipercromico e hipocromico.

De acordo com as constantes de extincdo de Stern-Volmer, Ksv, a extincdo mais
pronunciado foi demonstrada por derivado de Lqit/LT.27 (3f) (2,18 x 10* M™). Valores da
Ksv diminuem na sequéncia dos derivados Lqit/LTs: LT.27 > LT.29 > LT.26 > LT.47 >
LT.36 > LT.46 > LT.40 > LT.42. A intensidade de emissdo dos derivados é extinta por adi¢do
de DNA, provavelmente devido a uma eficiente transferéncia de elétrons entre o ligante e as
bases do ctDNA. Fendmenos de extingdo da emissao refletem da interacéo entre os derivados
e CtDNA, consistente com os resultados da espectroscopia de absorcéo eletrénica (GAO et al.,
2010).
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os novos derivados inddlicos da séries: 5-(1H-indol-3-il-metileno)-3-amino-2-tioxo-
tiazolidina-4-ona;  5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona;  5-(1H-indol-3-il-
metileno)-tiazolidina-2,4-diona; 5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazo-
lidina-4-on; 3-((1H-indol-3-il-metileno)amino)-2-tioxotiazolidin-4-ona e 5-(1H-indol-3-il-
metileno)-3-((1H-indol-3-il-metileno)-amino)-2-tioxotiazolidin-4-ona foram sintetizados com
éxito por uma reacao rapida e tiveram suas estruturas quimicas confirmadas. Os derivados de
acridina da série 2-acridin-9-il-metileno-N-fenil-hidrazina-carbotioamida foram obtidos
através de rotas sintéticas eficientes, que apresentaram bons rendimentos.

Constantes de ligacdo dos derivados acridinicos apresentaram valores entre 1.74 x 10*
e 1.0 x 10° M, o que indicam alta afinidade a0 DNA. O composto com maior capacidade de
ligachio ao DNA foi o derivado com grupamento fenil da porcdo tiossemicarbazona
substituido com cloro; e, 0 composto com maior atividade antiproliferativa possui 0 grupo
fenil ndo substituido na mesma posicao.

Os novos compostos inddlicos Lqit/SEs mostraram constantes de ligacdo (Kb)
compativel com boa interagdo ao ctDNA na faixa de 1,84 - 7,26 x 10* M™. No ensaio de
fluorescéncia, a supressdo pronunciada do derivado SE.01 (Ksv = 1,81 x 10%) que possui 0
grupamento amino na cadeia lateral, torna uma estrutura favoravel para a formacéo da ligacéo
de hidrogénio com os pares de bases do DNA. Tal derivado, destacou-se, também, na eficacia
nas duas linhagens de cancer de leucemia testadas. O derivado Lqit/SE.05 mostrou poténcia
maior do que o controle positivo utilizado, a doxorrubicina, sendo promissor para maiores
estudos com atividade antitumoral. Dentre os derivados inddlicos da série LQit/TEs,
evidenciou-se o composto bis-indolico ndo substituido com eficacia atividade antitumoral nas
linhagens testadas, porém como menor ligacdo ao ctDNA. O destaque destes derivados
inddlicos, com grupamento amino livre e bis-indol ndo substituido (Lqit/TE.04) conduziu na
escolha para o ensaio da topoisomerase. Entretanto, ndo apresentaram a capacidade de inibir a
enzima topoisomerase |, evidenciando que o mecanismo de agdo néo estar relacionado a esta
enzima.

Os resultados nos dédo uma visdo sobre o mecanismo de ligacdo destes derivados
indolicos e acridinicos ao DNA. O ndcleo indol, assim como o nucleo da acridina, constituem
de uma estrutura aromatica que contribui para a incorporacdo das moléculas ao DNA, sendo
evidente que as cadeias laterais basicas inseridas ao anel principal sdo atraentes para aumentar

a afinidade de ligagédo ao DNA.
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Diante dos resultados apresentados neste trabalho e conclusdes obtidas, verifica-se a
importancia em dar continuidade as pesquisas com compostos contendo ndcleo indol e
acridinico. Para dar seguimento aos conhecimentos sobre o mecanismo de agdo destes

derivados estudados, temos como perspectivas:

e Utilizar técnicas de dicroismo circular e viscosidade com os derivados, para ampliar 0s
estudos sobre a interagdo com 0 DNA;

e Ampliar a andlise da atividade antitumoral dos derivados, através do estudo
antiproliferativo in vivo e avaliacdo de morte celular;

o Verificar a eficacia dos derivados indolicos em apresentar atividade anti-inflamatoria.
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Abstract: In this work, the acridine nucleus was used as a lead-compound for structural
modification by adding different substituted thiosemicarbazide moieties. Eight new
(2)-2-(acridin-9-yImethylene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide derivatives (3a—h) were
synthesized, their antiproliferative activities were evaluated, and DNA binding properties
were performed with calf thymus DNA (ctDNA) by electronic absorption and
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fluorescence spectroscopies. Both hyperchromic and hypochromic effects, as well as red
or blue shifts were demonstrated by addition of ctDNA to the derivatives. The calculated
binding constants ranged from 1.74 x 10* to 1.0 x 10° M and quenching constants from
-0.2 x 10* to 2.18 x 10* M™" indicating high affinity to ctDNA base pairs. The most
efficient compound in binding to ctDNA in vitro was (Z)-2-(acridin-9-ylmethylene)-N-(4-
chlorophenyl)  hydrazinecarbothioamide (3f), while the most active compound in
antiproliferative assay was (Z)-2-(acridin-9-ylmethylene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide
(3a). There was no correlation between DNA-binding and in vitro antiproliferative
activity, but the results suggest that DNA binding can be involved in the biological
activity mechanism. This study may guide the choice of the size and shape of the
intercalating part of the ligand and the strategic selection of substituents that increase
DNA-binding or antiproliferative properties.

Keywords: acridine; thiosemicarbazone; DNA binding; antiproliferative

5.1 Introduction

DNA has a strong affinity for many heterocyclic aromatic compounds; hence studies of
the interaction between DNA and new chemotherapeutic agents play a key role in the fight
against cancer [1]. DNA recognition is a critical step in the antitumor action of DNA
intercalators. Given that intercalation constitutes a pivotal step in several clinically used anti-
cancer drugs such as anthracyclines, acridines, and anthraquinones [2], understanding how
small molecules interact with DNA is crucial for the formulation of more powerful and
selective anticancer agents [3].

The synthesis of acridine and analogues has attracted considerable attention from
organic and medicinal chemists for many years [4]. Amsacrine (m-AMSA) is an anticancer
agent that displays activity against refractory acute leukemia as well as Hodgkin and non-
Hodgkin’s lymphomas. The drug is comprised of an intercalative acridine moiety coupled to a
4'-amino-methanesulfon-m-anisidide head group. m-AMSA is historically significant in that it
was the first drug demonstrated to function as a topoisomerase Il poison. Although m-AMSA
was designed as a DNA binding agent, much of its activity and specificity as topoisomerase Il
poison is embodied in the head group, while DNA intercalation is used primarily to increase
the affinity of m-AMSA for the topoisomerase II-DNA cleavage complex [5]. Furthermore,
DNA binding studies indicate that m-AMSA binds to DNA both by intercalation and by
minor groove binding [6].

Although m-AMSA is a DNA-intercalator and inhibitor of topoisomerase II, its
metabolism may be associated with the production of free radicals, which causes serious
damage in both cancer cells and normal tissues. For this reason, its clinical use is limited and
researchers have been seeking to make further chemical modifications to m-AMSA by
changing the nature of the 9-anilino substituent and the substituent pattern on the aniline and
acridine nuclei, leading to a range of new m-AMSA-like derivatives [7]. It is worthwhile
noting that the replacement of the acridine moiety with the analogous 2-oxo-2H-pyrano[2,3-
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b]quinolone system vyielded m-AMSA-like compounds that showed drastically reduced
anticancer activity as well as an ability to intercalate into double stranded DNA (dsDNA) [8].

One strategy that has been used for the synthesis of new acridine derivatives involves
combining the acridine ring with a different and independently acting moiety into one
covalently linked hybrid compound, using for example the thiazolidine or imidazolidine
nucleus [9]. As Barros et al. [10] have demonstrated, synthesizing new acridine-thiazolidine
derivatives causes a distortion of the double helix of dsDNA. Concerning the cytotoxicity
activity, the thiazacridines were selective for solid tumor cell lines. On the other hand,
Lafayette et al. [9] provided insight into the DNA binding mechanism of imidazacridine and
thiazacridine derivatives suggesting both intercalation and external binding.

Thiosemicarbazone derivatives exhibit important biological activities [11], such as
antibacterial [12], antimalarial, [13] and antitumor activities [14]. The antiproliferative
properties of thiosemicarbazones have been attributed to their ability to chelate metal ions
because of the presence of an NNS (Nitrogen—Nitrogen—Sulfur) tridentate set of donor atoms
that bind not only iron, but also copper [15-17], molybdenum [18], nickel [16,19], zinc [17,19],
and ruthenium [20]. The thiosemicarbazone-metal complexes are lipophilic and pass through
the cell membrane to release the metal intracellularly. The free chelator can then complex
with intracellular iron that can subsequently pass through the cell membrane mobilizing it out of
the cell [21]. Besides, thiosemicarbazone antiproliferative activity can be due to DNA binding
and cleavage, apoptosis induction, and cell enzyme inhibition [22,23]. The small molecule
chelator 3-aminopyridine-2-carboxaldehyde thiosemicarbazone (3-AP; Triapine®, anotherapeutics,
Alachua, FL, USA) inhibits the ribonucleotide reductase and prevents the replication of tumor
cells by blocking a critical step in DNA synthesis [24]. This molecule is under Phase 2
clinical trials evaluation for the treatment of solid tumors such as cervical and vaginal cancers
[25].

Recently, several kinds of thiosemicarbazone derivatives were synthesized and their
antitumor activities were also reported [26-30]. Geng et al. [31] used the anthracyclines as
lead-compounds for structural modification by adding thiosemicarbazide to the anthraquinone
ring. (E)-2-((1,4-Dihydroxy-9,10-anthraquinone-2-yl)methylene)-N-(4-
fluorophenyl)hydrazinecarbothioamide (DAFPT) was successfully synthesized and its interaction
with ctDNA showed groove binding and preference for A-T rich regions. It was expected that
this structural modification might overcome drug resistance and decrease the cardiotoxicity of
anthracyclines.

In this work, the acridine nucleus was used as a lead-compound for structural
modification by adding different substituted thiosemicarbazide moieties. This paper describes
the synthesis, DNA binding properties using ctDNA, as well as the antiproliferative activity of
novel acridine-thiosemicarbazone derivatives.

5.2 Results and Discussion

5.2.1 Chemistry
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The reaction sequence used for the synthesis of novel acridine-thiosemicarbazone
compounds is shown in Scheme 1. The compound 9-methylacridine (1) was prepared from
diphenylamine with zinc dichloride in acetic acid according to Tsuge et al. [32].
Subsequently, the oxidation of 1 with pyridinium chlorochromate (PCC) was accomplished
according to Mosher and Natale [33] yielding 9-acridinaldehyde (2). Compound 2 was used
as starting reagent in the synthesis of different types of acridine-thiosemicarbazone
derivatives. Thiosemicarbazides were synthesized in good yields (>90%) by adding hydrazine
hydrate to different aryl isothiocyanates as previously described [34]. Thus, condensation of
different thiosemicarbazide derivatives with 9-acridinaldehyde afforded the corresponding
acridine-thiosemicarbazone derivatives 3a—h (Scheme 1).

All known compounds (1, 2 and thiosemicarbazides) were identified by comparison
with literature data. All new compounds (3a—h) were characterized by *H-NMR, *C-NMR,
high-resolution mass spectrometry and infrared spectroscopy (Figures S1-S16 and Table S2).

s
CH; CHO J\ " "
NH; 2. N N
- o S N/ ‘\R
= = R—n N |
| | . > N._ = s
x i S i
N N
1 2 3a-h

3a 3b 3¢ 3d 3e 3 3g 3h

Scheme 1. Synthesis of acridine-thiosemicarbazone derivatives. Reagents and conditions: (i)
pyridinium chlorochromate (PCC); (ii) EtOH, CH;COOH, reflux, 70 °C.

5.2.2 DNA Binding Studies

The absorption spectra of the new acridine-thiosemicarbazone derivatives 3a—h show
that all compounds displayed absorption bands in the region of 300-500 nm. The different
donor or acceptor substituents present in compounds 3c-h induced red shifts on UV-Vis
spectra relative to that of 3a, with exception of 3f. In order to examine the general affinity of
the derivatives 3a—h to dsDNA, the binding interactions of these ligands with calf thymus
DNA (ctDNA) were examined by spectrophotometric titrations. It is widely accepted that if
the compounds can bind to DNA, their UV—-Vis curves result in a characteristic shift of the
absorption maximum wavelength (bathochromic or hypsochromic shift) and a decrease
(hypochromicity) [35,36] or increase (hyperchromicity) of the absorbance [9]. The absorption
spectra of 3a (50 pM) in Dboth the absence and presence of CctDNA
(0-120 pM) are given in Figure 1 (for the other derivatives see Figures S17-S23). The curve
shows significant hyperchromicity (92.58% at 120 uM of ctDNA) and a slight bathochromic
shift (AL 6 nm) with increasing ctDNA concentration, indicating a complex 3a-DNA
formation. In the presence of ctDNA, all compounds (3a-h) produced hyperchromic or
hypochromic effects, with the highest hypochromism being-induced by the 3f derivative
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(Table 1). With the exception of compound 3g, all complexes with ctDNA showed
bathochromic or hypsochromic effects with the most remarkable shifts for derivatives 3a and

3h, 6 nm and 12 nm, respectively.
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Figure 1. Absorption spectra of derivative 3a (50 puM) with
increasing concentrations of calf thymus DNA (ctDNA). [DNA]
= 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 and 120 uM. Arrows (1) and (—)
refer to hyperchromic, and bathchromic effects, respectively.
Inset: Plot of [DNA]/(ea — &) as function of DNA concentration as
determined from the absorption spectral data.

Table 1. UV-Vis absorption and fluorescence emission data of new acridine-thiosemicarbazone

derivatives in the absence and presence of ctDNA.

hmax hmax Extinction Py 2
AL Hypochr. Hyperchr.
Compound  Absent Present  Coefficient Ky (M) Excitation Emission Kgy ¢ (M™)
(nm) (%) ° (%)°
(nm) (nm) (&M (nm) (nm)
3a 360 366 7.300 6 - 92.58 3.77 x 10° 359 439 0.92 x 10*
3b 375 372 8.600 3 - 28.13 1.84 x 10° 370 441 -0.2 x 10*
3c 376 375 13.780 1 20.32 - 1.2x10° 370 440 0.18 x 10*
3d 375 371 14.040 4 4.69 - 1.74 x 10* 370 441 0.87 x 10*
3e 375 371 8.760 4 - 25.22 6.5 x 10* 361 441 -0.27 x 10*
3f 357 358 14.860 1 39.59 - 1.0 x 10° 355 440 2.18 x 10*
3g 362 362 9.200 0 - 24.4 9.91 x 10* 352 439 0.5 x 10*
3h 383 371 11.546 12 11.54 - 8.47 x 10° 350 439 1.75 x 10*

# Hypochromicity for complexes formed by compounds (3a—h) and 120 puM of ctDNA in
comparison to free ligands; ® Hyperchromicity for complexes formed by compounds (3a-h) and
120 uM of ctDNA in comparison to free ligands; ¢ Stern-Volmer quenching constant, Kgy ,
obtained from fluorimetric titrations with ctDNA.

After compound intercalation into the DNA base pairs, the & orbitals of the intercalated
compounds are able to couple with the & orbitals of the base pairs, thereby decreasing the 1 —
n* transition energies [15]. These interactions result in the observed hypochromism that is
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predictive of intercalation [37]. Besides this, the hypochromic effect and the red shift of the
absorption maximum are characteristic of the association of a ligand with DNA [38] which is
similar to the interaction recently observed for ctDNA and thiazacridine [9]. These results
indicate that the acridine ring has an important role in the DNA interaction process [8] and
confirm that both hyperchromic and hypochromic effects, as well as red or blue shifts reflect
different degrees of DNA helix structure changes [39].

Absorbance intensity changes were used to calculate the DNA binding constants (Kp) of
the acridine-thiosemicarbazone derivatives according to McGhee and von Hippel (Table 1)
[40]. The calculated Ky ranged from 1.74 x 10* to 1.0 x 10° M " proves a high affinity of the
new acridine-thiosemicarbazone derivatives for ctDNA base pairs. Typical K, for
intercalation complexes between organic dyes and DNA range from 1 x 10* to 1 x 10° M
and are usually significantly smaller than the binding constants of groove binders (1 x 10° to 1
x 10° M) [41]. The K, values increased as follows: 3d < 3e < 3g < 3c < 3b < 3a < 3h < 3f.
The high K}, presented by 3f suggests a strong binding towards ctDNA.

Acridine substitution with thiosemicarbazone moiety influenced positively the
intercalation power of the new derivatives since amsacrine-DNA link analysis has shown that
the binding constant of the formed complex was K, = 1.2 x 10* M, indicating weak or
moderate strength of binding between them [6]. The binding constants of 3,6-bis(3-
alkylguanidino)acridines with ctDNA investigated by UV-Vis and fluorescence
spectroscopies, were estimated to range from 1.25 x 10° to 5.26 x 10° M"' and the percentage
of hypochromism was found to be 17%-42% (from spectral titration) [42]. DNA binding
constant studies of N-(9-acridinylthiocarbamoyl) amino acids (glycine, proline, leucine,
histidine, phenylalanine, and tryptophan) derivatives by UV-Vis spectrophotometry,
fluorescence titration, and quantum chemical calculation revealed that the lowest binding
affinity was observed for N-(9-acridinylthiocarbamoyl)glycine (K = 1.4 x 10°) and the highest for
N-(9-acridinylthiocarbamoyl) tryptophan (K= 2.9 x 10°) [43].

Herein, the highest K, value (1.0 x 10°) was demonstrated by the chloro-substituted
derivative 3f. This result indicates that a chloro substituent affects positively the ability of a
ligand to bind to ctDNA, since it can increase the ligand’s hydrophobic properties. In
addition, the chloro atom leads to a slightly changed dipole of the ligand, thus increasing
dipole—dipole interactions in the binding site, and it may even operate as a hydrogen-bond
acceptor [44]. Derivative 3h presented the second highest K, value (8.47 x 10°), this finding
supports the idea that intercalative m-stacking interactions of the ligands with DNA are
essential for their efficient electron transfer reaction. Moreover, uniformity of K, magnitudes
for different substituted acridine rings validates the assumption that the DNA binding
mechanism is heavily dependent on a common structural component of all studied systems,
that is, the acridine skeleton, while its lateral substituents influence binding to a much lesser
extent [45].

Spectrofluorimetric studies were also performed to analyze the binding properties
between acridine-thiosemicarbazone derivatives and ctDNA. Table 1 summarizes the
fluorescence emission from the derivatives under investigation (excitation and emission spectra
can be seen in Figures S24-S31). Compounds 3a—h exhibited an emission band in the range of
400-500 nm. Excitation wavelengths were at 350-370 nm and spectra were monitored at a fixed
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concentration of 15 uM of each derivative and different ctDNA concentrations. The fluorescence of
acridine-thiosemicarbazone derivatives was quenched upon addition of ctDNA, except for 3b and
3e derivatives that exhibited an increase in their fluorescence intensity upon DNA addition. In
general, the enhancement of fluorescence intensity may be explained by a significant
suppression of the conformational flexibility of the ligand within the DNA-ligand complex
[38]. Figure 2 presents the emission spectra of 3a in the presence of different concentrations of
CtDNA (for the other derivatives see Figures S32-S38).
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Figure 2. Fluorescence spectra of derivative 3a (15 uM) with
increasing concentrations of ctDNA. [DNA] = 0 (black), 10
(red), 20 (green), 40 (yellow), 60 (blue), 80 (pink), 100 (light
blue) and 120 (gray) uM. Arrow (]) refers to hypochromic
effect.

The efficiency of the quenching process was deduced from the plot of the relative
emission intensity, lo/l, versus the DNA concentration (Figure 3) [46]. According to the
resulting Stern—Volmer quenching constants, Ksy, the most pronounced quenching was
demonstrated by 3f derivative (2.18 x 10* M™"). Kgv values decreased as follows: 3f > 3h >
3a > 3d > 3g > 3c > 3e > 3b. The emission intensity of the derivatives is quenched upon
addition of DNA, most likely due to an efficient electron transfer between the excited ligand
and the ctDNA bases. Emission-quenching phenomena reflect the interaction between the
derivatives and ctDNA, consistent with the electronic absorption spectroscopy results [47].
Both Stern—Volmer (Ksy) and binding constants (K,) of the derivatives indicate static
quenching due to complex formation by the new derivatives and ctDNA. The results indicate
that the most efficient compound in binding to ctDNA in vitro was 3f (39.59% hypochromism
and the highest K;, Ksy values).
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Figure 3. Relative fluorescence intensities of acridine-
thiosemicarbazone derivatives 3a (e), 3b (0), 3c (A), 3d (
V), 3e (#), 3f (o), 3g (o) and 3h (¥), upon addition of
CtDNA in Tris buffer (0.01 M, pH =7.6).

According to fluorescence emission studies of the interaction of ctDNA and 3'-azido-
daunorubicin thiosemicarbazone performed by Cui et al. [48], the increasing amounts of
ctDNA caused fluorescence intensity decrease without apparent shift of maximum
fluorescence emission wavelength, which indicated the ctDNA binding. Interaction evaluation
of DAFPT and ctDNA by competitive DNA binding assay demonstrated that DAFPT induced
a fluorescence intensity decrease of ctDNA-ethidium bromide complex, probably through
displacement of intercalated ethidium bromide from the adjacent base pairs of ctDNA [31].
These results demonstrated that thiosemicarbazone groups do not impair the DNA binding
properties of other well established intercalators such as daunorubicin and the anthraquinone
ring. In this work, the new acridine-thiosemicarbazones were able to interact with ctDNA
since both the “light up” and “light off” effects were observed in fluorescence emission spectra.

5.2.3 Antiproliferative Activity of 3a—h

To determine the antiproliferative properties of the derivatives 3a-h, their in vitro
antitumoral activities were assessed using nine different human tumor cell lines: glioma
(U251), leukemia (K-562), breast (MCF7), breast resistant (NCI-ADR), kidney (786-0), lung
(NCI-460), ovarian (OVCAR), prostate (PC-3), and colon (HT-29) and a normal cell line of
human keratinocyte (HaCat). The compounds were used at concentrations ranging from 0.25
to 250 mg/mL; doxorubicin (DOX) and m-AMSA were used as positive controls. The
analysis of cell growth inhibition (GI) was performed using the sulforhodamine B (SRB)
assay. The anti-cancer activity (UM) of a tested compound was given by two parameters for
each cell line: Glso (molar concentration of the compound that inhibits 50% cell growth) and
TGI (molar concentration of the compound leading to total inhibition of the cell growth) [49].
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The type of side chain influences the cytotoxic activities of acridine derivatives [50].
For acridine-thiosemicarbazone derivatives, the nature of the substituent on the phenyl ring
significantly influenced the antiproliferative activity (Table 2). The most active derivative was
3a as demonstrated in Figure 4 (for the other derivatives see Figures S39-S45). Compound 3a
inhibited the growth of all cell lines in a dose-dependent manner, with Glsg values lower than
10 pM for all tumor cell lines. Tumor cell selectivity was not observed in the growth
inhibition, but the pattern was similar to the positive control m-AMSA, also presented in
Figure 4. However, the Glsy concentrations of 3a ranged widely from 3- to 30-fold higher than
those for m-AMSA.

Notably, derivatives with electron-withdrawing (3f, 3g) and electron-donating
substituents (3c, 3d and 3e) presented a dramatic decrease in antiproliferative activity as
demonstrated by Glso and TGI values (Table 2). Compound 3b bears an ethylene group as
spacer between the nitrogen of the thiosemicarbazone moiety (acridine—-C=N-N-C—(S)-N)
and the phenyl ring that negatively influenced the antiproliferative activity when compared to
3a, as indicated by the difference in Glsy values (approximately 10-times higher). It was
supposed that a high rotational freedom for the phenyl ring in 3b permitted substituent
rotation negatively influencing its growth inhibition activity. Bulky substituents on the phenyl
ring also caused a decrease of antiproliferative power, as can be seen from the Glso and TGI
values of the pair 3a and 3h. Derivative 3g presenting the 4-bromophenyl moiety exhibited
selective cytostatic effects on OVCAR-3 cells.

The lethal concentration LCso, represents the drug concentration required to kill 50%
of the initial cell number, giving an idea of the cytotoxic action of the drug. Considering the
LCso (50% cell kill) values, compound 3a was lethal to NCI-H460, MCF-7, U251, NCI-
ADR/RES, HT-29, and PC-3 cells at the respective concentrations: 43.41, 60.26, 68.93, 70.2,
70.24, and 72.95 uM. For the others cell lines, 3a LCsq concentrations were above 300 uM.
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Figure 4. Antiproliferative activity of 3a (concentrations of 0.7, 7.0, 70 and 702 uM) and
amsacrine (m-AMSA\) (concentrations of 0.6, 6.35, 63.5 and 635 UM) against nine cancerous
cell lines: U251 (glioma, SNC); MCF-7 (breast adenocarcinoma); NCI-ADR/RES (ovary,
multidrug resistance phenotype); 786-O (kidney); NCI-H460 (lung non-small cell
adenocarcinoma); PC-3  (prostate); OVCAR-3  (ovary); HT-29  (colon);
K-562 (Chronic myeloid leukemia) and human keratinocytes (HaCaT).



Table 2. Glsp and TGI (in uM) values for tested compounds 3a-h, doxorubicin (DOX) and amsacrine (m-AMSA) as positive controls.

Cancer Cell Lines ?

Compound U251 MCF-7 NCI-ADR 786-0 NCI-H460 PC-3 OVCAR-3 HT-29 K-562 HaCaT
Glsy TGl Gl TGl Gl TGl Gl TGl Glsg TGl Glsg TGl Glsg TGl Glsg TGl Gl TGl Glsy TGl

3a 8.74 33.75 6.85 1292 6.35 17.24 799 4166 6.97 1058 6.30 18.88 4.41 21.13 754 29.28 9.26 >100 4.17 5142
3b 80.84 >100 66.72 n.a. >100 n.a. 64.44 9231 16.75 >100 73.74 >100 7.26 98.48 >100 na. n.a. na >100 na.
3c >100 n.a. 6273 na 6294 na 2875 >100 863 na 2298 na 838 >100 na. na na na 7.00 >100
3d na. nhna na na na na na hna na nha na na na na ha na na na na na
3e na. nhna na na na na na ha na ha na na na na ha na na na na na
3f >100 n.a. 27.19 >100 73.15 >100 >100 n.a. 28.36 n.a. 4033 na. 6241 >100 >100 n.a. 64.64 >100 >100 n.a.
39 >100 na. na. na na na >100 na >100 na 4589 >100 098 657 na. na na na na na
3h >100 n.a. 69.24 na 6826 >100 >100 n.a. 70.37 na 5088 na 7139 >100 na. na na na 70.06 na.
DOX" 0.046 120 0.036 1.48 0.24 3.80 0.051 0.63 0.04 054 0075 120 017 152 043 837 0.18 27.64 0.053 0.42
m-AMSA 026 281 023 696 201 1194 052 314 047 258 039 537 087 426 064 466 018 182 0.46 0.86

& U251 (glioma, SNC); MCF-7 (breast adenocarcinoma); NCI-ADR/RES (ovary, multidrug resistance phenotype); 786-O (kidney); NCI-H460 (lung non-small cell
adenocarcinoma); PC-3 (prostate); OVCAR-3 (ovary); HT-29 (colon); K-562 (Chronic myeloid leukemia); HaCaT (human keratinocytes);
® Doxorubicin (DOX) was employed as the positive control. Cell lines were exposed to the compounds in DMSO/RPMI/FBS 5% at 37 °C, 5% CO,, for 48 h.
n.a. = non-active at highest tested concentration (600 uM).
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Even though there was no quantitative correlation between DNA-binding and in
vitro activity, a lack of activity was observed for 3d and 3e, which possess the weakest
Ky values, 1.74 x 10* and 6.5 x 10* respectively, and the most active compound 3a
presented the third highest Ky, value (3.77 x 10°). The chloro-substituted derivative 3f
showed the highest K, value, but its antiproliferative activity was dramatically lower
than 3a and similar to other substituent groups that have essentially the same steric
requirement such as methyl- and bromo-substituted derivatives, 3d and 3g respectively.
Our findings suggest that the biological activity could be due to the interaction with
DNA and/or to any other not studied mechanism. This study may guide the choice of
the size and shape of the intercalating part of the ligand and the strategic selection of
substituents that increase DNA-binding or antiproliferative properties.

5.3 Experimental Section
5.3.1 Materials and Methods

The starting materials hydrazine hydrate, phenyl-, 4-tolyl-, 4-chlorophenyl-, 1-
naphthyl-, 4-bromophenyl-, 4-methoxyphenyl-, 4-ethylphenyl- and 2-phenylethyl-
isothiocyanate were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA) and were
used as received for the synthesis of different thiosemicarbazides. Common solvents
used for synthesis and analysis were supplied by Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
USA), Merck (Darmstadt, Germany) and Fluka (Buchs, SG, Switzerland) and used
without purification. Melting points were measured in capillary tubes on a Quimis
Model 340.27 apparatus (Quimis, Diadema, Brasil). Thin Layer Cromatography (TLC)
was performed on silica gel 60 F254 plates from Merck (Darmstadt, Germany) with
fluorescent detection at 254 nm. Infrared (IR) spectroscopy were recorded on a Bruker
IFS66 spectrometer (Bruker, Berlin, Germany), using KBr pellets. The proton (*H-
NMR) and carbon (3*C-NMR) NMR experiments were performed on Varian Model
Plus Spectrophotometer (Varian, Santa Clara, CA, USA) at 300 MHz, in DMSO-d¢ as
solvent. Mass spectra were recorded on matrix-assisted laser desorption/ionization
recorded with a time-of-flight mass spectrometer (MALDI-TOF) Autoflex 111 (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA). UV-Vis spectra were measured on an Ultraspec 3000
PRO UV-Visible spectrophotometer (Biochrom Ltd., Cambridge, UK) and fluorescence
spectra on a JASCO FP-6300 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) spectrofluorometer.

5.3.2 General Preparation of the Acridine-Thiosemicarbazone Derivatives 3a—h

The starting thiosemicarbazide (N-phenylhydrazinecarbothioamide;

N-(4-chlorophenyl)hydrazinecarbothioamide; N-(naphtalen-1-
yl)hydrazinecarbothioamide;
N-(4-bromophenyl)hydrazinecarbothioamide; N-(4-

methoxyphenyl)hydrazinecarbothioamide;
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N-phenethylhydrazinecarbothioamide; N-(4-ethylphenyl)hydrazinecarbothioamide and
N-(p-tolyl)hydrazinecarbothioamide) were prepared according to the published
procedures [34,51].
Compound 2, 9-acridinaldehyde, (1.0 equivalent) and the thiosemicarbazide of choice
(1.0 equivalent), were refluxed in ethanol (10 mL) in the presence of acetic acid (30
drops) and heated at 70 °C for 24 h. After this period, the mixture was filtered and
washed with water and ethanol.

5.3.2.1 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide (3a)

Yellow solid. Formula: Cy;HisN4S; M.W.: 356.44 g/mol; Melting point: 208—
209 °C: Yield: 65%; Rf: 0.55 (n-hexane/EtOAc 7:3). *H-NMR (300 MHz, DMSO-de): &
7.19 (t, 1H, phenyl, J = 7.5 Hz), 7.36 (t, 2H, phenyl, J = 7.8 Hz), 7.60 (d, 2H, phenyl, J
= 7.8 Hz), 7.72 (t, 2H, acridine, J = 8.4 Hz), 7.89 (t, 2H, acridine, J = 8.4 Hz), 8.20 (d,
2H, acridine, J = 8.7 Hz), 8.61 (d, 2H, acridine, J = 8.7 Hz), 9.39 (s, 1H, =CH), 10.23
(s, 1H, NH), 12.27 (s, 1H, NH). *C-NMR: 5 123.3, 123.9, 124.9, 125.1, 126.9, 127.9,
128.4, 129.5, 130.8, 130.2, 134.6, 138.8, 139.8, 148.1, 176.3. IR (cm'): 3114 (C—H),
3500 (NH), 1202 (C=S). MS (m/z): calculated = 357.1129; found = 357.124.

5.3.2.2 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-phenethylhydrazinecarbothioamide (3b)

Yellow solid. Formula: C3HzoN4S; M.W.: 384.49 g/mol; Melting point: 220—
221 °C; Yield: 97%; Rf: 0.48 (n-hexane/EtOAc 8:2). *H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): &
2.93 (t, 3H, J = 10.4Hz, CH3), 3.80 (q, 2H, J = 8.4Hz, CH,), 7.27-7.18 (m, 5H, phenyl),
7.68 (t, 2H, J = 10.0Hz, acridine), 7.88 (t, 2H, J = 9.6Hz, acridine), 8.19 (d, 2H, J =
11.6, acridine), 8.49 (d, 2H, J = 10.8, acridine), 8.50 (s, 1H, =CH-), 9.27 (s, 1H, NH),
11.86 (s, 1H, NH). *C-NMR: & 34.92, 45.67, 123.88, 125.66, 125.66, 126.64, 126.64,
127.59, 127.59, 128.88, 128.88, 129.12, 129.12, 130.18, 130.18, 130.76, 130.76,
135.48, 139.56, 139.68, 148.71, 148.71, 177.77. IR (cm™"): 3667.95 (NH), 3140.25
(NH), 1520.45 (C=S). MS (m/z): calculated = 385.1442; found = 385.134.

5.3.2.3 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(4-ethylphenyl)hydrazinecarbothioamide (3c)

Pale green solid. Formula: Ca3H20N4S; M.W.: 384.49 g/mol; Melting point: 213—
214 °C; Yield: 98%; Rf: 0.6 (n-hexane/EtOAc 7:3). 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6
1.18 (t, 3H, J = 7.2Hz, CH3), 2.57 (q, 2H, J = 7.2Hz, CHy), 7.18 (d, 2H, J = 8.4Hz,
acridine), 7.48 (d, 2H, J = 8.4Hz, acridine), 7.71 (t, 2H, J = 7.2Hz, acridine), 7.89 (t,
2H, J = 6.8Hz, acridine), 8.20 (d, 2H, J = 8.8Hz, phenyl), 8.60 (d, 2H, J = 8.4Hz,
phenyl), 9.38 (s, 1H, =CH-), 10.08 (s, 1H, NH), 12.16 (s, 1H, NH). *C-NMR: 5 15.66,
27.70, 123.47, 123.47, 125.33, 125.33, 125.40, 125.40, 127.16, 127.16, 127.38, 127.38,
129.67, 129.67, 130.32, 130.32, 134.86, 136.57, 139.81, 140.91, 148.23, 148.23,
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176.43. IR (cm'): 1536.91 (C=S), 2968.91 (=CH-), 3125.53 (NH), 3400.00 (NH). MS
(m/2): calculated = 385.1442; found = 385.131.

5.3.2.4 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(p-tolyl)hydrazinecarbothioamide (3d)

Yellow solid. Formula: CxHigN4sS; M.W.: 370.47 g/mol; Melting point: 119—
221 °C; Yield: 90%; Rf: 0.55 (n-hexane/EtOAc 7:3). 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6
2.29 (s, 3H, CHg3), 7.15 (d, 2H, J = 8.4Hz, acridine), 7.45 (d, 2H, J = 7.6Hz, acridine),
7.71 (t, 2H, J = 7.6Hz, acridine), 7.89 (t, 2H, J = 7.6Hz, acridine), 8.20 (d, 2H, J =
9.2Hz, phenyl), 8.60 (d, 2H, J = 8.4Hz, phenyl), 9.38 (s, 1H, = CH-), 10.01 (s, 1H,
NH), 12.15 (s, 1H, NH). C-NMR: § 20.56, 123.48, 123.48, 125.34, 125.34, 125.37,
125.37, 127.16, 127.16, 128.56, 128.56, 129.68, 129.68, 130.32, 130.32, 134.55,
134.89, 136.37, 139.80, 148.25, 176.48. IR (cm'): 3671.99 (NH), 3129.28 (NH),
1534.92 (C=S). MS (m/z): calculated = 371.1286; found = 371.120.

5.3.2.5 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(4-methoxyphenyl)hydrazinecarbothioamide
(3e)

Yellow solid. Formula: C;,H1sN4OS; M.W.: 386.47 g/mol; Melting point: 219—
220 °C; Yield: 82%; Rf: 0.43 (n-hexane/EtOAc 7:3). 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6
3.76 (s, 3H, OCHg), 6.91 (m, 2H, acridine), 7.46 (m, 2H, acridine), 7.70 (m, 2H,
phenyl), 7.87 (m, 2H, phenyl), 8.19 (m, 2H, acridine), 8.60 (m, 2H, acridine), 9.38 (s,
1H, =CH-), 9.25 (s, 1H, NH), 12.02 (s, 1H, NH). *C-NMR: § 55.09, 113.21, 113.21,
123.32, 123.32, 125.09, 125.09, 126.69, 126.69, 126.86, 126.86, 129.50, 129.50,
129.99, 129.99, 131.69, 134.66, 139.57, 148.11, 148.11, 156.83, 176.67. IR (cm'):
1514.52 (C=N), 1533.44 (C=S), 3138.17 (NH), 3320.32 (NH). MS (m/z): calculated =
387.1235; found = 387.073.

5.3.2.6 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(4-chlorophenyl)hydrazinecarbothioamide (3f)

Yellow solid. Formula: C»1H15CIN4S; M.W.: 390.88 g/mol; Melting point: 225—
226 °C; Yield: 86.5%; Rf: 0.54 (n-hexane/EtOAC 7:3). *H-NMR (400 MHz, DMSO-dg):
7,40 (d, 2H, phenyl, J = 6.8Hz), 7.63 (d, 2H, phenyl, J = 7.6Hz), 7.72 (t, 2H, acridine, J
= 7.2Hz), 7.89 (t, 2H, acridine, J = 7.2Hz), 8.21 (d, 2H, acridine, J = 9.2Hz), 8.59 (d,
2H, acridine, J = 8.4Hz), 9.39 (s, 1H, =CH-), 10.23 (s, 1H, NH), 12.27 (s, 1H, NH).
BC-NMR: § 123.3, 123.9, 124.9, 125.1, 126.9, 127.9, 128.4, 129.5, 130.8, 130.2, 134.6,
138.8, 139.8, 148.1, 176.3. IR (cm™'): 3114 (C-H), 3500 (NH), 1202 (C=S). MS (m/z):
calculated = 391.0739; found = 391.041.

5.3.2.7 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(4-bromophenyl)hydrazinecarbothioamide
(39)
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Yellow solid. Formula: C,;H1sBrN,S; M.W.: 435.34 g/mol; Melting point: 222—
224 °C; Yield: 82%; Rf: 0.45 (n-hexane/EtOAc 7:3). *H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): &
7.56 (g, 4H, phenyl, J = 8.8Hz), 7.75 (t, 2H, J = 8.4Hz, acridine), 7.94 (t, 2H, J = 8.0Hz,
acridine), 8.23 (d, 2H, J = 8.8Hz, acridine), 8.62 (d, 2H, J = 8.8Hz, acridine), 9.40 (s,
1H, =CH-), 10.24 (s, 1H, NH), 12.31 (s, 1H, NH). *C-NMR: & 117.60, 117.60, 123.52,
123.52, 123.52, 123.52, 125.51, 125.51, 127.34, 127.34, 127.45, 127.45, 127.45,
127.45, 130.91, 130.91, 130.91, 138.38, 140.05, 140.05, 176.48. IR (cm'): 3350.00
(NH), 3128.54 (NH), 1539.02 (C=S). MS (m/z): calculated = 436.0180; found =
436.968.

5.3.2.8 (2)-2-(Acridin-9-ylmethylene)-N-(naphtalen-1-yl)hydrazinecarbothioamide (3h)

Yellow solid. Formula: CsH1gN4S; M.W.: 406.50 g/mol; Melting point: 208—
210 °C; Yield: 32%; Rf: 0.55 (n-hexane/EtOAc 6:4). *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): &
7.49 (t, 2H, J = 8.1Hz, acridine), 7.58-7.54 (m, 3H, naphthyl), 7.61 (t, 2H, J = 8.4Hz,
acridine), 7.78-8.50 (m, 3H, naphthyl), 8.17 (d, 2H, J = 7.8Hz, acridine), 8.28-8.32 (m,
1H, naphthyl), 8.82 (d, 2H, J = 8.7Hz, acridine), 9.51 (s, 1H, =CH-), 10.49 (s, 1H, NH),
12.41 (s, 1H, NH). *C-NMR: & 157.95, 136.69, 133.85, 133.85, 133.85, 128.29, 128.29,
127.59, 126.04, 126.04, 126.04, 126.04, 125.63, 125.63, 125.63, 125.27, 125.27,
125.27, 123.56, 123.56, 122.69, 122.69, 121.91, 121.91, 115.37. IR (cm'): 3309.48
(NH), 3199.93 (NH), 1471.72 (C=S), 1212.81 (C-N). MS (m/z): calculated = 407.1286;
found = 407.024.

5.3.3 UV-Vis Absorption Measurements

UV-Vis spectra titrations were performed using 0.01 M Tris buffer, pH 7.6. Calf
thymus DNA (ctDNA) was purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA)
and used without further purification. The solution of ctDNA in Tris buffer was
sonicated for 5 min and the DNA concentration was determined using the molar
extinction coefficient 6600 M~' cm™' at 260 nm [52]. The DNA purity was determined
by monitoring the value of the Azso/Agzgo ratio. DNA concentration was expressed as
micromolar equivalents of the base pairs. Acridine-thiosemicarbazone derivatives were
dissolved in DMSO at a concentration of 1 mM (stock solution) from which working
solutions of concentrations ranging from 10 to 50 uM were prepared by dilution using
Tris buffer. After compound concentration optimization, ctDNA titration was performed
with constant acridine derivative concentrations. All measurements were performed at
25 °C in a rectangular quartz cuvette with a 1 cm path length. The intrinsic binding
constant (Kj) was obtained by fitting the data to Equation (1) [40]:

[DNA]/(ea — &f) = [DNA]/(eb — f) + 1/K}, (eb — &f)

where &,, €, and & are the apparent, bound with DNA, and free extinction coefficients of
compounds, respectively. €,, &, and & are all calculated from the Lambert—Beer’s law (e
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= A/[compound]). Plot fitting of [DNA]/(ea — &) vs. [DNA] used K}, obtained from the
ratio of the slope to the y intercept. The binding data were fitted using the Origin 8.0°
software (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

5.3.4 Fluorescence Measurements

Fluorescence measurements of non-bound derivatives were performed with
solution concentration of 15 uM in 0.01 M Tris buffer, pH 7.6. Emission spectra were
recorded in the region 380-600 nm using an excitation wavelength of 356-364 nm. All
measurements were performed at 25 °C in a rectangular quartz cuvette with a 1 cm path
length. Fluorescence intensities were expressed in arbitrary units. Fluorescence
titrations were conducted by the addition of increasing amounts of ctDNA (0-120 uM
bp) directly into the cell containing derivative solutions. Fluorescence intensities of
compound solutions exposed to different ctDNA concentrations were used to calculate the
Stern—VVolmer constant, Ksy, by the following Equation (2) [46]:

FO/F =1+ st[Q] (2)

where Fo and F are the steady-state fluorescence intensities of compounds in the
absence and in the presence of quencher (ctDNA), Ksy is the Stern—Volmer quenching
constant, and [Q] is the concentration of quencher.

5.3.5 Determination of Antiproliferative Activity

Nine human cancer cell lines (U251 (glioma, CNS), MCF-7 (breast), NCI-
ADR/RES (ovarian expressing phenotype multiple drugs resistance), 786-O (kidney),
NCI-H460 (lung, non-small cells), PC-3 (prostate), OVCAR-03 (ovarian), HT-29 (colon
adenocarcinoma) and K-562 (chronic myeloid leukemia)) and a normal cell line HaCat
(human keratinocyte) were kindly provided by Frederick Cancer Research &
Development Center, National Cancer Institute, Frederick, MA, USA. Stock cultures
were grown in 5 mL of RPMI-1640 (GIBCO, Carlsbad, CA, USA) supplemented with
5% fetal bovine serum (FBS, GIBCO BRL). Penicillin: streptomycin mixture 1000
U/mL:1000 pg/mL (1 mL/L RPMI-1640) was added to experimental cultures. Cells in
96-well plates (100 pL cells/well, cell densities can be seen in Table S1) were exposed
to different concentrations of samples (0.25, 2.5, 25 and 250 pg/mL) in
DMSO/RPMI/FBS 5% at 37 °C, 5% CO,, for 48 h. Final DMSO concentration did not
affect cell viability. Cells were then fixed with trichloroacetic acid solution (50%, v/v)
and cell proliferation was determined by spectrophotometric quantification (540 nm) of
cellular protein content using sulforhnodamine B assay [49]. Doxorubicin (DOX; 0.025—
25 pg/mL) and m-AMSA at the same concentration were used as a positive control.
Three measurements were obtained: at the beginning of incubation (To) and 48 h post-
incubation for compound-free (C) and tested (T) cells. The choice of 48 h incubation
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was based on the NCI60 protocol, proposed by NCI/EUA for antiproliferative
screening. Cell proliferation was determined according to the equation:

Cell proliferation = 100 x [(T — Tg)/C — To] (3)

Cytostatic effect was observed when Ty < T < C while cytocidal effect occurred
when T < T,. From the concentration—response curve for each cell line, Glso, TGI, and
LCso values were determined through nonlinear regression analysis using the software
Origin 8.0 (OriginLab Corporation). The experiments were done in triplicate.

5.4 Conclusions

Eight new (2)-2-(acridin-9-ylmethylene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide
derivatives (3a-h) proved binding constants with ctDNA in the range 1.74 x 10* to 1.0
x 10° M™" and quenching constants from —0.2 x 10* to 2.18 x 10* M™" indicating high
affinity to ctDNA base pairs. Combinations of hyperchromic or hypochromic effect and
red or blue shifts were observed for most compounds, except for 3g derivative. The most
efficient compound in binding to ctDNA in vitro was the chloro-substituted derivative 3f
which was demonstrated by hypochromism, red shift and fluorescence quenching. On
the other hand, the non-substituted phenyl ring derivative 3a showed the highest
antiproliferative activity. In comparison with biochemical and biological properties (3a—
h) produced in this study the following conclusions can be drawn: both binding
constants with ctDNA and antiproliferative activities were influenced by substitution on
the phenyl ring of thiosemicarbazone moieties since the most active compounds did not
possess substitution (3a). There was no correlation between electron-withdrawing (3c,
3d and 3e) or electron-donating substituents on the phenyl ring (3f, 3g) and
antiproliferativy activity, since both dramatically decreased this property. The results
indicate that the coupling of the acridine ring and the thiosemicarbazide moiety yielded
new acridine-thiosemicarbazone derivatives with promising DNA binding. However,
the characteristics of substituents on the phenyl ring influence both the DNA-binding
and the antiproliferative properties.

Supplementary Materials

Supplementary  materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-
0067/16/6/xxx/s1.
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